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Dr Ewa Radzikowska ukonczyta studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu L6dz-
kiego w 2007 roku i w tym samym roku rozpoczeta prace w Zakladzie Chemii Bio-
organicznej CBMM PAN w Lodzi. Stopien naukowy doktora uzyskata w 2014 roku.
Jej obszar zainteresowan naukowych obejmuje syntez¢ modyfikowanych nukleozy-
dow oraz oligonukleotydéw o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym, jest
wspotautorka 8 publikacji.

Dr Renata Kaczmarek ukonczyla studia na Wydziale Chemii Politechniki Lodzkiej
(1995). Jest asystentem w Zakladzie Chemii Bioorganicznej CBMM PAN w Lodzi,
gdzie pracuje od 1996 roku. Stopienn naukowy doktora uzyskata w 2006 roku; jest
wspolautorky 23 publikacji. GlIéwny obszar dzialalno$ci naukowej: synteza fosfo-
rylowanych i tiofosforylowanych pochodnych aminokwaséw, peptydéw i amidéw,
synteza modyfikowanych nukleozydéw oraz oligonukleotydéw o potencjalnym
zastosowaniu.

Dr hab. Janina Baraniak po ukonczeniu studiéw na Wydziale Chemii Politechniki
Lédzkiej rozpoczeta prace w CBMM PAN w Lodzi, gdzie w 1986 roku uzyskata
stopienn naukowy doktora [staz naukowy w Zespole Prof. P. Frey’a (Department
of Biochemistry, Institute for Enzyme Research, University of Wisconsin, Madi-
son, USA] a w 2005 roku stopien doktora habilitowanego. Gléwnym przedmiotem
zainteresowan naukowych jest chemia modyfikowanych nukleozydéw i oligonu-
kleotydow, a w szczegolnosci synteza zwigzkow o potencjalnych wlasciwosciach
terapeutycznych jak i istotnym znaczeniu poznawczym nakierowanym na badania
mechanistyczne proceséw biochemicznych. Jest wspotautorka 66 publikacji, opie-
kunem dwdch prac doktorskich. Obecnie pracuje w Akademii im. Jana Dlugosza
w Czestochowie.
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ABSTRACT

Synthetic oligonucleotides constitute an important class of compounds which
can exhibit biological activity. As potential drugs they could be employed in anti-
sense strategy by acting on the pathogenic mRNA, causing inactivation of the target
molecules during the translation process [1]. Ideal antisense agent (ASO) should be
resistant to exo and/or endonucleases, exhibit a suitable pharmacological and phar-
macokinetic profile and exhibits high binding affinity towards the target mRNA. To
improve some properties of the ASO plethora of the chemical modifications intro-
duced within the nucleobase, sugar unit and internucleotide linkage are investigated
[3]. Among them, phosphorothioate oligonucleotides (PS-oligo), created by repla-
cing one of the nonbridging oxygen atoms with a sulfur atom, are the major repre-
sentatives of DNA analogs. PS-oligo display several attractive features like nuclease
resistance, activation of RNase H, and good pharmacokinetic properties [1].

Replacement of one of two nonbridging oxygens at phosphorus by sulfur indu-
ces asymmetry at the phosphorus atom. Hence, the synthesized oligo(nucleoside
phosphorothioate) is a mixture of 2" diastereomers (where # is the number of inter-
nucleotide phosphorothioate functions). Therefore the actual biological activity of
the P-chiral oligonucleotide analogues, (e.g., interactions with proteins or nucleic
acids) may depend on stereochemical factors [7]. One has to keep in mind that
the phosphoramidite [5] and H-phosphonate [32] methodologies (commonly used
to prepare PS-oligo) are nonstereospecific and give a mixture of 2n diastereomers.
Thus, various methods have been elaborated to synthesize these P-chiral oligonuc-
leotide analogs in a stereocontrolled manner [15, 17], among them the oxathia-
phospholane method developed by Stec et al. [18], the method utilizing nucleoside
3’-O-(3-N-acyl)oxazaphospholidine derivatives as monomer units [19], and the
method based on a stereoselective synthesis of nucleoside 3’-O-oxazaphospholidine
monomers [21, 22] are the most significant.

Keywords: oligo(deoxy)ribonucleoside phosphorothioates, antisense oligonucleo-
tides, synthesis of modified oligonucleotide, stereospecific synthesis
Stowa kluczowe: oligonukleozydotiofosforany, oligonukleotydy antysensowe, syn-
teza modyfikowanych oligonukleotydéw, synteza stereospecyficzna
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WSTEP

Zsekwencjonowanie ludzkiego genomu oraz rozwdj nowych technik badaw-
czych sprawil, ze pod koniec XX wieku w procesie poszukiwania nowych lekow
nastapil istotny przetom. Wczesniejsza strategia byla oparta na fizjologii choroby;,
czyli wykorzystywala widoczne symptomy choroby i byla skoncentrowana na poszu-
kiwaniu zwigzkéw niskoczgsteczkowych zazwyczaj oddzialywujgcych bezposrednio
z bialkiem odpowiedzialnym za powstanie okreslonej choroby. Stad tez tradycyjne
farmaceutyki usuwaja skutki, a nie przyczyny choroby.

Nowe podejscie oparte na tzw. molekularnym mechanizmie choroby ma za
zadanie tworzy¢ leki, ktore beda zapobiegaly przyczynom choroby poprzez precy-
zyjne oddzialywanie ze zrodtem proceséw chorobotwoérczych.

W nurt tych badan wpisuje sie miedzy innymi tzw. strategia antysensowa
wykorzystujaca syntetyczne oligonukleotydy komplementarne do sekwencji mRNA
docelowego genu i wigzace si¢ do niego poprzez sekwencyjnie specyficzny proces
hybrydyzacji za pomocg wigzan typu Watsona-Cricka [1]. Rezultatem tego zjawi-
ska jest hydroliza badz uszkodzenie docelowego mRNA, a zatem inhibicja ekspre-
sji okreslonego genu czyli zahamowanie syntezy bialka. Stosowane w tej strategii
oligonukleotydy nazywane s3 oligonukleotydami antysensowymi (ang. antysense
oligonucleotides, ASO).

Aby ASO mogly by¢ stosowane jako leki muszg po dotarciu do docelowych
komorek wystepowaé przez pewien okreslony czas w takim stezeniu, aby byly
zdolne wywolywac¢ oczekiwany efekt terapeutyczny. Stad tez koniecznym jest, aby
ASO byly odporne na degradacje enzymatyczng wobec wewnatrzkomoérkowych
nukleaz. Natywne czgsteczki ASO, tak jak i naturalne oligonukleotydy fosforanowe,
s3 jednakze szybko degradowane przez nukleazy obecne in vivo. Dodatkowo, inne
czynniki takie jak np. staba rozpuszczalnos¢ w ptynach ustrojowych czy mala prze-
puszczalnos$¢ przez blony biologiczne sprawily, ze stosowanie naturalnych fosfo-
diestrowych ASO bylo bardzo ograniczone [2]. Stad tez aby oligonukleotydy anty-
sensowe mogly wykazywaé pozadang efektywnos¢ terapeutyczna, wprowadzono
liczne modyfikacje chemiczne majace na celu polepszenie wtasnosci biologicznych
i fizykochemicznych tych biomolekut [3].

Sposérdd licznej grupy oligonukleotydéw modyfikowanych w obrebie wiazania
internukleotydowego na szczegolng uwage zastuguja analogi, w ktérych jeden z nie-
mostkowych atomdéw tlenu w tym wigzaniu zastgpiony zostal atomem siarki. Otrzy-
mane w ten sposoéb ASO nazywane sg oligonukleozydotiofosforanami (Rys. 1).
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Rysunek 1. Struktura chemiczna oligonukleozydotiofosforanéw
Figure 1. Chemical structure of phosphorothioate oligonucleotides (PS-oligos)

Oligonukleozydotiofosforany posiadaja wiele zalet w poréwnaniu do odpo-
wiednich niemodyfikowanych oligonukleotydéw, a najwazniejsza z nich jest zwiek-
szona odporno$¢ na dzialanie wewngtrzkomorkowych nukleaz. Réwnie istotng
cechg tych zwigzkow jest ich dogodny profil farmakokinetyczny (tj. przebieg zmian
stezenia/ilosci leku i jego metabolitéw w ptynach ustrojowych, tkankach i wydali-
nach) [3].

1. WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE I FIZYKOCHEMICZNE
OLIGONUKLEOZYDOTIOFOSFORANOW

Prace dotyczace syntezy tiofosforanowych analogéw oligonukleotydéw zostaty
zapoczatkowane pod koniec lat 60. minionego wieku, kiedy to tiofosforanowe ana-
logi dinukleotydéw byty wykorzystywane jako substraty w badaniach nad aktywno-
$cig niektorych nukleaz [4]. Dopiero opracowana przez Caruthersa w latach 80. XX
wieku amidofosforynowa metoda syntezy oligonukleotydéw na statym podlozu [5]
stala sie dogodna metoda syntezy oligonukleozydotiofosforanéw [6].

Zastgpienie jednego z niemostkowych atoméw tlenu w wigzaniu internukle-
otydowym atomem siarki indukuje powstawanie centrum chiralnoséci na atomie
fosforu. Jednakze w przypadku zwigzkéw chiralnych wtasnosci poszczegolnych
enancjomerdw badz diastereomerow sg zroznicowane. Totez rozwazajac aktywnos¢
biologiczng oligonukleozydotiofosforanéw nalezy uwzgledni¢ chiralno$¢ atomu
fosforu w kazdym wigzaniu tiofosforanowym [7]. Oznacza to, ze tiofosforanowy
oligonukleotyd jest mieszaning 2" diastereoizomerdw, gdzie n jest liczbg wigzan
internukleotydowych. Rozdzial poszczegolnych izomeréw za pomoca wysokoci-
$nieniowej chromatografii cieczowej jest mozliwy tylko w przypadku bardzo krot-
kich oligonukleotyddw: tri-, tetra- i pentamerdw.

Wspolng cechg stosowanych powszechnie metod syntezy oligonukleozydotio-
fosforandw jest ich niestereokontrolowany charakter. Ten ogélny problem zwigzany
z chiralno$cig tych zwiazkoéw mogl by¢ rozwiazany jedynie na drodze stereokontro-
lowanej syntezy.
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Przez wiele lat stereokontrolowana chemiczna synteza tiofosforanowych
pochodnych oligonukleotyddw stanowila prawdziwe wyzwanie dla chemikéw zaj-
mujacych sie tym obszarem badan. Poczatkowe prace ograniczaly si¢ do poszuki-
wania stereoselektywnych metod [8], a w pdzniejszym etapie koncentrowaly si¢ na
opracowaniu stereospecyficznych syntez [7].

2. ZASTOSOWANIE TECHNIK CHROMATOGRAFICZNYCH
DO OTRZYMYWANIA DIASTEREOMERYCZNIE CZYSTYCH
OLIGONUKLEOZYDOTIOFOSFORANOW

W poczatkowym etapie badan nad P-chiralnymi oligonukleozydotiofosfo-
ranami kluczowa role w otrzymywaniu ich w diastereomerycznie czystej postaci
odgrywaly metody oparte na technice rozdzialu chromatograficznego. Az do wczes-
nych lat 70. minionego wieku rozdzielone na tej drodze P-chiralne dinukleozydotio-
fosforany (Rp vs Sp) wykorzystywane byty w badaniach dotyczacych ich stabilnosci
hydrolitycznej wobec nukleaz jak réwniez do okreslenia ich powinowactwa wzgle-
dem jedno- lub dwuniciowego RNA i DNA [9].

Klasyczny rozdzial chromatograficzny stosowano réwniez do otrzymywania
diuzszych fragmentéw oligonukleotydéw, w ktérych wprowadzona byla jedynie
pojedyncza modyfikacja tiofosforanowa, dzigki czemu badano wplyw takich mody-
fikacji na trwalos¢ odpowiednich duplekséw i trypleksow [10].

Zaleta metody opartej o rozdzial chromatograficzny jest mozliwos¢ otrzymania
poszczegdlnych izomerdéw o bardzo duzej czystosci. Niestety sam proces rozdziatu
bywa klopotliwy i jest zalezny od struktury zwigzku (dtugos¢, sekwencja zasad,
pozycja centrum P-chiralnego). Im oligomer diuzszy, a sekwencja bardziej uroz-
maicona, tym rozdzial trudniejszy. [11]. Jeszcze wiekszy problem stanowi rozdziat
zwigzkow w ktérych wystepuje wieksza ilo§¢ centréw P-chiralnosci. Biorac pod
uwage fakt, ze poszczegdlne diastereomery posiadaja bardzo zblizone cechy (w tym
czasy retencji) ich rozdzial metodami chromatograficznymi jest wlasciwie niemoz-
liwy. Nawet stosujac zaawansowane techniki wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (HPLC) rozdzial ten ogranicza si¢ do bardzo krotkich oligonukleotydow:
tri-, tetra- i pentamerdéw [12].

3. WYKORZYSTANIE DIASTEREOMERYCZNIE CZYSTYCH
DIMERYCZNYCH BLOKOW BUDULCOWYCH

Dinukleozydotiofosforany z centrum chiralnosci na atomie fosforu 1 (Sche-
mat 1) rozdzielone na poszczegdlne Rp i Sp izomery 2 z wykorzystaniem chromato-
grafii typu ,,flash” zostaly przeksztalcone w odpowiednie 3’-amidofosforyny 3, ktére
nastepnie postuzyly jako dimeryczne bloki budulcowe 4 w syntezie oligonukleoty-
dow na fazie stalej metodg amidofosforynows [13].
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Schemat 1. Synteza stereoregularnych oligonukleozydotiofosforanéw 4 z wykorzystaniem diastereomerycz-
nie czystych dimerycznych blokéw budulcowych 3
Scheme 1. Synthesis of stereoregular PS-oligos 4 using diastereopure dimer building blocks 3

W ten sposdb mozna bylo otrzymywa¢ oligomery zawierajace wiele P-chiral-
nych centréw w okreslonych pozycjach oligonukleotydu, zwigzkéw niemozliwych
do otrzymania na drodze rozdzialu chromatograficznego skomplikowanych mie-
szanin diastereomerycznych.

Zaletg opisanego podejscia bylo to, ze w dalszym etapie syntezy nie bylo
konieczne stosowanie stereokontrolowanej metody. Jednakze, aby za pomoca tej
metody zsyntezowaé okreslony oligonukleotyd zawierajacy cztery podstawowe
zasady azotowe potrzebne byly az 32 dimery (4 kanoniczne heterozasady odpowied-
nio na 5’ i 3’-koncu oraz dwa P-diastereomery) i ich rozdzial chromatograficzny na
poszczegdlne izomery nie zawsze byt mozliwy. Ponadto efektywnos¢ procesu kon-
densacji dimerycznych blokéw budulcowych jest znaczaco nizsza niz w przypadku
standardowo stosowanych monomeréw amidofosforynowych oraz niemozliwym
jest otrzymanie na tej drodze oligonukleotydéw zawierajacych nastepujace po sobie
kolejne P-chiralne centra tiofosforanowe.
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4. ENZYMATYCZNA SYNTEZA OLIGONUKLEOZYDOTIOFOSFORANOW

Réwnolegle do badan dotyczacych opracowania chemicznych metod syntezy
P-chiralnych oligonukleozydotiofosforandwtrwaty prace wykorzystujace dotego celu
reakcje enzymatyczne. Jako substraty do syntezy tychze zwigzkéw na drodze enzy-
matycznej stosowano odpowiednie a-tio-modyfikowane analogi naturalnych 5’-tri-
fosforandw (5; Rys. 2) [14], ktére wlgczane byty do taiicucha oligonukleotydu z wyko-
rzystaniem takich enzymoéw jak polimeraza DNA Iz E. coli. Reakcje prowadzone byty
w obecnosci odcinka starterowego (ang. primer) i odpowiedniej matrycy.

5 OH R

Rysunek 2. Struktura chemiczna a-P-tio-nukleozydo-5’-trifosforanow
Figure 2. Chemical structure of a-P-thio-nucleoside 5’-triphosphates

W odréznieniu od metody bazujacej na rozdziale chromatograficznym wyko-
rzystanie metody enzymatycznej umozliwito otrzymanie diastereomerycznie czy-
stych oligonukleotydéw zawierajacych w swojej strukturze nastepujacych po sobie
kilka internukleotydowych wigzan tiofosforanowych o diugosci powyzej 5 zasad.

Jednakze enzymatyczna synteza oligonukleozydotiofosforandéw posiada row-
niez ograniczenia wynikajace ze stereospecyficznosci stosowanych enzymow, gdyz
jedynie Sp-izomer NTPPaSs jest ich substratem. Stad tez mozna bylo otrzymac¢ tylko
tiofosforany o konfiguracji R na atomie fosforu (proces tworzenia wigzania inter-
nukleotydowego zachodzi w tym przypadku z inwersjg konfiguracji). Ponadto nie
mozliwym byto otrzymanie na tej drodze oligomeréw modyfikowanych w okreslo-
nych pozycjach tancucha ze wzgledu na to, ze okreslony a-P-tio-trifosforan zostawat
wprowadzony w kazde miejsce, w ktérym wystepowata dana nukleozasada. Dodat-
kowo pozadany oligomer potgczony byt z ,,primerem” wigzaniem kowalencyjnym.

5. STEREOKONTROLOWANA SYNTEZA
OLIGONUKLEOZYDOTIOFOSFORANOW

5.1. STEREOSELEKTYWNA SYNTEZA W OPARCIU O CHIRALNOSC RESZTY
CUKROWE]J

Jedno z najwcze$niej realizowanych podej$¢ do stereoselektywnej syntezy
P-chiralnych analogéw oligonukleotydéw opieralo sie na wykorzystaniu chiralno$ci
reszty cukrowej tj. rybozy badz deoksyrybozy, ktérych obecnoé¢ indukuje stereose-
lektywno$¢ reakcji syntezy odpowiednich analogéw. Faktem jest, Ze nawet prowa-
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dzona na ,niestereoselektywnej” drodze (np. metoda amidofosforynowa) synteza
dinukleozydotiofosforanéw nie daje mieszaniny izomeréw Sp:Rp w stosunku 50:50,
ale w zaleznosci od warunkéw prowadzenia reakcji stosunek ten waha si¢ w prze-
dziale 63:37 do 43:57 [12a]. Stad tez, prowadzone byly liczne badania majgce na
celu zwigkszenie obserwowanej stereoselektywnosci reakeji tak, aby mozliwa byta
synteza stereoregularnych analogéw oligonukleotydow.

Interesujace podejscie do stereoselektywnej syntezy oligonukleozydotiofosfora-
néw zaprezentowal Sekine i wspolpracownicy [15]. Zaprojektowali oni monomery
w ktorych, stosowana standardowo do ochrony funkeji 5°-hydroksylowej, grupa
dimetoksytrytylowa modyfikowana byta poprzez wprowadzenie podstawnika imi-
dazolowego (zwiazek 6) badz grupa ta byla polaczona poprzez tacznik z amidofos-
forynowym atomem fosforu na 3’-koncu nukleozydu (7; Rys. 3). Takie usztywnienie
struktury mialo w zamysle autoréw wymusic¢ przebieg reakcji w kierunku tworzenia
jedynie jednego z P-diastereomerdw.

OMe

N m- lub p- > N
(014 AN O\ _ .
\ 17 (0] <S P N(1—Pr)2
e -
Cl
6 7

Rysunek 3. Struktura chemiczna monomeréw 6 i 7 wykorzystywanych w stereoselektywnej syntezie
dinukleozydotiofosforanow
Figure 3. Structure of monomers 6 and 7 used for stereoselective synthesis of dinucleoside phosphorothioates

Stosujac jako substraty monomer 6 oraz 3’-O-benzoilowang tymidyne (9)
autorzy otrzymali metoda triestrowg pozadane diastereoizomery dinukleozydotio-
fosforanu 10 w stosunku Rp:Sp réwnym 18:82 (Schemat 2). Jako aktywator w tym
przypadku uzyta zostata pochodna sulfonylowa (tzw. DDS).
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Schemat 2.  Stereoselektywna synteza dinukleozydotiofosforanu 10 metodg triestrowg
Scheme 2. Stereoselective synthesis of dinucleoside phosphorothioate 10 via phosphotriester method

Obserwowana stereoselektywno$¢ procesu wynikala najprawdopodobniej
z obecnodci reszty imidazolowej pelniacej funkcje wewngtrzczasteczkowej grupy
katalitycznej. Natomiast w przypadku uzycia jako monomeru zwigzku 7 dinukle-
ozydotiofosforan 10 otrzymano ze stereoselektywnoscia wahajaca sie¢ w granicach
od 50:50 do 86:14 w zaleznosci od zastosowanego linkera jak i uzytego aktywatora
jakimi byly pochodne 1-H-tetrazolu, imidazolu lub triazolu. Niestety mimo wielu
prob optymalizacji warunkow syntezy dla obu typéw monomerdéw nie udalo si¢
autorom uzyska¢ calkowitej stereoselektywnosci reakgji.

Chiralnos¢ rybozy byta réwniez wykorzystana w celu zwiekszenia stereoselek-
tywnosci syntezy oligonukleozydotiofosforanéw w przypadku stosowania metody
H-fosfonianowe;j. Efekt ten uzyskiwano poprzez zastosowanie duzego podstawnika
w pozycji 2’-rybozy, co tym samym stanowilo ograniczenie zastosowania takiego
podejscia dla pochodnych 2’-deoksyrybozy.

Przykladem ilustrujacym powyzszg strategie jest pochodzaca z laboratorium
Stromberga synteza diastereomerycznie czystego oligorybonukleozydotiofosforanu
16 o konfiguracji all-(Rp) przy zastosowaniu H-fosfonianowych monomeréw 12
chronionych na funkgji 2’-hydroksylowej grupa tert-butylodimetylosililowa [16].
Zwiazki 12 kondensowane byly z 5’-hydroksylowa funkcja zawieszonego na ztozu
nukleozydu 11 wobec chlorku piwaloilu jako odczynnika kondensujacego (Sche-
mat 3).
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Schemat 3. Synteza oligonukleozydotiofosforanu 16 metoda H-fosfonianowa
Scheme 3. Synthesis oligonucleotide phosphorothioate 16 via the H-phosphonate method

Otrzymano w ten sposob w pierwszym etapie po usunieciu z 5-konca grupy
monometoksytrytylowej (MMTr) odpowiednie dinukleozydo-H-fosfoniany 14
ze stereoselektywnoscig rzedu 80-85% dla P-epimeru o konfiguracji S. Zwiazki te
nastepnie utleniono za pomocg elementarnej siarki do odpowiednich tiofosfora-
néw 15. Z racji tej, ze proces usiarczania H-fosfonianowych diestréw 14 przebiega
z retencja konfiguracji (zgodnie z regula Cahna-Ingolda-Preloga sposréd czterech
podstawnikéw przylaczonych do atomu fosforu atom S jest starszy niz atom H) to
oligonukleozydotiofosforany 15 byty wzbogacone w izomer Rp.

W ostatnim etapie syntezy oligomery 15 poddawane byly trawieniu enzyma-
tycznemu za pomocg nukleazy P1 (specyficzna dla izomeréw Sp) dzieki czemu jako
ostateczny produkt uzyskiwany byt diastereomerycznie czysty oligonukleozydotio-
fosforan 16 o konfiguracji Rp.
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Wada opisanych powyzej podejs¢ jest to, Ze pozwalaja one na synteze tylko jed-
nego z P-epimerdéw oligonukleozydotiofosforandéw. W tym $wietle niezwykle inte-
resujacy przyklad syntezy dinukleozydotiofosforandéw jako diastereoizomerycznie
czystych blokéw budulcowych, stanowi praca Hayakawy i wspotpracownikéw [17].
Autorzy opracowali synteze triestrowego tiofosforanowego monomeru 17, ktéry
w zaleznosci od zastosowanych warunkéw deprotekcji jednej z grup (grupa alli-
lowa vs metylowa) byt prekursorem odpowiedniego diestru o konfiguracji Rp lub
Sp (Schemat 4). Usuniecie grupy allilowej z ugrupowania tiofosforanowego prowa-
dzito do odpowiedniego diestru 18 podczas gdy usuniecie grupy metylowej dawato
diester 19, ktdre to zwigzki utworzyly sie w postaci czystych P-epimeréw. Nastepnie
kondensacje tych zwigzkéw z 3’-O-acetylotymidyng (20) w warunkach reakcji Mit-
sunobu (DEAD, Ph,P), prowadzity do oczekiwanych triestrowych pochodnych 21
i22. W kolejnym etapie zwigzki te w reakgji fosfitylacji byty przeksztalcane w odpo-
wiednie 3’-amidofosforyny 23 i 24, a nastepnie wlaczane do taicucha oligonukle-

otydu.
Th
omro— o Th
oro— o T o S s
k # k j T/—‘\ DS
MeO” Th
20 N = —_ 0= o 1V
Pd,(dba), CHCI, ‘P< wo” %, o T
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Ph,, HCO,H one ™ o >l Alo._Ohe
DMTO Thy 18 21 P
o) OAc N(i-Pr), 23
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NS
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17 DMTO o Thy
t-BuNH,
— T
oL s DEAD Ph,P \ s O/\ s
P
Ao \\o Al o T Al o Ty
19 22
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N(\—Pr)z 24

Sp-PS-wigzanie

Schemat 4.  Synteza diastereomerycznie czystych blokéw budulcowych 23 i 24
Scheme 4. Synthesis of diastereomeric pure dimer building blocks (23, 24) via common intermediate 17

5.2. STEREOSPECYFICZNA SYNTEZA Z WYKORZYSTANIEM OTRZYMANYCH
NA DRODZE CHROMATOGRAFICZNEGO ROZDZIALU DIASTEREOMERYCZNIE
CZYSTYCH MONOMEROW

Prawdziwy przelom w dziedzinie stereokontrolowanej syntezy tiofosforano-
wych analogéw oligonukleotydéw stanowila opracowana w zespole Steca oksatia-
fosfolanowa metoda syntezy oligonukleozydotiofosforanéw o okreslonej i z gory
zalozonej konfiguracji absolutnej na atomie fosforu w obrebie wigzan internukle-
otydowych [18].
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Istote tej metody stanowilo uzycie diastereomerycznie czystych odpowied-
nio chronionych 5’-O-DMT-nukleozydo-3’-O-(2-tiono-1,3,2-oksatiafosfolandw),
niepodstawionych (32) lub dipodstawionych w pozycji 4 w pierscieniu oksatia-
fosfolanowym (33-34). Byly one otrzymane w reakcji 5-O-DMT-nukleozydow
25 z 2-N,N-diizopropyloamino-1,3,2-oksatiafosfolanem (26-28) w obecnosci
1H-tetrazolu (Schemat 5) z nastepczym utlenieniem in situ, za pomocg elementar-
nej siarki, tworzacych si¢ w pierwszym etapie trojkoordynacyjnych zwigzkéw fos-
foru 29-31. Zsyntezowane oksatiafosfolanowe pochodne 32-34 byly rozdzielone na
Rp- i Sp-izomery technika chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym.
Efektywno$¢ tego rozdziatu byta uzalezniona od rodzaju podstawnika obecnego
w ugrupowaniu 2-tiono-1,3,2-oksatiafosfolanowym.

1 1
B B
DM TO@ DMTO—@
1
DMT B );
o o, 1H-tetrazol Sg
+ R —_— (‘) —_— (‘)
.S
P PZ

P—N
7
S

OH o o
25a-d 26 R=H LR LR
27 R=Me R R
28 R=(CHy)s- 29 a-d R=H 32a-d R=H
30 a-d R=Me 33a-d R=Me
a: B'=Thy; b: B'=Cyt"; c: B'=Ade™; d: B'=Gua™™ 31 a-d R=-(CH,);- 34 a-d R=-(CH,),-

Schemat 5. Synteza oksatiafosfolanowych monomerow 32-34
Scheme 5. Synthesis of oxathiaphospholane monomers 32-34

Ostatecznie stosowano pochodne 4,4-pentametylenowe 34 (zwigzki typu
»Spiro”), chociaz niedostepny handlowo odpowiedni merkaptoalkohol 37 potrzebny
do syntezy odczynnika 28 byl otrzymywany w kilkuetapowej syntezie (Schemat 6).
Do syntezy tego odczynnika uzyto cykloheksanokarboksyaldehyd (35), ktérego
reakcja w pierwszej kolejnosci z dichlorkiem disiarki a nastepnie redukcja za
pomocg NaBH, prowadzita do 1,1’-ditio-bis(1,1-pentametylenoetan-2-olu) (36).
W kolejnym etapie zwigzek 36 pod dzialaniem tetrahydroglinianu litu przeksztat-
cony zostal w 1-merkapto-1,1-pentametylenoetan-2-ol (37), ktéry wobec PCl, oraz
nastepczej reakcji z diizopropyloaming dawal oczekiwany ,,spiro”-4,4-pentamety-
leno-1,3,2-oksatiafosfolan 28.
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Schemat 6.  Synteza 2-N,N-diizopropyloamino-, spiro”-4,4-pentametyleno-1,3,2-oksatiafosfolanu (28)
Scheme 6. Synthesis of 2-N,N-diisoprpyloamino-“spiro”-4,4-pentamethylene-1,3,2-oxathiaphospholane (28)

Diastereoizomerycznie czyste monomery oksatiafosfolanowe 34 byly pod-
dawane w roztworze acetonitrylu reakcji z 5’-hydroksylowa grupa nukleozydu 39
(badz oligonukleotydem) wobec silnie zasadowego aktywatora jakim jest 1,8-diaza-
-bicyklo[5.4.0]-undek-7-en (DBU) (Schemat 7). W pierwszym etapie reakcji zak-
tywowany przez DBU 5’-hydroksylowy atom tlenu atakuje oksatiafosfolanowy
atom fosforu powodujac otwarcie pieciocztonowego pierscienia z utworzeniem
nietrwalego zwiazku posredniego 40 o strukturze triestru 2-merkaptoetylowego.
Przebiegajaca nastepnie w warunkach reakeji spontaniczna eliminacja episiarczku
41 prowadzita do utworzenia dinukleotydu 42 z wigzaniem internukleotydowym
o charakterze diestru tiofosforanowego. Otwarcie pierécienia oksatiafosfolanowego
okazalo si¢ by¢ procesem chemoselektywnym i stereospecyficznym (retencja konfi-
guracji), ktérego site napedowa stanowilo naprezenie pierscienia 1,3,2-oksatiafosfo-
lanowego. Natomiast roznice w energii dysocjacji endocyklicznych wiazan P-O i P-S
decyduja o chemoselektywnosci reakgji.
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Schemat 7.  Stereokontrolowana synteza oligonukleozydotiofosforanéw na fazie stalej metoda oksatia-
fosfolanowa

Scheme 7. Stereocontrolled synthesis of phosphorothioate oligonucleotides on solid phase by oxathiaphos-
pholane method

Powtorzenie powyzszego cyklu reakcji z nastepczym odblokowaniem i odcie-
ciem oligonukleotydéw 42 od zloza za pomoca wodnego roztworu amoniaku
pozwalalo otrzymywac z bardzo dobrymi wydajnosciami oligonukleotydotiofoso-
rany zawierajace w swoim szkielecie wigzania internukleotydowe wylacznie o kon-
figuracji absolutnej atomu fosforu Sp lub Rp.

W zaproponowanej znacznie pdzniej przez Beaucagea [19] i wspolpracowni-
kow syntezie stereoregularnych oligonukleozydotiofosforanéw wykorzystano jako
monomery nukleozydo-3’-O-(3-N-acylo-1,3,2-oksazafosfolidynowe) pochodne 44,
ktére posiadaly chiralny P-IIT atom fosforu (Schemat 8). Monomery 44 powstawaty
w reakeji odpowiednio chronionych nukleozyddw 25 z 2-(dietyloamino)-3-N-acy-
looksazafosfolidynowa pochodng 43. Zwiazki 44 byty w kolejnym etapie rozdzielane
na P-diastereomery technika chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym.
Jednakze wydajnos¢, z jaka wyizolowano poszczegdlne izomery byta niska (20-26%)
ze wzgledu na ich niestabilo§¢ w procesie chromatograficznego rozdzielania.
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Schemat 8.  Synteza nukleozydo-3’-O-(3-N-acylo-1,3,2-oksazafosfolidynowych) monomerow 44
Scheme 8. Synthesis of nucleoside 3’-O-(3-N-acyl)oxazaphospholidine monomers 44

Zastosowana oksazafosfolidynowa pochodna 43 otrzymana byla z (+)-2-amino-
-1-fenyloetanolu (45) w dwuetapowej syntezie. W pierwszym etapie zwigzek 45
zostal przeksztalcony wobec flourooctanu etylowego (46) w odpowiedni amidoal-
kohol 47 (Schemat 9).

FCH,CO,Et
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Phﬂ}_/ Phﬂ}_/ F
43b 43a

Schemat 9.  Synteza zwigzku 43
Scheme 9.  Synthesis of compound 43

Nastepnie reakcja zwigzku 47 z tris(dietyloamino)fosfing prowadzila do cyklicz-
nego N-acyloamidofosforynu 43 [w formie dwoch rotameréw (43a i 43b)].
Monomery 44 w stereospecyficzny sposéb reagowaly wobec N,N,N’,N-tetra-
metyloguanidyny (TMG, 48) z 5’-hydroksylowa grupa nukleozydu 39 zwigzanego ze
stalym podlozem. Otrzymany w ten sposéb fosforynowy (1,1-diokso-3H-1,2-ben-
zoditiol-3-on, 50) do odpowiedniego dinukleozydotiofosforanu 51 (Schemat 10).
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Schemat 10. Synteza oligonukleozydotiofosforanéw na fazie stalej z wykorzystaniem monomeréw 52
Scheme 10.  Solid phase synthesis of PS-oligos using monomers 52

Finalny produkt 52 zostal otrzymany poprzez usuniecie grup ochronnych
z zasad azotowych oraz z wigzania internukleotydowego odpowiednio za pomocg
wodnego roztworu amoniaku i kwasu octowego. Stosujgc opisang metodologie Beau-
cage i wspdlpracownicy otrzymali na nosniku stalym miedzy innymi 11-merowy
homotymidylanowy tiofosforan o konfiguracji Rp na wszystkich atomach fosforu
(all Rp-d[(Tps),,T].

Sposrdd innych metod syntezy oligonukleozydotiofosforanéw wykorzystuja-
cych otrzymane na drodze chromatograficznego rozdziatu diastereomerycznie czy-
ste monomery na uwage zastuguja prace zapoczatkowane przez Efimova dotyczace
wykorzystania monomerdéw zawierajacych ugrupowanie 4-metoksy-1-oksydo-2-pi-
kolinowe jako nukleofilowy katalizator w tworzeniu internukleotydowych wigzan
tiofosforanowych [20].

Efimov opisal zautomatyzowang synteze¢ P—chiralnych tiofosforanowych analo-
gow zardwno DNA jak i RNA, gdzie kluczowymi zwigzkami byly ,,pikolilowe” mono-
mery 61 (Schemat 11) otrzymane w kilku etapowej syntezie, w ktorej substratem byt
3’-H-fosfonian nukleozydu 53 [21]. W pierwszym zostal on przeksztalcony w trie-
ster 57 pod dzialaniem 1-tlenku 4-metoksy-2-pirydynometanolu (54) wobec chlo-
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rofosforanu difenylu (55) jako odczynnika kondensujacego i N-(2-cyjanoetylomer-
kapto)imidu kwasu bursztynowego (56). Nastepnie grupa f3-cyjanoetylowa usuwana
byta z atomu siarki za pomocg DBU, a otrzymany tiofosforan 58 kondensowany byt
z 9-fluorenylometanolem (59, FmOH).
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Fm= 9-fluorenylometyl; B'= chronione nukleozasady

Schemat 11. Synteza stereoregularnych oligonukleozydotiofosforanéw z wykorzystaniem O-nukleofilowej
katalizy wewnatrzczasteczkowej

Scheme 11.  Synthesis of stereoregular phosphorothioate oligonucleotides using O-nucleophilic intramolecu-
lar catalysis

Powstaly w ten sposdb triester 60 byl rozdzielony chromatograficznie na P-dia-
stereoizomery, po czym reszta 9-fluorenylometylowa zostata usunieta pod dziata-
niem DBU. Otrzymane w ten sposéb P-chiralne monomery 61 wykorzystane zostaty
do syntezy na fazie stalej stereozdefiniowanych oligonukleozydotiofosforanow.

Ugrupowanie ,,pikolinowe” jako nukleofilowy katalizator w tworzeniu inter-
nukleotydowego wigzania tiofosforanowych zostalo réwniez wykorzystane przez
Stawinskiego w syntezie P-diastereomerycznych ditymidylo-(3’-5’)tiofosforanow
(70) [22]. Kluczowym zwigzkiem posrednim w tym przypadku byt odpowiedni
triester 66 (Schemat 12) powstajacy w reakeji tiofosforylacji 5’-O-tert-butylo-
-difenylosililotymidyny (65) za pomocg 4-metoksy-1-oksydo-2-pikolilo-(9-
fluorenylometylo)-tiofosforanu (64) wobec 2-chloro-5,5-dimetylo-2-okso-1,3,2-
-dioksafosforinanu (63, NEPCI).



976 E. RADZIKOWSKA, R. KACZMAREK, J. BARANIAK

. . Th
O\\P/O QCHs s TBDPSO— , Thy
\
H/ \O ; ‘ X O/P\O i
2 — = 0CH,
0 ) O o
N P

O ‘ N
O pZ o OFm

i

0 66 (S, + Ry)
Fm

i

HO— Thy TBDPSOT o Thy TBDPSOT o Thy
v OCHg iv

OCH
o 0 Da— s P -— 3 6.0
Qp/ ‘ X ;P\ ‘ B ;P\
s7 0 Thy 0" N
N o) o Thy N/ (0] o N/ S
' §
o 0
OH OTBDPS 67 (S, lub R,)
70 (Sp lub R;) 69 (S, lub R,)

i: 1) I-tlenek 4-metoksy-2-pirydynometanolu (54), NEP-CI (63), Py; 2) H,0; 3) Sg; ii: 5-TBDPS-T (65), 63, Pyj iii: 1)
rozdzial na P-diastereoizomery; 2) #-BuNH,, Py; iv: 3-TBDPS-T (68), 63, Py; v: 1) TEA-PhS; 2) F°

Schemat 12.  Stereospecyficzna synteza ditymidylo-(3’-5")tiofosforanéw (70) z wykorzystaniem nukleofilowej
katalizy wewnatrzczasteczkowej

Scheme 12.  Stereospecific synthesis of dithymidyl-(3’-5’) phosphorothioates (70) based on intramolecular
nucleophile catalysis

Zastosowany odczynnik 64 zostal otrzymany poprzez dzialanie na 9-fluore-
nylometylofosfonian (62) 1-tlenkiem 4-metoksy-2-pirydynometanolu (54), z nas-
tepczym usiarczeniem tworzacego si¢ fosforynu za pomocy elementarnej siarki.
Wprowadzenie duzego podstawnika 9-fluorenylometylowego w strukture zwigzku
66 pozwolito na stosunkowo latwe rozdzielenie go na P-diastereoizomery metoda
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. W kolejnym etapie wspo-
mniana grupa usuwana byta za pomocg tert-butyloaminy, a uzyskane na tej drodze,
poszczegdlne P-diastereoizomery 67 kondensowane byly z 3’-O-tert-butylodifeny-
losililotymidyna (68) w obecnosci NEPCI (63) jako odczynnika kondensujacego.
Powyzsza reakcja zachodzila ilosciowo, a co najwazniejsze w sposob catkowicie ste-
reospecyficzny.

Grupy ochronne w otrzymanych zwigzkach 69 byly usuwane w pierwszym eta-
pie za pomocg ukfadu trdjetyloaminatiofenol (reszta ,pikolilowa”), a nast¢pnie pod
dzialaniem anionu fluorkowego (grupy tert-butylo-difenylosililowe). Uzyskane tio-
fosforany 70 zostaly nastepnie poddane trawieniu enzymatycznemu dzieki czemu
przypisano im odpowiednig konfiguracj¢ na atomie fosforu (Rp lub Sp).
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5.3. STEREOSELEKTYWNA SYNTEZA MONOMEROW I ICH ZASTOSOWANIE
DO SYNTEZY STEREOREGULARNYCH OLIGONUKLEOZYDOTIOFOSFORANOW

Wada zaréwno metody oksatiafosfolanowej jak i metody opartej na wyko-
rzystaniu cyklicznych N-acetyloamidofosforynéw 2’-deoksyrybonukleozydéow 44
jest konieczno$¢ chromatograficznego rozdzialu odpowiednich monomeréw na
poszczegdlne P-epimery. Dodatkowo w obu podej$ciach kondensacja z kolejnym
nukleozydem zachodzi wobec silnej zasady (DBU, TMG). Stad tez byty podejmo-
wane proby otrzymania w stereoselektywny sposéb monomeroéw, ktére bylyby
wykorzystane do syntezy P-chiralnych oligonukleozydotiofosforanow [23].

Ostatecznie problem ten zostal rozwigzany przez Wade [24], ktoéry opracowat
strategie syntezy stereoregularnych oligonukleozydotiofosforanéw opartg na oksa-
zafosfolidynowych pochodnych nukleozydéw oryginalnie zaproponowanych przez
Agrawala [23c]. Istotag metody Wady s3 diastereoizomerycznie czyste bicykliczne
monomery 1,3,2-oksazafosfolidynowe 73 (Schemat 13) otrzymane w sposob stereo-
selektywny w reakcji odpowiednio blokowanych nukleozydéw 71 z odczynnikiem
fosfitylujagcym 72 wobec trietyloaminy.

Et,;N (0]
_—
THF, -78C

DMT B \Cl
0 P
+ 0" N
w 0 i
OH Ph

T1a-d 72
(1.5 equiv)

nastgpnie rt, 30min O)—NQ
Ph

(R, 1ub S,) 73a-d

N
O‘ i N 0/\/CN
HN HN ) N
A I TN ¢
O T\‘I N)j }\1 NN N N/)\NA
o%\ | <N ‘ N/) | H
\
B= Thy (a) Cyt™ (b) Ade”™ (¢) Gua®™™™ (d)
Schemat 13. Synteza bicyklicznych monomeréw 1,3,2-oksazafosfolidynowych 73
Scheme 13.  Synthesis of bicyclic 1,3,2-oxazaphospholidine monomers 73

Zastosowany w syntezie odczynnik fosfitylujacy, [4S, 5R]-2-chloro-1,3,2-oksa-
zafosfolidyna 72, otrzymany zostal w reakcji enancjomerycznie czystego amino-
alkoholu 74, bedacego pochodng L-proliny, z trichlorkiem fosforu (PCl,) wobec
N-metylomorfoliny (Schemat 14) [25].
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?1
H
HO P
N PCl, o7 N
_ =
N-metylomorfolina )—Q
Ph toluen Ph
74 72

Schemat 14. Synteza odczynnika fosfitylujacego 72
Scheme 14.  Synthesis of phosphitylating reagent 72

Aktywacja zwigzkéw 73 polegata na protonowaniu atomu azotu za pomoca
trifluorometanosulfonianu N-(cyjanometylo)pirolidynowego (CMPT, 75). Diaste-
reoselektywnos¢ kondensacji 73 z 5-hydroksylowa grupa drugiego nukleozydu
zwigzanego ze stalym podlozem (39) wynosita 99:1 (Schemat 15).

Ph
O
. ®
1) CF,COIm
2) nsiarczanie (DTD)
B1
DMT: o
O
S\ ') 1
K/O "0 o %
L
O

slereoregntarne PS-Oligo  B!= Thy, Cyt*", Ade™, Gna™-=
G_z]mH@ B=Thy, Cyt, Ade, Gua

Schemat 15. Synteza stereoregularnych oligonukleozydotiofosforanéw metoda oksazafosfolidynowa
Scheme 15.  Synthetic cycle for stereoregulated PS-oligos by the oxazaphospholidine method

Przejsciowo utworzony fosforyn 76 byl utleniony za pomocag disiarczku
N,N’-dimetylotiuramu (DTD) do tiofosforanu 77. Usuniecie grupy dimetoksytryty-
lowej z funkgji 5’-hydroksylowej w 77 oraz powtdrzenie powyzszego cyklu n-razy
pozwalalo na otrzymanie stereoregularnych oligonukleozydotiofosforanow (52)
o dlugosci od 8 do 12 nukleotydéw. Oligonukleotydy odblokowywane byty i odci-
nane od zloza za pomocg wodnego roztworu amoniaku.
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PODSUMOWANIE

Jakkolwiek wsrod réznorodnych analogéw oligonukleotydéw modyfikowanych
w ugrupowaniu fosforanowym oligonukleozydotiofosforany naleza do najwczesniej
opisanych w literaturze chemicznej oraz najlepiej poznanych zwigzkow tej klasy, to
metody otrzymywania zwigzkow zawierajacych stereozdefiniowane internukleoty-
dowe wigzania tiofosforanowe zostaly zaproponowane znacznie pdznie;.

Stad tez w 1998 roku zostal zarejestrowany przez FDA (Amerykanska Agencje
do Spraw Lekéw i Zywno$ci) w postaci mieszaniny diastereoizomeréw pierwszy lek
antysensowy pod nazwg handlowa Vitravene. Pod wzgledem chemicznym jest on
21-merowym oligonukleotydem tiofosforanowym stosowanym w leczeniu zapale-
nia siatkdwki wywotanego wirusem cytomegalii (CMV) u pacjentéw z Zespotem
Nabytego Uposledzenia Odpornosci (AIDS) [26]. Vitravene podawany jest poprzez
bezposrednia iniekcje do oka.

Wiele oligonukleozydotiofosforanéw jest obecnie na réznych etapach badan
klinicznych [27]. W 2013 roku FDA dopuscito do leczenia hipercholesterolemii
Mipromersen (nazwa handlowa Kynamro) [28]. Pod wzgledem budowy chemicz-
nej jest to oligonukleozydotiofosforan w ktérym centralny fragment zbudowany
jest z jednostek deoksyrybonukleotydowych natomiast na obu koncach wstepuja
rybonukleotydy, w ktérych funkcja 2’-hydroksylowa chroniona jest grupa metylowa
(2’-O-Me).

Pomimo zaznaczonych powyzej przyktadow terapeutyczne zastosowanie tio-
fosforanowych analogdéw kwaséw nukleinowych w medycynie niesie za sobg row-
niez istotne ograniczenia, a nawet zagrozenia. Nalezy pamietal, ze gtowna wada
oligonukleozydotiofosforanéw jest ich zdolno$¢ do wigzania si¢ z pewnymi bial-
kami, w szczeg6lnosci takimi, ktére moga oddzialywac z polianionami [29]. Do tej
grupy naleza na przykfad biatka wiazace heparyne. Mechanizm tego typu niespecy-
ficznych interakcji nie jest jeszcze w pelni poznany, chociaz wiadomo, ze skutkiem
tych oddzialywan moze by¢ zwiekszona toksyczno$¢ oligonukleozydotiofosforanow
w komorkach. Ponadto, istotny problem stanowi réwniez trwalo$¢ tychze zwigzkow
w organizmie czlowieka. W rzeczywistosci jedynie diastereomer Sp jest odporny
na dzialanie wewnatrzkomérkowych nukleaz [30]. Jak wskazujg liczne badania
diastereomer Rp, tak jak naturalne oligonukleotydy, jest wrazliwy na dzialanie tych
enzymow. Z drugiej jednak strony tiofosforany typu Sp wywieraja destabilizujacy
efekt na strukture tworzonych przez nie duplekséw, jak réwniez kompleksow oligo-
nukleotyd/mRNA, czego odzwierciedleniem jest spadek ich temperatury migknie-
cia w poréwnaniu do duplekséw utworzonych przez niemodyfikowane oligonukle-
otydy.

Niemniej jednak istniejaca obecnie mozliwo$¢ syntezy stereozdefiniowanych
oligonukleozydotiofosforanéw ma szczegoélne znaczenie w kontekscie ich terapeu-
tycznego wykorzystania. Kiedy tworza one podwojne helisy z komplementarnymi
oligonukleotydami, podstawniki na chiralnych atomach fosforu sg skierowane do
wewngtrz lub na zewnatrz duzej bruzdy helisy w zaleznosci od konfiguracji abso-
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lutnej na kazdym atomie fosforu. W rezultacie na wlasnosci takich duplekséw (np.
termiczng stabilno$¢) ma wplyw konfiguracja na atomach fosforu. Stad tez efekt
terapeutyczny moze by¢ uzalezniony od stereochemii wigzania internukleotydo-
wego [31].

Niewatpliwie stereoregularne P-chiralne analogi naturalnych oligonukleoty-

dow na pewno bedg znajdowaly coraz szersze zastosowanie zaréwno w medycynie
(terapie antysensowe) jak i w biologii molekularnej jako tzw. sondy molekularne
pozwalajace na selektywne zwigzanie i wykrycie okreslonych substancji.
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ABSTRACT

Olivacine (1,5-methyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazole) is an isomer of ellipticine
(5,11-dimethyl-6 H-pyrido[4,3-b] carbazole). Both of these heterocyclic compounds
are carbazole derivatives, which exhibit broad spectrum of biological activity [1],
especially as antineoplastic agents [2-9]. These four-ring heterocycles can be iso-
lated from natural sources [10-16], or prepared synthetically. Chemical literature
described more than 20 method of synthesis of olivacine [2, 17-34]. In this paper we
described five selected syntheses of this alkaloid. In the first one this compound can
be obtained during a multistep synthesis starting from 1-benzenesulfonyl-2-lithio-
indole [35]. A shorter method to get olivacine was the condensation of indole with
an ethylene ketal [35]. Third synthesis starts from obtaining benzenosulfonyloindol
from indole [37]. Another way starts from the synthesis of 1-(tert-butoxy)carbo-
nyloindol [38]. Fifth method to get olivacine is the synthesis from the 1H-indole-
-2-carboxylate [39].

Keywords: synthesis, olivacine, pyrido[4,3-b]carbazole
Stowa kluczowe: synteza, oliwacyna, pirydo[4,3-b]karbazol
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Boc — (tert-butoksy)karbonylo (ang. (tert-butoxy)carbonyl))

Cbz — (benzyloksy)karbonylo (ang. (benzyloxy)carbonyl))

Et3B — trietylo boran (ang. triethylborane)

T™MG — 1,1,3,3-tetrametyloguanidyna (ang. I,1,3,3-tetramethyl-
guanidine)

IBX — kwas 2-jodoksybenzoesowy (ang. 2-iodoxybenzoic acid)

EG — glikol etylenowy (ang. ethylene glicol)

LDA — diizopropyloamidek litu (ang. lithium diisopropyla-
mide)

HMPA — heksametylofosforoamid (ang. hexamethylphospho-

ramide)
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WPROWADZENIE

Oliwacyna 1 (1,5-dimetylo-6H-pirydo[4,3-b]-karbazol) jest pochodna karba-
zolu wykazujgcego szerokie spektrum dzialania biologicznego [1]. Kiedy 1966 roku
wykryto wlasciwosci przeciwnowotworowe [2-6] tego alkaloidu wzroslo zainte-
resowanie syntezg pochodnych tego zwigzku. Po raz pierwszy oliwacyne 1 opisal
Schmutz w 1958 roku, ktéry wyizolowal ja z kory i fodygi Aspidosperma olivaceum
Miill. Arg., rosliny z rodziny Apocynaceae [10]. Pézniej alkaloid ten otrzymano réw-
niez z Aspidosperma longepetiolatum Kulm. [11] Aspidosperma australe Miill. Arg.
[12] oraz Tabernaemontana psychotrifolia [13]. Strukture zwigzku okreslili Marini-
-Bettolo i Schmutz w 1959 roku [40], a potwierdzit ja Ondetti [41]. Pierwszg synteze
oliwacyny 1 opisano w 1960 roku [17]. Kolejni badacze probowali innych metod
syntezy tego zwigzku [2, 18-34]. W wiekszosci opisanych w literaturze metod syn-
tezy oliwacyny, substratem wyj$ciowym do reakeji byt indol badz jego pochodne.
Naukowcy modyfikowali sposoby otrzymywania tego alkaloidu w celu uproszczenia
jego syntezy badz zwiekszenia wydajnosci zwigzku finalnego.

- jasno zotte igly
- t.1.317-325°C

W niniejszej pracy opisano pie¢ metod syntezy oliwacyny 1 wykazujacej aktyw-
no$¢ biologiczng. Przedstawione szlaki otrzymania indolowego alkaloidu nie zostaly
wczesniej ujete w przegladowych artykutach czy rozdziatach ksigzek opisujgcych
syntezy pirydokarbazoli.
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1. KONDENSACJA 1-BENZENOSULFONYLO-2-LITOINDOLU
Z 4-FORMYLOPIRYDYNA

W 1981 roku Besselievre i Husson [35] opisali synteze oliwacyny 1 (Sche-
mat 1) rozpoczynajac od kondensacji 1-benzenosulfonylo-2-litoindolu 2 z 4-for-
mylopirydyng 3 w THF (wyd. 62%). Otrzymang pochodng indolu 4 rozpuszczono
w roztworze etanolu i 10N wodorotlenku sodu. Po 2 godzinach reakcji powstaly
indolo-2-yl-4-pirydokarbinol 5 (z wyd. 57%) poddano reakeji z borowodorkiem
sodu. Otrzymany alkohol 6 utleniono MnO,, a nastgpnie powstaty indolo-2-yl-
-1,2,5,6-tetrahydro-1-metylo-4-pirydylo keton 7 poddano cyklizacji do zwigzku 8.
Besseliévre przeprowadzil powyzsze etapy syntezy opierajac si¢ na publikacji Joule
[36]. Powstalg pochodng indolu 8 poddano redukgji do alkoholu 9 stosujac CH,Li
w THE. Odwodnienie zwigzku 9 za pomocg CF,COOH doprowadzito do otrzyma-
nia pochodnej 10. Karbazol 11 powstal (z wyd. 90 %) podczas mieszania zwigzku
10 w 50% kwasie octowym przez 24 godziny, ktéry nastepnie poddano acylowaniu
w mieszaninie bezwodnika kwasu octowego i pirydyny (w stosunku objetosciowym
1:1) i otrzymano amid 12 (wyd. 95%). Ta samg pochodng otrzymano na drodze
reakeji zwiazku 10 z chlorkiem kwasu octowego w benzenie (z wyd. 95%). Zwig-
zek 12 nastepnie poddano cyklizacji, otrzymujac s6l amoniowa 13. Redukcja przy
uzyciu NaBH, w temperaturze pokojowej doprowadzita do powstania guatambu-
iny 14 (z wyd. 72%). Finalng oliwacyne 1 otrzymano poddajac aromatyzacji (+)
guatambuine (1,2,5-trimetylo-2,3,4,6-tetrahydro-1H-pirydo[4,3-b]karbazol) 14 10%
palladem na weglu w dekalinie (z wyd. 24%).

2. KONDENSACJA INDOLU Z KETALEM

W tej samej publikacji z 1981 roku [35] R. Besselievre i H-P. Husson przedsta-
wili trzyetapowg synteze oliwacyny 1 (Schemat 2). Rozpoczeli od reakeji indolu 15
z ketalem 16 i otrzymali amine 11 (wyd. 74%), ktora rozpuscili w metanolu i dodali
10N HCI oraz aldehyd octowy. Powstalg (+) guatambuine (wyd. 33%) aromatyzo-
wali 10% Pd/C w dekalinie ostatecznie otrzymujac oliwacyne 1 (wyd. 24%).
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3.SYNTEZA ZINDOLU

Kutney i in. zaproponowal synteze oliwacyny 1 (Schemat 3) rozpoczynajac od
otrzymania benzenosulfonyloindolu 18 z indolu 17. Zwigzek 18 zostal poddany
reakeji z 4-acetylopirydyna w atmosferze wodoru w temperaturze 0°C. Uzyskany
alkohol 19 (z wyd. 65%) dodano do 2M metanolowego roztworu wodorotlenku
sodu i otrzymano indolo-2-yl-1-(4-pirydylo)-etanol 20 (wyd. 72%), ktéry po reak-
cji z CH,I przeksztalcono w pochodng 21 (wyd. 89%). Pirydyniowa sél 21 zostata
poddana reakcji z NaBH, w eterze, a nastgpnie utworzono kompleks 22 (wyd. 56%)
stosujac Cr(CH,CN),(CO),, ktéry po reakcji z odczynnikiem Vilsmeier’a (powsta-
tego z DMF i POCIL,) dat zwigzek 26. Pochodng 26 poddano demetylacji fosfora-
nem trimetylu w DMF (lub HMPA) i otrzymano 5-metylo-6H-pirydo[4,3-b]karba-
zol 27 (wyd. 54%), ktéry po reakeji z metylololitem w THF dat oliwacyne 1 (wyd.
54%) [37].
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4. SYNTEZA Z 1-(TERT-BUTOKSY)KARBONYLOINDOLU

Kolejng synteze oliwacyny 1 opisali Isikura i in. w 2008 r. [38] (Schemat 4).
Syntez¢ rozpoczal od otrzymania 1-[(fert-butoksy)karbonylo]-1H-indolo-2-yl-
boranu 30 (lub 1-metoksy-1H-indolo-2-ylboranu 31) [32], ktdry poddany reakeji
z bromopochodng 32 prowadzil do pochodnej 33 (lub 34). Nastepnie w wyniku
fotochemicznej reakcji w benzenie uzyskano karbazolowg pochodng 35, z ktdrej
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zostala usunieta grupa benzyloksykarbonylowa za pomoca10% Pd/C i otrzymano
amine 36 (wyd. 90%). Zwigzek ten aromatyzowano stosujac MnO, w octanie etylu
i uzyskano pochodna pirydokarbazolu 37 (wyd. 60 %). Po usunieciu grupy (tert-
-butoksy)karbonylowej otrzymano 5-metylo-6H-pirydo[4,3-b]karbazol 27 (wyd.
55%). W reakeji metylowania metylolitem opisanej przez Kutney’a [37] ze zwigzku
27 otrzymano oliwacyne 1 (wyd. 54%).
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5.SYNTEZA Z 1H-INDOLO-2-KARBOKSYLANU ETYLU

Najnowsza metode syntezy 1,5-metylo-6H-pirydo[4,3-b]karbazolu 1 opisali
Ramkumar i Nagarajan (Schemat 5) [39]. Przeprowadzili oni reakcje 1H-indolo-
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-2-karboksylanu etylu 38 z aldehydem pirydo-2-metylo-3-karboksylowym 39 uzy-
skujac keton 40 (wyd. 84%), ktéry poddany redukcji Wolfa-Kishnera doprowadzit
do otrzymania zwigzku 41 (wyd. 89%). Nastepnie powstaly 41 zostat ochlodzony
do temperatury -78°C i zadany mieszaning LDA/HMPA. Otrzymana pochodna 42
(wyd. 36%) zostata poddana reakcji z CH,Mgl w THE a nastepnie redukcji NaBH,/
AICI, (3:1). Oliwacyne 1 uzyskano z wydajnoscig 58%.
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PODSUMOWANIE

Oliwacyna (1,5-dimetylo-6H-pirydo[4,3-b]-karbazol) jest izomerem elipty-
cyny (5,11-dimetylo-6H-pirydo[4,3-b]-karbazol). Te heterocykliczne zwiazki sg
pochodnymi karbazoli, ktdre wykazujg szerokg aktywnos¢ biologiczng [1]. Obydwa
alkaloidy posiadaja wlasciwoséci przeciwnowotworowe [2-9]. Omawiane, cztero-
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pierscieniowe zwiazki heterocykliczne mozna otrzymac poprzez wyizolowanie ich
z naturalnych substancji [10-16] lub na drodze syntetycznej. W literaturze opisa-
nych jest okolo 20 szlakéw syntetycznych oliwacyny [2, 17-34]. W niniejszej pracy
przedstawiono piec¢ reprezentacyjnych syntez tego alkaloidu. W pierwszej opisanej
syntezie zwigzek ten otrzymano rozpoczynajac wieloetapowa synteze od konden-
sacji 1-benzenosulfonylo-2-litoindolu z 4-formylopirydyna [35]. Krotsza metoda
otrzymania oliwacyny bylo rozpoczgcie od kondensacji indolu z ketalem [35].
Kolejng synteze zapoczatkowato otrzymanie benzenosulfonyloindolu z indolu [37].
Innym sposobem jest synteza z 1-(tert-butoksy)karbonyloindolu [38]. Najnowszg
metoda otrzymania oliwacyny byla synteza z 1H-indolo-2-karboksylanu etylu [39]
opisana w 2014 roku. Zainteresowanie tym alkaloidem i jego pochodnymi to nadal
bardzo interesujacy temat wynikajacy gtéwnie z aktywnosci biologicznej oliwacyny.
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ABSTRACT

Both plants and animals in the process of evolution gained the ability to pro-
duce compounds that affect their existence in the wild. These compounds may
affect the organisms producing them, and may also be used by completely different
individuals. Among huge number of molecules characterized by extremely essen-
tial features are, among others, ionones and their derivatives. lonones are ketones
composed of 13 carbon atoms. They are found in many essential oils being the
products of degradation of carotenoids. Both they and their structural analogues
can play various biological functions such as being deterrent to other individuals
or, conversely, atractant. Compounds found in plants, containing like ionone carbon
skeleton, and having in their structure additional hydroxyl groups or epoxide ring
(4)—(23) often exhibit allelopathic activity [1-15] (Fig. 2-5). Marine animals may
in turn use them as ichtyotoxic compounds (27) and (28) [19] (Fig. 7). A compound
called luciferin Latia (29) is responsible for the bioluminescent properties of marine
snail [20] (Fig. 8). Plants used for centuries in traditional folk medicine of diffe-
rent countries are a source of glycoside derived a- and S-ionone (37)—(55) [22-31]
(Fig. 11-14). These compounds may also be used in modern medicine, inter alia,
in the regulation of neurodegenerative diseases or for the treatment of osteoporo-
sis. Because of the potential biological properties of structural analogs of ionones
they are also obtained by chemical synthesis (56)—(69) [32—-39] (Fig. 15-18) or
biotransformation (70)—(89) [40-47] (Fig. 19-25), and then subjected to careful
examination of their biological activities. By applying these methods we can also
obtain a molecules whose acquisition from natural sources is unprofitable. We have
received such derivatives which have no counterpart in nature.

Stowa kluczowe: pochodne jononéw, aktywnos¢ biologiczna
Keywords: ionone derivatives, biological activity
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WPROWADZENIE

Organizmy Zywe Zyjace na Ziemi w ciggu miliondéw lat rozwoju wyksztalcity
w sobie zdolnos¢ do wytwarzania réznorodnych zwigzkéw chemicznych, sposrod
ktérych na szczegdlng uwage zastuguja jonony i ich analogi strukturalne. Jonony
wystepuja w olejkach eterycznych réznych roslin, m.in. w olejku rézanym. Ze
wzgledu na ich interesujacy zapach sa one czesto wykorzystywane w przemysle
kosmetycznym. Analogi strukturalne jononéw zazwyczaj nie posiadaja juz piek-
nego zapachu, ale za to wykazuja szereg innych interesujacych wlasciwosci. Wiele
pochodnych jononéw wyizolowanych z réznych roslin charakteryzuje si¢ znacz-
nym wplywem na otaczajace te rosliny srodowisko naturalne. Charakteryzuje je np.
aktywno$¢ allelopatyczna lub ichtiotoksyczna. Jednakze analogi strukturalne jono-
néw nie muszg by¢ koniecznie otrzymywane ze zrodel naturalnych. W poszukiwa-
niu nowych lekéw zsyntezowano szereg pochodnych jononéw, z ktérych niektdre
moga potencjalnie znalez¢ zastosowanie w terapii rozmaitych schorzen. Analogi
strukturalne jononéw posiadajace w swojej czasteczce dodatkowe grupy hydrok-
sylowe mozna réwniez otrzymywacé na drodze biotransformacji. Taka modyfikacja
czesto zwieksza aktywno$¢ biologiczng zwigzkow w stosunku do ich prekursoréw.

1. NATURALNE POCHODNE JONONOW
I ICH AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Jonony to cykliczne nienasycone ketony, nalezgce do grupy zwigzkow terpe-
noidowych. Ich gtownymi przedstawicielami sa naturalnie wystgpujace izomery —
a-jonon (1) i -jonon (2) oraz y-jonon (3), ktory otrzymany zostat jedynie na drodze
syntezy chemicznej (Rys. 1).

O @)

1 2

Rysunek 1. Struktury jononow
Figure 1. Structures of ionones
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1.1. AKTYWNOSC ALLELOPATYCZNA

Szereg zwigzkow, bedacych analogami strukturalnymi zard6wno a-jononu jak
1 f-jononu wyizolowano z metanolowego ekstraktu z lisci krzewu Cestrum parqui.
Byty to: 2,9-dihydroksy-4-megastigmen-3-on (4), 9-hydroksy-4-megastigmen-3-on
(5), 3-hydroksy-4,7-megastigmadien-9-on (6), 9-hydroksy-4,7-megastigmadien-
3-on (7), 3,9-dihydroksy-4,7-megastigmadien (8), 3,9-dihydroksy-5,7-megastig-
madien (9), 5,6-epoksy-3-hydroksy-7-megastigmen-9-on (10), 5,6-epoksy-3,9-
dihydroksy-7-megastigmen (11), 3,5,6,9-tetrahydroksy-7-megastigmen (12),
9-hydroksy-5,7-megastigmadien-4-on (13). Krzew Cestrum parqui wystgpuje
glownie w rejonie Morza Srodziemnego, charakteryzuje si¢ duza ekspansyw-
nos$cia, ponadto jest on bardzo toksyczny dla zwierzat gospodarskich. Ta ostatnia
wlasciwo$¢ sktonita badaczy do identyfikacji wystepujacych w niej zwiazkow,
a nastgpnie przetestowania ich wpltywu na kietkowanie oraz dlugo$¢ korzeni
1 pedow sataty (Lactuca sativa L.) Do testow stosowano wodne roztwory o steze-
niu 10*-10" M. Stwierdzono, ze zwigzki (4) i (6) hamowaty kietkowanie nasion,
przy czym ten drugi w duzo wickszym stopniu. Zwigzki (4), (6), (8), (9) 1 (10)
ograniczaly wzrost korzeni, najsilniejszy efekt zaobserwowano dla zwiazku (8).
Hamowany byt rowniez wzrost pedow, najsilniejszy przy zastosowaniu zwigzkoéw
(6), (7), (9), w mniejszym za$ stopniu — (5), (8), (10). Co cickawe zwigzek (5)
przy stezeniach 10, 107 i 10° wptywal hamujaco, za$ przy stezeniu 10 indu-
kujaco na wzrost pedow [1]. Okazatlo si¢ ponadto, ze niektdre zwiazki znalezione
w lisciach krzewu Cestrum parqui zostaty juz wczesniej zidentyfikowane w innych
roslinach. Pochodne (5) i (8) — w tytoniu szlachetnym (Nicotiana tabacum) [2, 3],
(5) — w Vilburnum dilatatum [4], (9) — w tytoniu Burley [5]. Zwiazek (10) zostat
rowniez wczesniej znaleziony w Athyrium yokoscense 1 przetestowano wowczas
jego wplyw na kietkowanie nasion sataty. Testy wykazaty, ze 100% zahamowanie
kietkowania nasion obserwuje si¢ przy stezeniu tego zwigzku wynoszacym 10 ppm
[6]. Z kolei zwiazki (10) i (11) zidentyfikowano jako sktadniki wodnego roztworu
z lisci rukiewnika wschodniego (Bunias orientalis). Stwierdzono, ze m. in. zwiazki
te sg odpowiedzialne za hamowanie wzrostu nasion maruny bezwonnej (Matricaria
inodora L.), sataty siewnej (Lactuca sativa L.) oraz jeczmienia zwyczajnego (Hor-
deum vulgare L.) [7] (Rys. 2).

Zwiazki (6) oraz (7) znaleziono réwniez w roslinie wulpia mysi ogon (Vulpia
myuros L.). Stwierdzono, ze zwiazki te hamuja wzrost korzeni i pedow rzezuchy
(Lepidium sativum L.), sataty siewnej (Lactuca sativa L.), lucerny siewnej (Medi-
cago sativa L.), tymotki takowej (Phleum pratense L.), palusznika krwawego (Digi-
taria sanguinalis) oraz zycicy wielokwiatowej (Lolium multiflorum Lam.). Obie
substancje hamowaty wzrost korzeni i pedow rzezuchy przy stezeniach wigkszych
niz 0,3 puM. Stezenia wymagane dla 50% zahamowania wzrostu korzeni i pedow
rzezuchy, sataty, lucerny, tymotki i palusznika i zycicy wynosity 2,1-34,5 uM dla
zwiazku (6) 12,7-19,7 uM dla zwiazku (7). Oznacza to, ze substancje te wykazuja
dziatanie allelopatyczne chronigc wulpi¢ mysi ogon poprzez hamowanie wzrostu



1002 M. GRABARCZYK, K. WINSKA, W. MACZKA

sgsiednich roslin [8]. Zwiazek (6) wyizolowano takze z olejkow eterycznych kudzu
(Pueraria lobata Ohwi) [9] oraz z lisci Chamaecyparis formosensis Matsum [10]
(Rys. 2).

0]
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Rysunek 2. Pochodne jononéw wyizolowane z Cestrum parqui
Figure 2. Tonone derivatives isolated from Cestrum parqui

Kolejne dwa zwigzki (+)-dehydrowomifoliol (14) i annujonon D (15) zna-
leziono w lisciach stonecznika cv. Peredovick. Zwiazki te zostaly przetestowane
pod katem ich aktywnosci allelopatycznej pod katem wptywu na kietkowanie oraz
wzrost korzeni i pedow salaty siewnej (Lactuca sativa), rzezuchy (Lepidium sati-
vum), cebuli zwyczajnej (Allium cepa) oraz jeczmienia zwyczajnego (Horedum vul-
gare). Zwiazek (14) wykazywal wyrazny wptyw hamujacy na kietkowanie nasion
Lactuca sativa wynoszacy $rednio 45% przy stezeniu 10 *~10° M. Zwiazek (15)
stymulowatl wzrost korzeni Allium cepa w zakresie od 67% dla stezenia 10° M do
34% dla stezenia 10~ M. Obydwa zwiazki wykazywaly wptyw stymulujacy wzrost
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korzeni i pedow Horedum vulgare (Srednio 35%) [11]. Zwiazek (14) znaleziono
rowniez w lisciach Croton tiglium L. [12] (Rys. 3).

15
Rysunek 3. Pochodne jononéw wyizolowane ze stonecznika cv. Peredovick
Figure 3. Tonone derivatives isolated from sunflower cv. Peredovick

Zwiazki bedace pochodnymi jonondéw znaleziono réwniez w lisciach debu
indyjskiego (Tectona grandis L.), rosnacego w lasach potudniowo-wschodniej
Azji. Ze wzgledu na duze zapotrzebowanie na drewno tekowe otrzymywane z tego
drzewa w potowie XIX rozpoczeto jego uprawe na duza skale, wykorzystujac do
tego celu rowniez pola uprawne. Okazato si¢, ze drzewa tekowe wplywaja pozy-
tywnie na te uprawy, zwiekszajac ich wydajnos¢ i réwnocze$nie minimalizuja
zachwaszczenie. Z lisci Tectona grandis wyizolowano tektojonol A (16), tektojo-
nol B (17), 3-hydroxymegastigm-5-en-9-on (18) wyizolowany wczesniej z Chama-
ecyparis formosensis Matsum. oraz 3-hydroxymegastigm-5-en-9-ol (19). Zwiazki
te wykazywaty wptyw hamujacy na wzrost korzeni i pedow sataty, pomidora zwy-
czajnego (Lycopersicon esculentum Mill.) i cebuli. Wartosci IC,; dla tych zwigz-
kéw wynosza odpowiednio: 0,41 mM (17), 1,37 mM (18) oraz 13,17 mM (19).
Fitotoksyczno$¢ zwiazku (19) wzgledem sataty i pomidorow jest porownywalna
z dziataniem handlowego herbicydu o nazwie Logran®. Wynika z tego, ze zwigzek
ten moze by¢ odpowiedzialny za dziatanie allelopatyczne wykazywane przez dab
indyjski [13] (Rys. 4).

OH

HO
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Rysunek 4. Pochodne a- i f-jononu wyizolowane z lisci dgbu indyjskiego Tectona grandis
Figure 4. Tonone derivatives isolated from indian oak Tectona grandis leaves



1004 M. GRABARCZYK, K. WINSKA, W. MACZKA

9-Hydroksy-4,7-megastigmadien-3-on (7), annujonon A (20), annujonon B
(21) i annujonon C (22) wyizolowano ze stonecznika zwyczajnego (Helianthus
annuus L.). Zwiazki te zostaly przebadane pod katem ich aktywnosci allelopa-
tycznej. Sprawdzono ich wplyw na wzrost korzeni i pedéw salaty, rzezuchy, cebuli
oraz jeczmienia. Zwigzek (21) w najwigkszym stopniu stymulowat wzrost korzeni
rodlin dwuliciennych Lactuca sativa i Lepidium sativum juz przy niskich stezeniach
wynoszacych 10° M (47%) oraz 10 M (32%). Co ciekawe w przypadku gatunkow
jednoli$ciennych zaobserwowano rézne dzialanie w zaleznosci od gatunku. Kietko-
wanie cebuli hamowaty odpowiednio zwigzki: (7) 10 M (38%), (20) 10 M (47%),
natomiast wzrost korzeni stymulowaty odpowiednio: (7) 10™* M (63%), 10° M
(54%), (20) 10~ M (42%), 10° M (48%), 10° M (49%). W przypadku jeczmienia
zaobserwowano jedynie dzialanie stymulujace wzrost korzeni i pedéw. W stosunku
do tej rodliny zwigzek (22) stymulowat wzrost korzeni, $rednio 0 35% (10~° M) i 40%
(10° M).

Powyzsze wyniki sugerowaly, ze zwigzki (7) i (20)-(22) sg prawdopodobnie
znacznie zaangazowane w allelopatyczne dzialanie odmian stonecznika wobec
gatunkow jednolisciennych. W zwigzku z tym, mozna stwierdzié, ze zwiazki (7)
i(20) moga znalez¢ zastosowanie jako potencjalne naturalne herbicydy [14] (Rys. 5).

Zwiazek (7) 1 6,9,10-trihydroksy-4,7-megastigmadien-3-on (23) o dziataniu
allelopatycznym wyizolowano z ogorka (Cucumis sativus L. cv. Phung Tuong).
Pochodna (6) hamowata wzrost rzezuchy (Lepidium sativum L.) 1 chwastnicy jed-
nostronnej (Echinochloa crus-galli L. Beauv) w stezeniu odpowiednio 0,3 1 1,0 pM.
Pochodna (23) hamowata wzrost rzezuchy i chwastnicy jednostronnej w stezeniach
odpowiednio 1,0 i 3,0 uM. Stezenia wymagane dla 50% zahamowania wzrostu
korzeni i pedéw badanych roslin wynosity 2,4-29,3 uM dla (7) i 8,1-52,2 uM dla
(23). Autorzy zasugerowali wiec, ze rosliny ogérkowe mogg znalez¢ potencjalne
zastosowanie jako biologiczne czynniki zwalczania chwastow w srodowisku rolni-
czym [15] (Rys. 5).

Rysunek 5. Pochodne jononéw wyizolowane z Helianthus annuus L.i Cucumis sativus L.
Figure 5. Ionone derivatives isolated from Helianthus annuus L. i Cucumis sativus L.
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Kolejne pochodne jonondéw 3,4,9-trihydroksy-5,7-megastigmadien (24) i blu-
menol A (25) oraz wspomniane wcze$niej zwigzki (7) i (11) wyizolowano z Brassica
fruticulosa Cirillo, roéliny kapustnej rozpowszechnionej w rejonie Morza Srédziem-
nego [16]. Blumenol A (25) i blumenol B (26) znaleziono z kolei w lisciach Heliotro-
pium angiospermum Vahl [17]. Zwiazek (25) zostal rowniez wyizolowany z Rauvol-
fia womitoria Afzel., Croton sparsiflorus oraz Podocarpus blumei [18] a takze z lisci
Croton tiglium [9] (Rys. 6).

OH 24

Rysunek 6. Pochodne jononéw wyizolowane z Brassica fruticulosa oraz Heliotropium angiospermum
Figure 6. Tonone derivatives isolated from Brassica fruticulosa and Heliotropium angiospermum

1.2. AKTYWNOSC ICHTIOTOKSYCZNA

Dwa zwiazki bedace pochodnymi f-jononu tanjolid A (27) i tanjolid B (28)
wyizolowano z organizméw mie¢czakow morskich Sclerodoris tanya, wystepu-
jacych w strefie przybrzeznej potudniowej Kalifornii. Obecnos$¢ tych zwiazkow
wykryto gtownie w plaszczu grzbietowym migczakdéw. Wiadomo, ze gdy migczak
zostanie w jakikolwiek sposob zaatakowany natychmiast wydziela §luz w okolicy
miejsca ataku, broniac si¢ przed napastnikiem. Sluz ten zawiera w sobie skoncentro-
wany tanjolid B (28). W zwiazku z tym przeprowadzono badania na dwéch gatun-
kach ryb drapieznych Gibbonsia elegans i Paraclinus integrippinis, zywiacych si¢
migczakami, wystgpujacymi w tym samym rejonie co Sclerodoris tanya. Okazato
si¢, ze obydwa tanjolidy (27) i (28) charakteryzuje ichtiotoksyczno$¢ wzglgdem
tych dwoch gatunkow ryb, juz w ilosci 1 mg. Poniewaz zawarto$¢ zwigzku (28)
w organizmach mi¢czakoéw S. tanya sigga okoto 3 mg, oznacza to, ze ochrone przed
rybami drapieznymi mozna uzyskaé bez uzywania srodkow chemicznych, wyko-
rzystujac do tego celu mieczaki. Przeprowadzone badania sugeruja, ze za aktyw-
no$¢ tych zwiazkoéw odpowiada gléwnie tancuch boczny, za$ fragment terpenowy
odpowiada za jej transport. Jednocze$nie zwiazki te nie majg wpltywu na inne ryby,
zyjace w tych samych wodach [19] (Rys. 7).
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Rysunek 7. Pochodne f-jononu wyizolowane z migczakow morskich Sclerodoris tanya
Figure 7. B-Tonone derivatives isolated from sea mollusc Sclerodoris tanya

1.3. BIOLUMINESCENCJA

Bardzo interesujace wykorzystanie pochodnych p-jononu zaobserwowano
w przypadku $limaka (Latia neritoides), wystepujacego w czystych strumieniach
Wyspy Potnocnej Nowej Zelandii. Slimak ten jest jedynym przedstawicielem zwie-
rzat zyjacych w stodkich wodach wykorzystujacych bioluminescencj¢. Za lumine-
scencje odpowiada zwigzek lucyferyna Latii (29), ktéry w wyniku utlenienia ulega
przeksztatceniu do ketonu (30) (Rys. 8).

O

X OCHO
lucyferaza, O
ovieraza, P +CO,
+ HCOOH
29 30 + hv

Rysunek 8.  Reakcja bioluminescencji wykorzystywana przez §limaka Latia neritoides
Figure 8. The bioluminescence reaction used by the worm Latia neritoides

W celu sprawdzenia mechanizmu reakeji zsyntezowano zaréwno lucyferyne
Latii jak i szereg jej analogéw strukturalnych. W warunkach laboratoryjnych prze-
testowano luminescencje zwigzku wyjsciowego, okreslajac jej poziom jako 100%.
Z otrzymanych analogéw zdolnos¢ do luminescencji wykazywaly jedynie zwigzki
(31) (60%) (32) (44%) oraz (33) (66%). Stwierdzono, ze za efekt luminescencyjny
odpowiada enol tworzacy sie podczas reakgji utlenienia, jakkolwiek wazna jest row-
niez obecno$¢ podstawionego pierscienia cykloheksenowego [20]. Podczas dalszych
badan otrzymano kolejne pochodne lucyferyny, z ktérych trzy najlepsze charakte-
ryzowaly si¢ duzo nizszym poziomem bioluminescencji niz lucyferyna: (34) (4,2%),
(35) (3,2%) oraz (36) (2,9%) [21] (Rys. 9).
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Rysunek 9.  Lucyferyna wystepujaca w Latia neritoides i jej analogi strukturalne
Figure 9. Luciferin present in Latia neritoides and its structural analogues

2. GLIKOZYDOWE I SULFONOWE POCHODNE JONONOW

Pochodne jonondéw zawierajace w swojej strukturze reszty cukrowe lub sulfo-
nowe w wiekszosci izolowane z roslin znanych z wiasciwosci leczniczych i wyko-
rzystywanych w zwigzku z tym w miejscowej medycynie ludowej. Rozeozyd (37)
wyizolowano z korzeni smotrawy okazatej (7elekia speciosa) nalezacej do rodziny
astrowatych [22]. Glikozyd ten odkryto réwniez w nadziemnych cz¢sciach rosna-
cej w Egipcie rosliny Cleome brachycarpa [23]. Znaleziono go réwniez w korze
korzeni azjatyckiej rosliny Ulmus davidiana var. japonica wraz z jego izomerem
cis (38) [24]. Analog zwigzku (37) korchojonozyd C (39) oraz jego sulfonowg
pochodng (40) znaleziono w nadziemnych czg¢$ciach mlecza (Sonchus erzinca-
nicus) [25]. Inng sulfonowa pochodng S-jononu (41) wyizolowano z mangrowca
(Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. F.), wystepujacego na zachodnich wybrze-
zach Afryki [26] (Rys. 10).
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Rysunek 10. Glikozydowe i sulfonowe pochodne a- i f-jononu
Figure 10.  Glycoside and sulfonide derivatives of a- and f-ionone

Kilka innych pochodnych glikozydowych jononéw wyizolowano z nad-
ziemnych czesci Salsola komarovii. Byly to: wspomniany wczeéniej zwigzek (37),
B-p-glukopiranozyd blumenylu A (42), stafylionozyd D (43), ikaryzyd B2 (44),
p-D-glukopiranozyd 3-oxo-a-ionolu (45) Zwiazek (37) wywoluje zwiekszenie
wydzielania czynnika wzrostu nerwéw (NGF). NGF jest neuropeptydem wyko-
rzystywanym przez organizm przede wszystkim do regulacji wzrostu, proliferacji
i przezycia neuronéw. Czynnik ten ma réwniez wplyw na przetrwanie komoérek beta
trzustki oraz regulacje ukladu odpornosciowego. Zwiazek (37) moze wiec znalez¢
potencjalne zastosowanie jako srodek neuroochronny w regulacji choréb neurode-
generacyjnych [27] (Rys. 11).
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Rysunek 11. Glikozydowe pochodne a- i f-jononu wyizolowane z Salsola komarovii
Figure 11.  Glycoside derivatives of a- and -ionone isolated from Salsola komarovii

Kolejne glikozydy pizumionozyd (46) i jinksiankaozyd B (47) wyizolowane
zostaty z Chloranthus japonicus Sieb., rosliny z rodziny zielencowych, uzywane;j
w Chinach w tradycyjnej medycynie ludowej [28] (Rys. 12).
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Rysunek 12.  Glikozydowe pochodne f-jononu wyizolowane z Chloranthus japonicus Sieb.
Figure 12.  Glycoside derivatives of f-ionone isolated from Chloranthus japonicus Sieb.

W alkoholowym ekstrakcie z li$ci drzewa Euodia meliaefolia (Hance) Benth.
rosngcego na Okinawie znaleziono euodionozyd A (48), euodionozyd B (49),
euodionozyd C (50), euodionozyd F (51), euodionozyd G (52), spinozyd A (53)
[29] (Rys. 13).

OGlc

Rysunek 13. Glikozydowe pochodne a- i b-jononu wyizolowane z Euodia meliaefolia
Figure 13.  Glycoside derivatives of a- and S-ionone isolated from Euodia meliaefolia
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Z Yodyg cissusa Cissus quadrangularis L. — roéliny powszechnie stosowanej
w medycynie ludowej Indii w leczeniu osteoporozy, wyizolowano dwa kolejne gli-
kozydy: 6,9,10-trihydroksy-4,7-megastigmadien-3-on (54) oraz 6,9,10-trihydroksy-
-7-megastigman-3-on (55) [30, 31] (Rys. 14).

OGlc

Rysunek 14. Glikozydowe pochodne a- i f-jononu wyizolowane z Cissus quadrangularis
Figure 14.  Glycoside derivatives of a- and -ionone isolated from Cissus quadrangularis

3. SYNTETYCZNE POCHODNE JONONOW

Ze wzgledu na interesujace wiasciwosci pochodnych jononéw od dawna
poszukuje si¢ innych analogéw strukturalnych tych zwigzkow, ale nie posiadaja-
cych swych odpowiednikow w naturze. W tym celu stosuje si¢ metody syntezy
chemicznej badz tez mniej szkodliwe dla srodowiska metody biotechnologiczne.
Metody te pozwalajg na otrzymywanie zwigzkow, ktorych przyroda jeszcze nie
zdgzyta wymysli¢. Bardzo interesujacym przyktadem jest otrzymywanie hydrok-
syjonolaktonu (56) w wyniku utleniania -jononu przy uzyciu KMNO,, przy czym
wydajnos$¢ tej reakcji wynosi 10% [32] (Rys. 15).

Rysunek 15. Otrzymywanie hydroksyjonolaktonu z S-jononu
Figure 15.  Preparation of hydroxyionolactone from f-ionone

Zwiazkiizolowane z surowcow naturalnych sg zazwyczaj czystymi enancjome-
rami. Z tego powodu badacze poszukuja metod pozwalajacych na otrzymywanie na
drodze chemicznej zwigzkow charakteryzujacych sie wysoka czystoscia optyczna.
W tym miejscu nalezy wspomnie¢ o metodzie zaprezentowanej przez Kikuchi
i wsp. dotyczacej otrzymywania czystych enancjomerycznie pochodnych jononow.
W wyniku 12 etapowej syntezy z wydajnoscia 8,5% otrzymano (+)-3-hydroksy-
-4,7-megastigmadien-9-on (6), (+)-9-hydroksy-4,7-megastigmadien-9-on (7) oraz
(+)-3.9-dihydroksy-4.7—-megastigmadien (8) [33].



NATURALNE I SYNTETYCZNE ANALOGI STRUKTURALNE JONONOW 1011

Rysunek 16. Otrzymywanie aminowych pochodnych a-jononu
Figure 16.  Preparation of amine derivatives from a-ionone

Prezny rynek farmaceutyczny wymusza tworzenie coraz to nowych lekow,
nie tylko tych pochodzenia naturalnego. Rowniez wsrod tej grupy zwigzkow
mozemy znalez¢ syntetyczne pochodne jonondw o wilasciwosciach przeciwzapal-
nych. Otrzymano je a-jononu, ktory poddano reakcji Vilsmeiera uzyskujac produkt
posredni, a nastepnie reakcji cyklizacji z uzyciem roéznych pochodnych amino-
wych co pozwolito na otrzymanie m.in. zwiazkéw (57) (z wydajnoscig 89%) i (58)
(z wydajnoscia 65%). Zwiazki te wykazaly si¢ duza aktywnoscig przeciwzapalna,
co oznacza, ze mogg one znalez¢ zastosowanie jako leki prototypowe w tuszczycy
1 innych dermatozach neutrofilowych [34]. Ten sam produkt posredni zostat wyko-
rzystany jako substrat do syntezy kolejnych pochodnych a-jononu (59), (60), (61)
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wykazujacych zdolno$¢ do hamowania wzrostu komorek linii ludzkiej biataczki
promielocytowej HL-60 oraz indukowania ich apoptozy. Zwiazki te otrzymano
z wydajnoscia odpowiednio 55%, 92% i 87% [35]. Pochodne (59)-(61) przete-
stowane zostaly réwniez pod katem aktywnosSci antyproliferacyjnej wobec linii
komorkowych gruczolakoraka jajnika A2780, raka ptuc A549 oraz biataczki mysiej
P388. Niestety zwigzki te okazaly si¢ by¢ mato aktywne wobec testowanych linii
komoérkowych [36] (Rys. 16).

Z kolei otrzymane w wyniku reakcji a- i f-jononu z odpowiednimi zwigzkami
Grignarda pochodne (62) i (63) moga znalez¢ zastosowanie jako $rodki neuropro-
tekcyjne w niedokrwieniu mézg. Wydajnosci tych reakcji wynosza odpowiednio
85%187% [37]. (Rys. 17).

Rysunek 17. Otrzymywanie aromatycznych pochodnych a- i f-jononu
Figure 17.  Preparation of aromatic derivatives from a- and -ionone

Jonony znalazty roéwniez zastosowanie jako substraty do syntezy chlorowco-
laktonow. W wyniku kilkuetapowej reakcji z a- oraz f-jononu otrzymano odpo-
wiednie chloro- (64) i (67) z wydajnoscia 14%, bromo- (65) i (68) z wydajnoscia
15% oraz jodolaktony (65) i (69) z wydajnoscia 11%. Zwiazki te przetestowano
pod katem ich aktywnosci antybakteryjnej i antygrzybicznej. Laktony otrzymane
z o-jononu wykazywaty si¢ aktywnoscia wzgledem szczepdw bakterii: Micrococ-
cus flavus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens. Z kolei
pochodne otrzymane z S-jononu hamowaly wzrost szczepow bakterii Bacillus
subtilis — zwiazek (67) oraz grzybow Aspergillus niger — zwiazek (68) [38, 39]
(Rys. 18).

64 - 66 67 - 69

Rysunek 18. Otrzymywanie chlorowcolaktonéw z a- i f-jononu
Figure 18.  Preparation of halolactones from a- and f3-ionone
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4. WYKORZYSTANIE BIOTRANSFORMACJ)I DO OTRZYMYWANIA
POCHODNYCH JONONOW

Rozmaite pochodne «- 1 f-jononu mozna rowniez otrzymac podczas biotrans-
formacji prowadzonych przy uzyciu zarowno szczepow drozdzy, grzybow strzep-
kowych, jak i catych organizméw zywych.

W wyniku zastosowania do transformacji a- i f-jononu szczepu drozdzy Tricho-
sporum cutaneum CCT 1903 otrzymano odpowiednio a-homo-cyklogeraniol (70)
oraz 4-oxo-7,8-dihydro-f-jonon (71), obydwa z wydajnoscia 5% [40] (Rys. 19).

0]

70 0 71

Rysunek 19. Zwiazki otrzymywane w wyniku biotransformacji a- i f-jononu szczepem drozdzy Trichosporum
cutaneum

Figure 19.  The compounds obtained during biotransformation of a- and S-ionone by yeast Trichosporum
cutaneum strain

Wykorzystanie szczepu Aspergillus niger JTS 191 do biotransformacji
B-jononu pozwolilo na otrzymanie szeregu pochodnych, wsrod ktorych gtownymi
produktami byly (R)-4-hydroksy-p-jonon (72) oraz (S)-2-hydroksy-S-jonon (73)
z wydajnosciami odpowiednio 24% 1 18% [41]. Zwigzek (72) otrzymano rowniez
wykorzystujac szczep Escherichia coli zawierajacy zmutowang monooksyge-
naz¢ zalezng od cytochromu P450,,, . [42]. Enancjomer zwigzku (72) czyli (S)-4-
hydroksy-f3-jonon (74) z nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 89% otrzy-
mano z w wyniku poddania mieszaniny racemicznej obu alkoholi transestryfikacji
katalizowanej przez lipazg PPL, pochodzacej z trzustki $wini [43] (Rys. 20).

0 : @

OH 72 73 OH 74

Rysunek 20. Otrzymywanie hydroksylowych pochodnych f-jononu
Figure 20.  Preparation of hydroxy derivatives from f-ionone

Z kolei dzieki wykorzystaniu szczepu Aspergillus niger IFO 8541 immobi-
lizowanego w alginianie i zastosowaniu dwufazowego ukladu rozpuszczalnikdéw
otrzymano kilka r6znych pochodnych, w tym: dihydroaktinidiolid (75), 5,6-epoxy-
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p-ionone (76), 4-okso-p-jonon (77), 2-hydroksy-f-jonon (78), 4-hydroksy-S-jonon
(79), 2-okso-p-jonon (80), 4-hydroksy-5,6-epoksy-f3-jonon (81) [44] (Rys. 21).

O

78 OH 79

80 OH 81

Rysunek 21. Zastosowanie szczepu Aspergillus niger do otrzymywania pochodnych f-jononu
Figure 21.  The use of Aspergillus niger strain to obtain derivatives of -ionone

Z kolei zastosowanie jako bioreagenta szczepu Glomerella cingulata do trans-
formacji a-jononu pozwolito na otrzymanie w pierwszym etapie a-jonolu (82)
(63%), a w kolejnym dihydro-a-jonolu (83) (26%) [45] (Rys. 22).

OH

Rysunek 22. Zwiazki otrzymane w wyniku biotransformacji a-jononu szczepem Glomerella cingulata
Figure 22.  The compounds obtained during biotransformation of a-ionone by Glomerella cingulata strain

Wspomniane wezesniej chlorowcolaktony (64)—(69) otrzymane z a- i f-jononu
zostaty wykorzystane jako substraty do biotransformacji przy uzyciu kilku szcze-
pow grzybow strzepkowych, gldwnie z rodzaju Fusarium. W ich wyniku otrzymano
odpowiednie hydroksylaktony (84) i (85). Najlepszym biokatalizatorem okazat si¢
szczep F. culmorum, ktdry pozwolil na otrzymanie hydroksylaktonu (84) z wydaj-
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noscia 24% 1 z nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 62% oraz hydroksy-
laktonu (85) z wydajnoscia 38% i z nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym
30% [38, 39] (Rys. 23).

0] 0]

Rysunek 23. Zwiazki otrzymane w wyniku biotransformacji a- i f-jononu grzybami strzgpkowymi z rodzaju
Fusarium
Figure 23.  The compounds obtained by biotransformation of - and -ionone by filamentous fungi Fusarium

Do biotransformacji jononéw wykorzystano rowniez kulture kalusa pozyska-
nego z liSci Caragana chamlagu. W przypadku a-jononu otrzymano mieszaning
racemiczng 3-oksy-a-jononu (86) z wydajnosciag 50%, 3a-hydroxy-a-jonon (6)
(16%) oraz 4,5-epoxy-a-jonon (87) (20%). W wyniku dodania do kultury kalusa
I-aminobenzotriazolu, bedacego inhibitorem cytochromu P-450 «-jonon byt
transformowany do tych samych trzech produktow z wydajnoscig odpowiednio
33%, 25% oraz 15%. Z kolei fB-jonon byt przeksztatcany przez kulture kalusa do
5,6-epoxy-p-jononu (88) z wydajnoscia 87% [46] (Rys. 24).

7, 5
87 88

Rysunek 24. Zwiazki otrzymane w wyniku biotransformacji a- i f-jononu tkanka kalusa z lisci Caragana
chamlagu

Figure 24.  The compounds obtained by biotransformation of a- and S-ionone by callus tissue from the leaves
of Caragana chamlagu

Interesujgcym przyktadem jest zastosowanie larw chrzgszezy Allomyrina
dichotoma do biotransformacji S-jononu. Podczas transformacji zaobserwowano,
ze zarowno grupa karbonylowa jak i wigzanie podwojne w tancuchu bocznym ule-
glo redukcji, zas wegiel znajdujacy sie w pozycji allilowej ulegt utlenieniu dajac
jako produkt mieszaning racemiczng 4-oxo-7,8-dihydro-B-jonolu z wydajnoscia
20% (89) [47] (Rys. 25).
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OH

Rysunek 25. Zwigzek otrzymany w wyniku zastosowania do biotransformacji S-jononu larw chrzaszczy
Allomyrina dichotoma

Figure 25.  The compounds obtained by biotransformation of fS-ionone by using beetle larvae Allomyrina
dichotoma

UWAGI KONCOWE

Pochodne jonondéw izolowane z roslin lub zwierzat charakteryzujg si¢ zazwy-
czaj interesujgcymi wlasciwosciami biologicznymi. Ze wzgledu na mozliwo$¢ ich
zastosowania w roznorodnych dziedzinach przemystu niezwykle istotny staje si¢
fakt ich oplacalnego otrzymywania. Metody pozyskiwania ze zrddel naturalnych
maja jedna zasadniczg wade - zazwyczaj sa bardzo pracochlonne i kosztowne.
Nalezy réwniez pamigtaé, ze kazdego roku wymiera coraz wigcej gatunkow roslin
i zwierzat, co tym samym ogranicza nam mozliwos$¢ pozyskiwania na szeroka skale
interesujacych nas czgsteczek. Dlatego do otrzymywania wigkszych ilo$ci zwigzkow
wykorzystuje sie malo ekologiczng metode syntezy chemicznej. W trosce o natu-
ralne srodowisko coraz czesciej wybiera sie metody biotechnologiczne, ktore stajg
sie lepszg alternatywa. W przypadku jonondw najczesciej laczone sa metody syntezy
chemicznej z biotransformacjami. W ten sposéb dzigki wykorzystaniu mikroorga-
nizméw otrzymujemy szereg pochodnych hydroksylowych, ktorych synteza bylaby
albo niemozliwa, albo bardzo kosztowna. Tak otrzymane hydroksypochodne sg
zazwyczaj bardziej aktywne biologiczne niz ich prekursory.
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ABSTRACT

Tropane alkaloids are a long-known class of compounds possessing an 8-azabi-
cyclo[3.2.1]octane skeleton. Many tropane alkaloids posses biological activity (anti-
cholinergic, anti-Parkinsonian, hypotensive), and as such had a significant influence
on medicine and played a notable role in the development of organic chemistry [1].
The most known representatives of biologically active tropane alkaloids are: coca-
ine, atropine, scopolamine, ecgonine, and Bao Gong Teng A. A number of natural
tropane alkaloids are chiral compounds, whose preparation in optically active forms
is still a big challeng [2]. The biological activity of enantiomers often differs depen-
ding on their configurations.

Alkaloids are a subject of an intensive research: scopus database contains nearly
200 thousand publications with the word ,,alkaloid”, and almost 4,500 publications
with the phrase ,,tropane alkaloids” (about half of them have appeared in the last ten
years). About 55 papers are devoted to stereoselective synthesis of tropane deriva-
tives in 2000-2015. About half of this concernes stereoselective methods.

The organic synthesis of alkaloids has a long history and numerous synthetic
approaches to the tropane skeleton have been developed, from the classical synthesis
of tropinone by Willstitter at the beginning of the XX century, to more recent devel-
opments dealing with asymmetric deprotonation of tropinone with chiral lithium
amide bases for the enantioselective synthesis of a range of tropanes [3, 4]. Owing
to extensiveness of the field, the current review presents the most interesting, from
a synthetic point of view, approaches to tropane derivatives and tropane analogues.

Most of the methods of synthesis are long (often several steps), time- and
recourses-intensive, and often required elaborate and hardly available starting mate-
rials. But there are also notable exceptions, based on the asymmetric deprotonation
approach; e.g., from the syntheses of cocaine described in this article, the most effi-
cient one was reported by Lee in 2000 [5]. The concise synthesis (6 steps) gave the
unnatural enantiomer of cocaine starting from commercially available tropinone in
78% overall yield. This approach allows to obtain both enantiomers and racemate,
by changing type of one reactant only. However, most strategies provide only one
enantiomer or racemic mixture of an alkaloid. As can be seen, despite of advances in
chemicall science, there is no general way to synthesize majority of the representa-
tives of this group of structurally related compounds.

Keywords: synthesis, tropane alkaloids, tropane derivatives, stereoselective synthesis
Stowa kluczowe: synteza, alkaloidy tropanowe, pochodne tropanow, synteza stereo-
selektywna
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ACE-CI
AIBN
CAN
DBU
DEAD
DIBAL
DMAP
DMDO
DME
DMP
DMS
DPPA
DTBMP
HMDS
IBX
MIBK

NMO
phth

PPTS
RCM

TBAF
TBDMS
Tf
ThxBH,
TIPS
TMS
p-tolyl
TPAP
Troc

Ts

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

- chloromréwczan a-chloroetylu

- azobis(izobutyronitryl)

- azotan(V) cerowo(IV)-amonowy

- 1,8-diazabicyklo[5.4.0]Jundek-7-en

- azodikarboksylan dietylowy

- wodorek diizobutyloglinowy

- 4-(dimetyloamino)pirydyna

- dimetylodioksiran

- 1,2-dimetoksyetan

- utleniacz Dessa-Martina

- siarczek dimetylu

- azydek difenylofosforylowy

- 2,6-di-tert-butylo-4-metylopirydyna

- heksametylodisilazan Li- litu, Na- sodu, K- potasu

- kwas 2-jodoksybenzoesowy

- keton metylowo-izobutylowy

- grupa mesylowa, grupa metanosulfonowa

- N-tlenek-N-metylomorfoliny

- grupa ftalowa

- p-toluenosulfonian pirydyniowy

- metateza zamkniecia pierécienia (ang. Ring Closing
Metathesis)

- fluorek tetra-n-bytuloamoniowy

- grupa tert-butylodimetylosililowa (TBS)

- grupa triflatowa, grupa trifluorometanosulfonowa

- 1,1,2-trimetylopropyloboran

- grupa triizopropylosililowa

- grupa trimetylosililowa

- grupa 4-metylofenylowa

- rutenian(VII) tetrapropyloamoniowy

- grupa 2,2,2-trichloroetoksykarbonylowa

- grupa tosylowa, grupa toluenosulfonowa
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WSTEP

Jedng z wazniejszych grup zwigzkéw naturalnych o uznanej aktywnosci bio-
logicznej stanowig pochodne tropanu, w tym naturalne alkaloidy tropanu [1, 6],
ktérych znanymi przedstawicielami, wykazujacymi aktywnos¢ biologiczng sa, m.in.
kokaina, atropina, skopolamina, ekgonina i Bao Gong Teng A. Znaczna cze$¢ zna-
nych alkaloidow tropanowych to zwiazki chiralne, ktoérych otrzymywanie w formie
optycznie czynnej bylo i jest aktualnym wyzwaniem [2]. Obecny przeglad labora-
toryjnych metod syntezy pochodnych i analogéw tropanu obejmuje gtéwnie repre-
zentatywne osiagniecia opublikowane w ostatnich 15 latach.

1. PIERWSZE HISTORYCZNE SYNTEZY UKLADU TROPANU

Alkaloidy tropanowe od ponad 100 lat wywieraja wplyw na rozwdj nie tylko
chemii organicznej, ale takze medycyny [1]. Uczonych od zawsze fascynowala
budowa naturalnych zwigzkéw chemicznych oraz ich synteza w laboratorium, ktéra
w wielu przypadkach, nawet dzi$ pozostaje wyzwaniem dla ludzkiej kreatywnosci.
Od dawna poszukiwano nowych sposobéw na synteze pochodnych tropanowych,
ktore moga posiadac ciekawe wlasciwosci, ale stanowig takze wyzwanie syntetyczne.
Historycznie reprezentatywnymi celami syntetycznymi sa tropinon i kokaina.

Richard Willstétter jako pierwszy wykonal syntez¢ ukladu tropanowego na
poczatku XX wieku (Schemat 1).

Hz 1. Me,NH
1. NH,0H 1. Mel 2. Mel
2. Na/EtOH. 2. Ag;0H,0 @ Br, \© 3. Ag,0/H,0 @ Br,/chinolina @
LN
1. NaOH
1. Me,NH 1.Br, 2. HCl 1. HBr
2. Na/EtOH Me 2a N 3.180°C 2. H,80, L0
Br ———>=
tropmon
Schemat 1. Historyczna synteza tropinonu wg Willstéttera
Scheme 1. Historical synthesis of tropinone carried out by Willstétter

Dokonat tego w kilkunastu etapach, wychodzac z cykloheptanonu i osiagnat
wydajnos¢ 0,75% [7, 8]. Wykonanie tak dlugiej i skomplikowanej syntezy w tamtych
czasach bylo prawdziwym dzielem sztuki chemicznej oraz pokazem wytrwalosci
naukoweca.

W 1917 roku Robert Robinson opublikowal synteze tropinonu, ktérg przepro-
wadzil, wykorzystujac podwojng reakcje Mannicha i stosunkowo proste substraty
(Schemat 2) [9-11]. Uzyskal 17%-owa wydajnos¢ — ponad dwudziestokrotnie wigcej
niz Willstatter w swej syntezie. Po zoptymalizowaniu warunkéw wydajnos¢ syntezy
Robinsona wzrosta do ponad 90% [12]. Reakcje te uznaje sie za klasyczny przyklad
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syntezy totalnej, jest ona imponujaca pod wzgledem prostoty, efektywnosci i zgod-
noéci z dzisiejszymi wymogami zielonej chemii.

[lelen Q
CHO
CHO ‘
olelon Me

tropinon

Schemat 2.  Historyczna jednoetapowa synteza tropinonu przeprowadzona przez Robinsona
Scheme 2. Historical one-step synthesis carried out by Robinson

Alkaloid o ztej stawie - kokaina zostata odkryta w potowie XIX wieku w dwdch
gatunkach krzewu koka, a po raz pierwszy zostala wyekstrahowana z rosliny przez
Alberta Niemanna w 1860 roku [1]. W Niemczech chlorowodorek kokainy zaczeto
stosowaé w medycynie w 1884 roku jako skladnik srodkéw przeciwbdlowych, znie-
czulajacych, a takze stymulujacych o$rodkowy uktad nerwowy. Dzieki tym wta-
$ciwosciom kokaina stala sie substancja szeroko stosowang w Europie w réznych
lekach, do czasu poznania jej dzialania uzalezniajacego. Uznaje sig, ze Richard Wil-
Istdtter jako pierwszy zbadat strukture kokainy i wychodzac z tropinonu opracowat
warunki syntezy totalnej tego alkaloidu w 1923 roku (Schemat 3) [13]. Synteza ta
byta duzym osiagnieciem naukowym i przyczynita si¢ do rozwoju chemii produk-
tow naturalnych.

o o o o o OH O
H OMe OMe
N Na/EtOH °© N Na/Hg N
—_— —_— —_—
| co, \ |
M Me

|
e Me Me
tropinon
(Bz),0 rekrystalizacja
— >
o o o zalkalizowanie o o 0
+ OMe OMe
N N
A\ + D-winian ‘
H Me Me

kokaina

Schemat 3. Pierwsza synteza kokainy
Scheme 3. The first synthesis of cocaine

W latach 90. XX wieku, jako efektywng strategie syntezy enancjoselektywnej
podstawionych tropanéw zastosowano asymetryczne deprotonowanie tropinonu
i jego analogéw. Majewski i Lazny wykazali skuteczno$¢ tego podejscia poprzez
synteze kilku alkaloidow [3, 4, 14].


http://pl.wikipedia.org/wiki/Ekstrakcja
http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Albert_Niemann_%28chemik%29&action=edit&redlink=1
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2. SYNTEZY ALKALOIDOW TROPANOWYCH I ICH POCHODNYCH
OPUBLIKOWANE W LATACH 2000-2015

Zakres literaturowy dotyczacy alkaloidéw tropanowych jest bardzo szeroki.
Opublikowano dotychczas okolo 4,5 tysiaca artykutow (wg bazy Scopus) ze stowami
kluczowymi ,tropane alkaloids” (alkaloidy tropanowe), wérod ktérych dwie trzecie
ukazaly sie juz w XXI wieku. Swiadczy to o znacznym zainteresowaniu tg tematyka.
W niniejszej pracy zaprezentowano najciekawsze, z syntetycznego punktu widzenia,
podejscia do otrzymywania tych alkaloidow.

2.1. SYNTEZY KOKAINY

Na przetomie XIX i XX wiekow do$¢ powaznym problemem stato si¢ naduzy-
wanie kokainy, w zwigzku z czym w roku 1914 zabroniono jej sprzedazy, z wyjat-
kiem niewielkich ilo$ci zapisywanych przez lekarzy w celach leczniczych. W okresie
migdzywojennym przyjmowanie kokainy stalo sie modne w kregach artystow, inte-
lektualistow i pisarzy.

W naszych czasach naduzywanie kokainy nadal pozostaje powaznym
problemem spolecznym. W zwigzku z czym, uwage zwrdcono na zwigzki
bedace antagonistami i czg§ciowymi agonistami kokainy, ktére mogtyby
by¢ stosowane w leczeniu uzaleznien [5].

Ze wzgledéw prawnych rzadko opracowywano syntezy naturalnego enancjo-
meru (-)-kokainy. W 2000 roku Lee i in. opublikowali metode¢ enancjoselektywnej
i wydajnej syntezy nienaturalnego enancjomeru (S)-(+)-kokainy, ktdra jest nieuza-
lezniajacg forma kokainy oraz jej szybko metabolizowanym, cz¢$ciowym agonista
[5]. Jako substrat wykorzystano znany i handlowo dostepny tropinon (7), ktéry
enancjoselektywnie deprotonowano enancjomerycznie czystym amidkiem litu 8
w obecnosci chlorku litu (Schemat 4) wg metodologii opisanej przez Majewskiego
i Laznego [4, 15]. Do powstalego enolanu dodano aldehyd 9, otrzymujac aldol 10
o konfiguracji na weglu C2 charakterystycznej dla kokainy, ktéry po zabezpieczeniu
grupy OH zredukowano diastereoselektywnie do alkoholu za pomoca litu w cie-
ktym amoniaku.
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o oTIPS
1.Ph7 g 8 N oTBS oTBS
TIPSOTf 1. Li/NH,
"“ _LiCl, -78 °C, THF __2,6-lutydyna_ _2.PhCOCI, Et;N_
2.TBSO__CHO TBSO_
7
oBz OTIPS OH o)
0TBS P27 on 982
RuCly-NalO, OMe
,\‘1 HF N TMSCHN, N
\
Me Me l\l/le
12 13 14 (S)-(+)-kokaina

Schemat4.  Enancjoselektywna synteza (S)-(+)-kokainy przeprowadzona przez Lee i in.
Scheme 4.  Enantioselective synthesis of (S)-(+)-cocaine carried out by Lee et al.

Powstaly alkohol o pozadanej konfiguracji poddano estryfikacji chlorkiem
benzoilu, a zamaskowane grupy hydroksylowe w esterze 12 uwolniono fluorowo-
dorem. Tak uzyskany diol 13 w jednym etapie utleniono do kwasu karboksylowego
przy pomocy RuO, i zestryfikowano za pomocg trimetylosililodiazometanu, otrzy-
mujac (S)-(+)-kokaing (14) z ogoélna wydajnosciag wynoszaca 78% i ok. 90%-owym
nadmiarem enancjomerycznym.

Opracowana przez zespol Lee metoda syntezy moze by¢ wykorzystywana nie
tylko do otrzymywania enancjomerycznie czystych analogéw kokainy i innych waz-
nych pod wzgledem medycznym alkaloidéw, ale réwniez moze by¢ ogélnie uzy-
teczna w syntezie asymetryczne;j.

Cztery lata pdzniej, w 2004 roku, zespél Mansa zaprezentowal inny sposob
syntezy (S)-(+)-kokainy (14) (Schemat 5) [16]. Jednym z kluczowych etapéw byla
cykloaddycja [3+2] winylowego tioeteru z litowanym ukiadem azaallilowym pota-
czona z dalszg wewnatrzczasteczkowg organokatalityczng reakcjg aldolowg prowa-
dzacg w efekcie do desymetryzacji 21. (S)-(+)-Kokaine otrzymano w 14-etapowej
syntezie z calkowita wydajnosciag wynoszacg 6,5% oraz 86%-owym nadmiarem
enancjomerycznym.
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SnBu
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Schemat 5. Metoda syntezy (S)-kokainy opracowana przez Mansa i in.
Scheme 5. The method for synthesis of (S)-cocaine elaborated by Mans et al.

Zespol Brocka przeprowadzil stosunkowo krotka i wydajng synteze asy-
metryczng (+)-pseudokokainy (Schemat 6), stosujac reakcje jodoaminacyjnego
zamkniecia pier$cienia (ang. ring-closing iodoamination) [17]. Jako substratu uzyto
nienasyconego estru 25, ktéry w reakcji z chiralnym amidkiem litu 26, a nastep-
nie akroleing przeksztalcono w f3-aminoester 27. Na drodze metatezy, otrzymano
karbocykl 28. Drzialanie jodu spowodowalo jodoaminowanie z zamknieciem
pierscienia pomiedzy atomem azotu i atomem wegla C4 wraz z odej$ciem grupy
a-metylo-p-metoksybenzylowej. Otrzymang jodopochodng 29 poddano rodniko-
wej wymianie jodu na woddr. Dwa ostatnie etapy syntezy polegaly na estryfikacji
estru metylowego 31 chlorkiem benzoilu i utworzeniu chlorowodorku. Catkowita
wydajno$¢ syntezy wyniosta 31% (dr > 99:1).

L S L e
PMP™ N’

Grubbs | PMP N I, DCM

26
N CO,tBU N CO,tBu _DCM COptBu = "~
THF, -78 °C K,CO3 THF
akroleina X OH OH

25
27 PMP = p-metoksyfenyl | 28

OH OH OBz
+BuO,C, N +-BuO,C, MeO,C,, MeO,C,,
N n-BusSnH, AIBN SOCl, N 1. PhCOCI, DMAP N
‘ tquen/MeOH MEOH ‘ Et;N, DCM ‘ * HCI
s .
Me Me 2. HCI, MeOH Me
29 30 31 32

chlorowodorek
(+)-pseudokokainy

Schemat 6. Synteza chlorowodorku (+)-pseudokokainy 32 wg Brocka
Scheme 6. Synthesis of hydrochloride of (+)-pseudococaine 32 according to Brock
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Enancjoselektywnej syntezy (S)-(+)-kokainy, a takze jej analogéw podstawio-
nych na weglu C1 podjal si¢ rowniez zespot Davisa w 2010 roku, wykorzystujac
zablokowang oksosulfinimine jako material wyjsciowy. Wydajno$¢ 9-etapowej syn-
tezy wyniosta 25% [18].

Cheng i in. w 2011 roku opracowali metode syntezy naturalnej (-)-kokainy
(42), substancji hamujacej wychwyt zwrotny dopaminy oraz noradrenaliny i prowa-
dzacej do uzaleznien, a takze nienaturalnej (-)-ferrugininy (46), ktdra jest silnym
agonistg acetylocholinergicznych receptoréw nikotynowych [19]. Zespot Chenga
otrzymal z dobrymi wydajnosciami powyzsze zwiazki, ktore ze wzgledu na struk-
ture chemiczng i wlasciwosci biologiczne sg pozadanymi celami syntezy totalne;.

Pierwsza cze$¢ syntezy obu tych zwiazkow jest identyczna i zostala przedsta-
wiona na Schemacie 7.

/ /

Bt,,

Ph,,. N Ph,,
1. HC= CMgBr JTHF H,C=CHCH,MgBr 1. NaOH, MeOH, THF
o X OH
OO 2. Kat. Lindlara, H, EL,0 - 2. Boc,0, K,CO5, DCM
s
33

N-o

y e
\ = Br N

N Grubbs II, DCM, N Br,C=NOH N @[ N
_ > e — /
N ‘ ‘ N

] NaHCO; EtOA:
Boc Boc a 3 ¢ Boc

Bt = grupa benzotriazol-1-ylowa

36 37 38

Schemat 7. Otrzymywanie zwigzku posredniego w syntezach (-)-kokainy i (-)-ferrugininy wg Chenga
Scheme 7. Preparation intermediate for the synthesis of (-)-cocaine and (-)-ferruginine according to Cheng

Koncowe transformacje prowadzace do otrzymania (-)-kokainy (42) zostaly
zaprezentowane na Schemacie 8. Wydajnos¢ catkowita wg autoréw wynosi 55%,
wychodzac ze zwigzku 33.

N-. N- (o]
Br /y Q MeO 4 Q Ni-Raneya, H, MeO oH
H;BO3; MeOH
%} MeONa, MeOH T 3BO;, (a0) T
Boc Boc Boc
38 40
O 0Bz O 0Bz

MeO
BzCl, DMAP, EtaN DCM 1. TFA, DCM N

Boc 2. HCHO( aq) NaBH3CN Me
42 (-)-kokaina

Schemat 8.  Synteza (-)-kokainy wykonana przez zespét Chenga
Scheme 8. Synthesis of (-)-cocaine carried out by Cheng et al.

Sposréd powyzszych metod syntezy izomerdéw kokainy najkroétszg, najbar-
dziej wydajng, a takze najbardziej ekonomiczng zaprezentowal Lee w 2000 roku.
Trzy pozostale podejscia byly dluzsze i bardziej skomplikowane, a przez to mniej
wydajne oraz bardziej kosztowne.
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2.2. METODY OTRZYMYWANIA FERRUGINY I FERRUGININY

Ferruginina (ferruginine) oraz ferrugina (ferrugine) sa alkaloidami wyizolowa-
nymi z Brown Silky Oak (Darlingia darlingiana) i Rose Silky Oak (Darlingia ferru-
ginea). Zwiazki te s silnymi agonistami receptoréw nikotynowych, a ferruginine
opisano jako czynnik przeciwko chorobie Parkinsona oraz Alzheimera [20].

Zwigzek 38, ktory zostal wykorzystany jako substrat do syntezy (-)-koka-
iny (42), zastosowano réwniez do syntezy (-)-ferrugininy (46) (Schemat 9) [19].
Zwigzek ten poddano wodorowaniu w obecnoséci kwasu borowego i niklu Raneya
z utworzeniem f-hydroksynitrylu 43. Reakcja z chlorkiem mesylu oraz trietylo-
aming spowodowata usuniecie grupy hydroksylowej. Nastepnie zmetylowano grupe
nitrylowa metylolitem i poddano jg hydrolizie katalizowanej p-toluenosulfonianem
pirydyniowym (PPTS). Ostatni etap, wymiana grupy Boc na grupe metylowa byl
identyczny jak w syntezie kokainy. Koncowy produkt 46 otrzymano w 9 etapach
z calkowitg wydajnoscig 46% (wychodzac ze zwigzku 33).

N-o
Br / Ni-Raneya, H, NG O >
o) HsBOs, MeOH g MsCl, Et3N @ 1. MeLi, EtZO = 1. TFA, DCM N
\ 2. PPTS (g | 2. HCHO (g, |
Boc

Me
Boc Boc Boc NaBH;CN 46

38 45 (-)-ferruginina

Schemat 9.  Synteza (-)-ferrugininy wykonana przez zespét Chenga
Scheme 9.  Synthesis of (-)-ferruginine carried out by Cheng

W 2012 roku Armando Coérdova ze wspdtpracownikami opublikowal pierw-
szg organokatalityczng asymetryczng synteze totalng ferrugininy, ktéra obejmowata
6 etapdw, a wydajnos¢ catkowita wyniosta 19% [21]. Ta sama metodologia daje takze
mozliwos$¢ otrzymania metyloekgoniny, kokainy i jej pochodnych podstawionych
na weglu C1 [21].

Zespol Laznego opracowal metode syntezy ferruginy w formie racemicznej
oraz w obu formach enancjomerycznych (Schemat 10) [22, 23] oparta o strategie
deprotonowania tropinonu.
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Schemat 10. Synteza ferruginy przeprowadzona przez badaczy z Uniwersytetu w Bialymstoku
Scheme 10.  Synthesis of ferrugine carried out by researchers from the University of Bialystok

Substrat 7 poddano deprotonowaniu amidkiem litu (LDA, 8 lub 52 w celu
otrzymania odpowiednio: racematu, (+)- lub (-)-ferruginy), a nastepnie reakcji
z benzaldehydem. Powstaty aldol 47 przeksztalcano w tosylohydrazon 48 przy uzy-
ciu izopropanolanu tytanu w bezwodnym etanolu. Redukcja hydrazonu pozwolila
na otrzymanie zwigzku 49, ktory na drodze utleniania przeksztalcony zostat w alka-
loid: (+)-ferrugine (50) (wydajnos¢ catkowita 18%, ee 299%), (-)-ferrugine (51)
(wydajno$¢ calkowita 18%, ee 299%) lub ich réwnomolowa mieszaning (wydajno$¢
catkowita 35%, tylko izomer endo).

Syntezy ferruginy dokonali réwniez Grainger i wspdtpracownicy w 7 etapach
z catkowita wydajnoscig 21% [24]. Kluczowym etapem otrzymywania ferruginy byta
eliminacja Czugajewa podstawionych ditiokarbaminianem laktaméw z utworze-
niem a,fB- i/lub f,y-nienasyconych amidéw (w zaleznosci od struktury substratu),
ktore po reakgji z fenylolitem i zasadowej izomeryzacji daly pozadany alkaloid.

2.3. SYNTEZA ALKALOIDU (-)-BAO GONG TENG A

Lin wraz ze wspolpracownikami opracowal nowa metode otrzymywania poli-
hydroksylowanego szkieletu tropanu [25]. Zaprezentowal ja na przyktadzie enan-
cjoselektywnej syntezy alkaloidu (-)-Bao Gong Teng A (63) (Schemat 11) wyizolo-
wanego z chinskiej roéliny baogongteng (Erycibe obtusifolia), od ktdrej wzigl swoja
nazwe. Zwiazek ten jest wykorzystywany w leczeniu jaskry, wykazuje takze dzialanie
obnizajace ci$nienie krwi.

Kluczowym etapem syntezy byla wewnatrzczasteczkowa reakcja prowadzaca
do powstania bicyklicznego szkieletu tropanowego 61, w wyniku ktdrej otrzymano
mieszanine diastereoizomeréw 61 i 62 z wydajnosciami odpowiednio 56% i 5%
(Schemat 11). Niestety, dominujacym okazal sie izomer o niepozadanej, tj. odwrot-
nej w stosunku do produktu naturalnego, konfiguracji grupy hydroksylowej na
atomie wegla C5. Zmiane konfiguracji umozliwilo utlenianie grupy hydroksylowej
odczynnikiem Dessa-Martina, a nastepnie stereoselektywna redukcja tri-sec-butylo-
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borowodorkiem litu (L-selectride). W koncowym etapie usuni¢to grupe ochronnna
Boc triflatem trimetylosililu, uzyskujac alkaloid (-)-Bao Gong Teng A (63) z ogélna
wydajnoscia 7,6%.

BnO, BnO RuClyxH,0 BnO,
1.BrMg™>"0TBS AcOH/H,0 TBSCI, DMAP (Boc),0, Et;N
DCM/THF HCI/EtOH 'm'daZO' bcm DMAP, DCM
ONTT0 ———————> NS0 —— w0 —————=
2. Et;SiH, BF 5 Et,0 H
DCM
|| 53 OH 54 | oH %5 oTBs 56
BnQO, HO, AcO, AcQ,
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H, Pd/C, EtOH 2. Ac,0, Py, DCM DMP, DCM .
NS0 2 e\ ~So 2 N7 roMe w7 OMe
| ! 3. MeOH, I, ! J !
Boc Boc Boc OHC Boc
otes 57 otes S8 OH 59 60
BFyEt,0 HO., 1.DMP, DCM HO TMSOTf BH
Sml,/t-BUOH/THF @ 2. L-selectride, THF /N 2,6- Iutydyna /\( (\
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T TBAR THE
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Schemat 11. Synteza alkaloidu (-)-Bao Gong Teng A wykonana przez zesp6t Lina
Scheme 11.  Synthesis of (-)-Bao Gong Teng A carried out by Lin et al.

Zhang i Liebeskind zsyntezowali alkaloid (-)-Bao Gong Teng A (63), wycho-
dzgc z kompleksu metaloorganicznego 64 (Schemat 12) [26], ktdrego reakcja z keto-
nem metylowo-winylowym (cykloaddycja [5+2]) prowadzila bezposrednio do
utworzenia szkieletu tropanowego 65 (egzo/endo 10:1).
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Cbzo 2. Pd(CH3CN),Cls, Cb/ 2. Pd(OH),/C, H, EtOH /
K/O aceton z AcOEt H bac
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Schemat 12.  Synteza alkaloidu (-)-Bao Gong Teng A wykonana przez Zhanga i Liebeskinda
Scheme 12.  Synthesis of (-)-Bao Gong Teng A carried out by Zhang and Liebeskind



1032 K. SIDOROWICZ, K. KROPIWNICKI, R. LAZNY

Ta kluczowa transformacja dawala réwniez niepozadany izomer endo, ktory
poddano zasadowej epimeryzacji do izomeru egzo, o konfiguracji odpowiadajacej
stereochemicznej budowie (-)-Bao Gong Teng A. Kolejnymi etapami byly: utlenia-
nie azotanem cerowo-amonowym, zabezpieczenie grupy karbonylowej w zwiazku
66 acetalem oraz uwodornienie wigzania C=C na katalizatorze Wilkinsona. Dziata-
niem wodorku L-Selectride zredukowano diastereoselektywnie grupe karbonylowa
w pierscieniu, a nastepnie odbezpieczono karbony. Otrzymany alkohol 68 poddano
reakcji utleniania Baeyera-Villigera, a w koncowym etapie usuni¢to grupe ben-
zyloksykarbonylowg, otrzymujgc alkaloid (-)-Bao Gong Teng A (63) z calkowitg
wydajnoscig 35%, wychodzac ze zwigzku 64.

Z dwéch zaprezentowanych powyzej metod otrzymywania alkaloidu (-)-Bao
Gong Teng A znacznie krétsza i kilkakrotnie bardziej wydajna okazala si¢ synteza
Liebieskinda.

2.4. SYNTEZA ALKALOIDU (+)-FISOPERUWINY [PHYSOPERUVINE]

Zaed i in. opracowali nowe podejscie do syntezy (+)-fisoperuwiny (Sche-
mat 13), alkaloidu wyizolowanego z Physalis peruviana (miechunki jadalnej, ina-
czej peruwianskiej) [27, 28], ktéry wystepuje w dwdch formach tautomerycznych:
bicyklicznej 69 (pochodna tropanu) oraz monocyklicznej ((S)-4-metyloaminocy-
kloheptanon) (70) ze znaczng przewaga struktury tropanu.

Me NHMe
69 70

Schemat 13.  Tautomeryczne formy alkaloidu (+)-fisoperuwiny [(+)-physoperuvine]
Scheme 13.  Tautomeric forms of (+)-physoperuvine

Decydujacym etapem syntezy byt tandem reakeji — przegrupowanie Overmana
do trichloroacetamidu 76 przy pomocy dost¢pnego handlowo chiralnego katali-
zatora 78 i reakcji metatezy z zamknieciem pierscienia (Schemat 14). Otrzymany
(S)-N-cykloheptenylotrichloroacetamid (ee = 84%, 77) poddano hydrolizie, apow-
stalg amine zabezpieczono (Boc), otrzymujac produkt 79 (Schemat 15). N-mety-
lowanie, utlenienie w pozycji allilowej i uwodornienie wigzania podwojnego oraz
usuniecie grupy Boc doprowadzito (w sumie po 11 etapach, wydajnos¢ catkowita
ok. 10%) do produktu 70, ktéry spontanicznie izomeryzuje do (+)-fisoperuwiny.
Alkaloid ten dostepny jest tez z tropinonu droga opisang przez Majewskiego i Laz-
nego w obu formach enancjomerycznych, w pieciu etapach (m.in. deprotonowanie
i reakcja Whartona), z calkowitg wydajnoscig 33% [3, 14].
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Z  DIBAL Et,0 7 1. (COCly), EtsN X DIBAL, Et,0 A \\
==y DMSO, DCM P —= o, \
CO,Et o —_——— COLEL cl 2N

H R
2. Fosfonooctan trietylu, Pd ) _A
7 72 LiCl, DBU, MeCN 73 74 OH @/ko

Ph_Co Ph
X X | Grubbsl 2
DBU, Cl4CCN, 78 (10 mol%) (10 mol%) I
DCM = DCM X - -
bem bem HN__CCl, Ph Ph
HN_O HN YO g 78
ccly CCly o (S)-(+)-COP-CI
75 76 77

Schemat 14. Synteza kluczowego zwigzku posredniego na drodze syntezy alkaloidu (+)-fisoperuwiny
Scheme 14.  Synthesis of key intermediate for synthesis of physoperuvine

10% Pd/C

(o]
1. NaOH NaH, Mel t-BUOOH, 1.10% Pd/C
_2.Boc,0_ THE K,CO3 DCM Hy, MeOH vl o
2. TFA, DCM ‘
NB Me

HN oc NHM
/ e

O +)-fisoperuwina
77 79 80 81 70 69

Schemat 15. Druga czes$¢ syntezy (+)-fisoperuwiny zaprezentowana przez zesp6t Zaeda
Scheme 15.  The second part of synthesis of (+)-physoperuvine presented by Zaed

2.5.SYNTEZA ALKALOIDOW: (+)-PERWILLEINY [PERVILLEINE] B,
(+)-PARWILLEINY [PARVILLEINE] C, (+)-MERREDISYNY [MERREDISINE]
ORAZ (+)-WALEROIDYNY [VALEROIDINE]

Bazujac na do$wiadczeniu zdobytym podczas syntezy alkaloidu (-)-Bao Gong
Teng A, Huang i in. podjeli probe otrzymania kolejnego alkaloidu - (+)-perwi-
lleiny B (91) (Schemat 16 i 17) [29]. Alkaloid ten zostal wyizolowany z Erythroxy-
lum pervillei rosngcej na potudniowym Madagaskarze. Uwaza sie, Ze moze on by¢
inhibitorem biatka MDR (ang. multidrug resistance) obecnego w $cianach komor-
kowych, ktére chroni komodrke przed przedostawaniem sie toksyn do jej wnetrza.
Inhibicja tego biatka moze pozytywnie wplynaé na skuteczno$¢ antybiotykéw oraz
lekéw przeciwnowotworowych.

Pierwszym etapem syntezy (+)-perwilleiny B byla reakcja kwasu (S)-jabiko-
wego (82) z metyloaming, dajgca hydroksyimid, ktéry nastepnie zestryfikowano
bezwodnikiem octowym, otrzymujac 83 (Schemat 16).

oTMS
AcQ, AcQ,
/?i/co y  1-MeNH toluen /)\—)s NaBH,, THF AczO, EtaN, T
1 Ve, e —_
HO,C # 2 Ac,0,E,NDMAP  © N o O DMAP, DCM  AcO™ N~ SO TIPSOTY, DCM
|
82 DCM 83 Me 84 Me g5 Me
AcQ,
o ﬂ AcCl, EtOH m m Zl TBDMSCI lmldazol TBOMSO
S 1 |
Me e
trans/cis-86 trans-86 trans-86

Schemat 16. Otrzymywanie ketolaktamu 88 - kluczowego zwiazku posredniego do syntezy alkaloidu (+)-per-
willeiny B
Scheme 16.  Preparation of ketolactame 88 - key intermediate for synthesis of pervilleine B
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Chemo- i stereoselektywna redukcja jednej grupy karbonylowej imidu dafa
hydroksylaktam 84. Acetylowa pochodna 85 w wyniku podstawienia eterem sili-
lowym acetonu utworzyla zwiazek 86 (mieszaniny diastereoizomeréw), ktéry po
etanolizie tworzyl wewnatrzczasteczkowy acetal tylko z izomerem cis, dajac 87.
Pozwolifo to na wydzielenie z mieszaniny pozadanego izomeru trans-86. Grupe
hydroksylowa w oczyszczonym diastereoizomerze trans-86 zabezpieczono eterem
sililowym, otrzymujac laktam 88. W kolejnym etapie (Schemat 17) utworzono sili-
lowy eter enolu 89, ktéry w wyniku wewnatrzczasteczkowej reakcji dat bicykliczny
uktad tropanu 90.

o)
TBDMSO, Et;N, DCM TBD&Z’%MSO Tf,0, DTBMP
o TBDMSOTf DCM,ZnCl;  Ci [N
*\\" N (6] \ N o
Me Me Me OTBDMS
88 89 20

OTmb
1. ACCN, BuzSnH, toluen R

Tmb = 9
2. PtO, H, EtOH — o) > OMe
3. TsOH, aceton N (n=0) w7 n
/ Tmc =
4. TmcCl, Et3N, toluen Me  ©Tme (n=1) OMe

5. TmbCl, Et;N, DMAP, toluen OMe
(+)-perwilleina B
91

Schemat 17. Synteza alkaloidu (+)-perwilleiny B wg Huanga i in.
Scheme 17.  Synthesis of (+)-pervilleine B according to Huang et al.

Wolnorodnikowe dehalogenowanie i manipulacja grup funkcyjnych pozwolily
na uzyskanie nienaturalnego alkaloidu (+)-perwilleiny (91) z catkowita wydajnoscig
ok. 13%.

Ci sami autorzy w innej publikacji [30] zaprezentowali mozliwo$¢ zastosowa-
nia powyzszej metody do syntezy innych alkaloidéw tropanowych (Schemat 18):
(+)-merredisyny (93, wydajno$¢ 66% wychodzac z 90), (+)-parwilleiny C (94, wydaj-
nos$¢ 72% wychodzac z 90), oraz (+)-waleroidyny (96, wydajnos¢ 40% wychodzac
z 95), dla ktérych materiatem wyjsciowym byt kwas (R)-jabtkowy (82) (Schemat
16 i 17). Zabezpieczony 6-hydroksytropinon, kluczowy zwigzek posredni w synte-
zach alkaloidow tego typu, dostepny jest takze w obu formach enancjomerycznych
prostsza droga — przez enancjoselektywne deprotonowania tropinonu i transpozy-
cje 1,4 karbonylu tropinonu [3, 14].
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OCOPhOMe
1. PtO,, H, EtOH -
o 2. TsOH, aceton N
o 3. p-MeOPhCOCI, EtN
toluen M
Cl N € OCOPhOMe
ACCN, n-BuzSnH, toluen N (+)-merredisyna 93 OTme
Me OTBDMS Me  YreDMS N
90 92 0
M 1. PtO,, Hy, E1OH
O  1.PtO, H, EtOH [¢) 2. TsOH, aceton Me  OTmc

2. chlorek izowalerylu, Et;N 3. TmcCl, EtzN, DMAP  (+)-parwilleina C 94

éﬁ; 3. TsOH, aceton @ toluen

TBDMSO M@ HO Me

95 (+)-waleroidyna 96

Schemat 18. Finalne przeksztalcenia prowadzace do alkaloidéw (93), (94), (96)
Scheme 18.  The final transformations towards alkaloids (93), (94), (96)

2.6. SYNTEZA ALKALOIDU PARWINEOSTEMONINY [PARVINEOSTEMONINE]

W 2003 roku z rosliny o nazwie gatunkowej Stemona parviflora zaliczanej do
rodziny Stemonaceae wyizolowano alkaloid parwineostemonine (parvineostemo-
nine, 109), ktérego molekula zawiera uktad tropanu. Korzenie i klgcza rodlin tej
rodziny sg uzywane w ludowej medycynie wschodniej Azji w leczeniu przypadio-
$ci ukladu oddechowego, a takze jako naturalny insektycyd. Te cechy w polaczeniu
z ciekawg budowg sprawiajg, iz alkaloid ten jest interesujgcym celem do syntezy
totalnej. Pierwszg taka synteze przeprowadzit zespot Chena w 2012 roku (Schemat
19120) w 11 etapach, uzyskujac catkowitg wydajnos¢ 9,1% [31]. Jako materialu wyj-
$ciowego uzyto tropinonu (7), ktdrego azabicyklo[3.2.1]oktanowy szkielet stanowi
element struktury (pierscien B i C) docelowego alkaloidu. Kluczowg transformacija
byto utworzenie trzeciego pierscienia (A) w wyniku rodnikowej cyklizacji z uzyciem
wodorku tributylocyny oraz 1,1’-azobis(cykloheksanokarbonitrylu) (ACN) jako
inicjatora (Schemat 20). W rekcji powstaly dwa epimery, jeden z nich - epimer 105
w celu zwigkszenia wydajnosci przeksztalcono w pozadany izomer 104. Czwarty
pierscien (D) powstal w reakcji zwigzku 104 ze sproszkowanym cynkiem i (2-bro-
mometylo)akrylanem etylu. Powstaly lakton 106 poddano izomeryzacji do 107
i przy pomocy odczynnika Lawessona przeksztalcono w tioamid 108, ktory usu-
nieto za pomoca redukcji, otrzymujac ostatecznie docelowy alkaloid 109 z ogélna
wydajnoscig 9,1%.
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Schemat 19. Pierwsza cze$¢ syntezy parwineostemoniny
Scheme 19.  The first part of synthesis of parvineostemonine
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Schemat 20. Finalna cze$¢ syntezy parwineostemoniny
Scheme 20.  The final part of synthesis of parvineostemonine

2.7. SYNTEZA SUBSTANCJI AKTYWNE] LEKU
NA CHOROBE UKLADU ODDECHOWEGO

Uklad tropanu wystepuje nie tylko w zwigzkach chemicznych pochodzenia
naturalnego, ale takze moze by¢ elementem struktury syntetycznych zwigzkow
wykazujgcych dzialanie biologiczne, w tym agrochemikaliow lub substancji aktyw-
nych lekéw. Przykladem moze by¢ substancja 116, ktora jest dlugo dzialajacym,
selektywnym i odwracalnym antagonista receptoréw muskarynowych. W firmie
GlaxoSmithKline (GSK) trwaja badania nad nig, jako potencjalnym lekiem w prze-
wleklej obturacyjnej chorobie ptuc — POChP (ang. Chronic obstructive pulmonary
disease, COPD). Choroba ta jest jedng z pigciu najczgstszych przyczyn zgondw na
$wiecie, charakteryzuje si¢ postepujacym i nieodwracalnym zwezeniem (obturacja)
$wiatla oskrzeli i ograniczeniem przeplywu powietrza przez drogi oddechowe [32].

Zespot Roberta Breama z GSK opracowal dwie metody syntezy tego potencjal-
nego leku (Schemat 21 i 22) [33]. Pierwsza $ciezke syntezy (Schemat 21) rozpoczeto
od reakgji estru 110 z fenylolitem. Otrzymany alkohol 111 przeksztalcono w nitryl,
ktéry oczyszczono w postaci chlorowodorku 112. Proba utworzenia docelowego
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zwigzku 116 przez N-alkilowanie 112 nie powiodla sie na skutek tworzenia nie-
wlasciwego izomeru 113. Demetylowanie azotu w zwigzku 112, a nastepnie kolejne
alkilowania pozwolily na otrzymanie pozadanego izomeru czwartorzedowej soli
amoniowej (116) z catkowita wydajnoscia 36% (dr > 99.5:0.5).

H CN oN,
CO,Et )O<Ph Ph
P Ph < Ph

- 1. TMSCN, SnCl;, DCM H ~_Br
g § i { § 2. HClI, izopropanol, MIBK { § BnO Br
N PhLi, DBE N Prop: N . Hel @
| | | aceton
Me Me Me
112 113

110 11 1. NaOH, toluen OBn
2. ACE-CI, NaHCO,4
3. HCl, izopropanol

CN N Cl
Ph )C<Ph )<NPh
BnO ">Ph <7 Ph
: Br :
a. Mel aceton BnO”
% N - - - HCI
b MeOH aceton, K,CO3
116 115 114

Schemat 21. Pierwsza droga do substancji aktywnej leku 116
Scheme 21.  The first road to the active substance of drug 116

Pierwszy etap drugiej metody syntezy potencjalnego leku 116 polegal na otrzy-
maniu pochodnej nortropinonu 117 sposobem opracowanym przez Robinsona
na poczatku XX wieku (Schemat 22). W kolejnym kroku otrzymano epoksyd 118,
dziatajac odczynnikiem Coreya-Czajkowskiego (jodek trimetylosulfoksoniowy).
Otwarcie pierScienia oksiranowego nastapilo przez redukcje wodorkiem diizobu-
tyloglinowym, a utworzony alkohol wyizolowano z mieszaniny jako chlorowodorek
119. Docelowy zwigzek 116 otrzymano w reakcji czwartorzedowania pochodnej
tropanu 115, dr 22:1 (wydajno$¢ catkowita syntezy na schemacie 22 wynosi 38%).

Bno/\/NHz

+
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@
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HO OH Me;S(0)l, MeTHF
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D\ CNPh MsCI, EtzN, THFl
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MeO o} OMe BnO H Ph BnO )< /
X Mel, MIBK A PhaCHCN, £BUOK )\~
%NJf I MeOH . £BUOH, THF
‘ -—

Me
116 115

Schemat 22. Drugi sposob otrzymywania substancji aktywnej leku 116
Scheme 22.  The second method of preparation of the active pharmaceutical ingredient 116

Obie przedstawione powyzej syntezy byly projektowane w taki sposéb, aby bylo
mozliwe przeniesienie ich na skale przemystowa.
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2.8. SYNTEZA HEDERACINY [HEDERACINE] A1 HEDERACINY [HEDERACINE] B

Zespol Yamashity podjal probe syntezy dwdch alkaloidéw tropanowych: hede-
raciny (hederacine) A iB (Rys. 1) [34, 35]. Gléwnym elementem strukturalnym tych
zwigzkow jest szkielet tropanu - 8-metylo-8-azabicyklo[3.2.1]oktanu polfaczony
z pierscieniem cyklopentanu. Odkryto, ze alkaloidy te wyizolowane z Bluszczyku
kurdybanku (Glechoma hederacea) wykazuja cytotoksyczne dzialanie wzgledem
komorek nowotworowych jelita grubego. Ich unikalne wlasciwosci i aktywnos¢ bio-
logiczna zadecydowaly o podjeciu proby syntezy totalnej tych substancji.

Hederacina A Hederacina B

Rysunek 1. Struktura hederaciny (hederacine) A i hederaciny (hederacine) B
Figure 1. The structure of hederacine A and hederacine B

Na Schemacie 23 zostala przedstawiona synteza 1,3-dienokarboksylanu 134,
kluczowego zwigzku posredniego na drodze otrzymywania epimerdéw hederaciny
AiB.
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o —5 B e Tl Pl B .
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L L ° 22 - L° Tz
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Schemat 23.  Otrzymywanie zwigzku posredniego do syntezy epimeréw hedereciny A i B
Scheme 23.  Preparation of the intermediate for synthesis of epimers of hederacine A and B

Pierwszym krokiem drugiej czesci syntezy (Schemat 24) byla redukcja wia-
zania podwojnego w tancuchu bocznym zwiazku 134 oraz usuniecie dioksolano-
wej grupy ochronnej. Uzyskany keton 135 przeksztalcono w oksym 136, ktory po
redukgji i zabezpieczeniu powstalej aminy byl mieszaning epimeréw 137a i 137b.
W wyniku utleniania N-tlenkiem N-metylomorfoliny (NMO) i tetratlenkiem osmu
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wigzania podwdjne obu zwigzkéw ulegly dihydroksylacji z utworzeniem laktonu
138 (izomer a ib). Nastepnie dehydratacja oraz ponowne hydroksylowanie w pozy-
cji g pozwolily otrzymac dwa izomery zwigzku 139. Jako zwigzku modelowego do
tworzenia hemiaminalu (tworzacego pierscien tropanu) uzyto izomeru 139a, ktéry
pod wplywem kwasu utworzyt epimer alkaloidu hederaciny A 141 (przeciwna kon-
figuracja na atomie wegla C9) z wydajnoscia 20% (wychodzac ze zwiagzku 139a),
a takze zwigzek 140a, z ktérego w wyniku dalszych przeksztalcen otrzymano epimer
hederaciny B (143) z wydajnoscia 55% (wychodzac ze zwigzku 139a).

Me0,C, Me0,C Me0,C, y
Boc 1. NaBH, MeOH NH,OH-HCI Bog )
4, 2! B
Me’,\’,‘l‘e 2. LiBF, MeCN/H,0 Me’N Amberlyst A-21, MeOH_Me™ N 1. Hp, Raney Ni, MeOH
Me Me 2. CbzCl, K,CO; DCM
Me '
134 OJ 135 136 NOH
MeO,C, MeO,C, MeO,C,
BOC a. OsO4 NMO
Me’N Me’N Me’N _ MeCN/H,0 M Me 1. SOCl, Et;N, DCM
b K,CO;, MeOH 2. TIPSOTY, Et;N, DCM
3. a. DMDO, aceton/THF
137a NHCbz 137b ‘NHCbz 137 (a | b) NHCbz 138 (aib) NHCbz  b.K,CO3 MeOH
Boc
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139 (aib) 5 NHCbZ 140a NHCbz 121 NH,
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o} 4

4 o
O  Pd(OAc), EtSiH,
Me
Me EtsN, EtOH . Me
e

NH,

NHCbz 143
142a epimer hederaciny B

Schemat 24. Otrzymywanie epimeréw alkaloidow hedereciny A i B
Scheme 24.  Preparation of epimers of hederacine A and B

2.9. SYNTEZA INNYCH POCHODNYCH I ANALOGOW ALKALOIDOW
TROPANOWYCH

Davis i in. zaprezentowali metody syntez podstawionych pochodnych tropi-
nonu, wychodzac z acetali N-sulfinylo-f-imino ketonéw (Schemat 25, 26, 27) i sto-
sujac wewnatrzczasteczkows cyklizacje Mannicha [36, 37].

Syntez¢ pochodnej tropinonu 148 z zablokowana grupa aminowa rozpoczeto
od reakcji addycji sodowego enolanu octanu metylu do N-sulfinyloiminy 144,
uzyskujac mieszanine S-aminoestru 145 i pozadanego produktu reakcji 146, ktorg
ponownie traktowano nadmiarem enolanu, otrzymujgc f-ketoester 146 z wydaj-
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noscig 80% (Schemat 25). Hydroliza umozliwila uzyskanie pochodnej 1-piroliny
147, ktéra pod wplywem bezwodnika Boc ulegata cyklizacji, tworzac pochodng tro-
pinonu 148 (wydajno$¢ catkowita 48%) w postaci mieszaniny epimeréw réznigcych
sie konfiguracjg na atomie wegla C2 w stosunku 70:30 (dominuje izomer z grupg
karbometoksylowa w pozycji aksjalne;j).

p-Tolyl
o _S.
1] O NH O
.S< ;
MeX\AN p-Tolyl NaHMDS, MeCO,Me Me OMe
[eNe} 0" "o
) (9)-(+)-144 Et,0 \_/ 145
o o
MeO NaHMDS, MeCO,Me, Et,0
Me l\‘l nadmiar, 5 equiv
Boc
148
p-Tolyl
Boc),0, DMAP _S.
(Boc)y O/S NH O O

o O
R R remomeon Moo o
Me™™Y, OMe Q

- - (0]

147 THF /' 146

Schemat 25.  Synteza pochodnej tropinonu 148 przedstawiona przez zespdt Davisa
Scheme 25.  Synthesis of tropione derivative 148 presented by Davis et al.

Uzywajac tego samego materialu wyjsciowego 144, mozna réwniez otrzymy-
waé inne podstawione pochodne tropinonu (np. 151) (Schemat 26).

[o Me oL’ o_Me 0 Me
_.OMe [ [
o %\ N o) Q dy o P, o Vo
Me S—p-Tolyl PHCH,MgBr S—p-Tolyl  (Boc),0, DMAP N
- > 0 R —— / s Me N
/ THF A THF " INH DCM
N Me: Me! '+ \
S=0 o o Boc
/
p-Tolyl Me—N
144 OMe 149 pn 150 151

Schemat 26. Synteza pochodnej tropinonu 151 przedstawiona przez zesp6t Davisa
Scheme 26.  Synthesis of tropinone derivative presented by Davis et al.

Wykorzystanie homologéw 144 (zwigzki 152a-b) umozliwito takze synteze
pochodnych granatanonu (9-metylo-9-azabicyklo[3.3.1]nonan-3-onu) [36], co
zostalo przedstawione na Schemacie 27. Pochodne granatanonu - adalina (157)
i eufokocinina (euphococcinine) (156) zostaly wyizolowane odpowiednio z bie-
dronki dwukropki (Adalia bipunctata) i Euphorbia atoto, od ktdrych pochodza
takze ich nazwy. Oba alkaloidy wykazuja dzialanie odstraszajace mrowki i pajaki,
dzieki czemu s3 obiecujgcymi skladnikami aktywnymi repelentow.

Reakcja zwigzku 152 z potasowym enolanem N-metoksy-N-metyloacetamidu
prowadzita do powstania odpowiednich amidéw Weinreba 153. Dzialanie nadmiaru
bromku metylomagnezowego umozliwilo otrzymanie ketonéw metylowych 154a-b.
Uzyskanie alkaloidéw: adaliny (157, wydajno$¢ calkowita 57%) oraz nienatural-
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nego izomeru eufokocininy (156, wydajnos¢ catkowita 62%) mozliwe bylo poprzez
cyklizacje Mannicha. Drugi z wymienionych alkaloidéw 156 mozna otrzymac takze
z pochodnej tetrahydropirydyny 155 - produktu hydrolizy 154a.

_ .
;\K oM p-Tolyl p-Tolyl
- e A A
M 0 N [\ oS NH O T [V 0P NH O
O><O/\/\ .S Me 0,0 - .OMe 4>e 95t O, © A
R SNTUpToyl > R N THF, -78°C R Me
152a R = Me THF 153aR=Me Me 154a R = Me
152b R = n-CsHy4 153b R = n-CsHy4 154b R = n-CsHy4

0]

o
AcONH 4:AcOH:EtOH Me ,

154a 4 \@ 154 ACONHIACOHEOH " CSH“\@
ATTRGACOREOR

h o / 156 (-)-eufokocinina 157
N AcONH,:AcOH:EtOH (-)-adalina
Me N Me

MeOH/THF

155

Schemat 27. Synteza alkaloidéw - (-)-eufokocininy i (-)-adaliny, pochodnych granatanonu (analogu tropi-
nonu) opracowana przez Davisa

Scheme 27.  Synthesis of alkaloids: (-)-euphococcinin and (-)-adaline, granatanone derivatives, developed by
Davis

Zespol Liebeskinda takze zsyntezowal alkaloid adaline (157) [38], wychodzac
z podobnego zwigzku organometalicznego 158, jak w przypadku alkaloidu Bao
Gong Teng A (Schemat 28). Pierwszym etapem byla reakcja aldolowa Mukaiyamy.
Wygenerowany in situ eter sililowy przereagowal z aldehydem walerianowym,
a z otrzymanego aldolu 159 wyeliminowano grupe hydroksylowa, otrzymujac enon
160, ktoéry poddano rekeji z chlorkiem allilomagnezowym. Powstaly alkohol ulegt
przegrupowaniu semipinakolinowemu do 161. Kolejnym krokiem byto utlenienie
zwigzku 161 w reakcji Wackera. Zastosowany w kolejnym etapie trimetylokrzemian
potasu indukowal powstanie szkieletu granatanonu 163 (homologu tropinonu),
a dziatanie NOPF, spowodowalo eliminacj¢ atomu molibdenu z jego ligandami.
Grupa karbonylowa przy atomie wegla C3 zostala zabezpieczona w postaci acetalu
i tak otrzymany zwigzek 164 poddano redukcji Luchea i eliminacji powstalej grupy
hydroksylowej (rodnikowa redukcja ksantogenianu). Wodoroliza pozwolita na
jednoczesne usuniecie grupy ochronnej Cbz oraz redukcje wigzania podwdjnego.
Naturalny enancjomer adaliny otrzymano z wydajnoscig catkowita 12%.
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TpMo(CO), TpMo(CO), TpMo(CO), 1. chlorek alllomagnezowy,

E/,TO a. Et;N, TBSOTf, DCM \ o) a. MsCl, DMAP, Et;N, DCM _THE

! _—

; : 2. HCI, DCM
N b. aldehyd walerianowy L OH b. DBU, DCM /\//(/\/\

" N
|
Cbz TiCly ébz
158 159 160
TpMo(CO)2 TpMo CO), .
2-etylo-2-metylo-1,3-dioksolan,
2 u a. KOSiMes, DCM n-CsHy4 F3 Et,0, glikol etylenowy
L PdCl,/CuCl L 2. KOSiMes, DCM -CH BFy Et,
DMF/H,0 b NOPFg DME
Cbz Cbz o
161 \\\ 162 163
/N 1. CeCly-7H,0, NaBH, MeOH/THF ) 9
OuO 2 aTHF, NaH, b.CS, c.Mel 1. Pd(MeCN),Cly, aceton
n-CsHyy $ 3. n-Bu;SnH, AIBN, benzen n-CsHys 2. H,, Pd/C, MeOH n-CsHyq
O 164 157 (-)-adalina

Schemat 28. Synteza adaliny ze zwiazku metaloorganicznego wg Liebeskinda
Scheme 28.  Synthesis of adaline from organometallic compound according to Liebeskind

Arbour i in. przedstawili inng metode syntezy (-)-adaliny (157), wykorzystu-
jaca pochodng mentolu 168 jako chiralny pomocnik oraz metatetyczne zamkniecie
pierécienia i przegrupowanie sigmatropowe [3,3] jako kluczowe reakcje (Sche-
mat 29) [39].

Synteze¢ alkaloidu adaliny (157) rozpoczeto od reakeji bromku pent-4-enylo-
magnezowego (166) z kompleksem bromku miedzi(I) i siarczku dimetylu (Sche-
mat 29).

a. CuBr-DMS N Bl £ BUO X
MBI~ Et,0/DMS NN a. BuLi, E,0 Hg(OAc),
b. =—n-CsHyy sty
166 c. I THF 167 Q{
o 168 CHO - o
a. (PhSe), NaBH,
. ~ Grubbs II, DCM n-CsHyq EtOH
Menth™\ b. EtOH/THF
: 172
o
Q a. CuCl,
y a. 05 DCM n-CsH .
-Gt SePh B s n-CshHy,, DPPA, Et;N, 0 1, _H:0/THF n-CsHyy
Ment p ; T ocN” b. K,CO4
c. NaClO, NayHPO,, HO.C toluen .
173 t-BuOH/H,0, 2-metylobut-2-en 174 175 157 (-)-adalina

Schemat 29. Synteza (-)-adaliny przeprowadzona przez Arboura i in.
Scheme 29.  Synthesis of (-)-adaline carried out by Arbour et al.

Dzialajagc na powstaly zwigzek miedzioorganiczny hept-1-ynem, a pdzniej
jodem w THE, uzyskano jodek winylu 167. Reakcja 169 z butylolitem, a nastepnie
z chiralnym aldehydem 168 doprowadzifa do alkoholu allilowego 169. Reakcja z ete-
rem butylowo-winylowym spowodowala przejsciowe powstanie eteru winylowego,
ktory dalej ulegal przegrupowaniu sigmatropowemu [3,3] do aldehydu 170. Addy-
cja zwigzku Grignarda oraz utlenianie powstalego alkoholu dalo «,-nienasycony
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keton 171, ktéry ulegal metatetycznemu zamknigciu o$mioczlonowego pierscienia
do 172. Zabezpieczenie enonu fenyloselenkiem pozwolilo na selektywng ozonolize
wigzania podwdjnego w tanicuchu bocznym. Dalsze reakcje, m.in. utlenianie chlo-
rynem sodu (utlenianie Lindgrena lub Pinnicka) powstalego z ozonolizy alkoholu
pozwolily na otrzymanie kwasu 174. W wyniku przegrupowania Curtiusa powstat
izocyjanian 175, ktéry poddano hydrolizie, otrzymujac (-)-adaline (157) z catko-
witg wydajnoscia 6%.

W 2005 roku zespdt Polliniego przedstawil 8-etapowg synteze czystego optycz-
nie 6-f-hydroksytropinonu (181) (wydajnos¢ catkowita 28%) (Schemat 30) [40].
Nowe podejscie do otrzymywania hydroksylowanych tropanéw wykorzystujace
optycznie czynny material wyjSciowy 176 (otrzymany z enzymatycznego rozdziatu
kinetycznego) i reakcje Mannicha pozwala na otrzymywanie szkieletow zawiera-
jacych podstawniki tlenowe (m.in. przy atomach wegla C-3, C-6, C-7), ktére dos¢
czgsto wystepuje w zwigzkach naturalnych.

imidazol, 1. ozon, MeOH, 1. DIBALH, toluen
OH  TBDMSCI,CH,Cl,, OTBDMS .78 °C, Me,S OTBDMS 755G 15 min.
t—BuOZC\/‘\/ t-BuO,C - T > tBuO,C OMe
temp.pok., 4 h 2. HC(OMe)s, p-TsOH, 2. HC(OMe);, p-TsOH,
176 177 MeOH, 0 °C, 10 min. 178 OMe MeOH, 0 °C, 10 min.
o
MeO  OTBDMS  TBAF, THF, temp. pok., 4 h MeO  OH 1N HCI, 80 °C, 8 min.
OMe OMe
MeO MeO MeNH,* HCI,0=C(CH,COOH),,
179 OMe 180 OMe bufor cytrynianowy, temp. pok., 32h & 4g4

Schemat 30. Synteza 6-f3-hydroksytropinonu przeprowadzona przez zespot Polliniego
Scheme 30.  Synthesis of 6-f-hydroksytropinone carried out by Pollini et al.

W 2008 roku opublikowano synteze totalng benzylowej pochodnej 1,3,5-tri-
-epi-kalisteginy B, — polihydroksylowej pochodnej zawierajacej szkielet tropanu
- wychodzaca z prostego cukru L-sorbozy (Rys. 2). Droga syntezy obejmowata ste-
reoselektywne alkilowanie nitronu potaczone z reakcja metatetycznego zamkniecia
pierscienia, co pozwolito na otrzymanie tricyklicznego zwigzku posredniego, ktéry
z fatwoscig przeksztatcono w pozadany produkt [41].

OH O OH
OH
HOW]VOH BnO -l NH
3 2 OH
OH OH
L-sorboza 1,3,5-tri- epi-kalistegina B2

Rysunek 2. Struktura L-sorbozy i 1,3,5-tri-epi-kalisteginy B2
Figure 2. The structure of L-sorbose and 1,3,5-tri-epi-calystegine B2

W 2011 roku zespo6l Chu-Yi Yu opublikowal synteze (-)-erycibeliny (erycibel-
line) (189), alkaloidu dihydroksynortropanowego wyizolowanego z roéliny Ery-
cibe elliptilimba (Schemat 31) [42]. Jako substrat wykorzystano cykliczny nitron
182, a kluczowym etapem syntezy byla indukowana jodkiem samaru(Il) reakcja
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wewnatrzczasteczkowego redukcyjnego sprzegania cyklicznego nitronu z aldehy-
dem. Catkowita wydajnos¢ tej 7-etapowej syntezy wyniosta 40%.

_ OMe OMe OMe
? QMe oH OMe o //kOMe o //kOM
AN Bng’\)\OMe NG MnO,, CH,Cl, NG TBAF, THE N . ¢
THF 183a OMe 184a OMe NaH, BnBr
T85O 45, 7880 gy 850 o BnO 185
,\‘l OMe N OMe
AN
o T8SO oH TBSO o OH
kat. p-TsOH N \ﬁ 0.1M Sml, HON Pd/C, H, HON Fe/Cu(OAc),/HOAc  HN
aceton:H,0O 5:7 H t-BuOH, THF BnO- MeOH, BN HCI - HO-|
41 BnO 186 187 188 189 (-)-erycybelina

Schemat 31. Synteza (-)-erycibeliny przeprowadzona przez zespét Chu-Yi Yu
Scheme 31.  Synthesis of (-)- erycibelline carried out by Chu-Yi Yu et al.

PODSUMOWANIE

Alkaloidy sa obiektem intensywnych badan - baza Scopus zawiera prawie
200 tys. publikacji, w ktérych wystepuje stowo ,,alkaloid”, w latach 1981-2008 ponad
1 tys. rocznie, a od 2009 roku ponad 10 tys. publikacji rocznie. Wyszukujac ,,tropane
alkaloids” znajdujemy prawie 4,5 tys. publikacji, sposréd ktérych ponad polowa
ukazala si¢ w ostatnich dziesieciu latach. Czg$¢ z tych publikacji dotyczy syntezy
zwigzkéw waznych z praktycznego punktu widzenia. Wséréd zaprezentowanych tu
ostatnio opublikowanych metod otrzymywania podstawionych tropanéw i analogow
tropanéw malo jest syntez prostych i efektywnych. Jako materialéw wyjsciowych
uzywano czesto zwigzkow trudno dostepnych o zlozonej strukturze. Zazwyczaj syn-
tezy te, jako catos¢, sa malo wydajne, dlugie (niejednokrotnie kilkanascie etapow),
czaso- i kosztochtonne. Sg takze wyjatki wykorzystujace bardziej efektywne podej-
$cie oparte na asymetrycznym deprotonowaniu: Lee otrzymal nienaturalng kokaine
w stosunkowo krotkiej (5 etapowej) syntezie z dobra wydajnoscia wynoszaca 78%.
Takie podejscie pozwala otrzymac oba enancjomery i racemat, zmieniajac jedynie
rodzaj reagenta deprotonujacego. Wiekszos¢ strategii jednak pozwala uzyskac tylko
jeden enancjomer alkaloidu lub mieszanine racemiczng. Wida¢, ze mimo postepow
nie wypracowano nadal jednej ogolnej drogi syntezy wiekszoéci przedstawicieli tej
grupy strukturalnie spokrewnionych zwiazkow.
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ABSTRACT

Plant secondary metabolites — ubiquitous low molecular weight chemicals
which are not essentials for the host existence and reproduction but serve many
auxiliary functions, are frequently occurring as glycosides, for which particularly
abundant examples exist in antibiotic, saponins and flavonoid categories. Cardiac
glycosides (CG), originally isolated from Digitalis plants, also known as cardiotonic
steroids, have particularly extensive record of ethnopharmacological and medicinal
use. Although their application in treatment of dropsy is documented since 1875,
long time has elapsed before their chemical structure were determined and mecha-
nisms of their toxicity and cardiotonic action were recognized as inhibition of Na+
/ K+ ATP-ase pump. Contemporary molecular pharmacology has revealed that car-
diac glycosides are endogenous compounds in variety of animals, where they func-
tion as toxins or hormones. Besides, numerous recent studies confirmed anticancer
activity of CGs at very low concentrations. These findings have been possible due to
advances in ultrasensitive analytical techniques and also due to progress in organic
synthesis, particularly total enantioselective syntheses of carbohydrates, which secu-
red availability of individual CG and their analogs for medicinal chemistry studies.

Keywords: cardiac glycosides; digitoxin; digitoxose synthesis
Stowa kluczowe: glikozydy nasercowe; digitoksyna; synteza digitoksozy
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API

ASP

ATP

CG

SAR

SERCA

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

substancja aktywna leku (ang. active pharmaceutical
ingredient)

ATP-aza sodowo - potasowa; pompa sodowa (adeno-
zynotrifosfataza zalezna od jondéw sodowych i pota-
sowych)

adenozynotrifosforan

glikozydy nasercowe (ang. cardiac glycosides; cardio-
tonic glycosides)

zalezno$¢ aktywnosci biologicznej od struktury
(ang. structure-activity relationship)

pompa wapniowa; ATP-aza retikulum sarkoplazma-
tycznego
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WPROWADZENIE

Okreslenie ,,leki” w odniesieniu do substancji pochodzenia naturalnego jest
pojeciem niejednoznacznym, w ktérym tresci pochodzace z tradycji etnomedycz-
nych lacza sie z wiadomosciami zaczerpnietymi ze wspolczesnych nauk o Zyciu.
Do$é¢ powszechna jest tendencja do ignorowania faktu, ze ze wzgledéw formalnych
wszelkie definicje i relacje poje¢ w tym zakresie muszg uwzglednia¢ aktualny stan
prawa farmaceutycznego. Wspolczesne tendencje rozwoju wiedzy i techniki nie
sprzyjaja utrzymaniu tradycyjnego, dychotomicznego podziatu na ,,leki naturalne”
i ,leki syntetyczne” Zdecydowana wiekszo$¢ znanych lekéw ma zwigzki strukturalne
z substancjami pochodzenia naturalnego, a ponadto znaczna ich cz¢$¢ wywodzi swe
struktury z inspiracji modelowymi procesami biochemicznymi. Problemy meto-
dyczne i techniczne nieuchronnej transformacji tradycyjnych lekéw pochodzenia
naturalnego w substancje API o rygorystycznie okreslonych strukturach i wlasci-
wosciach wygodnie jest $ledzi¢ na przykladzie glikozydéw metabolitow wtornych,
takich jak glikozydy nasercowe, gdzie odwieczny problem zalezno$ci aktywnosci
biologicznej od struktury (SAR) w odniesieniu do natywnej czasteczki i jej roztacz-
nych fragmentéw: glikonu i aglikonu ciggle stanowi goracy temat w projektowaniu
nowych lekéw.

1. KROTKI RYS HISTORYCZNY

Udokumentowane dzieje glikozydow nasercowych, jako leku s znacznie dluz-
sze niz historia nowoczesnej chemii farmaceutycznej i medycznej oparta na sto-
sowaniu substancji spelniajacych okreslone kryteria czystosci chemicznej. Do$¢
powszechnie za wydarzenia poczatkujace okres rozwoju chemii zwigzkéw natural-
nych w zastosowaniach medycznych uznaje si¢ datowane na 1811-7 wydzielenie
morfiny z opium i odkrycie kolejnych alkaloidéw [1]. Lekarz z Birmingham, Wil-
liam Withering, stosujacy z powodzeniem wyciagi z lisci naparstnicy purpurowej
(Foxglove, Digitalis purpurea L) w stanach zagrazajacych zyciu opuchlin i obrzekow
(ang. dropsy; obecnie klasyfikowane jako konsekwencje niewydolnosci migénia ser-
cowego) juz od 1775 roku, oglosit 10 lat pdzniej fundamentalng monografie [2],
ktéra miala radykalny wplyw na dwczesng praktyke medyczng oraz pozostala do
dzis klasycznym tekstem w dziedzinie medycyny i farmacji. Chociaz liscie i nasiona
naparstnicy (Digitalis purpurea L; angielska nazwa - foxglove) szybko staly sie jed-
nym z podstawowych surowcoéw farmaceutycznych, izolacja substancji aktywnych
okazala si¢ zadaniem znacznie przekraczajacym dwczesne mozliwosci technik sepa-
racyjnych i analitycznych. W 1835 roku francuskie Societe de Pharmacie wyznaczylo
nagrode (500 frankéw) za wyodrebnienie aktywnych skladnikéw z surowca roslin-
nego, a w pie¢ lat pozniej wyznaczong sume podwojono. Substancje o akceptowalne;j
czystosci chemicznej i krystalicznym charakterze pojawity sie w laboratoriach pod
koniec XIX stulecia: digitoksyna (Nativelle, 1869; Schmiedeberg 1875); ouabaina
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(Arnaud, 1888); strofantyna (Fraser, 1890), a poprawne struktury i ich wzajemne
korelacje poznano dopiero w latach 30. XX wieku: konwalotoksyna (Karrer, 1929);
digoksyna (Smith, 1930); scilareny (Stoll, Ruzicka, Reichstein, 1930-1940) [1-5].
Gromadzong stopniowo wiedze o budowie CG udato sie podsumowaé drogg kore-
lacji chemicznych, w grupach zwiazkéw naturalnych nalezacych do kategorii ste-
roidow i sacharydoéw, jeszcze przed upowszechnieniem wspoélczesnych narzedzi
badawczych, takich jak rentgenografia, inne spektralne metody badan struktural-
nych i chromatograficzne metody separacji, gtéwnie dzieki temu, Ze w badaniach
nad CG postugiwano si¢ intensywnie metodami immunochemicznymi. Powszechne
stosowanie przeciwcial digoksyny, digitoksyny i ouabainy pozwolilo osiggnac
znaczne postepy w badaniach farmakologicznych CG mimo bardzo skromnych
srodkow stuzacych do identyfikacji struktury [6, 7].

Lakton

VO
GlikonO

H

Glikon = mono lub oligosacharyd

0]
Lakton = )jO w przypadku kardenolidéw, oraz

O
E‘Ko w przypadku bufadienolidéw
Z

Rysunek 1. Ogdlny wzor strukturalny glikozydéw nasercowych (CG)
Figure 1. General formula of the cardiac glycosides

W grupie naturalnych glikozydow roslinnych formalnie kwalifikujacych si¢ do
kategorii saponin steroidowych, wyodrebniono ze wzgledu na tradycyjne zastoso-
wanie medyczne, dwie grupy roéznigce si¢ charakterem podstawnika laktonowego
aglikonu (niezbednego dla aktywnosci kardiotonicznej) w pozycji 17 beta piers-
cienia D tetracyklicznego uktadu steroidowego: kardenolidy z pierscieniem pig-
ciocztonowym i bufadienolidy z szeScioczlonowym. Podstawnik sacharydowy
(glikon) umieszczony w pozycji 3 pierscienia A moze zawiera¢ od 1 do 4 reszt
monosacharydowych, sposrod takich cukréw jak: p-glukoza, L-ramnoza, L-fukoza,
D-digitaloza, D-digitoksoza, L-oleandroza, L-tewetoza, etc. Dalsze charaktery-
styczne cechy strukturalne CG, obok obecno$ci nienasyconego pierscienia lakto-
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nowego, to rowniez determinujace aktywnos¢ biologiczng — typ ztacza pierscieni:
A/B —cis ; B/C —trans i C/D — cis, (5f3,143-androstan) oraz beta- (-) stereochemia
wiazan glikozydowych [4, 5]. Zwiazki tego typu znajdujemy oprdcz naparstnicy
w wielu innych roslinach, szczegdlnie w rodzinach Apocyanaceae; Asclepiadaceae;
Scrophulariaceae (kardenolidy), oraz Crassulaceae; Iridaceae; Liliaceae i Ranun-
culaceae (bufadienolidy). Rozpoznanie ich dziatania inotropowego, ktore jest pod-
stawg terapii r6znych rodzajow niewydolnosci migs$nia sercowego, zawdzigczamy
pracom C.-A. Nativelle i O. Schmiedebergera, ktorzy pracujac niezaleznie we Fran-
cji 1 Niemczech, najwczesniej dysponowali stosunkowo czystymi, krystalicznymi
probkami digitoksyny, wyizolowanej we wlasnych laboratoriach z lisci naparstnicy
[6-9]. Preparaty naparstnicy wplywaja korzystnie na mechaniczne i elektryczne
aspekty dziatania mig¢énia sercowego, zwigkszajac jego wydolno§¢. Wskazanie do
ich stosowania stanowig: ostra i przewlekta niewydolno$¢ serca oraz migotanie
przedsionkow. Najczesciej stosowanym lekiem z tej grupy jest digoksyna, stoso-
wana doustnie w postaci tabletek, w dawce dobowej od 0,250 do 0,375 mg. Niepo-
zadang cechg charakterystyczng CG jest jednak ich wysoka toksyczno$é — za gra-
nice bezpieczenstwa uznaje si¢ stgzenie w surowicy na poziomie 2 ng/mL [8, 9].

Foto 1. Naparstnica purpurowa (Digitalis purpurea); Foto 2 — Naparstnica welnista (Digitalis lanata)
Photo 1-2.  Flowering foxglove plants — Digitalis purpurea (left) and Digitalis lanata (right)

Klasyczna farmakologia CG, oparta poczatkowo na obserwacji efektéw ich
dzialania na narzady i preparaty tkankowe, stopniowo wspomagana metodami
pozwalajacymi oceni¢ wigzalnos$¢ i powinowactwo do hipotetycznych celéw recep-
torowych, takie jak uzycie znakowanych radioaktywnymi atomami glikozydow,
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zostala szczegdtowo opisana i podsumowana w obszernej dwutomowej monografii
[6, 7]. Pdzniejsze badania, z przetomu XX i XXI wieku, mozna juz okredli¢, jako
pochodzace z okresu nowoczesnej farmakologii molekularnej, postugujacej sie
w swoich badaniach strukturalnych precyzyjnymi metodami obrazowania o wyso-
kiej rozdzielczosci, przede wszystkim wyznaczaniem parametréw makroczgsteczki
wraz z jej ligandami, z rentgenowskich badan monokrysztatéw odpowiednio przy-
gotowanych preparatéw bialkowych. Potwierdzenie struktur poszczegélnych ligan-
dow z grupy CG odbywalo sie niejako po drodze do okreslania topologii miejsc
wigzacych biatek receptorowych [10-13].

R =H Digitoksygenina

R = OH Digoksygenina

R = CH,OH, X=0H Ouabagenina

R = CH=0, X =H, Strofantydyna

Scillarenina

4,5-dihydroscillarenina = Bufalin
a

R = OH, X = OAc, Cinobufotalina

R =H, X =H, Marinobufagenina

Rysunek 2. Przyktadowe struktury aglikonéw (genin) CG
Figure 2. Exemplary structures of cardiac glycoside aglycons (genins)
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2. POMPA SODOWA; LIGANDY I INHIBITORY

Ocenia sig, ze okolo 23% ATP jest zuzywane przez organizm ludzki w stanie
spoczynku przez jeden tylko enzym: Na', K'-ATPaze¢ (ASP; EC 3.6.1.37; popularnie
okreslany jako pompa sodowa), integralny sktadnik bfon komérkowych wyzszych
eukariotow odpowiedzialny za utrzymywanie transblonowego gradientu jonéw
sodowych. Jest to biatko o charakterze heterooligomeru, ztozone z podjednostek,
ktérym nadano symbole: «, f, oraz FXYD [14-16]. Fragment « stanowi jednostke
katalityczng hydrolizy ATP, ktorej zewnatrzkomoérkowe powierzchnie obszaréw
transblonowych tworza jednoczesnie miejsce wigzace dla glikozydéw nasercowych.
Podjednostka f3 jest biatkiem regulatorowym, réwniez transblonowym, zawiera-
jacym kilka miejsc glikozylacji. Poznano cztery izoformy « i trzy § wystepujace
u ludzi i tworzgce kombinacje ASP, ktdre znacznie réznig sie dystrybucjg tkankowg
(takze w roznych fazach rozwoju) oraz specyficznosécig substratows i aktywnoscia.
Wigkszo$¢ form ASP zawiera dodatkowa podjednostke transblonowa FXYD, ktéra
stanowi kolejny czynnik réznicujacy na poziomie tkanek i organizmu, wnoszac do
kombinatoryki molekularnej enzymu az siedem izoform [17].

Odkrycie ATPazy zaleznej od obecnosci i stezenia jondéw sodowych i potaso-
wych w neuronach skorupiakéw w latach sze$¢dziesiatych przez J.C. Skou, zostalo
uhonorowane nagroda Nobla w dziedzinie chemii w 1997 roku [18]. Obecnie
wiadomo, ze ekspresja enzymu jest szczegdlnie intensywna w komorkach nabton-
kowych (epitelialnych) organéw o szczegélnie intensywnej wymianie jonowej,
takich jak serce i nerki. W jednym cyklu katalitycznym, pompa ASP wymienia trzy
wewngtrzkomdrkowe jony sodu na dwa zewngtrzkomérkowe jony potasu, kosz-
tem hydrolizy jednej czgsteczki ATP. Hamowanie aktywnosci enzymu posrednio
wplywa na zwigkszenie stezenia jondw wapnia w cytosolu i jest przyczyna efektu
inotropowego obserwowanego dla migénia sercowego w wyniku podania CG. Roz-
nica powinowactwa miejsc aktywnych ATP-azy do jonéw sodowych i potasowych
jest konsekwencja dwu réznych stanéw konformacyjnych enzymu, z ktérych jeden
dodatkowo ulega autofosforylacji przez hydrolizowang czasteczke ATP. W jedne;j
z konformacji miejsce wigzace enzymu jest zwrdcone w strone cytoplazmy i wyka-
zuje powinowactwo do kationéw sodowych (Kd ca 0,6 mM) a w drugiej jest skiero-
wane na zewnatrz komorki a miejsce wigzace kationy wykazuje silne powinowactwo
(Kd ca 0,2 mM) do jonéw potasu [14-16]. Wydajnos¢ enzymu wynosi ok. 200 cykli
na sekunde. Adenozynotrifosfataza zalezna od jonéw sodu i potasu (ASP) jest obec-
nie uznana za potencjalny cel molekularny dla réznorodnych interwencji terapeu-
tycznych i jako taka stala sie przedmiotem intensywnych badan strukturalnych.
Poczatkowo doktadniejsze badania miejsc aktywnych enzymu prowadzono meto-
dami autoradiografii z uzyciem ligandéw znakowanych izotopami radioaktywnymi,
poézniej metoda rezonansu magnetycznego, z uzyciem ligandéw zawierajacych
jadra NMR-aktywne (°H, °C, E) [6, 14], natomiast najnowsze generacje wyni-
kow pochodzg juz z nowoczesnych pomiardéw rentgenowskich, ktore potwierdzity
zasadnicze dedukcje wywiedzione wczesniej z eksperymentéw biochemicznych
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[18-20]. Wymagalo to pokonania wielu trudnosci technicznych, poczynajac od
uzyskania izoform bialka w stanie homogennym, wyindukowania i ustabilizowania
pozadanej konformacji oraz uzyskania odpowiedniego do pomiaru monokrysztatu
makroczasteczki z odpowiednio rozmieszczonymi jonami i ligandami organicz-
nymi. Dla ASP mamy dotychczas do dyspozycji zaledwie cztery wyniki rentgeno-
strukturalne, podczas gdy dla lepiej poznanej pompy wapniowej SERCA dostepne
sa wyniki z ponad 20 pomiardw, réznych stanéw konformacyjnych, co pozwala na
znacznie bardziej precyzyjny opis dziatania enzymu. Ouabaina, stosunkowo trwaty
chemicznie monoramnozyd kardenolidowy, byta pierwszym i pozostaje najlepiej
zbadanym ligandem ASP o powinowactwie na poziomie nanomolowym, takze
w postaci modyfikowanych chemicznie pochodnych. Klasyczna farmakologia CG
postuluje zblizone aktywnosci kardiotoniczne dla réznych glikozydéw z tej grupy
oraz uwzglednia znaczacg aktywno$¢ odpowiednich genin. Jednak dopiero dostep-
no$¢ poszczegdlnych izoform bialek katalitycznych ASP umozliwila precyzyjne
pomiary w tym zakresie [20-23] i ujawnila r6zne profile powinowactwa i aktywno-
$ci poszczegdlnych ligandow z grupy CG [24, 25].

3. ANTYPROLIFERACY]JNY POTENCJAL CG
I NOWE WSKAZANIA TERAPEUTYCZNE

Wipolczesny opis aktywnosci biologicznej popularnych lekéw nasercowych
pochodzenia naturalnego (CG) musi uwzglednia¢ réwniez fakty nieoczekiwane
z punktu widzenia podrecznikéw farmakognozji z ubieglego wieku. Po pierwsze,
retrospektywne badania epidemiologiczne wykazaly, ze wiréd pacjentéw leczonych
glikozydami naparstnicy, zgony z powodu choréb nowotworowych zdarzaty sie
wyjatkowo rzadko [26]. Po drugie wykazano niezbicie, Ze organizmy ssakow wytwa-
rzajg substancje z grupy CG, ktdre majg funkcje hormonalne [27-29]. W fizjologii
czlowieka taka role odgrywaja ouabaina i marinobufagenina, uznane za endogenne
steroidy kardiotoniczne, ktorych zasadniczym miejscem wytwarzania jest kora
nadnerczy. Zwigzki te majg zdolno$¢ hamowania aktywnosci ASP, ale i w nizszych
stezeniach wplywaja na liczne procesy fizjologiczne niezaleznie od tej aktywnosci.
Obecnie szczegolne zainteresowanie wzbudza potencjal CG, jako zwigzkow wyka-
zujgcych selektywng cytotoksycznosé i hamujgcych proliferacje, cho¢ bezposrednie
zastosowanie lekow kardiologicznych w onkologii moze okazac si¢ problematyczne
ze wzgledu na toksyczno$¢ systemowa i zwigzany z nia niski indeks terapeutyczny.
Nie ulega jednak watpliwosci, ze CG zastuguja na uwage, jako zwiazki wiodace
w badaniach nad nowymi terapiami, takze w zastosowaniach do prewencji i terapii
choréb nowotworowych [30-32]. Czes¢ badan farmakologicznych prowadzonych
w tym kierunku zdotala juz osiggnac¢ faze weryfikacji klinicznej [33-35].
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4. ZRODLA SUBSTANCJI AKTYWNYCH CG

Tradycja etnofamakologiczna wyprzedzita zastosowanie CG w nowoczesnej
medycynie o stulecia, wigc Zrédla substancji aktywnych rozpoznawano dlugo i sta-
rannie. Obecnie znamy conajmniej 13 rodzin roslin zawierajacych glikozydy stero-
idowe a w samej tylko Apocyanaceae zidentyfikowano ponad 30 rodzajoéw roslin,
w ktorych stwierdzono obecnos¢ CG [36], a wiec mozna uznac ze wystepowanie tych
metabolitow wtornych rozciaga sie na setki gatunkow, spotykanych w wiekszosci
rejonéw globu. Stwierdzono réwniez, ze bufadienolidy wystepuja w skdrze wielu
rodzajow zab z gatunku Bufo zamieszkujacych rozne kontynenty. Uznaje sie, ze
w obu krélestwach organizmoéw toksyny te pelnia funkcje obronne przed napastni-
kami a ich biosynteza jest odgalezieniem biosyntezy steroli zapoczatkowanego cykli-
zacja skwalenu [37]. Obecnie, poza tradycyjnym zrédlem CG, jakim jest naparstnica
purpurowa, przemystowe znaczenie dla produkeji preparatéow leczniczych ukladu
krazenia majg: cebula morska (Scilla maritima L), z ktérej izoluje si¢ scilareny
i hodowlana naparstnica welnista Digitalis lanata przy czym nie ustajg proby pozy-
skiwania tych glikozydow w doswiadczalnych hodowlach tkankowych oraz innymi
metodami biotechnologicznymi. Podobnie jak w przypadku innych zwiazkéw natu-
ralnych, ktore przeszty pomyslnie weryfikacje kliniczng i zostaly zarejestrowane
jako leki, kolejnym progiem staje si¢ dostepnos¢ substancji aktywnej (API) w skali
technicznej dyktowanej przez popyt rynkowy na preparaty ja zawierajace. Chociaz
potrzeby rynku lekéw krazeniowych na CG s3 dobrze znane i stabilne ($wiatowy
rynek poszczegolnych lekow z grupy CG-digoksyny, digitoksyny, proscylarydyny,
oscyluje w ostatnich latach w zakresie pojedynczych ton), uruchomienie nowych
wskazan terapeutycznych w obszarze onkologii moze je zwielokrotni¢. Przyktady
takich nowoczesnych lekéw pochodzenia naturalnego jak taksol lub galantamina,
ktérych roslinne zrodla byly od poczatku ograniczone wskazujg, ze wlaczenie
metod czg$ciowej lub totalnej syntezy chemicznej w oczekiwaniu na optymalne eko-
nomicznie rozwigzania biotechnologiczne, staje si¢ w pewnym momencie jedyna
opcja. Historia rozwoju przemystowej farmacji hormondéw sterydowych doskonale
ilustruje jak dostepnos¢ odpowiednich surowcoéw przemystowych determinuje roz-
woj calych dzialéw medycyny. Badania prowadzone w latach 30. ubieglego wieku
w Niemczech (A. Butenandt i in.), Szwajcarii (L. Ruzicka i in.) i USA (W.M. Allen,
PS. Hench, E.C. Kendall), ktére zaowocowaly poznaniem sterydéw o czynnosci
hormonalnej, wygenerowaly potrzebe zastosowan medycznych tych niezwykle
aktywnych biologicznie zwigzkéw, podczas gdy ich pozyskiwanie z materiatow
zwierzecych zwigzane bylto z ogromnymi problemami technicznymi. Dla przykiadu,
w latach 30. XX w. wyodrebnienie 10 miligraméw testosteronu wymagato przerdbki
100 kg jader byka, 15 mg androsteronu uzyskano z 15 tys. litréw moczu, do izolacji
1 mg progesteronu uzyto jajniki 2 500 §win a pozyskanie 75 mg kortyzonu i 55 mg
hydrokortyzonu pochloneto nadnercza z 20 tysigcy kréw [38]. Cho¢ wiedziano, ze
poszukiwane zwiazki sg strukturalnie spokrewnione ze stosunkowo tatwo dostep-
nym cholesterolem, 6wczesne metody syntezy chemicznej nie rokowaly szybkich
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sukcesow w zastosowaniu go, jako materiatu wyjsciowego do syntez w skali prze-
mystowej. Do entuzjastow pomystu wykorzystania saponin sterydowych a takze
CG jako surowcow do syntezy najbardziej wowczas pozadanej substancji hormo-
nalnej - kortyzonu, nalezal T. Reichstein, wowczas docent prywatny Politechniki
Federalnej w Zurichu [39, 40], ktéry nawet wytypowal odpowiednie do tego celu
zrodlo roslinne (skretnik; Strophantus kombe ) ale w Europie nie bylo dostepu do
takich surowcéw w odpowiedniej skali. Rozwiazanie problemu niezaleznych od
produkcji zwierzecej zrodet hormonéw steroidowych zawdzieczamy R.E. Marke-
rowi, ktéry dzialajac praktycznie bez wsparcia instytucjonalnego i bez pomocy ze
strony przemystu farmaceutycznego znalazt odpowiedni surowiec chemiczny do
syntezy — diosgenine, wskazal zrédfa botaniczne, z ktérych zwigzek ten moze by¢
pozyskiwany w skali wielotonowej, a wreszcie opracowal w skali technicznej pro-
ces przemiany diosgeniny w uniwersalny potprodukt do syntezy steroidéw, znany
obecnie jako degradacja Markera [41, 42]. Obecnie, do szczegdlnie wydajnych
zrodel diosgeniny, pozyskiwanej metodami tradycyjnymi, nalezg pataty meksykan-
skie (Dioscorea mexiana; Dioscorea villosa; Dioscorea composita) i agawa sizalowa
(Agawa sizalana) a roéling budzacg obecnie szczegdlne zainteresowanie jako obiekt
eksperymentalnych proceséw biotechnologicznych jest zotty imbir chinski (Diosco-
rea zingiberensis) [43]. Niezaleznie od swej kluczowej roli surowcowej, diosgenina
budzi powazne zainteresowanie takze jako zwigzek biologicznie aktywny, ktorego
dziatania: antydrobnoustrojowe, antyoksydatywne, przeciwzapalne i immunomo-
dulujace, rokuja zastosowania w medycynie prewencyjnej [44].

Zasadnicze etapy degradacji Markera polegaja na acetolizie spiroketalu diosge-
niny bezwodnikiem octowym w 200°C oraz nastepnie na utlenianiu utworzonego
pierscienia dihydrofuranowego tréjtlenkiem chromu. Otrzymany w tej sekwencji
potprodukt stat sie podstawa do przemystowej syntezy kortykosteroidow, ktore
uzyskaly szerokie zastosowania medyczne, a takze prekursorem syntetycznych
srodkéw antykoncepcyjnych (aktywnych przy podaniu doustnym w odréznie-
niu od hormonéw naturalnych), takich jak norethindrone, nogestrel, mestranol
i 17a-etynyloestradiol, ktore odegraly decydujaca role w ksztaltowaniu wspoélcze-
snej demografii i obyczajowosci spoleczenstw postindustrialnych [45, 46].

Potencjal diosgeniny, jako surowca przemystowego duzej skali, jest jednak
znacznie wiekszy nizby to wynikalo z powyzszego schematu. W zasiegu wspot-
czesnych metod syntezy sg takze aglikony CG. Mimo, Ze istnieje klasyczna synteza
totalna digitoksygeniny opracowana przez G. Storka [47] a temat ten nie przestaje
by¢ wyzwaniem dla chemikéw sfery akademickiej, ktorzy z powodzeniem demon-
strujg nowe rozwigzania metodyczne [48, 49] to przyszte procesy technologiczne
otrzymywania kardenolidéw beda raczej wykorzystywaé¢ metody inzynierii gene-
tycznej i biotechnologii, lub poznane juz transformacje chemiczne, umozliwiajace
wykorzystanie zaawansowanych prekursoréw wytwarzanych z tatwo dostepnej
diosgeniny [38, 50, 51].
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Diosgenina Octan pregnenolonu

Progesteron 11-a- Hydroksyprogesteron

7 etapow

Kortyzon Prednizon

Schemat 1. Diosgenina jako zZrédlo pétsyntetycznych hormondéw sterydowych
Scheme 1. Diosgenin as an industrial source of semi-synthetic steroidal hormones

Zupelnie inaczej przedstawia si¢ sprawa ze skladnikami cukrowymi CG, kto-
rych dostepno$¢ dawno przestala by¢ problemem ograniczajacym techniczne zdol-
nos$ci wytworcze glikozydéw pochodzenia naturalnego, miedzy innymi za sprawg
postepéw w enancjoselektywnej syntezie totalnej piranozydéw. p-Glukoza jest
jednym z najtatwiej dostepnych, odnawialnych, chiralnych syntonéw wielofunkcyj-
nych. Podobnie L-ramnoza, cho¢ kosztowniejsza jest fatwo dostepnym surowcem
biotechnologicznym. Digitoksoza jest znacznie trudniej dostgpna ze Zrédel natural-
nych, natomiast wspolczesnymi metodami totalnej, katalitycznej syntezy enancjo-
selektywnej mozna otrzymac oba jej enancjomery z prostych pochodnych furanu.
Kluczowym etapem syntezy jest przegrupowanie Achmatowicza — oksydatywna
transformacja pierscienia furanowego w uklad dihydropiranowy - prekursor pro-
stych i modyfikowanych monosacharydéw. (Schemat 2) [52-55] Ilustracja przed-
stawia otrzymywanie prostego digitoksozydu benzylu ale warto doda¢ ze ponizszy
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schemat zostal zrealizowany takze dla mono glikozydu CG, przy uzyciu digitoksy-
geniny zamiast alkoholu benzylowego, w trzecim etapie zaprezentowanej sekwencji.

OH . .
0 o katalizator Noyoriego (R,R) o) s przegrupowanie Achmatowicza
O U e

o= s X
_— - OO
HO™ ~O BocO” ~O Pd(0) / PPhg BnO” ~O

OH
NaBH, / CCls ﬁ NBSH / PPh, / DEAD /E\/l\
_
BnO” MO BnO” MO

OH

. OH
Bno’(oj\

D-digitoksozyd benzylowy

0s0, / NMO

Schemat 2. Synteza glikozydéw digitoksozy z acetylofuranu
Scheme 2. Synthesis of D-digitoxose glycoside from acetylfuran

5. PERSPEKTYWY RESYNTEZY I GLIKORANDOMIZAC]I CG

Znamy okoto 400 naturalnych glikozydéw nasercowych, ktérych odrebnos¢ od
innych saponin roslinnych polega na charakterystycznym, laktonowym podstaw-
niku. Mimo, ze tylko niewielka cze$¢ tego zbioru zwigzkéw naturalnych zostata
dotychczas szczegélowo scharakteryzowana pod wzgledem farmakologicznym,
zachodzi uzasadnione przypuszczenie, ze zaréwno dla wskazan kardiologicznych, jak
i dla nowych zastosowan terapeutycznych, na przyktad w onkologii, konieczne beda
liczne modyfikacje budowy i funkeji struktur kanonicznych, w dazeniu do optymali-
zacji dzialan farmakodynamicznych a zwlaszcza wlasciwosci farmakokinetycznych,
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zgodnie z zaloZzeniami chemii i bioinformatyki medycznej. Podobnie jak w innych
grupach metabolitéw wtornych o charakterze glikozydowym, takich jak antybiotyki,
polifenole, flawonoidy czy lignany, pierwszy etap eksploracyjnych modyfikacji CG
metodami chemicznymi powinien mie¢ charakter przemiany sekwencyjnej degli-
kozylacji - reglikozylacji, ktorej celem jest zmiana wilasciwosci fizykochemicznych
i biologicznych natywnego metabolitu przez wymiane glikonu na jednostke o zapla-
nowanych cechach. W odréznieniu od glikozylacji biologicznych, ktére stanowig
powszechng i podstawowa funkcje biochemii komorki, realizowang przez setki
wyspecjalizowanych enzymoéw (np. glikozylotransferaz), realizacja koniugacji che-
micznej cukréw z wielofunkcyjnymi akceptorami przy pomocy metod laboratoryj-
nych, mimo wielu dziesigtek lat doskonalenia metod aktywacji grupy anomerycznej,
oraz regio i stereoselektywnosci jej sprzegania, pozostaje w licznych przypadkach
procesem o problematycznej skutecznosci [56]. Na przyktad w klasycznej chemii
cukrow, dramatyczny przypadek trudnosci w kontrolowaniu stereoselektywnosci
reakcji glikozydowania stanowilo uzycie syntondéw 2-deoksypiranozylowych, takich
jak reszty digitoksozy, ktdre sg pozbawione elementow strukturalnych petnych hek-
soz (np. podstawnikéw estrowych w poz. 2 piranozy), ktére stabilizuja okreslona
topologie stanu przejsciowego reakeji glikozydowania [57, 58]. Ilustracja tego stanu
rzeczy jest historia syntez digitoksyny, zapoczatkowana przez K. Wiesnera w latach
60. ubieglego wieku. Oba podejscia: osobne przygotowanie syntonu trisacharydo-
wego i kolejne glikozydowania odczynnikiem monosacharydowym, przeprowa-
dzane przy uzyciu klasycznej procedury Koenigsa-Knorra byly zmudne ze wzgledu
na koniecznos$¢ zabezpieczen, nieselektywne wzgledem centrum anomerycznego
i niewydajne [59]. Nowoczesne podejscie do tego samego celu syntetycznego wyko-
rzystuje z powodzeniem reagenty pochodzace z totalnej syntezy, zaprezentowane na
poprzednim schemacie. Monodigitoksozyd digitoksygeniny, selektywnie zabezpie-
czony w pozycji C-3, poddaje sie katalitycznej glikozylacji anomerycznym weglanem
heks-2-en-4-ulozy, ktéra w sekwencji znanych transformacji zostaje przeksztalcona
w kolejna jednostke D-digitoksozy. Kluczowe etapy otrzymywania docelowego tri-
sacharydu digitoksygeniny, wedlug O’Dohertego [60] przedstawiono ponizej. Jest
oczywiste, Ze podejscie to umozliwia takze radykalne modyfikacje strukturalne gli-
konu, facznie z krotnoscig reszt skladajacych sie na tancuch oligosacharydowy.
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OAc y (0]
A _WOH o) OAe ,E\//E
Dig0” ~O BocO” ~O /(j\
DigO O

Digitoksyna

Schemat 3. Synteza digitoksyny (Dig oznacza digitoksygenine)
Scheme 3. Synthesis of digitoxin (Dig stands for digitoxygenin

Rozwdj beta-selektywnych metod glikozylacji w serii 2-deoksy piranoz, tak
istotny dla chemii glikozylowanych zwigzkéw naturalnych, zastuguje na specjalna
uwage gdyz ilustruje zaréwno szeroki rozwdj chemii nienasyconych cukrow [61]
jak i ogromne postepy katalizy zwigzkami metali przejsciowych [62]. Dobrze znana
transformacja glikali do heks-2-enozydéw, zwana przegrupowaniem Ferriera [63 R]
jest na ogot alfa-selektywna glikozylacja ale juz wymiana ligandéw anomerycznych
katalizowana kompleksami palladu ma najczesciej charakter beta-preferencyjny, co
szczegolnie przekonujaco zademonstrowano na estrach anomerycznych heks-2-en-
4-uloz. Takze katalizowane palladem reakcje dekarboksylacji 4-O-weglanéw prze-
biegajace z migracja 4 ----> 1 reszty alkoksylowej, stanowig przykiad wysoce stereo
selektywnej glikozydacji beta [64] .

Ciekawg forma przezwycigzenia tradycyjnych trudnosci technicznych zwia-
zanych z chemiczng glikozylacjg jest metoda glikorandomizacji zaproponowana
przez Thorsena. Pomyst polega na uzyskaniu pochodnych wybranych aglikonow,
ktdre zawieraja w swej strukturze ugrupowanie alkoksyaminowe. Takie zwigzki sa
zdolne do reakcji w fagodnych warunkach z hemiacetalami, wlaczajac w to nieza-
bezpieczone cukry redukujace, co stanowi prosta droge do zréznicowanych struk-
turalnie zbioréw pochodnych N-glikozylowych, nadajacych sie do bezposredniego
testowania aktywnosci biologicznej [65, 66]. Innym sposobem faczenia aglikonow
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i glikonéw CG, zapewniajacym kombinatoryczne mozliwosci tworzenia bibliotek
nowych zwigzkow jest popularna metoda ligacji chemicznej przez dipolarng cyklo-
addycje syntondw: acetylenowego i azydkowego, znana pod opisowym okresleniem
»click chemistry” [67]. Nalezy tez przypomnie¢, ze aglikony CG od dawna znajdo-
waly zastosowanie w inzynierii genetycznej do znakowania wybranych fragmentéw
kwasow nukleinowych, ktére moga by¢ po wykonaniu zamierzonych transforma-
cji rozpoznane przez specyficzne przeciwciala, ktére w przypadku digoksygeniny
i digitoksygeniny sg dosy¢ tatwo dostepne [6].

UWAGI KONCOWE

Ewolucja wyposazyla szereg roélin, i niektére gatunki plazéw, w zdolnosé
biosyntezy ochronnych metabolitéw wtdrnych z grupy steroidéw - silnych toksyn
o charakterystycznych cechach strukturalnych (CG), kompatybilnych z biosyn-
tezg endogennych steroli i ich pochodnych saponinowych [5, 9]. Niezaleznie od
allelopatycznych relacji miedzygatunkowych i srodowiskowych (pomiedzy rosli-
nami wytwarzajacymi CG i roslinozercami), zwigzki te odgrywaja szczegélna role
w medycynie jako inhibitory aktywnosci powszechnie obecnego w komoérkach
enzymu transblonowego — pompy sodowej, co ma zastosowanie w leczeniu niewy-
dolnosci serca i innych niedomaganich ukladu krazenia. Leki pochodzace od gli-
kozydéw naparstnicy, majace ponad 200-letnig tradycje zastosowann medycznych,
s3 obecnie przedmiotem podwojnej transformacji: rozpoznano ich funkcje hormo-
nalne i regulacyjne, co uzasadnia traktowanie ich jako zwigzki wiodace dla nowych
lekéw w innych obszarach terapeutycznych, szczegdlnie w onkologii. Taka zmiana
wskazan terapeutycznych dla znanych lekéw (drug repositioning) jest jedna z wio-
dacych strategii wspolczesnego przemystu farmaceutycznego [68], co sygnalizuje
nowe otwarcia w dziedzinie surowcéw dla tej grupy zwigzkéw. Zrédla naturalne CG
sa dos¢ liczne, lecz mato wydajne a perspektywy pozyskiwania konkretnych karde-
nolidéw lub bufadienolidéw metodami biotechnologicznymi wydaja si¢ ciagle dos¢
odlegte. Natomiast wspdlczesne metody syntezy chemicznej oferuja liczne mozli-
wosci selektywnego pozyskiwania zaréwno wybranych metabolitéw z tej grupy jak
i syntezy ich mimetykéw zaprojektowanych de novo z wykorzystaniem uprzednio
zgromadzonej wiedzy biochemoinformatyczne;.

PODZIEKOWANIE

Niniejszy artykut przygotowano w znacznej cze$ci z wykorzystaniem srodkow
pochodzacych z Funduszu Dziatalno$ci Statutowej Instytutu Farmaceutycznego.



1064

G. GRYNKIEWICZ, W. SZEJA

PISMIENNICTWO CYTOWANE

W. Sneader, Drug discovery. A history, ]. Wiley & Sons Ltd., Chichester 2005.

J.K. Aronson, An account of the Foxglove and its medical uses 1785-1985, Oxford Press, Oxford
1986 (ksigzka ta zawiera reprint oryginalnego dziela Williama Witheringa “An Account of the
Foxglove and Some of its Medical Uses” z 1785 roku)

R.P. Walton, The cardiac glycosides, [w:] Pharmacology in medicine, V.A. Drill (Red.), McGraw-Hill
Book Co., New York 1958.

H.-P. Albrecht, Mittel bei Herzinsuffizienz: Herzglycoside, [w:] Ullmanns Encyklopadie der techni-
schen Chemie, Tom 12, Verlag Chemie, Weinheim 1976, str. 617.

D. Deepak, S. Srivastava, N.K. Kahare, A. Kahare, Progr. Chem. Org. Nat. Prod., 1996, 69, 71.
Cardiac Glycosides: Part I: Experimental Pharmacology, K. Greeft (Red.), Springer-Verlag, Berlin
1981.

Cardiac Glycosides: Part II: Pharmacokinetics and Clinical Pharmacology, K. Greeft (Red.), Sprin-
ger-Verlag, Berlin 1981.

T. Akera, T.M. Brody, The pharmacology of the cardiac glycosides, [w:] Physiology and pathophysio-
logy of the heart, N. Sperlakis (Red.), 2nd Ed., Kluwer Academic Publ., Dortrecht 1989.

PJ. Hauptman, R.A. Kelly, Circulation, 1999, 99, 1265.

A. Messerschmidt, Cryst. Struct. Commun., 1980, 9, 1185.

K. Go, G. Kartha, J.P. Chen, Acta Cryst. B, 1980, 36, 1811.

K. Go, G. Kartha, Cryst. Struct. Commun., 1981, 10, 1329.

W. Kabsch, Acta Crystallogr D, 2010, 66, 125.

The sodium pump: structure, mechanism, hormonal control and the role in disease, E. Bamberg,
W. Schoner (Red.), Springer, New York 1994.

J.C. Skou, M. Esmann, J. Bioenerg. Biomembr., 1992, 24, 249.

M. Laursen, J.L. Gregersen, L. Yatime, P. Nissen, N.U. Fedosova, PNAS, 2015, 112, 1755.

L. Yaime, M. Laursen, J. Preben Morth, M. Esmann, P. Nissen, N.U. Fedosova, J. Struct. Biol., 2011,
174, 296.

J.C. Skou, Biochim. Biophys. Acta, 1957, 23, 394.

H. Ogawa, T. Shinoda, E. Cornelius, C. Toyoshima, PNAS (Proc Natl. Acad Sci. USA), 2009, 106,
13742.

A. Katz, Y. Lifshitz, E. Bab-Dinitz, E. Kapri-Pardes, R. Goldshleger, D.M. Tal, S.D.J. Karlish, J. Biol.
Chem., 2010, 285, 19582.

C. Hauck, T. Potter, M. Bartz, T. Wittwer, T. Wahlers, U. Mehlhorn, G. Scheiner-Bobis, A.A. McDo-
nough, W. Bloch, R.H.G. Schwinger, J. Miiller-Ehmsen, Eur. J. Pharmacol., 2009, 662, 7.

W. Schoner, G. Scheiner-Bobis, Am. J. Cardiovasc. Drugs, 2007, 7, 173.

C. Toyoshima, R. Kanai, F. Cornelius, Structure, 2011, 19, 1732.

K. Geering, Curr. Opin. Nephrol. Hypertens., 2008, 17, 526.

W. Schoner, Eur. J. Bioch., 2002, 269, 2440.

B. Stenkvist, Anti-Cancer Drugs, 2001, 12, 635.

W. Schoner, G. Scheiner-Bobis, Am. J. Cardiovasc. Drugs, 2007, 7, 173.

M. Nesher, U. Shpolansky, H. Rosen, D. Lichstein, Life Sci., 2007, 80, 2093.

A.Y. Bagrov, J.I. Shapiro, Nature Rev. Nephrol., 2008, 4, 378.

T. Mijatovic, E. Van Quaquebeke, B. Delest, O. Debeir, E. Darro, R. Kiss, Biochim. Biophys. Acta,
2007, 1776, 32.

H.-Y.L. Wang, G.A. O’Doherty, Expert Opinion Therap. Patents, 2012, 22, 587.

K. Bielawski, K. Winnicka, A. Bielawska, Biol. Pharm. Bull., 2006, 29, 1493.

M. Lépez-Lazaro, Expert Opinion on Therapeutic Targets, 2007, 11, 1043.



GLIKOZYDY NASERCOWE 1065

[34]

[35]

(36]

(68]

H.A. Elbaz, T.A. Stueckle, W. Tse, Y. Rojanasakul, C. Dinu, Experimental Hematology and Onco-
logy, 2012, 1, 4.

M. Slingerland, C. Cerella, H.J. Guchelaar, M. Diederich, H. Gelderblom, Investigational New
Drugs, 2013, 31, 1087.

A.A. Agrawal, G. Petschenka, R.A. Bingham, M.G. Weber, S. Rasmann, New Phythologyst, 2012,
194, 28.

PM. Dewick, Medicinal natural products. A biosynthetic approach, J. Wiley & Sons Ltd., Chichester
2002.

Al. Jasem, M. Khan, A. Taha, T. Tiemann, Medit. ]. Chem., 2014, 3, 796.

S. Sterkowicz, T. Reichstein, zycie i dzialalnosé naukowa, Wloctawskie Towarzystwo Naukowe,
Wrtoctawek 1995.

G. Grynkiewicz, B.A. Wolucka, Przemyst Chem., 2009, 88, 826.

R.E. Marker, E. Rohrmann, JACS, 1939, 61, 3592.

R.E. Marker, D.L. Turner, Ulshafer, JACS, 1940, 62, 2542.

Y.L. Zhu, W. Huang, J.R. Ni, H. Li, Appl. Microbiol. Technol., 2010, 85, 1409.

K. Patel, M. Gadewar, V. Tahilyani, D.K. Patel, Nat. Prod. Bioprospect., 2012, 2, 46.

C. Djerassi, Steroids, 1992, 57, 631.

B. Asbell, The pill: a biography of the drug that changed the Word, Random House, New York 1995.
G. Stork, E. West, Y.H. Lee, R.C.A. Isaacs, S. Manabe, JACS, 1996, 118, 10660.

K. Mukai D. Urabe, S. Kasuya, N. Aoki, M. Inoue, Angew Chem. Int. Ed., 2013, 52, 5300.

K. Mukai, S. Kasuya, Y. Nakagawa, D. Urabe, M. Inoue, Chem Sci., 2015, 6, 3383.

B. Harjo, C. Wibowo, N.M. Ng, Chem Eng Res & Design, 2004, 82, 1010.

B. Heasley, Chem. Eur. J., 2012, 18, 3092.

O. Achmatowicz, P. Bukowski, B. Szechner, Z. Zwierzchowska, A. Zamojski, Tetrahedron, 1971,
27,1973.

A.Z. Aljahdali, P. Shi, Y. Zhong, G.A. O’Doherty, Adv. Carbohydr. Chem. Biochem., 2013, 69, 55.
A.M. Gomez, F. Lobo, S. Miranda, J. Cristobal Lopez, Molecules, 2015, 20, 8357.

A. Borovika, P. Nagorny, J. Carbohydr Chem., 2012, 31, 255.

V. Dembitsky, Chem & Biodivers., 2004, 1, 673.

C.H. Marzabadi, R.W. Frank, Tetrahedron, 2000, 56, 8385.

D. Hou, T.L. Lowary, Carbohydr. Res., 2009, 344, 1911.

The organic chemistry of sugars, D.E. Levy, P. Fugedi (Red.), CRC Taylor & Francis, Boca Raton
2006.

K. Wiesner, T.Y.R. Tsai, H. Jin., Helv. Chim. Acta, 1985, 68, 300.

M. Zhou, G.A. O’Doherty, J. Org. Chem., 2007, 72, 2485.

W. Priebe, I. Fokt, G. Grynkiewicz, [w:] Glycoscience, Chemistry and Chemical Biology, B.O. Fra-
ser-Reid, K. Tatsuta, J. Thiem (Red.), Springer Verlag, Berlin 2008.

M.J. McKay, H.M. Nguyen, ACS Catalysis, 2012, 2, 1563.

R.J. Ferrier, O.A. Zubkov, Org React., 2003, 62, 569.

S. Xiang, Z. Lu, J. He, K.L. MaiHoang, J. Zeng, X.-W. Liu, Chem. Eur J., 2013, 19, 14047.

J.M. Langenhan, N.R. Peters, I.A. Guzei, EM. Hoffmann, J.S. Thorson, PNAS 2005, 102, 12305.
J.M. Langenhan, ].S. Thorson, Curr. Org. Synth., 2005, 2, 59.

Click chemistry in glycoscience: new developments and strategies, Z.]. Witczak, R. Bielski (Red.),
J. Wiley & Sons, Hoboken, NJ 2013.

].S. Shim, J.O. Liu, Int. J. Biol. Sci., 2014, 10, 654.

Praca wplyneta do Redakcji 8 wrzesnia 2015


http://link.springer.com/journal/10637
http://link.springer.com/journal/10637




WIADOMOSCI 2015, 69, 11-12
chemiicznie PL ISSN 0043-5104

SELEN W PERSPEKTYWIE FORTYFIKACJI ROSLIN
O ZNACZENIU GOSPODARCZYM DLA POLSKI

PERSPECTIVE OF SELENIUM FORTIFICATIONS
OF PLANTS WITH ECONOMIC IMPORTANCE
TO POLAND

Aleksander Darecki, Agnieszka Saeid*, Henryk Gorecki

Politechnika Wroctawska
Wydziat Chemiczny, Zaktad Zaawansowanych Technologii Materiatowych
ul. Smoluchowskiego 25, 50-372 Wroctaw
*e-mail: agnieszka.saeid@pwr.wroc.pl

Abstract

Wprowadzenie

1. Znaczenie biologiczne selenu

2. Rosnacy niedobdr selenu w Polsce

3. Fortyfikacja agrotechniczna jako sposéb uzupelniania niedoboru
selenu w diecie zwierzat i cztowieka

4. Strategie fortyfikacji agrotechnicznej roslin w selen

Podsumowanie

Podziekowania

Pidmiennictwo cytowane



mailto:agnieszka.saeid%40pwr.wroc.pl?subject=

1068 A. DARECKI, A. SAEID, H. GORECKI

Mgr inz. Aleksander Darecki urodzony w 1987 roku, absolwent Wydzialu Che-
micznego Politechniki Wroclawskiej na kierunku Biotechnologia. Dyplom mgr inz.
uzyskal w 2011. W tym samym roku rozpoczal studia doktoranckie w Instytucie
Technologii Nieorganicznej i Nawozéw Mineralnych na Wydziale Chemicznym
Politechniki Wroctawskiej.

Dr inz. Agnieszka Saeid urodzona w 1981 roku, absolwentka Wydziatu Chemicz-
nego Politechniki Wroctawskiej na kierunku Biotechnologia. Dyplom mgr inz. uzy-
skata w roku 2006. W tym samym roku rozpoczeta studia doktoranckie w Instytu-
cie Technologii Nieorganicznej i Nawozoéw Mineralnych na Wydziale Chemicznym
Politechniki Wroctawskiej. Dyplom doktora nauk technicznych w dyscyplinie tech-
nologia chemiczna uzyskata w 2010 roku i w tym samym roku zostata zatrudniona
na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej na stanowisku asystenta a od
2012 roku na stanowisku adiunkta.

Prof. dr hab. inz. Henryk Gdrecki urodzit si¢ w 1946 roku. Absolwent Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Dyplom mgr inz. uzyskat w roku 1970.
Z Politechnikg Wroctawska zwigzany jest od ponad 40 lat, osiagajac na tej uczelni
kolejne szczeble kariery akademickiej. Opracowat i wdrozyt wiele nowych techno-
logii i produktéw w przemysle nawozowym, nieorganicznym, chemii gospodarcze;j
oraz w rolnictwie. Prof. Henryk Gorecki jest autorem badz wspotautorem ponad
250 prac naukowych, wspottworca 52 patentow krajowych i 20 zagranicznych,
ponad 200 opracowan dla przemystu, w tym wielu projektéw procesowych.



SELEN W PERSPEKTYWIE FORTYFIKACJI ROSLIN 1069

ABSTRACT

Selenium is an essential element for animals and human. Thus, its growing
deficiency, observed since many years in many European countries leads to consider
available strategies of rising selenium level in diet of local inhabitant and farm ani-
mals that may ensure safety and commonness of such solution. Agronomic fortifica-
tion, as one of the way, has been successfully proven in other countries with similar
problem like Finland, United Kingdom, Australia or New Zealand. While most of
the food and feed consumed in Poland came from internal market, the implementa-
tion of this strategy in Poland may have beneficial effects on health of farm animals
and local inhabitants. The most suitable plants for agronomic biofortification with
selenium in Poland are crops, especially cereals and selected members of mustard
plants. They have a great share in agriculture land in this country and what results
from their metabolism, can assure biologically active, i.e. desired by final consu-
mers, selenium compounds. Based on the current knowledge and experiences in
biofortification of crops with selenium, a novel technology that increase selenium
content in edible parts of plants of interest should be developed and implemented
in Poland.

Keywords: selenium, agronomic biofortification, food, microelement deficiency
Stowa Kluczowe: selen, biofortyfikacja agronomiczna, zywnos¢, niedobor mikro-
elementow
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WPROWADZENIE

Obserwowany od wielu lat niedoboér selenu w diecie mieszkancow wielu krajow
Europy jest wypadkowa zmian zachodzacych w srodowisku naturalnym, w szcze-
golnosci zmniejszenia jego emisji ze zrodel antropogenicznych oraz wyczerpywania
glebowych zasobow tego pierwiastka w sposob naturalny. W tym samym czasie,
mimo znaczacej roli tego mikroelementu dla prawidlowego rozwoju cztowieka oraz
organizmoéw zwierzecych, nie podejmuje si¢ prob zwigzanych z rozwigzaniem tego
problemu w skali kraju (np. poprzez regulowane prawnie zwiekszenie zawartosci
tego pierwiastka w nawozach). Wynika to przede wszystkim z niewystarczajacej
wiedzy na ten temat wérdd samych rolnikéw i hodowcdw zwierzat gospodarskich,
skomplikowanej biogeochemii selenu, ryzyka jakie niesie nadmiar tego pierwiastka
w diecie zwierzat oraz czlowieka oraz dodatkowych kosztéw, ekonomicznych i $ro-
dowiskowych ktdre wigza sie z jego sztucznym wprowadzeniem do ekosystemu.
Doswiadczenia innych krajow w tym zakresie, miedzy innymi Finlandii, Wielkiej
Brytanii i Nowej Zelandii wykazaly, ze na skutek prostych zabiegéw agrotechnicz-
nych, tj. zastosowania nawozow mineralnych wzbogaconych w sole selenu znaczaco
zwiekszono jego zawarto$¢ w roslinach uprawnych, jak réwniez w diecie zwierzat
oraz czlowieka. Tym samym, zastosowanie selenu w rolnictwie, tj. biofortyfikacji
roélin uprawnych w selen, wymaga kompleksowych badan bilansowych nad obie-
giem tego pierwiastka w uktadzie gleba-rosliny uprawne-zwierzeta hodowlane-
czlowiek oraz odpowiedniego sposobu wprowadzania do niego selenu, gwarantuja-
cego jego efektywne wykorzystanie oraz bezpieczenstwo dla srodowiska. Korzysci,
jakie niesie takie podejscie rzutujg na status selenu w diecie zwierzat oraz czlowieka
w sposob zapewniajgcy jego powszechnos¢ oraz ogdlnodostepno$é nawet przy mato
zroznicowanej diecie. Jest to zarazem dzialanie wpisujace si¢ w globalng walke
z »ukrytym glodem’, tj. niedoborem witamin czy skladnikéw mineralnych, ktére
nie wywoluja wyraznych objawdw, a ktére negatywnie wplywaja na stan zdrowotny
organizmu czlowieka. Ponadto, zapewniona jest tym samym dodatkowa funkcjo-
nalno$¢ zywnosci pochodzenia roélinnego, co w przypadku zwigkszenia $wiado-
mosci konsumenckiej bedzie czyni¢ takie produkty bardziej pozadanymi na rynku
w przyszlosci.

1. ZNACZENIE BIOLOGICZNE SELENU

Selen jest pierwiastkiem niezbednym dla prawidlowego funkcjonowania orga-
nizméw zwierzecych (kregowce), w tym réwniez czlowieka [1, 2]. Selen wchodzi
w sktad miejsc aktywnych wielu waznych enzymoéw [3], migdzy innymi - peroksy-
daz glutationowych (GPxs), ktére odpowiadajg za neutralizacje reaktywnych form
tlenu (np. nadtlenkéw lipidowych i innych nadtelnkéw), dejodaz jodotyroninowych
(ID) odpowiedzialnych za utrzymanie w organizmie odpowiedniego poziomu hor-
monow tarczycy tyroksyny T4 oraz trijodotyroniny T3 oraz reduktaz tioredoksy-
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nowych (TRs), enzyméw uczestniczacych miedzy innymi w redukeji nukleotydow,
ktére ponadto z tioredoksyng (uklad TR-Trx) s zaangazowane w takie procesy
komorkowe jak wzrost czy regeneracja biatek uszkodzonych na skutek dziatania
czynnikéw utleniajacych i redukujacych [4-6]. Selen bierze réwniez udzial w regu-
lacji syntezy hemu i cytochroméw mitochondrialnych [7, 8] oraz petni wazne role
w stymulacji ukladu odpornosciowego [4, 9] i detoksykacji (tj. zniesienia toksycz-
nego dzialania innego pierwiastka) metali cigzkich w organizmie (Hg, As, Cd,
Pb, TI) [10, 11]. Badania wykazaly rdwniez, ze prawidlowy status selenu w organi-
zmie cztowieka zmniejsza ryzyko wystepowania u ludzi choréb serca, biataczki oraz
pozostalych choréb nowotworowych [4, 12, 13], w tym takze nowotworéw pluc,
piersi, jajnikow i prostaty. Ponadto, dlugotrwaly niedobor selenu w diecie charak-
teryzuje powigkszenie i niewydolno$¢ serca, zwickszone ryzyko zachorowania na
choroby serca i watroby, objawy wola i niedoczynno$¢ tarczycy, pokarmowa dystro-
fie migsni, u kobiet w cigzy moze powodowa¢ nieodwracalne zmiany ptodu, w przy-
padku mezczyzn zmniejszona jest ruchliwo$¢ plemnikow [4, 14, 15]. W przypadku
zwierzat niedobdr tego pierwiastka przektada sie bezposrednio na obnizong pro-
duktywnos¢ i zdrowotno$¢ hodowli, jedli nie jest rekompensowane zrdznicowang
dietg (zawierajaca migdzy innymi wit. E) [16]. Dotychczas poznane funkcje selenu
w organizmach zwierz¢cych, wiaza sie przede wszystkim ze specyficznym lub nie-
specyficznym wbudowywaniem selenowych analogéw aminokwasowych w struk-
ture biatek [3, 16]. Okazuje si¢ takze, ze wiele chordb wieku starczego u ludzi moze
by¢ spowodowanych nastepstwami niedoboru tego pierwiastka [17-19].

Podobnie tlumaczy si¢ negatywny wplyw wystepujacy w przypadku dlugo-
trwalego nadmiaru selenu (zatrucie) na organizmy zwierzece, ktory charakteryzuje
rézne nasilenie objawéw okreslanych mianem selenozy [4, 14, 16, 20]. Charakte-
rystyczne objawy selenozy obejmuja lysienie, zmeczenie i mdlosci, $linotok, cha-
rakterystyczny ,,czosnkowy oddech’, atrofie miesnia sercowego, slepote, prochnice
zebow, zesztywnienie konczyn oraz bol stawow czy tez uszkodzenie wytworéow
naskorka (rogi, kopyta, pazury, paznokcie).

2. ROSNACY NIEDOBOR SELENU W POLSCE

Na wstepie nalezy zaznaczy¢, ze problem niedoboru selenu rozpoznany i ana-
lizowany jest na $wiecie zaledwie od poczatku lat 50. ubiegtego stulecia, kiedy to
poznano ogromne znaczenie selenu w organizmach zwierzecych [21], jak réwniez
nalezy mie¢ na uwadze pelen bilans selenu w ukladzie gleba-rosliny uprawne-
zwierzeta gospodarskie—czlowiek, ktory jest wypadkowg zmian miedzy innymi
wielkosci fadunkéw antropogenicznych, stosowanego asortymentu nawozowego,
sytuacji rynkowej (réznorodnosci produktow dostepnych w sprzedazy), sposobow
zywienia zwierzat i nawykéw zywieniowych mieszkancow danego obszaru. Przy
czym to wlasnie, w normalnych warunkach, tj. z wykluczeniem obszaréw skazonych
selenem, pozywienie stanowi przewazajace zroédlo (>98%) selenu u ludzi i zwierzat,
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pozostale czynniki narazenia na ten pierwiastek (np. pyly, powietrze, woda pitna)
sg znikome [11].

Jeszcze do niedawna (do poznych lat 90. XX w.), gtéwne i znaczace Zrédia
emisji selenu w Polsce, w postaci depozycji glebowych (m.in. pyly, kwasne desz-
cze), obejmowaly emisje z zakladéw hutnictwa metali niezelaznych, emisje ze
spalania wegla w gospodarstwach domowych i zakladach przemystowych, emisje
z przemystu koksowniczego oraz przerdbki ropy naftowej [22]. Na skutek prze-
mian okresu transformacji ustrojowej i wdrozenia polityki srodowiskowej w kraju
(przede wszystkim spelnienie wymogow czlonkostwa Polski w Unii Europejskiej),
obserwuje sie spadek zuzycia kopalin a kominy zaopatruje si¢ w specjalne filtry i/
lub katalizatory. Rownoczesny szybki rozwdj i intensyfikacja rolnictwa w Polsce
powoduja tym samym znaczacy ubytek selenu z gleb. Zgodnie z danymi GUS, w
2012 r. catkowita emisja SO, w Polsce (503,4 tys. ton) byta o ponad 86% mniejsza w
poréwnaniu do danych z roku 1989 (3805 tys. ton) [23]. Szacowana globalna emi-
sja selenu z tytutu dzialalnodci czlowieka w latach 90. ubieglego wieku wynosita
4600 t/rocznie, podczas gdy emisja ze Zrédel naturalnych wynosita 9300 t/rok, przy
czym to wlasnie emisje ze spalania wegla i paliw kopalnych stanowily podstawowe
zrédlo emisji sztucznych tego pierwiastka [11]. Rdwnoczesne zmniejszenie depo-
zycji glebowej (kwasne deszcze) zwigzkow siarki oraz selenu, jak réwniez stosowa-
nie prostych nawozéw mineralnych (w szczegdlnosci superfosfatow potrojnych), o
malej zawartosci selenu tj. < 4 mg Se kg™') w poréwnaniu chociazby do stosowanych
wezesniej fosfatow pojedynczych (< 55 mg Se kg™') [24], spowodowalo ze obecnie
na wielu obszarach w kraju (z wykluczeniem obszaréw przemystowych, np. okolice
Legnicy - dzialalno$¢ KGHM Polska Miedz S.A.), gleby wykazuja stan w ktérym
zawarto$¢ catkowita selenu w glebie nie przekracza 0,5 mg Se kg™ s.m. co klasyfikuje
je jako deficytowe w ten pierwiastek [22]. Najwyzsze poziomy selenu (2,3-4,2 mg
Se kg™ s.m.) wystepuja w glebach w wojewddztwach: zachodniopomorskim, $wieto-
krzyskim i $laskim, najnizsze za$ (0,06-0,4 mg Se kg ™' s.m.) w regionie wojew6dztw:
kujawsko-pomorskiego, lubelskiego, dolnoslaskiego, warminsko-mazurskiego oraz
podlaskiego [25, 26]. Zawarto$¢ selenu w glebach na §wiecie zmienia si¢ od 0,01 do
2,0 mg Se kg™ s.m., najczestszy zakres to od 0,2 do 0,4 mg Se kg™ s.m. [22], przy
czym w Polsce $rednia zawartos¢ selenu w glebach wynosi 0,27 mg Se kg™ s.m. i jest
mniejsza od $redniej $wiatowej wynoszacej 0,33 mg Se kg™ s.m. [2, 22].

Znaczacym zrédtem emisji selenu w globalnym obiegu tego pierwiastka sa
takze procesy wietrzenia skal oraz dziatalnos$¢ cztowieka na podloze geologiczne,
np. odwierty w skatach, zwlaszcza tych formowanych w okresie kredy i jury, jak row-
niez skal o znamionach aktywnosci wulkanicznej i zawierajgcych kopaliny [16, 22].

Deficyt selenu w kraju, objawia si¢ rowniez w postaci obnizonej jego zawarto-
$ci u zwierzat zywigcych sie w tych rejonach Polski, na ktérym stwierdza si¢ niska
zawartos¢ selenu w glebie [27]. Na poczatku lat 90. XX w., w poludniowo-wschod-
nich regionach Polski odnotowano pierwsze oznaki dystrofii migsniowej oraz zabu-
rzenia w reprodukcji u koni, owiec i bydta [28], ktére mogly $wiadczy¢ o niedoborze
tego pierwiastka. Przy czym faktem jest, ze zawartos$¢ selenu w produktach spozyw-
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czych pochodzenia roslinnego odzwierciedla zazwyczaj jego zawartos¢ w glebie z
rejondw, z ktorych te rosliny pochodza [2, 11, 16].

Potwierdzeniem tego stanu sg rowniez wyniki badan okreslajacych zawartosé
tego pierwiastka w probkach biologicznych (osocze krwi, mocz) mieszkancow
Polski przeprowadzane od lat 80. ubieglego wieku, ktére powtarzane sg $rednio co
10 lat [29]. Na podstawie otrzymanych wynikéw, w latach 1981-1999 odnotowano
znaczacy, blisko dwukrotny spadek stezenia Se w surowicy krwi (wskaznik pozwa-
lajacy okresli¢ krotkoterminowe spozycie tego pierwiastka z uwagi na jego metabo-
lizm w organizmach zwierzecych) we wszystkich grupach wiekowych poddanych
testom. W przypadku kobiet nie bedgcych w cigzy odnotowano spadek zawartosci
Se w surowicy krwi z wartosci 95 + 13 ug Se L™ do wartosci 54 + 12 ug Se L. Przy
czym zakres prawidlowej zawartosci selenu, tj. optymalnej dla aktywnosci osoczo-
wej peroksydazy glutationowej (GPx3), dla 0s6b dorostych wynosi 75-140 pg Se L™
[30]. Réwniez ostatnie badania, przeprowadzone w rejonie Gérnego Slaska, wyka-
zujg niskie wskazniki Se we krwi mieszkancdw tego obszaru [31].

Zgodnie z danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia [2], szacowane dzienne
spozycie selenu przez mieszkancéw Polski w latach 1990-1999 wynosito 11-24 pg
Se d™'. Dla poréwnania, w Niemczech (Bawaria) warto$¢ ta wynosita 35 ug Se d ™', w
Belgii ~40 pg Se d”', w Holandii 67 pg Se d', podczas gdy zalecana dzienna dawka
spozycia (RDI) tego pierwiastka dla dorostych osob obu pici, rekomendowana przez
US Food and Nutrion Board wynosi 55 pg Se d ', przy czym przyjmuje sie, ze mak-
symalna tolerowana dawka bezpiecznego spozycia w krajach Europy dla oséb doro-
stych wynosi 300 pg Se d* [32].

3. FORTYFIKACJA AGROTECHNICZNA JAKO SPOSOB UZUPEENIANIA
DEFICYTU SELENU W DIECIE ZWIERZAT I CZLOWIEKA

Wisréd powszechnie dostepnych metod uzupetniania deficytu selenu w die-
cie wyrdznia si¢ suplementacje [33-35], fortyfikacje pasz zwierzat hodowlanych
[33, 36, 37] oraz roélin [11, 16, 24, 38] w ten pierwiastek, przy czym dla tych ostat-
nich, mozliwa jest poprzez zastosowanie zabiegdw agrotechnicznych lub metod
inzynierii genetycznej. To wlasnie metody fortyfikacji agrotechnicznej, w szcze-
golnoséci nawozenie roélin uprawnych, sa najbardziej obiecujace w odniesieniu do
selenu, gdyz pozwalaja na rozwigzanie problemu jego niedoboru w sposéb o wiele
bardziej korzystny ekonomicznie, bezpieczniejszy i bardziej ogolnodostepny niz
w przypadku pozostalych metod. Kluczowe w tym podejéciu jest wykorzystanie
odpowiedniego sposobu dostarczania selenu do rosliny przy réwnoczesnym zapew-
nieniu bezpieczenistwa jego stosowania i minimalizacji skazenia nim $rodowiska
[2, 11, 32] a zwlaszcza gleb, wod powierzchniowych i niepozgdanego (toksycznego)
wplywu na organizmy zywe i rosliny zlokalizowane w tej strefie [11]. Wazne jest
réwniez zapewnienie wysokiej efektywnosci stosowanych agrochemikaliow seleno-
wych, zwlaszcza Ze nierozsadne gospodarowanie ograniczonym w zasobach surow-
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cem jakim jest selen moze negatywnie wplyna¢ na jego cen¢ na rynku oraz, w dtugo-
letniej perspektywie, wyczerpac jego tatwo dostepne, tj. oplacalne i nierozproszone
zrodta [11].

Niezwykle pomocne w kontekscie fortyfikacji roslin o znaczeniu gospodar-
czym w selen s3 doswiadczenia innych krajow, w szczegdlnoséci Finlandii, gdzie
w okresie kilku lat (1983-1990) 10-krotnie zwigkszono zawartos¢ selenu w zbozach
[39], zwickszajac tym samym dzienne spozycie tego pierwiastka u Findw z wartosci
26 ug Se d' do 56 pg Se d™' (w latach 1990-1999) [2]. Dokonano tego poprzez regu-
lowane ustawg dodanie selenianiu(VI) sodu do stosowanych éwcze$nie nawozow
mineralnych w iloéci 16 pg Se g nawozu. W roku 1990 zmniejszono te dawke do
wartoéci 6 pg Se g . W tym samym czasie, z szacowanych 20 ton Se uzytych w tym
celu, 18 ton wytracilo si¢ w glebie, stajac si¢ tym samym materiatem trudno dostep-
nym dla rodlin [63]. Nie zaobserwowano przy tym zwickszenia (wrecz spadek)
zawartos$ci Se w wodach, w tym powierzchniowych, czy wolno stojacych (badania
0d 1990 1.) [41], co potwierdza tylko skomplikowana biogeochemie tego pierwiastka
i potrzebe racjonalnego i efektywnego wykorzystania selenu do celéw nawozowych.

Zaobserwowane, w latach 70. XX w., w krajach Europy Péinocnej, Finlandii
i Wielkiej Brytanii czy Szkocji zmniejszenie spozycia selenu bylo skutkiem rezy-
gnacji ze zbdéz importowanych z Kanady czy Standéw Zjednoczonych (obszary
bogate w Se) na rzecz zbdz, zwlaszcza pszenicy pochodzenia krajowego [64]. W tym
samym czasie, prawie o 1/3 zmniejszylo si¢ spozycie produktéw zbozowych (platki
zbozowe, pieczywo) w Wielkiej Brytanii. W efekcie, dzienne spozycie selenu w tym
kraju zmalalo z warto$ci 60 pg Se d”' w roku 1974 do wartosci 33 pg Sed ™ w 1995 r.
[2]. Dlatego podjeto proby zwrdcenia uwagi na potrzebe biofortyfikacji rodlin
uprawnych w ten pierwiastek [4, 24].

Polska jest krajem w ktérym przewazajaca czes¢ spozywanych przez jej miesz-
kancow produktéow spozywczych, zaréwno pochodzenia roélinnego jak i zwie-
rzgcego pochodzi z produkeji krajowej. Ogoélna powierzchnia zasiewéw (w rozu-
mieniu cytowanego dokumentu) stanowi w Polsce obszar o powierzchni 10,4 min
ha [42], na ktérych dominujg zboza (73,3% powierzchni), zasiewy przemystowe
(11,2% powierzchni), oraz tzw. zasiewy pastewne (8,3% powierzchni). Zrdéznico-
wany charakter upraw w kraju pozwala na réznicowanie asortymentu dostaw bio-
fortyfikowanych w selen produktéw roslinnych, w zaleznosci od potrzeb zywienio-
wych dalszych odbiorcéw, tj. zwierzat gospodarskich lub bezposrednio czlowieka.
Na szczegolng uwage, w kontekscie biofortyfikacji agrotechnicznej selenem roslin
o znaczeniu gospodarczym i przeznaczonych dla zwierzat gospodarskich, zastuguja
uprawy rzepaku, ktorych powierzchnia (Yacznie z rzepikiem) wynosita w 2010 r.
946,1 tys. ha i zwiekszyla sie do tego roku o0 507,2 tys. ha, tj. 0 115,5% w poréwnaniu
do roku 2002 r. [42]. W Polsce obecnie uprawia si¢ wylacznie odmiany rzepaku
,»,007, z ktérych po czesciowym odolejeniu otrzymuje si¢ wyttoki, a po zastosowaniu
dodatkowo ekstrakcji rozpuszczalnikami poekstrakcyjng $rute rzepakowa.
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Rodliny wyzsze znaczaco réznig si¢ tolerancja wobec selenu, niektére z nich
rosngce na glebach z duzg zawartoscig tego pierwiastka akceptuja ten poziom, przez
co okreslane s3 mianem akumulatoréw selenu. Pozostate, nieakumulujace selenu
moga by¢ albo wrazliwe albo niewrazliwe na jego zwiekszony poziom w glebie.
Przykladem roslin akumulujacych selen sa niektére gatunki z rodzaju Astragalus
nalezace do bobowatych oraz Brassicaceae — kapustowate, przy czym przyjmuje sie,
ze s3 one zdolne do akumulacji selenu w znacznych ilosciach, nawet do 100 000 mg
Se kg™ [43]. Dla tych roslin, pobieranie selenu nie jest koniecznie proporcjonalne
do zawartosci tego pierwiastka w glebie [43]. Dla pordwnania, roéliny zbozowe
akumuluja przecietnie do 25 mg Se kg™’ a trawy do 5 mg Se kg™ [43]. Przy czym
w przypadku roslin rosnagcych w srodowisku gleb ubogich w selen, wartosci te nie
przekraczajg zazwyczaj 0,5 mg Se kg ' ze $rednia wynoszacg ~0,2 mg Se kg ™' [11].

O sposobie w jaki rodliny pobieraja selen z gleby decyduje przede wszystkim
forma w jakiej pierwiastek ten jest dostepny w jej otoczeniu [43, 44]. Z roztworu
glebowego seleniany(VI) pobierane s3 w sposob aktywny (proces wymagajacy
energii od roslin) z wykorzystaniem tych samych bialek transporteréw co siarcza-
ny(VI) (ang. high affinity sulphate transporters, HASTs), podczas gdy seleniany(IV)
pobierane sg biernie, w sposéb podobny do fosforanéw(V) [45]. Rozpuszczalne
w roztworze glebowym zwigzki selenu moga zosta¢ pobrane przez roéling, ulec bio-
transformacji przez mikroorganizmy (np. metylacja), straci¢ mobilno$¢ na skutek
warunkow otoczenia albo zosta¢ wymyte do wod gruntowych [44].

Szczegdlnie wazne w kontekscie biofortyfikacji jest to, ze rodliny pobieraja selen
w postaci nieorganicznej i przeksztalcaja go (biotransformacja) do selenu w postaci
organicznej, gléwnie do selenowych analogéw aminokwaséw i ich pochodnych/
[16, 43], ktéry w przypadku organizmoéw zwierzecych jest bardziej pozadany, ze
wzgledu na mniejszg toksycznos¢ i dluzszy biologiczny okres poéltrwania, tj. okres
po jakim nastgpi spadek zawartosci tego pierwiastka do polowy wartosci wchio-
nietej do organizmu. W badaniach przeprowadzonych u ludzi, $redni czas poto-
wicznego zaniku Se w calym organizmie dla selenometioniny (L-SeMet) oraz soli
selenowych(IV) wynosil odpowiednio 252 oraz 102 dni, wskazujac na odmienny
metabolizm obu zwigzkéw w organizmie na korzys¢ tego pierwszego [47, 48]. Inne
badania wskazujg réwniez, ze selen jest lepiej przyswajalny z pozywienia w postaci
zwigzanej z materig organiczng, co réwniez warunkuje jego dalszy metabolizm
w organizmie [11, 16].

To, co dodatkowo wyréznia rosliny okreslane mianem akumulatoréw to fakt,
ze s3 w stanie pobierac selen z gleby w bardziej zrdéznicowanej postaci niz rosliny
pozbawione zdolnosci do jego akumulacji [11]. Ponadto, roéliny te s3 w stanie prze-
ksztalca¢ selen do znacznie wiekszej liczby zwigzkow, tzn. oprdcz prostych amino-
kwasow jak selenometionina czy selenocysteina, ktdre moga zostaé bezposrednio
wbudowane w strukture bialek, rowniez do ich polaczen i modyfikacji (np. poprzez
metylacje), ktore zabezpieczajg i chronig roéliny przed fitotoksycznoscia zbyt duzej
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ilosci selenu [43, 44]. Roéliny te znajduja zastosowanie w fitoremediacji obszaréw
skazonych selenem w sposdb naturalny lub na skutek dzialalnosci cztowieka [49].

4. STRATEGIE FORTYFIKACJI AGROTECHNICZNE] ROSLIN W SELEN

Fortyfikacja rodlin wyzszych selenem przy pomocy metod agrotechnicznych
opiera si¢ gléwnie na wykorzystaniu nawozoéw mineralnych zawierajacych ten
mikroelement w postaci soli selenowych(VI) (z uwagi na wysoka przyswajalno$é
przez korzenie roslin), przy czym nalezy podkresli¢ ze pozostate metody, w szczegdl-
nosci te dotyczace zwigkszenia dostepnosci selenu obecnego juz w glebie dla roélin,
sa obecnie skutecznie stosowane w przypadku innych mikroelementéw (np. Fe) i sg
uzupelnieniem racjonalnego wykorzystania selenu w rolnictwie [46]. Znajdujg one
zastosowanie w przypadku, gdy selen jest zawarty w glebie, ale jest trudno dostepny
albo nawet niedostepny dla roslin gdyz albo wystepuje w glebszych partiach gleby
albo jest zwigzany z materig organiczng lub substancjami ilastymi (tlenki glinu,
tlenki zelaza). Dla gleb uznawanych za deficytowe w selen, w zaleznosci od charak-
teru uprawy stosuje si¢ nawozy doglebowe i/lub dolistne zawierajace ten pierwiastek
(dorazne zwigkszenie zawarto$ci selenu w glebie). Z kolei nawozy dolistne stosuje
sie przewaznie w przypadku roslin, dla ktérych mikroelementy nie sg bezposrednio
transportowane do czeéci jadalnych (np. uprawy sadownicze).

Celem zwigkszenia zawartosci selenu w czesciach jadalnych roslin, musi nasta-
pi¢ kolejno po sobie pobranie przez korzen lub lis¢, nastepnie jego efektywne prze-
transportowanie oraz akumulacja w tych czgéciach, w formie nietoksycznej dla dal-
szych ogniw fancucha pokarmowego i samej roéliny [43].

Rosliny wyzsze s zdolne do pobierania selenu z roztworu glebowego w postaci
rozpuszczalnych w wodzie selenianéw(VI) (SeO;) oraz mniej rozpuszczalnych
selenianéw(IV) /SeO;"). Selen elementarny oraz zwigzany w kompleksy /np. z
metalami cigzkimi/ czy tez z materig organiczng uwazany jest za niedostepny dla
roélin [43, 50]. Badania wykazaly, ze przyswajalnos¢ selenianu(VI) sodu jest nawet
10 krotnie wigksza niz selenianu(IV) sodu [51]. Na pobranie selenu przez rosline
wplyw ma rowniez zawartos¢ siarki, ktorej zbyt wysoka zawartos¢ w glebie ograni-
cza nagromadzenie selenu przez rosline, poprzez tzw. antagonizm jonowy. Stosun-
kowo wysoki prég pojawienia sie antagonizmu wykazuja rosliny siarkolubne (rze-
pak, gorczyca, koniczyna, lucerna, kapusta, cebula, czosnek). W przypadku lucerny,
stosunek zawartosci ogdlnych S:Se wynosit 841:1 [52]. Analogiczny stosunek dla
jeczmienia wynosi 43:1 a dla ryzu 36:1 [53].

Forma, w jakiej selen wystepuje w glebie zalezy przede wszystkim od typu
gleby, jej tekstury, pH, zawarto$ci substancji organicznej, zawarto$ci gliny, zawarto-
$ci siarczanow i fosforanéw, potencjatu redoks oraz aktywnosci mikroorganizméw
[22, 44, 54]. Jednym ze skutecznych sposobéw ominiecia ograniczen zwigzanych
z dzialalno$cig wyzej wymienionych czynnikéw stanowi zastosowanie granulatow
soli selenowych o zrdznicowanej rozpuszczalnoéci (np. 10 g Se kg™ 1:1 Na SeO,
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i BaSeO, - gama Selcote®) zapewniajacych dlugotrwale uwalnianie selenu (nawet
2 lata). Skutecznos¢ tego rozwigzania potwierdzily liczne badania polowe na wielu
rodlinach, w tym pastwiskowych w Australii i Nowej Zelandii [24].

Podjeto juz skuteczne proby biofortyfikacji roslin kapustowatych w selen w $ro-
dowisku naturalnym [55]. W przeprowadzonych prébach polowych (Finlandia)
z wykorzystaniem wzbogaconych w selen zaréwno tradycyjnych nawozéw oraz
nawozow dolistnych, w ktorych obiektem badan byly dwa najbardziej popularne
wsrod hodowcoéw gatunki rzepaku (przeznaczone na pasze lub cele energetyczne):
Brassica napus (Kapusta rzepak) oraz Brassica rapa (Kapusta wlasciwa), wykazano
wysoka akumulacje selenu (~2 pg Se g ') bez wplywu na wydajnos¢ plonu czy zawar-
to$¢ 1 jakos¢ olejow [55]. Ponadto, badania specjacyjne wykazaty, ze 85% catkowi-
tego selenu, zawartego we wzbogaconym w selen rzepaku, stanowi selen w postaci
pozadanej w perspektywie Zywienia zwierzat oraz cztowieka, tj. selenometioniny.
W doswiadczeniu wykorzystano selen w postaci selenianu(VI) sodu (Na,SeO,) jako
dodatku do nawozéw mineralnych N-P-K-Mg-S w dawce 0; 5,6 i 20 g Se ha™' oraz
mieszaniny wodnych roztworéw selenianu(IV) sodu /Na SeO,/ oraz selenianu(VI)
sodu (Na,SeO,) w dawce 01i 30 g Se ha™' (nawozenie dolistne), przy czym te ostatnie
poprzedzone byly suplementacja gleby w dawce 6 g Se ha™'. Badania przeprowadzone
byly na glebach o charakterze gliniastym o $rednim pH 6,3 i calkowitej zawartosci
selenu < 0,01 mg L™'. Odzysk selenu z gleby po przeprowadzonym eksperymencie
wyniost 5,5 - 6,0%. Ponadto, badacze zaproponowali, ze docelowa zawarto$¢ selenu
w paszy wytworzonej z badanych roélin moze zosta¢ ustalona na poziomie 1 pg
Se g”' — warto$¢ ktéra gwarantuje dawka nawozu dolistnego poprzedzona zaprawia-
niem gleby w selen w ilosciach 6 g Se ha™".

Dotychczasowy stan wiedzy nie pozwala stwierdzi¢, aby selen byl niezbedny
dla rozwoju roélin wyzszych, jednak wedlug wielu badaczy jego ultrasladowe ilo$ci
/ng/, ktére i tak zapewniaja jego rozproszenie w skorupie ziemskiej i wspotwyste-
powanie z siarkg, moga pelni¢ znaczacy role w ich rozwoju [56, 57]. O ile selen
nie wplywa na wydajnos¢ plonu czy ilo$¢ i jakos¢ olejéw w kapustowatych, to ma
jednak wplyw na morfologi¢ plonéw za sprawa selenocukrow, ktérych obecnos¢
stwierdzono zaréwno w badaniach polowych [55] jak i w warunkach laboratoryj-
nych, tj. w warunkach $cisle kontrolowanych [57]. Réwniez badania na innych rosli-
nach, w tym widma z analiz proteomicznych ryzu (Oryza sativa) fortyfikowanego
w Se w Chinach wykazaly réznice w aktywno$ci bialek odpowiedzialnych za synteze
sacharozy w poréwnaniu do tych samych roslin bez fortytikacji Se [40].

Na ogét warzywa i owoce zawieraja male ilosci selenu [33], za wyjatkiem orze-
chéw (w szczegolnosci wloskich), szparagdw, baklazana, kalafiora, czosnku czy tez
bogatych w bialka wybranych roslin strgczkowych. Jednym z ciekawych pomystow
jest wykorzystanie pieczarek (Agaricus bisporus) [11], jako Zrédla organicznych form
selenu w pozywieniu. Pieczarki cieszg si¢ relatywnie wysokim wspélczynnikiem
przyswajalnosci selenu z gleby w poréwnaniu do roslin wyzszych, w szczegolnosci
odmiana brazowa (Crimini), ktéra jest w stanie zapewni¢ nawet 20% RDA (zale-
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cane dzienne spozycie ang. Recommended Dietary Allowances) w diecie dorostych
akumulujgc nawet 2 pg Se g™ s.m. przy zastosowaniu odpowiedniego podtoza [11].
Dla poréwnania, w migsie zawarto$¢ selenu wynosi 0,588 pg Se g™, w szparagach
0,862 ug Se g ' oraz w baktazanie 0,262 ug Se g™ [11].

Selen moze by¢ réwniez aplikowany dolistnie, co w przypadku niektérych
rodzajow roslin okazuje si¢ o wiele bardziej efektywne niz stosowanie nawozéw
doglebowych. Jest to jednak zalezne od warunkéw pogodowych oraz ma ograni-
czone zastosowanie do obszaréw rolniczych o duzych powierzchniach, z uwagi na
bezpieczenstwo ludzi w strefach zamknietych (np. uprawy szklarniowe) [39, 43].

Jednym z alternatywnych do wyzej wspomnianych sposobow dostarczania
selenu do gleby jest zastosowanie materiatu roslinnego (np. z fitoremediacji) wzbo-
gaconego w ten pierwiastek [43].

Badania przeprowadzone w Finlandii [58, 39, 60], Nowej Zelandii [59], Wiel-
kiej Brytanii [59], Stanach Zjednoczonych (Oregon) [38] oraz pozostate [11] wyka-
zaly, ze biofortyfikacja agrotechniczna jest skuteczng metoda uzupelniania deficytu
selenowego u zwierzat oraz ludzi z terenéw o niskiej zawartosci selenu w glebach.

W dluzszej perspektywie, istnieje rowniez mozliwos¢ zwigkszenia zawarto$ci
selenu poprzez zastosowanie metod selekeji roslin lub uprawe odmian o zwiekszo-
nej przyswajalnosci selenu [46]. Przy czym zastosowanie roélin transgenicznych
(np. o sztucznie zwiekszonej akumulacji selenu) moze wymaga¢ wigkszej kontroli
i stalego monitoringu zawartosci tego pierwiastka w roslinach [39, 46, 60].

Zgodnie z kanadyjskimi wytycznymi, zalecana zawarto$¢ selenu w glebach
z przeznaczeniem rolniczym wynosi 125 mg Se kg-1 [11], podobnie z wytycz-
nymi amerykanskiej Agencji Srodowiskowej (ang. Environment Agency, EA) dla
obszaréw rolniczych wartoé¢ ta wynosi 120 mg Se kg™ [61]. Warto tu zaznaczy¢,
ze wartosci te sg obliczone na podstawie dostepnych danych literaturowych z prze-
prowadzonych badan laboratoryjnych i polowych dotyczacych wpltywu selenu na
wybrane elementy srodowiska i moga ulec zmianie w przysztosci. O ile czynniki
srodowiskowe nie beda pozwalaly na podjecie dziatan w zakresie zmiany polityki
rolnej w kraju, tj. zwrdcenie uwagi na problemy niedoboru pierwiastkéw o duzym
znaczeniu dla zdrowia czlowieka, alternatywne lub dodatkowe nadzieje upatrywac
mozna w metodach fortyfikacji Zywnosci, zwlaszcza z wykorzystaniem organicz-
nych nosnikéw selenu (np. mikroorganizmy selenowane) [33].

W chwili obecnej, niedozywienie bedace skutkiem przedtuzonego niedoboru
waznych dla organizmu skladnikéw pokarmowych jest problemem i wyzwaniem
zwlaszcza dla krajow rozwijajacych sie [62]. Zgodnie z ustaleniami Konsensusu
Kopenhaskiego (Copenhagen Consensus 2004), poszukiwanie rozwigzan dla tego
problemu powinno stanowi¢ wysoki priorytet w strategii rozwoju kazdego kraju
w zakresie zapewnienia dobrobytu spotecznego jego mieszkancow.

Rowniez analiza krajowego rynku nawozéw czy dodatkéw paszowych poka-
zuje, ze selen nie jest obiektem zainteresowan odbiorcow. W przypadku nawozoéw,
pierwiastek ten jest dostepny tylko w wybranych specjalistycznych dolistnych nawo-
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zach mikroelementowych, przeznaczonych gtéwnie pod uprawy rolin warzyw-
nych i dla upraw sadowniczych w postaci soli selenowych (+4 i +6 st. utl). Nawozy
z dodatkiem selenu mozna réwniez zamowi¢ na specjalne zyczenie u niektorych
polskich producentéw (miedzy innymi Intermag, Suplo, Ekoplon, Inco-Veritas).
Przy czym nalezy podkresli¢, Ze nawozy z dodatkiem selenu s3 drozsze, ich cena
moze by¢ nawet wyzsza o 15% w pordwnaniu do ceny nawozoéw bez tego mikroele-
mentu (dane wlasne).

PODSUMOWANIE

Roéliny uprawne zawierajace podwyzszong zawarto$¢ selenu moga stanowic¢
efektywny i bezpieczny dla ludzi i zwierzat dodatek do zywnosci lub pasz. Moga
by¢ réwniez bardziej pozadane na rynku, podczas gdy koszt ich produkcji (tj.
koszt nawozu selenowego i jego aplikacji) moze zosta¢ przerzucony na konicowego
odbiorce. W $wietle zagrozen, jakie moze stwarza¢ zaréwno niski, jak i wysoki
poziom selenu w $rodowisku, konieczne jest opracowanie bezpiecznej technologii
uzupelniajgcej deficyt selenu w diecie i uwzgledniajacej jednoczesnie zmiany zawar-
tosci tego pierwiastka w ukladzie gleba - rosliny uprawne - zwierzeta hodowlane
- czlowiek z réwnoczesnym monitoringiem pozostalych elementéw $rodowiska
naturalnego i z zachowaniem zgodno$ci zasad zréwnowazonego rozwoju. Skom-
plikowana natura tego pierwiastka wskazuje réwniez na potrzebe opracowania
szczegdtowego modelu obiegu selenu w srodowisku, tj. dla konkretnego przypadku,
uwzgledniajagcego w odpowiednim stopniu poszczegélne aspekty $Srodowiska
i pozwalajacego ograniczy¢ koszty zwigzane z jego monitoringiem w $rodowisku.
Tym samym, wzbogacona w selen zywno$¢ pochodzenia rolinnego czy zwierze-
cego, jako zywno$¢ funkcjonalna moze stanowi¢ bardziej konkurencyjng forme
zywnoéci na rynku krajowym czy zagranicznym, co potwierdza przypadek Finlandii
oraz pozostalych krajow, ktére tego typu dzialania juz podjely.

PODZIEKOWANIA

Praca finansowana ze $rodkéw na nauke w latach 2015-2016 jako projekt
badawczy statutowy MNiSzW realizowany na Wydziale Chemicznym Politechniki
Wroctawskiej (nr zlec. S50150 / Z0517) pt.: ,Opracowanie i wdrozenie akredytowa-
nych procedur oznaczania makro- i mikrosktadnikéw nawozowych oraz produktow
korozji stali”
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Podzigkowania za okazang pomoc i wsparcie finansowe udzielone ,,wiadomo-
$cig chemicznym” w roku 2015

W imieniu Komitetu Redakcyjnego ,, Wiadomosci Chemicznych” skltadam ser-
deczne podziekowania za okazang pomoc i wsparcie finansowe udzielone w roku
2015. Podzigkowania kieruje do:

o prof. dra hab. inz. Andrzeja Trochimczuka, Dziekana Wydzialu Chemicz-

nego Politechniki Wroclawskiej,

o prof. dra hab. Adama Jezierskiego, Prorektora Uniwersytetu Wroctawskiego,

« prof. dra hab. Andrzeja Jezowskiego, Dyrektora Instytutu Niskich Tempera-

tur i Badan Strukturalnych PAN we Wroctawiu,

o prof. dra hab. Pawla Kuleszy, Dzekana Wydzialu Chemiii Uniwersytetu

Warszawskiego,
o prof. dra hab. Anny Trzeciak, Dziekan Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego.

Jednoczes$nie apeluje do Dziekanow wydzialéw chemicznych wyzszych uczelni
oraz Kierownikéw innych jednostek chemicznych o wsparcie finansowe naszego
czasopisma.

prof. dr hab. Zdzistaw Latajka
Redaktor Naczelny

Lista recenzentow wspolpracujacych
W latach 2013-15

prof. dr hab. inz. Marek Adamczak
Katedra Biotechnologii Zywnosci, Uniwersytet Warminisko-Mazurski w Olsztynie

prof. dr hab. inz. Ryszard Andruszkiewicz
Politechnika Gdanska, Wydziat Chemii, Katedra Technologii Lekéw i Biochemii

prof. dr hab. inz. Barbara Becker
Politechnika Gdanska, Wydzial Chemiczny

prof. dr hab. Krzysztof Bielawski
Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku; Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem
Medycyny Laboratoryjnej; Zaklad Syntezy i Technologii Srodkéw Leczniczych
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prof. dr hab. Aleksander Bilewicz
Instytut Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie

prof. dr hab. Renata Bilewicz
Uniwersytet Warszawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. inz. Grzegorz Bujacz
Politechnika L6dzka, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Instytut Bioche-
mii Technicznej

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

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

prof. dr hab. Jerzy Boryski
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

prof. dr hab. inz. Zbigniew Brzozka
Wydzial Chemiczny, Politechnika Warszawska

prof. zw. dr hab. Wanda Brzyska
Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej; Wydzial Chemii; Zaktad Chemii Ogoélnej
i Koordynacyjnej

prof. dr hab. Ewa Joanna Bulska
Uniwersytet Warszawski; Wydzial Chemii

prof. zw. dr hab. inz. Bogdan Burczyk
Politechnika Wroctawska; Wydziat Chemiczny; Instytut Technologii Organicznej i
Tworzyw Sztucznych
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prof. zw. dr hab. Boguslaw Buszewski
Wydzial Chemii UMK, Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki

dr Marek Cebrat
Uniwersytet Wroclawski, Wydzial Chemii

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

prof. Dr hab. Jerzy Choma
Wydzial Nowych Technologii i Chemii, Wojskowa Akademia Techniczna

dr Grazyna Chwatko
Uniwersytet £.6dzki; Wydzial Chemii; Katedra Chemii Srodowiska

prof. dr hab. Leszek Zbigniew Ciunik
Wydzial Chemii, Uniwersytet Wroctawski

prof. dr hab. inz. Stanistaw Cudzilo
Wojskowa Akademia Techniczna im. Jarostawa Dabrowskiego; Wydzial Nowych
Technologii i Chemii; Instytut Chemii

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. Michal Cyranski
Wydzial Chemii, Uniwersytet Warszawski

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

prof. dr hab. Barbara Debska
Politechnika Rzeszowska im. Ignacego Lukasiewicza, Wydzial Chemiczny

prof. dr hab. Zbigniew Dobrzanski
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Wydzial Biologii i Hodowli Zwierzat;
Katedra Higieny Srodowiska i Dobrostanu Zwierzat



1088 INFORMACJE

prof. dr hab. Jan Dobrowolski
Instytut Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie

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

prof. dr hab. Andrzej Dzugaj
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Nauk Biologicznych; Instytut Genetyki
i Mikrobiologii

dr hab. Krzysztof Ejsmont
Uniwersytet Opolski, Wydzial Chemii

prof. dr hab. Michal Klemens Fedorynski
Politechnika Warszawska; Wydzial Chemiczny; Instytut Biotechnologii

prof. dr hab. Aleksander Filarowski
Wydzial Chemii, Uniwersytet Wroctawski

prof. dr hab. Jolanta Floryszak-Wieczorek
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; Wydziat Ogrodnictwa i Architektury Krajo-
brazu; Katedra Fizjologii Roslin

prof. dr hab. Rafal Jozef Franski
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Zaklad Chemii
Supramolekularnej

prof. dr hab. Renata Gadzala-Kopciuch
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydziat Chemii, Katedra Chemii
Srodowiska i Bioanalityki

prof. dr hab. Zbigniew Galus
Wydzial Chemii, Uniwersytet Warszawski

prof. dr hab. Andrzej Gamian
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu; Wydziat Lekarski; Kate-
dra i Zaklad Biochemii Lekarskiej

prof. dr hab. Roman Gancarz
Politechnika Wroclawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaklad Technologii
Organicznej i Farmaceutycznej
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dr hab. Inz. Barbara Gawdzik
Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach; Wydzial Matematyczno-Przyrodni-
czy; Instytut Chemii

prof. dr hab. Maria Gdaniec
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Zaklad
Krystalogratii

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. Karol Leslaw Grela
Instytut Polskiej Akademii Nauk

Katarzyna Malgorzata Gobis
Gdanski Uniwersytet Medyczny; Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej; Katedra i Zaklad Chemii Organicznej

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

prof. dr hab. Maria Grzeszczyk
Uniwersytet Wroctawski, Wydzial Chemii

prof. dr hab. Teresa Grzybek
Akademia Goérniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie; Wydzial Ener-
getyki i Paliw; Katedra Technologii Paliw

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 Inzynieryjno-Ekonomiczny;
Instytut Chemii i Technologii Zywno$ci

dr hab. inz. Andrzej Huczko
Uniwersytet Warszawski; Wydzial Chemii
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prof. dr hab. inZz. Stefan Jankowski
Politechnika Lodzka; Wydzial Chemiczny; Instytut Chemii Organicznej

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

dr hab. Inz. Janina Kabatc
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich w Byd-
goszczy; Wydzial Technologii i Inzynierii

prof. dr hab. Piotr Kachlicki
Instytut Genetyki Roslin PAN

dr hab. Karol Michal Kacprzak
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Pracownia Ste-
reochemii Organicznej

prof. zw. dr hab. inz. Pawel Kazimierz Kafarski
Politechnika Wroclawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaklad Chemii
Bioorganicznej

dr hab. Malgorzata Karolus
Uniwersytet Slaski, Wydzial Informatyki i Nauki o Materiatach, Instytut Nauki
o Materiafach

prof. dr hab. Franciszek Kasprzykowski
Wydzial Chemii, Uniwersytet Gdanski

prof. dr hab. Aleksander Koll
Wydzial Chemii, Uniwersytet Wroclawski

dr hab. inz. Aleksandra Kolodziejczyk
Uniwersytet Gdanski, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Medycznej

prof. dr hab. inz. Aleksander Kolodziejczyk
Politechnika Gdanska; Wydzial Chemiczny; Katedra Chemii Organicznej

prof. dr hab. Marek Kojdecki
Wojskowa Akademia Techniczna im. Jarostawa Dabrowskiego; Wydzial Cyberne-
tyki; Instytut Matematyki i Kryptologii
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dr Edyta Kostrzewa-Suslow
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu; Wydzial 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. Zygmunt Kowalski
Instytut Chemii i Technologii Nieorganicznej, Politechnika Krakowska

prof. dr hab. Anna Koziot
Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej; Wydzial Chemii; Zaktad Krystalografii

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

prof. dr hab. Adam Kraszewski
Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk

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

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

prof. zw. dr hab. Tadeusz M. Krygowski
Uniwersytet Warszawski, Wydzial Chemii

dr Malgorzata Krasodomska
Uniwersytet Jagiellonski, Wydzial Chemii, Zaktad Chemii Organicznej

prof. dr hab. czl. Koresp. PAN Wlodzimierz Krzyzosiak
Polska Akademia Nauk; Wydzialy PAN; Wydzial IT Nauk Biologicznych i Rolniczych

prof. dr hab. Pawel Grzegorz Krysinski
Uniwersytet Warszawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Andrzej Ksigzczak
Politechnika Warszawska; Wydziat Chemiczny; Zaktad Materialéw Wysokoenergetycznych
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dr hab. Maciej Kubicki
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Zaktad
Krystalografii

prof. dr hab. Aleksandra Kubicz
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Nauk Przyrodniczych; Instytut Biochemii i Bio-
logii Molekularnej

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

prof. dr hab. Pawel Kulesza
Wydzial Chemii, Uniwersytet Warszawski

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

prof. zw. dr hab. Zdzistaw Latajka
Uniwersytet Wroctawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Stanistaw Le$niak
Uniwersytet £odzki; Wydziat Chemii, Katedra Chemii Organicznej i Stosowane;j

prof. dr hab. Zbigniew Lesnikowski
Instytutu Biologii Medycznej PAN

prof. dr hab. Jarostaw Lewkowski
Uniwersytet £.odzki, 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 Wroclawski, Wydzial Chemii
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prof. dr hab. Wieslaw Lasocha
Uniwersytet Jagielloniski; Wydzial Chemii; Zaktad Krystalochemii i Krystalofizyki

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

dr hab. Boguslawa Maria Leska
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Zaklad Chemii
Supramolekularnej

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

prof. dr hab. Wojciech Macyk
Zaklad Chemii Nieorganicznej, Wydzial Chemii UJ

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 Zaktad Tech-
nologii Postaci Leku

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

dr Agnieszka Masajada
Politechnika Wroclawska, Instytut Fizyki

dr hab. inz. Witold Zygmunt Mielcarek
Instytut Elektrotechniki

prof. dr hab. Roman Mieczystaw Mierzecki
Polska Akademia Nauk; Wydziat I Nauk Humanistycznych i Spotecznych; Komitet
Historii Nauki i Techniki
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dr hab. Jan Milecki
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Pracownia
Spektrochemii Organicznej

dr hab. inz. Karol Minkowski
Instytut Biotechnologii Przemyslu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa
Dabrowskiegoi

prof. dr hab. Konrad Misiura
Wydzial Farmaceutyczny, Collegium Medicum w Bydgoszczy, Katedra i Zaktad
Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych

prof. dr hab. Andrzej Molski
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza; Wydzial Chemii; Pracownia Dynamiki Pro-
cesoéw Fizykochemicznych

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

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

prof. dr hab. Jacek Mlynarski
Uniwersytet Jagielloniski, Wydzial Chemii

dr. hab. Robert Musiol
Uniwersytet Slaski w Katowicach; Wydzial Matematyki, Fizyki i Chemii; Instytut
Chemii

dr hab. inz. Janusz Nowicki
Instytut Ciezkiej Syntezy Organicznej “Blachownia”

prof. dr hab. Krystyna Nowinska
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza; Wydzial Chemii, Zaklad Katalizy
Heterogenicznej

prof. dr hab. Agnieszka Olejniczak
Instytutu Biologii Medycznej PAN

prof. dr hab. inz. Aleksandra Barbara Olma
Politechnika Lodzka; Wydzial Chemiczny; Instytut Chemii Organicznej
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dr Marcin Olszewski
Politechnika Gdanska, Katedra Mikrobiologii

dr inz. Joanna Ortyl
Politechnika Krakowska im. Tadeusza Ko$ciuszki; Wydzial Inzynierii i Technologii
Chemicznej; Katedra Biotechnologii i Chemii Fizycznej

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

prof. dr hab. inz. Ryszard Jozef Ostaszewski
Instytut Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk

prof. dr hab. Bogdan Palosz
Instytut Wysokich Cisnien PAN

prof. dr hab. Andrzej Parczewski
Polska Akademia Nauk; Wydzialy PAN; Wydzial III Nauk Scistych i Nauk o Ziemi;
Komitet Chemii Analitycznej

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

prof. dr hab. inz. Juliusz Pernak
Politechnika Poznanska; Wydzial Technologii Chemicznej; Instytut Technologii i
Inzynierii Chemiczne;j

prof. dr hab. Anna Pielesz
Instytut Inzynierii Tekstyliow i Materialéw Polimerowych, Wydzial Nauk o Mate-
riatach i Srodowisku, Akademia Techniczno-Humanistyczna, Bielsko-Biata

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

prof. dr hab. Adam Andrzej Pietraszko
Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych im. Wlodzimierza Trzebiatow-
skiego PAN

prof. dr hab. inz. Jacek Piglowski
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaklad Inzynierii i
Technologii Polimeréw
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dr hab. Piotr Piszczek
Uniwersytet Mikolaja Kopernika, Wydziat Chemii

prof. dr hab. inz. Wioletta Anna Podgdrska
Politechnika Warszawska; Wydzial Inzynierii Chemicznej i Procesowej

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

prof. dr hab. inz. Janusz Rachon
Politechnika Gdanska; Wydziat Chemiczny; Katedra Chemii Organicznej

dr hab. Michal Rachwalski
Uniwersytet Lodzki; Wydzial Chemii; Katedra Chemii Organicznej i Stosowanej

prof. dr hab. inz. Gabriel Rokicki
Politechnika Warszawska; Wydziat Chemiczny; Katedra Chemii i Technologii

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

dr Grzegorz Rusek
Uniwersytet Wroclawski, Wydzial Chemii

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

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

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

dr hab. inz. Renata Siedlecka
Politechnika Wroclawska; Wydzial Chemiczny; Zaktad Chemii Organicznej

prof. dr hab. Wieslawa Sikora
Katedra Fizyki Materii Skondensowanej, Wydzial Fizyki i Informatyki Stosowanej
AGH


http://www.fis.agh.edu.pl/kfms/
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prof. dr hab. Jerzy Silberring
Akademia Goérniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie; Wydziat Inzy-
nierii Materialowej i Ceramiki; Katedra Biochemii i Neurobiologii

prof. dr hab. inz. Jacek Mikolaj Skarzewski
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaklad Chemii
Organicznej

prof. dr hab. inz. Wincenty Antoni Skupinski
Politechnika Warszawska; Wydzial Chemiczny; Zaklad Materialéw Wysokoenerge-
tycznych

dr hab. Krzysztof Sobczak
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydziat Biologii; Instytut Biolo-
gii Molekularnej i Biotechnologi

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 Zaklad Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych

prof. dr hab. Mirostaw Soszynski
Uniwersytet L6dzki; Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska; Katedra Biofizyki
Molekularnej

dr hab. inz. Anna Sokdl-Letowska
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Katedra Technologii Owocdw, Warzyw
i Zboz

prof. dr hab. Katarzyna Marta Stadnicka
Uniwersytet Jagiellonski; Wydzial Chemii; Zakiad Krystalochemii i Krystalofizyki

prof. dr hab. Janusz Wojciech Stafiej
Instytut Chemii Fizycznej PAN

prof. dr hab. Jacek Antoni Stawinski
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN
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dr hab. Piotr Tadeusz Stefanowicz
Uniwersytet Wroctawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Maciej Stobiecki
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

prof. dr hab. Wiestaw Stanistaw Strek
Polska Akademia Nauk, Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych

dr hab. Przemyslaw Marek Starynowicz
Uniwersytet Wroclawski, Wydzial Chemii

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

prof. dr hab. Maciej Szmitkowski
Zaktad Diagnostyki Biochemicznej, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

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

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

prof. dr hab. Marek Tkacz
Instytut Chemii Fizycznej PAN, Zaklad Fizykochemii Ciala Statego

prof. dr hab. Vinh Hung Tran
Polska Akademia Nauk, Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych

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 Zaktad 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
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prof. dr hab. Tadeusz Trziszka
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Wydzial Nauk o Zywno$ci

prof. dr hab. Ilona Turowska-Tyrk
Politechnika Wroclawska, Wydziat Chemiczny

dr inz. Maria Tynek
Politechnika Gdanska; Wydziat Chemiczny; Katedra Chemii, Technologii i Biotech-
nologii Zywnosci

dr Katarzyna Elzbieta Wajda-Hermanowicz
Uniwersytet Wroctawski; Wydzial Chemii

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

prof. dr hab. Maciej Wisniewski
Politechnika Poznanska; Wydzial Technologii Chemicznej; Instytut Technologii
i Inzynierii Chemiczne

prof. dr hab. Ewa Witek
Uniwersytet Jagiellonski; Wydzial Chemii; Zaktad Technologii Chemiczne;j

prof. dr hab. Krzysztof Wozniak
Uniwersytet Warszawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Zbigniew Krzysztof Wrdbel
Polska Akademia Nauk, Instytut Chemii Organicznej

prof. dr hab. Monika Wujec
Uniwersytet Medyczny w Lublinie; Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Analityki
Medycznej; Katedra i Zaktad Chemii

dr hab. inz. Pawel Zagrodzki
Uniwersytet Jagiellonski; Collegium Medicum; Wydzial Farmaceutyczny; Zaklad
Bromatologii

prof. dr hab. inz. Jan Zawadiak
Politechnika Slgska, Katedra Technologii Chemicznej Organicznej i Petrochemii



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

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

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

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

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

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

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

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

cena 15 zt

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



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

1. Informacje ogolne

»Wiadomosci Chemiczne” 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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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:
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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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