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WSPOMNIENIE O PROFESORZE JOZEFIE HURWICU (1911-2016)

27 lipca 2016 roku zmart w Paryzu w wieku
105 lat Profesor Jozef Hurwic. Byt najstarszym
polskim profesorem i wybitnym popularyzatorem
nauki. Jako znany profesor Politechniki Warszaw-
skiej zajmowal wazne stanowiska, byt czlonkiem
honorowym Komitetu Historii Nauki Polskiej
Akademii Nauk, cztonkiem wielu polskich i zagra-
nicznych towarzystw naukowych, m.in. Europej-
skiej Akademii Nauk i Sztuk w Paryzu (od 1985
r.), Francuskiego Towarzystwa Chemicznego
(od 1960 r.), Francuskiego Towarzystwa Chemii
Fizycznej (od 1970 r.), czlonkiem Prezydium
Towarzystwa Wiedzy Powszechnej, zasiadal w
Panstwowej Radzie do spraw Pokojowego Wyko-
rzystania Energii Jadrowej (w latach 1958-1968).

Profesor Jozef Hurwic jako dziekan Byl _C_Z.Ionkiem P OISkiCh. i m.ie;dzynarodowych

Wydziatu Chemicznego Politechniki ~ KOMisji do spraw nauczania (m.in. rady naukowej

Warszawskiej Muzeum Techniki oraz mi¢dzynarodowego jury

nagrody Kalinga za popularyzacje wiedzy przy-

znawanej przez UNESCO). Byl takze bardzo aktywnym cztonkiem Polskiego Towa-
rzystwa Chemicznego, pelnigc w nim wazne funkgje.

Profesor Jézef Hurwic urodzit si¢ 23 maja 1911 roku w Warszawie, gdzie spe-
dzil dziecinstwo i lata szkolne. Jego rodzice, jak pisze w swych wspomnieniach, byli
niepraktykujgcymi Zydami, starali si¢ jednak zachowa¢ pewne zydowskie tradycje
religijne. W roku 1929 Jézef Hurwic zdal egzamin dojrzalosci i rozpoczat studia
wyzsze na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. W marcu 1939 roku
zakonczyl studia egzaminem dyplomowym z wynikiem bardzo dobrym.

Podczas okupacji razem z matka i siostrg znalazl siec w Zwigzku Radzieckim
(1940-1947). Na poczatku tego okresu we Lwowie byl redaktorem podrecznikéw
do matematyki, fizyki i chemii, ktére wydawano w Panstwowym Wydawnictwie
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Radzieckim Mniejszosci Narodowych Ukrainy. Nieco pézniej jako ochotnik zglosit
sie do wojska, po kilku miesigcach zostal wcielony do batalionu pracy, dotart do
Uralu, gdzie zostal przyjety do pracy na stanowisko inzyniera w zaktadach budowy
maszyn dla przemystu chemicznego i zbrojeniowego. Po tym okresie w roku 1945
przeniost sie¢ do Moskwy i rozpoczal prace na stanowisku redaktora w oddziale Pol-
skiej Agencji Prasowej.

W czerwcu 1947 powrdcit do Warszawy, a pot roku pozniej rozpoczal prace
jako starszy asystent w Pracowni Badan Dielektrycznych na Wydziale Chemicznym
Politechniki Warszawskiej, gdzie 12 grudnia 1950 roku obronit rozprawe doktorska.
W 1954 roku zostal mu nadany tytul naukowy profesora nadzwyczajnego. Kilka-
nascie lat pozniej, 22 czerwca 1967 r., Rada Panistwa przyznata mu tytul profesora
ZwWyczajnego.

W Instytucie Chemii Przemystowej Profesor Hurwic poznal swoja przyszia
zong — Marie Nowakowska. Malzenstwem zostali w roku 1952, w nastepnym roku
przyszta na $wiat ich corka Anna, a cztery lata pozniej syn Aleksander.

W latach 1948-1950 Profesor wyktadal w Studium Dziennikarskim w Akade-
mii Nauk Politycznych. Od 1951 roku, pracujac w Katedrze Chemii Fizycznej Poli-
techniki Warszawskiej, zajmowal sie dielektrochemia: wyznaczaniem stalej dielek-
trycznej, pomiarami momentéw dipolowych w czasteczkach organicznych, a takze
badaniami oddziatywan miedzyczasteczkowych. W 1960 roku objal kierownictwo
Katedry Fizyki na Politechnice Warszawskiej.

Profesor Jozef Hurwic podczas jednego ze swoich wyktadéw
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Profesor Hurwic byl doskonalym popularyzatorem nauki, przez ponad dwa-
dzie$cia lat (1948-1968) redagowal bardzo ceniony miesi¢cznik Problemy oraz nale-
zal do rad redakcyjnych kilku czasopism naukowych; m.in. Rocznikow Chemii, Wia-
domosci Chemicznych, Nukleoniki; czasopism popularnonaukowych Wiedza i Zycie
oraz Wszechswiat; a takze serii i wydawnictw monograficznych Chemia Wspélcze-
sna, Encyklopedia Wspétczesna i Encyklopedia Techniki.

Problemy byly pismem niezwykle waznym dla mlodej inteligencji. Wielu pro-
fesoréw nauk matematyczno-przyrodniczych na polskich wyzszych uczelniach
zwierzalo si¢ przy réznych okazjach, ze to wlasnie lektura Problemow skierowata ich
na droge naukowa. W tym miesieczniku swoje teksty drukowali nie tylko wybitni
uczeni, ale takze przedstawiciele $wiata literatury pieknej, m.in. Julian Tuwim (przy-
jaciel prof. Hurwica), Maria Dgbrowska, Arkady Fiedler, Jarostaw Iwaszkiewicz,
Pawel Jasienica, Ludwik Hieronim Morstin, Igor Newerly, Jan Parandowski i Antoni
Stonimski, a z przedstawicieli nauki: Stanistaw Lorentz, Kazimierz Ajdukiewicz,
Wiadystaw Tatarkiewicz, Wlodzimierz Antoniewicz, Wojciech Rubinowicz i wielu
innych.

Uroczystos¢ otwarcia Muzeum Marii Sklodowskiej-Curie. Jézef Hurwic z cérka Marii — Ewg Curie-Labouisse.
Warszawa, 16.10.1967 r.

Nalezy réwniez przypomnie¢ wielkie zastugi Profesora w dzialalnosci aka-
demickiej i dydaktycznej. W latach 1962-68 Profesor byt dziekanem Wydzialu
Chemicznego Politechniki Warszawskiej. Byl niezwykle aktywnym pedagogiem
i czynnie uczestniczyt w zyciu akademickim. W roku 1968 wedtug ankiety przepro-
wadzonej wsrdd studentéw byl jednym z najlepszych wykladowcéw na Wydziale.
Cieszyt si¢ szacunkiem i uznaniem swoich studentéw i wspdtpracownikéw. Byt pro-
motorem 13 prac doktorskich. W dorobku naukowym Profesora jest okoto 100 prac
naukowych z chemii i fizyki, ktérych byl autorem lub wspotautorem, okoto 100
prac z historii nauki, a takze wielu wydawnictw ksigzkowych. Byl autorem artyku-
tow i ksigzek o polskich uczonych, m.in. o Marii Sklodowskiej-Curie, Kazimierzu
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Fajansie i Wojciechu Swietostawskim. Profesor Hurwic byl znawcg i popularyza-
torem wiedzy o zyciu i dzialalno$ci Marii Sklodowskiej-Curie. W roku 1967 byl
organizatorem muzeum biograficznego Marii Sklodowskiej-Curie w kamienicy
przy ul. Freta 16 w Warszawie, w ktorej urodzila si¢ nasza Noblistka i gdzie rdwniez
siedzibe otrzymato Polskie Towarzystwo Chemiczne.

W roku 1968 w nastepstwie wydarzen marcowych zostal pozbawiony funk-
cji dziekana, profesury i obywatelstwa polskiego. Zmuszony do opuszczenia kraju
w roku 1969 wyemigrowal z rodzing do Francji. Jego wspotpracownicy i wycho-
wankowie zazenowani calg tg sytuacja zawsze wyrazali uznanie i podziw dla Profe-
sora. Na pozegnanie uczniowie wreczyli mu miedziany talerz z syrenka warszawska,
ktory na spodniej czesci miat wyryty napis:

,,Zyiem z wami, cierpiatem i ptakatem z wami,

Nigdy mi, kto szlachetny, nie byt obojetny,

Dzis was rzucam i dalej ide w cie#t — z duchami-

A jak gdyby tu szczescie bylo - ide smetny.”

J. Stowacki ,, Testament moj”

We Francji Profesor zamieszkal w Marsylii i zostal zatrudniony jako profesor
chemii fizycznej na Université de Provence, gdzie utworzyl Zaklad Dielektrochemii.
Prowadzil prace badawczg i wyklady az do roku 1979, kiedy przeszedl na emeryture.
W latach pdzniejszych zwigzany byl réwniez z Akademig Medyczng la Timone w
Marsylii. Jego dzialalnos¢ naukowa jednak nie oslabta i Profesor uczestniczyt w licz-
nych zjazdach, konferencjach naukowych z zakresu fizyki i chemii, organizowanych
na calym $wiecie.

Przebywajac we Francji, utrzymywal takze $ciste kontakty ze Stacja Polskiej
Akademii Nauk w Paryzu, szczegolnie w okresie, gdy ta instytucja byla kiero-
wana przez znanego fizykochemika prof. Henryka Ratajczaka. Uczestniczyt wtedy
w zebraniach i sesjach naukowych organizowanych przez Stacje, a takze wygtaszat
wyklady zwiazane z historig polskiej nauki.

Profesor Hurwic nigdy nie zerwat kontaktéw z bliskimi w Polsce. Od roku 1981
przyjezdzal systematycznie co roku, biorac udzial w Zjazdach Polskiego Towarzy-
stwa Chemicznego. Po raz ostatni Profesor odwiedzil ojczyzne w 2006 roku podczas
promocji swojej ksigzki pt. ,Wspomnienia i refleksje. Szkic autobiograficzny”

Profesor byl osobg bardzo zastuzong dla Polskiego Towarzystwa Chemicznego.
W latach 1953-1954 i 1957-1963 byl wiceprezesem, a w latach 1964-1967 preze-
sem naszego Towarzystwa. W uznaniu za Jego zastugi Towarzystwo przyznalo muw
1986 roku godnos¢ czlonka honorowego, a w 2001 roku medal im. Marii Sklodow-
skiej-Curie.
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W maju biezacego roku Prezes Polskiego Towarzystwa prof. dr hab. inz. Jerzy
Blazejowski w imieniu calego Polskiego Towarzystwa Chemicznego przestal Jubila-
towi list gratulacyjny z okazji jego 105 rocznicy urodzin oraz pigkny bukiet kwiatow.

Profesor Jozef Hurwic byl uczonym o szerokich horyzontach, wieloletnim
pedagogiem, redaktorem, a takze wybitnym znawca dziejow badan nad promienio-
tworczoscia.

Jako student byt dumny, ze jego profesorem chemii fizycznej byt Wojciech
Swietostawski, a kiedy wybitni uczeni przyjezdzali z zagranicy by wyglosi¢ odczyt
w Polskim Towarzystwie Chemicznym, obecno$¢ swoja na odczycie uwazat za przy-
jemnos¢ i powinno$¢. Rowniez gdy wiosng 1938 roku odbywata sie w Warszawie
miedzynarodowa konferencja fizyki teoretycznej, a uczestniczyli w niej tacy uczeni,
jak Niels Bohr, Charles Dalton Darwin, Paul Langevin czy John von Neumann,
przychodzil na sale¢ obrad, wielu rzeczy nie rozumiejac, tylko po to, by z bliska zoba-
czy¢, jak wygladaja i postucha¢ jak méwia ludzie, ktdrzy dla niego byli legenda.

Dzi$ Profesor Jozef Hurwic jest dla nas postacia, ktorej nalezy sie zastuzony
szacunek i pamigc.

Matgorzata Ewa Rosen
(Kustosz Muzeum MSC PTChem)

Te stowa pamieci o Profesorze Jozefie Hurwicu zostaly oparte miedzy innymi
na Jego pracy Wspomnienia i refleksje - szkic autobiograficzny (Dom Wydawniczo-
-Promocyjny GAL, Warszawa 2006) oraz materialach archiwalnych z Muzeum
Marii Skltodowskiej-Curie PTChem.
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RUTYNA - BUDOWA, WEASCIWOSCI
RUTIN - STRUCTURE AND PROPERITIES

Justyna Samaszko-Fiertek*, Piotr Roguszczak,
Barbara Dmochowska, Rafal Slusarz, Janusz Madaj

Uniwersytet Gdatiski, Wydziat Chemii, Pracownia Chemii Cukrow
ul. Wita Stwosza 63, 80-308 Gdarisk
*e-mail: j.samaszko-fiertek@ug.edu.pl

Abstract
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1. Flawonoidy
1.1. Budowa i wlasciwosci
1.2. Budowa rutyny
1.3. Wlasciwosci rutyny
1.4. Kompleksy rutozydu
Uwagi koncowe
Podziekowania
Pismiennictwo cytowane
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Dr hab. Janusz Madaj, prof. nadzw. UG, ukonczyt studia chemiczne na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w roku 1989. W tym samym roku podjal prace
w Zakladzie Chemii Cukréw UG. Stopien doktora nauk chemicznych uzyskal w roku
1995. W latach 1997-1998 odbyt staz naukowy w Case Western Reserved Univer-
sity w Cleveland, Ohio USA w grupie profesora Vincenta M. Monnier. W roku 2004
uzyskal stopien doktora habilitowanego nauk chemicznych po przedstawieniu roz-
prawy na temat: ,Badania drég tworzenia i przemian wybranych zwigzkéw cukro-
wych” Jego aktualne zainteresowania naukowe skupiajg sie na chemii organicznej
ze szczegblnym uwzglednieniem chemii weglowodandw. Ostatnio swoje prace kon-
centruje na badaniach mechanizmu oddzialywania wankomycyny ze $ciang komoér-
kowgq bakterii Gram-dodatnich oraz wptywem na to oddzialywanie fragmentéw
cukrowych.

Dr Barbara Dmochowska w roku 1994 ukonczyla Wydzial Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego w Gdansku. Jest adiunktem w Pracowni Chemii Cukréw na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Tematyka badawcza: tworzenie czwartorzedo-
wych soli N-p-glikoamoniowych i alditoliloamoniowych z udziatem amin o poten-
cjalnych wiasciwosciach biologicznych.

Mgr Piotr Roguszczak w roku 2012 ukonczyt Wydzial Chemii Uniwersytetu Gdan-
skiego w Gdansku.

Dr Justyna Samaszko-Fiertek w roku 2004 ukonczyta Wydzial Chemii Uniwersy-
tetu Gdanskiego w Gdansku. Stopien doktora nauk chemicznych uzyskata w roku
2010. Jest adiunktem w Pracowni Chemii Cukréw na Wydziale Chemii Uniwer-
sytetu Gdanskiego. Tematyka badawcza: badaniach mechanizmu oddzialywania
wankomycyny ze §ciang komodrkowa bakterii Gram-dodatnich, opracowanie metod
syntezy nowych pochodnych antybiotykéw glikopeptydowych.
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ABSTRACT

Flavonoids commonly can be found in plants. They protect them against
various microorganisms or insects [1]. Flavonoids demonstrate not only antioxidant
properties, but also prevent the development of cancer [2]. This is attributed to their
ability to induce apoptosis of tumor cells. The structure of this type of compound
is based mainly on the flavone skeleton with the keto group in position 4 (Fig. 2).

The difference in structure of flavonoids consists mainly in the number and
nature of the substituents. Flavonoid compounds have a 15-carbon atoms skeleton,
consisting of two aromatic rings (A and B) connected to 3 carbon atoms, by oxygen
contained within the heterocyclic ring C (Fig. 2) [5]. Structural difference of the
pyranose ring C and position of the phenyl ring B are the basis for the division fla-
vonoids into seven groups (Fig. 3) [6]. In recent years a number of work focused on
the study of flavonoids complexes with ions of copper(II) or iron(II) were published
[20-22].

One of the most important flavonoids is rutoside, which has a number of
important biological activities. One of the most important function of this compo-
und is inhibition hyaluronidase activity by reducing the permeation and improveing
the flexibility of blood vessels. It is used to treat diseases such as diabetic retinopa-
thy, inflammation of the mucous membranes of the nose, atherosclerotic diseases or
disorders of the venous circulation.

Rutoside forms a relatively stable complex with ions of iron(II) or calcium(II)
as well as nickel(II) and especially with copper(II). This type of complex protect
from rapid degradation/oxidation of L-ascorbic acid [14, 15]. In 2011, Sak-Bosnar
and colleagues proposed the structure of rutoside complex with ions of copper (II)
(Fig. 9) [20].

In the same year was published work suggesting that a key role in this type of
mechanism play hydroxyl group at the 3 ,carbon atom, which becomes a ,,carrier” of
the electron/radical (Fig. 5) [19].

Keywords: flavonoids, rutin, structure, antioxidant properties
Stowa kluczowe: flawonoidy, rutyna, budowa, wlasciwo$ci antyoksydacyjne
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WPROWADZENIE

Roéliny posiadajg wiele organicznych produktéw naturalnych, takich jak alka-
loidy, flawonoidy, terpenoidy itp. Syntezowane sg one przez nie i sa odpowiedzia na
szkodliwy wplyw ze strony $rodowiska m.in. grzybdow, pasozytéw, owadéw. Dlatego
z roku na rok coraz szersze zainteresowanie tymi grupami zwigzkéw wykazujg takie
dziedziny nauki jak chemia, biochemia czy farmakologia [1].

Sposérdd tych wszystkich organicznych zwigzkéw chemicznych flawonoidy sta-
nowig najwieksza i najbardziej zréznicowang grupe polifenoli pochodzenia roslin-
nego. Maja znaczacy wplyw na ksztaltowanie smaku i barwy owocow, warzyw i pro-
duktéw powstajacych w wyniku ich przetwarzania. Wystepuja zaréwno w postaci
wolnej, jak i glikozydow. Flawonoidy sg sktadnikami wielu roélin od setek lat stoso-
wanych w medycynie ludowej. Dzieki wiedzy o wlasciwosciach ziot, przekazywanej
z pokolenia na pokolenie, flawonoidy zastepowaly leki. Jednak flawonoidami jako
grupg okreslonych zwiazkéow chemicznych zaczgto interesowac sie dopiero w latach
trzydziestych ubieglego wieku, kiedy to wegierski biochemik Albert Szent-Gyorgyi
wyizolowal i dokonal identyfikacji pierwszych flawonoidéw (m.in. witaminy P)
w owocach cytrusowych i papryce. W poézniejszych badaniach zaobserwowano, ze
wyciagi z cytryny i czerwonej papryki majg korzystny wplyw na $winki morskie
dotkniete szkorbutem. Wptyw ten byl silniejszy niz obserwowany podczas poda-
wania preparatow czystego kwasu L-askorbinowego. Wkrétce z soku cytrynowego
wyodrebniono substancje odpowiedzialng za te aktywno$¢ i nazwano ja witamina
P (od ang. permeability, tzn. przepuszczalno$¢) lub C2 (czynnik wspomagajacy
witamine C). Niedlugo potem okazalo sie, Ze wyodrebniong substancje stanowita
mieszanina flawonoiddéw, ktdrg zaczeto nazywaé bioflawonoidami [2]. Do tej pory
rozpoznano ponad 8000 réznych bioflawonoidéw, z czego ponad 500 jest dogtebniej
poznanych.

Poznanie polaczen glikozydowych pomiedzy fragmentami flawonoidow
a sacharydami doprowadzily do powstania nowej grupy zwigzkéw. Mozemy do nich
zaliczy¢, m.in. witeksyne, hesperydyne i najbardziej rozpowszechniony glikozyd
kwercetyny - rutyne. Wigkszo$¢ z nich posiada wlasciwosci podobne do niegliko-
zydowch bioflawonoidéw. Jednakze fragmenty cukrowe mono-, di-, trisacharydowe
wplywaja na zmiane ich wlasciwosci chemicznych, biochemicznych, fizykochemicz-
nych, co niesie za sobg réznice w dzialaniu samego zwigzku na organizmy zywe.

Szersze zrozumienie mechanizméw dzialania flawonoidéw i ich pochodnych
moze przynies¢ wielkie korzysci w wielu dziedzinach nauki, szczegélnie w medycy-
nie. Dodatkowymi czynnikami przemawiajacymi na korzys¢ tych grup zwigzkow sa:

» ogodlnodostepnosc,

» znikoma badz brak toksycznos$ci wobec komorek organizmu,

o mozliwos¢ przenikania przez barier¢ krew-mozg.

Szczegdlnie ta ostatnia wlasciwo$¢ moze by¢ wykorzystywana w leczeniu
schorzen zwigzanych z o$rodkowym uktadem nerwowym, a takze z dostarczaniem
sktadnikéw odzywezych i substancji pomocniczych do mézgu [3].
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1. FLAWONOIDY

Flawonoidy stanowia przyklad substancji fitochemicznych, ktéra to nazwa
pochodzi od greckiego stowa phyto - roélina. Wystepuja one w wiekszoéci produk-
tow spozywczych, a najczesciej w owocach, warzywach, nasionach, lisciach, kaszy
gryczanej, rodlinach straczkowych (np. soi), herbacie, w czerwonym winie czy mlo-
dym pieprzu. Wigkszo$¢ z nich to barwniki zgromadzone w powierzchniowych
warstwach tkanek rodlinnych, dzieki czemu ograniczajg szkodliwy wptyw promie-
niowania ultrafioletowego i nadaja intensywne zabarwienie roslinom. Najwiecej fla-
wonoiddéw zawieraja barwne owoce cytrusowe i warzywa. Zwigzki te pozyskuje sie
gléwnie na drodze ekstrakcji. Ze wzgledu na swoje réznorodne wlasciwosci znalazty
zastosowanie w obecnie bardzo modnych suplementach diety.

1.1. BUDOWA I WEASCIWOSCI
Budowa flawonoidéw oparta jest na pierscieniu 2-fenylochromanu (Rys. 1),

przy czym wiekszo$¢ typow flawonoidéw (poza katechinami i antocyjanidynami)
zawiera szkielet flawonu (Rys. 2), z grupa ketonowa w pozycji 4 [4].

Rysunek 1. Struktura 2-fenylochromanu
Figure 1. Structure of the 2-phenylchromane

Rysunek 2. Struktura flawonu
Figure 2. Structure of flavones

Zwigzki flawonoidowe posiadaja 15-weglowy szkielet, skladajacy sie z dwoch
pierscieni aromatycznych (A i B) polgczonych z trzema atomami wegla, ktore
poprzez tlen zamykaja sie w heterocykliczny pierscien C (Rys. 2) [5]. Réznice w ogol-
nej strukturze pierscienia piranowego (C) i polozenie pierscienia fenylowego (B)
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przyczynily sie do podzialu flawonoidéw na siedem klas (Rys. 3) [6]. Zwigzki nale-
zace do tej samej klasy roznig sie ilosciag grup hydroksylowych przy zewnetrznym
pierscieniu (B). Poza tym ilo$¢ i ulozenie tych grup znacznie wplywa na zmiane
wlasciwosci chemicznych i biologicznych poszczegolnych zwigzkow [7].

FLAWONOIDY
FLAWONY FLAWONOLE FLAWANONY FLAWANOLE
sreve
° (J
‘@2?
(0]
(@]
IZOFLAWONY CHALKONY ANTOCYJANIDYNY

IO o™

Rysunek 3. Podzial flawonoidéw ze wzgledu na budowe
Figure 3. Distribution of flavonoids due to structure

W ostatnich latach flawonoidy ze wzgledu na swoje wlasciwosci ciesza si¢ bar-
dzo duzym zainteresowaniem. Mechanizm dzialania tak szerokiej grupy zwigzkow
flawonoidowych nie jest do konca poznany. Rosliny wykorzystuja je przede wszyst-
kim do nadawania barwy owocom, lisciom, kwiatom i ptatkom kwiatéw. Istotng
funkcja jest rdwniez ochrona roélin przed szkodliwym dziataniem promieniowania
ultrafioletowego, a takze zabezpieczanie roéliny przed atakiem ze strony owadow
i grzybow. Niektore badania wykazaly, ze flawonoidy mogg dziata¢ jako inhibitory
cyklu komorkowego i posiadaja zdolno$¢ do apoptozy komérek nowotworowych
[8]. Flawonoidy coraz czesciej wykorzystywane s3 w medycynie do leczenia wielu
schorzen m.in. alergii czy poprawienia elastyczno$ci naczyn krwionosnych. Nie-
ktére badania potwierdzajg takze, ze flawonoidy korzystnie wplywaja na uklad kra-
zenia [9]. Hamuja dzialanie wielu enzymdw np. lipoksygenazy i cyklooksygenazy
czy oksydazy ksantyny [10]. Te biologiczne dziatania flawonoidéw mogg by¢ wyni-
kiem ich wlasciwosci przeciwutleniajacych, czyli zdolnoséci do reagowania z wol-
nymi rodnikami powstajacymi czesto w reakcjach enzymatycznych [11]. Dokladny
mechanizm dzialania antyoksydantéw flawonoidowych nie jest do konca poznany.
Flawonoidy znalazlty takze zastosowanie jako srodki przeciw krwawieniom, zyla-
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kom czy wybroczynom. Dzialanie to zwigzane jest z hamowaniem przez flawono-
idy jednego z enzyméw wystepujacych w $cianach naczyn - hialuronidazy, ktdra
odpowiedzialna jest za degradacje substancji miedzykomodrkowych i zwigkszenie
przepuszczalno$ci przestrzeni migdzykomoérkowych. Flawonoidy poprawiaja takze
krazenie krwi w miesniu sercowym, dlatego moga by¢ stosowane pomocniczo
w chorobach wienicowych.

1.2. BUDOWA RUTYNY

Rutozyd (z lac. Rutosidum), zwany takze rutyng i kwercetyng-3-O-rutozydu
jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych glikozydéw bioflawonoidowych.
Rutyna zostata odkryta w 1984 r. przez norymberskiego aptekarza Augusta Weissa.
Wyizolowal jg z lici rutyny zwyczajnej (fac. Ruta graveolens), dzigki ktdrej rutozyd
zawdziecza swoja nazwe. Pozyska¢ ja mozna takze z gryki i perlowca japonskiego
(tac. Sophora japonica), w ktorym wystepuje nawet 30% aktywnych zwiagzkow ruto-
zydu. Oprocz wymienionych zidt rutyna wystepuje takze w wielu pospolitych owo-
cach i warzywach, m.in. w skdrkach jabtek, pomaranczy, limonki, cytryny, broku-
tach, sliwkach, winogronach, a takze we wigkszosci roslin straczkowych i niektérych
gatunkach herbat.

Losy rutyny w organizmie nie sa do konca poznane. Zauwazono, ze ok. 15%
spozywanego zwigzku sie wchianianych jest przez organizm, reszta natomiast ulega
hydrolizie do kwercetyny, po czym nastepuje rozpad heterocyklicznego zwiazku.
Wigkszo$¢ przemian jakim ulega rutyna zachodzi w watrobie [12].

Rutyna zbudowana jest z dwoch fragmentdéw — aglikonu, ktéry stanowi kwer-
cetyna polaczona wigzaniem glikozydowym z disacharydem rutynoza (Rys. 4).
Rutynoza zbudowana jest z L-ramnopiranozy (6-deoksy-L-mannozy) polaczonej
z D-glukopiranozg wigzaniem a-(1-6)-O-glikozydowym [13]. Warto tu wspom-
nie¢, ze obecno$¢ tego disacharydu wplywa na zmiane wlasciwosci zwigzku w sto-
sunku do kwercetyny. Czysty rutozyd kwercetyny wystepuje w postaci zottych
krysztaléw stabo rozpuszczalnych w wodzie.
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Rysunek 4.  Struktura rutozydu
Figure 4. Structure of rutoside

1.3. WEASCIWOSCI RUTYNY

Pomimo stosunkowo prostej budowy rutynie mozna przypisa¢ duza aktywnosé
biologiczng. Zwigzana jest ona przede wszystkim z jej wlasciwosciami antyoksy-
dacyjnymi. Rutyna obecna w czg¢éci lipidowej blony komoérkowej chroni ja przed
utlenieniem, a w konsekwencji przed jej zniszczeniem [14]. Rutozyd kwercetyny
poprawia takze elastyczno$¢ naczyn krwiono$nych neutralizujgc obecnos¢ wolnych
rodnikéw. Zapobiega to obrzekom i zapaleniu zyl, ktére w konsekwencji mogtyby
doprowadzi¢ do uszkodzenia zastawek Zylnych i powstaniu zylakéw. Rutyna wraz
z witaming C wplywa takze na ochrong kolagenu i elastyny - zwigzkéw budujacych
naczynia krwiono$ne. Rutozyd hamuje rowniez aktywno$¢ hialuronidazy, enzymu
rozklejajgcego srodblonek naczyn wlosowatych. Rutyna znalazla réwniez zastoso-
wanie w leczeniu retinopatii cukrzycowej, poniewaz zmniejsza ci$nienie wewnatrz
galki ocznej i chroni siatkdwke oka przed dzialaniem wolnych rodnikéw. Wiasciwo-
$ci antyoksydacyjne tego zwiazku wplywaja takze na poprawe odpornosci organi-
zmu w walce z infekcjami [15], czynnikami nowotworowymi (dzigki ochronie DNA
przed uszkodzeniem [16]). Niektore badania wykazaly réwniez zdolno$¢ rutozydu
do hamowania reduktazy aldozowej, ktéra powoduje dysfunkcje lewej komory serca
[17]. Poza tym rutyna spowalnia starzenie si¢ skory i uszczenie naskorka, niweluje
siniaki i sttuczenia, a takze przyspiesza gojenie si¢ ran. Dodatkowo wykazuje si¢
wlasciwosciami antyalergicznymi (hamuje wydzielanie histaminy i bradykininy),
przeciwzapalnymi i przeciwbolowymi. Stwierdzono, Ze rutyna wykazuje réwniez
dziatania neuroprotekcyjne w przypadku zaburzen pamieci oraz obumarcia neuro-
néw spowodowanych niedokrwieniem mozgu [18].
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Tak szerokie spektrum aktywnosci biologicznej rutyna zawdzigcza bardzo sil-
nym wlasciwosciom przeciwutleniajagcym [19-22]. Dokladny mechanizm dzialania
wychwytu wolnych rodnikéw przez rutozyd nie jest do konica poznany. Przypuszcza
sie, ze kluczowa role odgrywaja grupy hydroksylowe przy pierécieniu B flawonoidu
(Rys. 5).

Wolne rodniki hydroksylowe moga z fatwoscig przejs¢ przez blony komdrkowe
rodlin czy zwierzat uszkadzajac tym samym tkanki i powodujac $mier¢ komorki.
Dlatego tak wazne jest usuwanie ich dla ochrony organizméw zywych. W celu bliz-
szego poznania mechanizmu dzialania rutozydu grupa badawcza pod kierunkiem
Mina Ghiasi przeprowadzila badania z wykorzystaniem techniki modelowania
molekularnego. Stwierdzili, Ze grupa hydroksylowa przy weglu 3 jest najodpowied-
niejszym miejscem do ataku przez wolny rodnik [19].

A B

OH
O o |O H,O
ORut

OH__ o
KCH3 > on©
OH OH OH
OH

Rysunek 5. Sugerowany mechanizm dzialania wychwytu rodnika hydroksylowego (A), zoptymalizowana
struktura produktu posredniego (B)

Figure 5. Suggested mechanism of uptake of the hydroxyl radical (A), the optimized structure of the inter-
mediate product (B)

Rut:

Poczatkowe starania nad znalezieniem optymalnej geometrii stanu przejscio-
wego pomiedzy substratami, produktem posrednim a produktami reakcji okazaly
sie bezowocne. Dlatego wysnuli wniosek, ze rodnik hydroksylowy atakuje bezpo-
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$rednio atom wodoru grupy hydroksylowej przylegtej do wegla 3’ Po zoptymalizo-
waniu geometrii produktu posredniego (Rysu. 5B), przypisali mu wzgledna war-
to$¢ energetyczna (10,8 kcal/mol) co sugeruje, ze reakcja ta jest egzoenergetyczna
(Rys. 6).

SUBSTRATY

PRODUKTY

-15 T T T T T T 1

-5 0 5 10 15 20 25 30
POSTEP REAKCJI

Rysunek 6. Wykres zmian energii reakcji rodnika hydroksylowego z czasteczka rutyny [19]
Figure 6. Changes of energy for the reaction of the hydroxyl radical with rutin molecule [19]

Inaczej wyglada mechanizm wychwytu anionu nadtlenkowego przez rutozyd,
poniewaz biorg tu udzial dwie grupy hydroksylowe przy weglu 3’ i 4 (Rys. 7A).
Powstanie produktu reakcji odbywa si¢ przez dwa produkty posrednie. W tym przy-
padku udato si¢ znalez¢ i zoptymalizowac strukture stanu przejSciowego miedzy
produktami po$rednimi 2 i 3 (Rys. 7B).
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Rysunek 7. Mechanizm dziatania wychwytu anionu nadtlenkowego (A), optymalizacja struktur stanu i pro-
duktéw posrednich (B)

Figure 7. The mechanism of uptake of superoxide anion (A), optimization of the state and structure of the
intermediates (B)

Wzgledna warto$¢ energetyczna sugeruje, ze reakcja ta jest rdwniez egzoener-
getyczna (6,5 kcal/mol). Produkt koncowy jest generowany z posredniego pro-
duktu 3 pomijajac stan przejsciowy o barierze 2,1 kcal/mol. Ta mata bariera suge-
ruje, ze nastepuje natychmiastowe przeksztalcenie o§miocztonowego pierscienia do
produktu posredniego 3, a nastepnie do produktu, w ktérym to rutozyt staje si¢
»hosicielem” rodnika (Rys. 8). Rutyna jest bardziej stabilnym i mniej reaktywnym
zwigzkiem w przeciwienistwie do anionu nadtlenkowego [23].
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Rysunek 8. Wykres zmian energii reakcji rodnika nadtlenkowego z czasteczka rutyny [19]
Figure 8. Changes of energy for the reaction of the peroxide radical with rutin molecule [19]

Wyniki te potwierdzajg istotng role grup hydroksylowych znajdujacych sie przy
pierscieniu B na wlasciwosci antyoksydacyjne rutozydu. Dodanie rodnika hydrok-
sylowego do czasteczki rutyny prowadzi do powstania produktéw posrednich, ktére
przeksztalcane sa bezposrednio do stabilnych produktéw uwalniajac 10,8 kcal/
mol. W nukleofilowym ataku rodnika nadtlenkowego, powstajg produkty posred-
nie, z ktorych jest generowany produkt gtéwny. Bariera energetyczna dla tej reakeji
wynosi okoto 6,5 kcal/mol.

1.4. KOMPLEKSY RUTOZYDU

Rutozyd posiada zdolnosci do tworzenia stosunkowo trwalych kompleksow
z jonami m.in. niklu(II), wapnia(II), zelaza(II), ktére moga powodowa¢ uwalnianie
wolnych rodnikéw. Tworzy takze kompleksy z jonami miedzi(II), co powoduje rela-
tywne wydluzenie czasu dzialania witaminy C (jony miedzi(II) sa odpowiedzialne za
reakcje utleniania kwasu L-askorbinowego). W 2011 roku Sak-Bosnar wraz z wspét-
pracownikami zaproponowat strukture kompleksu z tymi jonami (Rys. 9) [24].
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Rysunek 9.  Struktura kompleksu rutozydu z jonami miedzi(II) [24]
Figure 9. Structure of the complex rutoside the copper ion (II) [24]

Gl6éwna role w tworzeniu tego kompleksu odgrywaja grupy hydroksylowe przy
7 atomie wegla, ktdre laczg sie z atomem miedzi. Z dokonanych analiz wywniosko-
wano, ze takze grupy przy atomach wegla 3’1 4 wplywaja na tworzenie tej struktury.
Powstanie kompleksu potwierdza m.in. analiza widma UV-VIS (Rys. 10).

3 ]
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Rysunek 10. UV-VIS: CuCl, (-), rutyna (-), kompleks Cu(II)-rutyna (-) [24]
Figure 10. UV-VIS: CuCl, (-) rutin (-), the complex Cu(II) -rutin (-) [24]

W rutynie obserwujemy pasma absorpcji odpowiednio dla pierscienia B
w zakresie 320-385 nm i dla piersciena A w zakresie 240-280 nm.W widmie kom-
pleksu byly zauwazalne zmiany zwigzane z przej$ciem m—7* liganda, co prowadzilo
do przesunigcia pasma w kierunku wyzszych liczb falowych. W wyniku przeprowa-
dzonej analizy zaobserwowano takze powstanie pasma przy 419 nm odpowiedzial-
nego za wigzanie d-d rutyny z jonami miedzi(II). Obecnos$¢ tworzacego si¢ kom-
pleksu potwierdzilo wykonane widmo IR. Do badan wykorzystano czysta rutyne
(Rys. 11) lub rutyne w obecnosci jonéw Cu(Il) z (Rys. 12) .
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Rysunek 11.  Widmo IR rutyny [24]
IR spectrum of rutin [24]

Figure 11.
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Rysunek 12.  'Widmo IR kompleksu Cu(II)-rutyna [24]
IR spectrum of the complex Cu (II)-rutine [24]

Figure 12.

Wryniki analizy widm, przedstawione w Tabeli 1, potwierdzily powstanie kom-
pleksu. Zauwazy¢ mozna powstanie pasma odpowiedzialnego za wigzanie metal-
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tlen (M-O przy 623 cm™), ktére nie byto widoczne na widmie IR niezwigzanej
rutyny. Ponadto niewielka zmiana przesunigcia pasma odpowiadajacego wigzaniu
karbonylowemu (C=0) moze wynika¢ z tego, ze grupa hydroksylowa przy 3 ato-
mie wegla zostata zablokowana przez ugrupowanie cukrowe. Na widmie kompleksu
pojawilo sie sredniej szerokosci pasmo potwierdzajace obecno$¢ wody w strukturze
rutyny.

Tabela 1. Zestawienie danych IR [24]

Table 1.

Zwiazek y(M-O)/cm™ | ¥(C=0)/cm™ | ¥(C-O-C)/cm™ | v(C=C)/cm™ v(O-H)/cm™
Rutyna - 1655 s 1296 s 1599 s 3600...3000 b,m
Kompleks 623w 1630's 1286 s 1600 s 3600...2800 b,m
rutyna-Cu(II)

Grupa Fengrui Song’a [25] w wyniku przeprowadzonych badan zasugerowata
istotng role w tworzeniu komplekséw z jonami miedzi(II) grupy hydroksylowej przy
5 atomie wegla i grupy ketonowej przy 4 weglu pierscienia C kwercetyny. Analizy
widma spektrometrii masowej (ESI-MS) potwierdzily powstanie kompleksu rutyna-
-jony miedzi(II) (Rys. 13A) [25].

Z przeprowadzonej analizy wynikalo, ze grupy hydroksylowe przy weglu 3’ i 4,
nalezace do najbardziej zewnetrznego pierscienia B rutozydu, uczestniczyty w two-
rzeniu wigzania z jonami miedzi(II). Masa otrzymanego jonu kompleksu wyno-
sita M, = 1343 m/z. Tak otrzymang strukture kompleksu poddano reakcji tworze-
nia wigzania koordynacyjnego z trzecig czasteczka rutyny otrzymujac kompleks
(Rys. 13B) o masie M, = 1953 m/z.
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Rysunek 13. Przypuszczalne struktury kompleksow rutozydu z jonami miedzi(II) [25]
Figure 13.  Structure of rutoside complexes with ions of copper (II) [25]

Podobna strukture posiadaja kompleksy rutozydu z kationami oksowanadu(IV).
Kompleksy te byly otrzymane w celu zwigkszenia wchlaniania i zmniejszenia tok-
syczno$ci zwigzkdw wanadu [26]. Efekty proceséw kompleksowania miedzy tymi
zwigzkami przedstawia Rysunek 14.
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Rysunek 14. Proponowane struktury kompleksow [VO(Rut)(H,0),]+ (1) i [VO(Rut),](2) [26]
Figure 14. The proposed structure of the complexes [VO(Ru)(H,0),]+ (1) and [VO(Ru),](2) [26]

Arama wraz ze wspotpracownikami [26] zasugerowal, ze réwniez w tym przy-
padku grupa karbonylowa i hydroksylowa przy weglu 4 i 5 s3 zwiazane z tworze-
niem wigzania miedzy metalem a rutozydem. Obie te struktury zostaly scharakte-
ryzowane m.in. na podstawie analizy elementarnej i cieplnej oraz dzigki technikom
spektroskopowym. Spektroskopia masowa potwierdzita obecnos¢ kompleksu 1
(M, =676 m/z) i kompleksu 2 (M, = 1284 m/z). Wyniki analiz widm IR obu komplek-
sOw i rutyny generujacych okreslone pasma absorpcji przedstawione sg w Tabeli 2.

Tabela 2. Zestawienie danych IR [26]

Table 2. Summary of the IR data [26]
Zwigzek y(OH) cm™ $(C=0) cm™ y(C-0-C) cm™ y(V=0) cm™’
Rutyna 3,429 1,656 (s) 1,296 (s)
Kompleks 1 3,401 1,631 (s) 1,296 (s) 983 (m)
Kompleks 2 3,422 1,622 (s) 1,294 (s) 972 (m)

Z przeprowadzonej analizy wynika, ze pasmo grupy karbonylowej kompleksu 1
i2 przesuniete jest w kierunku wyzszych dtugosci fali w poréwnaniu z samym ligan-
dem co potwierdza powstanie kompleksu z jonem metalu. Dodatkowe rozciagajace
pasmo v(V=0) przy okoto 980 cm™ odpowiada drganiu wigzania metal-ligand.
Analiza widm IR sugeruje, ze dogodniejszym miejscem przylaczania si¢ metalu sg
grupy przy 3 i 4 atomie wegla niz orto-hydroksylowe grupy w pierscieniu B.

Z analizy widm fluorescencji wynika, ze rutyna wystepujaca w kompleksie
z metalem wykazuje znacznie silniejszg intensywnoscia fluorescencji anizeli wolna
(Rys. 15).
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Rysunek 15. ' Widmo fluorescencji: (a) - rutyna, (b) - kompleks 1, (c) - kompleks 2 [26]
Figure 15. Fluorescence spectrum: (a) — rutine, (b) — a complex 1, (c) - complex 2 [26]

UWAGI KONCOWE

Rutozyd jest powszechnie stosowanym zwigzkiem o wlasciwosciach anty-
oksydacyjnych. Znalazt on szerokie zastosowanie w przemysle farmaceutycznym
i stanowi skladnik w suplementach diety (przede wszystkim preparatach multiwi-
taminowych). Rutozyd tworzy do$¢ trwaly kompleks nie tylko z jonami zelaza(II),
wapnia(II) czy niklu(II), ale przede wszystkim z kationami miedzi(II) chronigc tym
samym przed szybka degradacja/utlenieniem kwasu L-askorbinowego. Pelni funk-
cj¢ wymiatacza wolnych rodnikéw zwigkszajac tym samym trwalos¢ i czas dzialania
witaminy C.
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ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the etiological agent of tuberculosis (TB),
is the leading bacterial cause of infectious disease mortality. The current WHO-
approved treatment for TB involves a three- or four-drug regimen comprising iso-
niazid, rifampin, pyrazinamide, and/or ethambutol for a minimum of 6 months.
While these first-line agents remain useful in treating susceptible Mycobacterium
tuberculosis strains, the emergence of multidrug resistant tuberculosis demands the
development of new drugs [1].

Iron acquisition is an essential process for M. tuberculosis as well as almost all
other microorganisms. However, this essential micronutrient is highly sequestered
in a mammalian host. In response to iron starvation, Mtb produces small-molecule
iron chelators, a pair of related peptidic siderophores known as mycobactin and car-
boxymycobactins that vary by the appended lipid residue termed siderophores [4, 5,
7, 8]. Because mycobactins are critical for growth and virulence of M. tuberculosis,
they have emerged as attractive targets for the development of anti-TB agents [4].

Biosynthesis of mycobactin is initiated by the aryl acid adenylation enzyme
MbtA which activates salicylic acid forming an acyladenylate intermediate (Sal-
AMP). MDbtA is also responsible for loading the acyladenylate intermediate onto
the thiolation domain of MbtB-SH - the enzyme taking part in the next step of
biosynthesis process [10].

Given the documented importance of many siderophores for virulence and lack
of human aryl acid adenylation enzymes homologues, several analogues possessing
stable linkers as bioisosteres of the labile acyl phosphate function have been syn-
thesized as the potent enzyme inhibitors [13]. The initial lead compound 5’-O-[N-
(salicyl)sulfamoyl]adenosine (Sal-AMS) has emerged as a promising inhibitor of
MbtA and was shown to possess promising whole-cell activity toward M. tubercu-
losis.

Keywords: 5-O-[N-(acyl)sulfamoyl]adenosine derivatives, antituberculosis drugs,
Mycobacterium tuberculosis, acyl adenylates

Stowa kluczowe: adenozyno-5’-O-(N-acylosulfamoilowe) pochodne, leki przeciw-
gruzlicze, pratek gruzlicy, acyloadenylany
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WPROWADZENIE

Gruzlica bedgca choroba zakazng jest wywolana przez pratka gruzlicy (Myco-
bacterium tuberculosis, Mtb), ktory wystepuje zardwno w formie utajonej, jak
i aktywnej. Utajone bakterie moga trwaé w ustroju nawet przez lata, nigdy nie
namnazajgc si¢ i nie powodujgc choroby. Na aktywng posta¢ choroby zapadajg naj-
cze$ciej osoby z ostabionym ukladem odpornosciowym.

Mtb atakuje cztowieka juz od ponad 500 tys. lat i z powodu tej choroby zmarlo
wielu wybitnych ludzi (np. Fryderyk Chopin), gdyz dopiero odkrycie w 1943 roku
streptomycyny stanowilo przelom w walce z ta chorobg. Jakkolwiek streptomycyna
miata wiele dzialan niepozadanych to okazata si¢ pierwszym skutecznym lekiem na
gruzlice. Nastepnie w polowie ubiegltego wieku opracowano kolejne $rodki prze-
ciwpratkowe, ktére kompensowaly wady streptomycyny. Zalicza sie do nich leki
bakteriobdjcze i wyjalawiajace (izoniazyd, rifampicyna, pirazynamid, streptomy-
cyna) oraz leki bakteriostatyczne (kwas p-aminosalicylowy, cykloseryna). Chociaz
stwarza to mozliwo$¢ duzej kombinacji w leczeniu wielolekowym, to nie jest row-
noznaczne z dowolnym zestawem lekow [1]. Stosowanie tych lekdw sprawito, ze
na poczatku lat siedemdziesigtych XX wieku wielu ekspertéw uznalo, ze gruzlica
zostala prawie catkowicie wyparta. Tymczasem obecnie pratek gruzlicy jest wsrod
czynnikéw zakaznych drugim po HIV najgrozniejszym zabojca u$miercajacym
rocznie ponad 2 min 0séb [2]. Zresztg zakazenie wirusem HIV zwigksza podatnosé
na gruzlice a w przypadku oséb z utajong formg gruzlicy ryzyko rozwiniecia si¢
aktywnej postaci choroby wzrasta nawet 50 krotnie.

Wiasciwosci biologiczne pratka gruzlicy powoduja, Ze w odréznieniu od wielu
innych chordb zakaznych gruzlica musi by¢ leczona kilkoma lekami jednoczesnie, na
ktore pratki danego chorego sg wrazliwe, i dostatecznie dlugo. Zbyt krotkie leczenie
kilkoma, nawet najlepszymi lekami, powoduje ryzyko nawrotu choroby. Ponadto,
chociaz dostgpnos¢ dos¢ duzej liczby lekéw stwarza mozliwoé¢ duzej kombinacji
w leczeniu wielolekowym, to nie jest rOwnoznaczne z dowolnym zestawem lekow.

Opracowane w latach szes$¢dziesigtych schematy terapeutyczne sa skuteczne
na zwykle pratki jezeli terapia jest kontynuowana przez okres 6-9 miesiecy [1].
Natomiast przedwczesne zakonczenie leczenia skutkuje pojawieniem sie szcze-
péw opornych na antybiotyki. Oporno$¢ szczepéw pratka na dwa z czterech lekow
pierwszego rzutu - izoniazyd i rymfapicyne- odnotowuje sie w przypadku gruzlicy
wielolekoopornej. Te przypadki gruzlicy sa zwykle uleczalne, ale wymagaja zasto-
sowania preparatow drugiego rzutu, ktére sg kosztowne i maja powazne dzialania
niepozadane.

Niestety ostatnio pojawily sie hiperlekooporne szczepy pratkéw gruzlicy, nie-
wrazliwe na niemal wszystkie znane leki przeciwpratkowe. Do ich ewolucji i roz-
przestrzeniania moze dochodzi¢ wtedy, gdy w leczeniu gruzlicy nalezaloby stosowac
leki drugiego rzutu. Biorac pod uwage, ze wigkszo$¢ tego typu zdarzen dotyczy kra-
jow Trzeciego Swiata drogie terapie s3 najczesciej nie do zaakceptowania. Wedtug
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danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) z 2008 roku gruzlice hiperleko-
oporng odnotowano w 49 panstwach.

Upowszechnienie sie miedzynarodowych podrézy sprawilo, ze gruzlica ponow-
nie stanowi ogromny ogoélnoswiatowy problem zdrowotny zaréwno w krajach afry-
kanskich jak i wysoko rozwinietych i w rzeczywistosci ludzkos¢ stangta u progu
najwigkszej epidemii.

Jakkolwiek modyfikacja istniejacych lekdw w celu polepszenia ich parametréw
terapeutycznych moze stanowi¢ istotne zrodto nowych terapeutykdéw to w odnie-
sieniu do szczepow opornych na niemodyfikowany lek istnieje zapotrzebowanie
na leki, ktére beda inhibitorami nowych miejsc (ang. target) terapeutycznych. Tego
typu podejscie w projektowaniu lekéw spotyka sie z coraz wigkszym zainteresowa-
niem (ang. target-based approach) [3]. Kilka obiecujacych specyfikéw ukierunko-
wanych na hamowanie syntezy $ciany komorkowej bakterii, hamowanie replikacji
DNA i syntezy bialek znajduje si¢ obecnie w réznych fazach badan klinicznych.

W projektowaniu nowych lekéw przeciwgruzliczych szczegolnie interesujace
podejscie dotyczy inhibicji syntezy niskoczasteczkowych chelatorow zelaza, tzw.
sideroforow [4].

1. PROJEKTOWANIE NOWYCH LEKOW PRZECIWGRUZLICZYCH
UKIERUNKOWANE NA MYKOBAKTYNY

Mycobacterium tuberculosis tak jak inne patogeny wymaga obecnosci jondw
zelaza migdzy innymi do syntezy niektérych enzymoéw [5]. Jednakze w organizmie
czlowieka zelazo jest trudno dostepne, gdyz w uktadzie krwionosnym ssakow gliko-
proteina gospodarza o wlasciwoséciach chelatujacych zelazo tzw. transferyna wiaze
zelazo i przekazuje je do komorek.

Stad tez stezenie wolnych jonow zelaza w surowicy krwi oraz w ptynach orga-
nizmu jest zbyt niskie, aby wspomdc wzrost bakterii i ich kolonizacje. Aby zaspo-
koi¢ zapotrzebowanie na ten pierwiastek wiele patogenéw wytworzylo mechanizmy
obejmujace synteze i wydzielanie malych czasteczkowych chelatoréw zelaza zwa-
nych sideroforami, ktérych zadaniem jest wyciaganie zelaza z bialek gospodarza
[6]. Mycobacterium tuberculosis do wzrostu komorkowego wykorzystuje dwie klasy
strukturalnie podobnych peptydowych sideroforéw: mykobaktyny i karboksymy-
kobaktyny, ktdre réznig si¢ wylacznie resztg lipidowa [7]. Absolutne wymagania
patogendw dotyczace zelaza doprowadzily do badania mozliwosci specyficznego
hamowania biosyntezy mykobaktyn, czego konsekwencja byloby zahamowanie
wzrostu i wirulencji Mycobacterium tuberculosis.

Pierwsze wzmianki o tym, iz na mykobktyny moze by¢ ukierunkowane pro-
jektowanie potencjalnych chemoterapeutykéw pochodzg z 1945 roku. Wykazano
wowczas, iz zwigzki chemiczne bedgce analogami mykobaktyn moga pelnic role ich
antagonistow [8].
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Biosynteza mykobaktyny (1) jest inicjowana przez MbtA, enzym katalizujacy
adenylowanie kwasu salicylowego [9]. W pierwszym etapie karboksylowy atom
tlenu kwasu salicylowego (2) atakuje « atom fosforu w czasteczce ATP prowadzac
do utworzenia acyloadenylanu 3 i pirofosforanu (PPi; Schemat 1). Nastepnie MbtA
réwniez katalizuje przylaczenie zwiazku 3 do bialka MbtB-SH (4), w wyniku czego
tworzy si¢ zwigzek posredni 5, ktory stanowi substrat w wieloetapowym procesie
syntezy mykobaktyny (1) [10].

OH (0]
) SH
H o~ ATP

Mst

4
k
AMP
OH (e}
S

/
6\0

Schemat 1. Biosynteza mykobaktyn - mechanizm reakcji enzymatycznej katalizowanej przez MbtA
Scheme 1. Biosynthesis of the mycobactins — enzyme reaction mechanism catalyzed by MbtA

Najintensywniej badanym etapem biosyntezy mykobatyn jest mechanizm
reakcji katalizowanej przez MbtA. Enzym ten nie posiada ssaczego homologu i stad
tez stanowi idealny obiekt do projektowania potencjalnych inhibitoréw. Analogi
nukleozydéw projektowane w celu hamowania aktywnosci tego enzymu powinny
by¢ stabilnymi zwigzkami po$rednimi nasladujacymi strukturalnie acyloadenylan.
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2. MIMETYKI ACYLOADENYLANU

Intensywne badania dotyczace poszukiwania efektywnych inhibitoréw MbtA
byly prowadzone niezaleznie w trzech laboratoriach [11-13], przy czym szczegd-
fowe badanie zaleznosci pomiedzy budowa a aktywnoscia (ang. Structure Activity
Relationships, SAR) mialy miejsce w zespole Aldricha [13]. W czgsteczce acylo-
adenylanu 3 wyrdzniono cztery domeny: arylows, lacznikows, glikozylowa oraz
domene nukleozasadowa (Rys. 1). Do kazdej z tych domen byly wprowadzane
zmiany strukturalne.

domena zasadowa

....................... NH

domena aryiowa

domena gl|kozy10wa

Rysunek 1.  Poddawane modyfikacji domeny acyloadenylanu 3
Figure 1. Modified acyl adenylate 3 domains

Region facznikowy stanowil miejsce najwigkszej liczby modyfikacji. Zsyntezo-
wano serie zwigzkow (Rys. 2), w ktorych labilny acylofosforanowy facznik zasta-
piono takimi ugrupowaniami jak: acylosulfamoilowe (6), acylosulfamidowe (7),
sulfaminowe (8), a-ketofosfonianowe (9) oraz acylotriazolowe (10) [13]. Przestanke
do wprowadzenia w obrebie czasteczki potencjalnego inhibitora ugrupowania sul-
fonamidowego stanowil szeroki potencjal terapeutyczny sulfonamidéw obejmujacy
leki przeciwzakazne, przeciwcukrzycowe oraz moczopedne.

o o]
[e] o o~ N
P 7 W
~ - F H
o 11
o [e] (o]
N __ N 7
/ W
=N H
12
10

Rysunek 2. Struktura inhibitoréw Mbt modyfikowanych w obrebie domeny tacznikowej
Figure 2. Structure of Mbt inhibitors with linker modifications
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Wirod zsyntezowanych zwigzkéw pochodne kwasu salicylowego posiadajace
acznik acylosulfamoilowy (6) oraz acylosulfamidowy (7) okazaly si¢ najsilniej-
szymi inhibitorami MbtA wykazujac aktywnos¢ przeciwgruzlicza na poziomie sub-
mikromolarnym wobec wszystkich komérek M. tuberculosis, co jest poréwnywalne
z aktywno$cig izoniazydu stosowanego obecnie w terapii gruzlicy.

2.1. SYNTEZA ANALOGOW ADENOZYNY MODYFIKOWANYCH
W POZYCJI 5> GRUPA AMINOACYLOSULFAMOILOWA

Pierwszy etap syntezy zwiazku 6 polegal na reakcji chlorku sulfamoilowego
(14) z N°-Boc-233’-O-izopropylidenoadenozyng (13, Schemat 2). Otrzymana w ten
sposdb 5’-sulfamoilowana pochodna 15 pod dziataniem estru N-hydroksyburszty-
nowego kwasu O-benzylo-salicylowego (16) wobec weglanu cezu zostata przeksztat-
cona w zwigzek 17. Nastepnie usuniecie grupy benzylowej (katalityczne uwodor-
nienie, zwigzek 18) i t-butylokarbaminianowej oraz izopropylidenowej za pomoca
kwasu trifluorooctowego dato sulfamoilowg pochodna adenozyny (6, Sal-AMS).

NHBoc NHBoc NHBoc
o oBn O o
D L
H,N -~ >0
NH,SO,CI (14) H,, Pd/C
NaH Cs,CO,
o o
X m X 0" )Q 17

NHBoc

Schemat 2. Synteza 5’-O-sulfamoilowej pochodnej adenozyny (6, Sal-AMS)
Scheme 2. Synthesis of 5’-O-sulfamoyl adenosine derivative (6, Sal-AMS)

W syntezie acylosulfamidowej pochodnej adenozyny (7) jako substrat wyko-
rzystano réwniez N°-Boc-233’-O-izopropylidenoadenozyne (13), ktéra w warun-
kach reakcji Appela (Ph,P, CBr,, NaN,) zostala przeksztalcona w odpowiednig azydo
pochodng 19 (Schemat 3). Katalityczne uwodornienie 19 prowadzilo do aminy 20
a nastepcze jej sulfamoilowanie dalo sulfamid 21, ktéry z kolei w reakcji z kwa-
sem salicylowym wobec CDI i DBU zostal przeksztalcony w zwigzek 22. Przepro-
wadzone finalnie usunigcie grup ochronnych z 22 za pomoca TFA dalo pozadana
pochodng 7.



464 K. KULIK, J. BARANIAK

+

o o

> m

NHBoc

Ran i

CBr,, PPh,, NaN, _H, PAC_

> 19

NHBoc

i
SRt asasss

NHBoc

i

\g//

HN/\N

CDI, DBU
o]
)< 21 )< 22
Schemat 3.
Scheme 3.

Synteza 5’-O-acylosulfamidowej pochodnej adenozyny (7)
Synthesis of 5’-O-acylsulfamide adenosine derivative (7)
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Jakkolwiek aktywnos$¢ pochodnych 6 i 7 potwierdzala zaproponowang przez
Aldricha koncepcje projektowania potencjalnych inhibitoréw MbtA to hydroliza
tych zwigzkéw mogta prowadzi¢ do uwalniania 5’-O-(sulfamoilo)adenozyny (23)
badz jej aminowej pochodnej 24, zwigzkéow posiadajgcych silne wlasciwosci cyto-
toksyczne (Schemat 4) [14]. Ponadto analogi 6 i 7 w fizjologicznym pH wystepuja w
formie zjonizowanej co wyraznie zmniejsza ich biodostepnos¢ przy podaniu doust-
nym. Aldrich zsyntezowal zwigzki, w ktérych centralny atom azotu lacznika acy-
losulfamidowego zastagpiono atomem wegla (11, 12, Rys. 2) [15]. Jednakze badanie
wlasciwosci inhibitorowych otrzymanych f-ketosulfonamidéw 11 i 12 wobec MbtA
wykazaly, iz s3 one mniej aktywne w poréwnaniu do zwigzkéw 61 7.

MH, NH,
OH O 0 D J {N =
f |.| % // | J
HO  OH
EX-0 = = X0
T X=HhH F
Schemat 4.  Hydroliza 5’-O-sulfamoilowej i 5-O-acylosulfamidowej pochodnej adenozyny (6, 7)
Scheme 4. Hydrolysis of 5-O-sulfamoyl and 5’-O-acylsulfamide adenosine derivatives (6, 7)
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3. BADANIE ZALEZNOSCI POMIEDZY AKTYWNOSCIA
A MODYFIKACJA W OBREBIE DOMENY ARYLOWE], CUKROWE]
ORAZ NUKLEOZASADOWE]

5’-O-[N-(salicylo)sulfamoilo]adenozyna (6, Sal-AMS) postuzyta Aldrichowi
jako struktura wiodaca w badaniu zalezno$ci pomiedzy aktywnoscig a modyfikacja
w obrebie domeny cukrowej, arylowej oraz nukleozasadowej. Badanie aktywnosci
zwigzkow modyfikowanych w pierscieniu cukrowym wykazalo, iz obecnos¢ atomu
tlenu w pozycji 4’ (25, zastapienie atomu tlenu grupa metylenowa) oraz 3’ (26, zasta-
pienie grupy hydroksylowej atomem wodoru) pierécienia rybofuranozy nie jest nie-
zbednym elementem struktury inhibitora, podczas gdy brak tlenu w pozycji 2’ oraz
modyfikacje zmniejszajace (27) lub zwiekszajace (28) elastycznos¢ czasteczki wply-
wajg negatywnie na aktywno$¢ zwigzku (Rys. 3) [16]. Karbocykliczny analog 25,
okazal si¢ wyjatkowo aktywnym zwiazkiem. Autorzy ttumaczg ten fakt wzrostem
trwalosci spowodowanym wyeliminowaniem mniej stabilnego chemicznie i enzy-
matycznie oraz bardziej hydrofilowego wigzania glikozydowego.

Natomiast modyfikacje w obrebie reszty arylowej inhibitora wykazaly, iz obec-
no$¢ grupy benzoilowej jest niezbedna dla aktywnosci tych zwigzkow [17].
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Rysunek 3. Struktura inhibitoréw Mbt modyfikowanych w obrebie domeny glikozylowej
Figure 3. Structure of Mbt inhibitors with glycosyl modifications

Zsyntezowano rowniez serie zwigzkow zawierajgcych rozne podstawniki
w pier$cieniu aromatycznym fragmentu salicylowego oraz analogi, w ktérych grupa
hydroksylowa w pozycji orto zostala zastapiona innymi podstawnikami, a takze
zwigzki, w ktdrych fragment salicylowy zastagpiono innymi grupami heterocyklicz-
nymi, cykloalkilowymi, alkilowymi oraz aminoacylowymi.
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Rysunek 4.  Struktura inhibitoréw Mbt modyfikowanych w obrebie domeny arylowej
Figure 4. Structure of Mbt inhibitors with aryl modifications

Badania wlasciwosci inhibitorowych tych zwigzkéw wykazaly, iz obecnos¢
funkcji hydroksylowej oraz atomu fluoru w pozycji C-2 pierscienia aromatycz-
nego bardzo korzystnie wptywa na aktywnos¢ zas obecnos¢ matych podstawnikow
w pozycji C-4 nie obniza aktywnosci w poréwnaniu z niemodyfikowanymi acy-
loadenylanami. W otrzymanej serii zwigzkéw pochodna zawierajaca reszte 4-flu-
orosalicylowa (29, Rys. 4) okazala si¢ by¢ najaktywniejszym zwigzkiem natomiast
analog p-aminosalicylowy 30 byl wyjatkowo selektywnym inhibitorem, o aktywno-
$ci 16-krotnie wigkszej w warunkach niskiego stezenia jondéw zelaza w stosunku do
aktywnosci obserwowanej przy wysokim stezeniu tych jonéw. Ma to istotne zna-
czenie, gdyz synteza sideroforéw zachodzi wedlug dwoch alternatywnych procesow
biochemicznych zaleznych od st¢zenia jonow zelaza. Obydwa te procesy przebiegaja
z udzialem pochodnych o strukturze acyloadenylanéw, stad tez selektywnos¢ inhi-
bitora jest istotnym elementem oceny aktywnosci zwigzkow [18].

W przypadku modyfikacji nukleozasady brak azotu w pozycji N-1 lub N-3
w obrebie pierscienia purynowego nie mial wptywu na aktywnos¢ zwiazkdéw, pod-
czas gdy usuniecie azotu N-7 prowadzito do wyraznego zmniejszenia wlasciwo-
$ci inhibitorowych [19]. Wbrew oczekiwaniom duze przestrzennie podstawniki
w pozycji C-2 oraz mate alkilowe grupy dolaczone do azotu w pozycji N-6 puryny,
w przeciwienstwie do modyfikacji w miejscu C-8, nie zmniejszaly aktywnosci
otrzymanych pochodnych acyloadenylanowych. Przeprowadzone przez grupe
Aldricha symulacje dynamiki molekularnej enzymu MbtA odpowiedzialnego za
adenylowanie kwasu salicylowego wykazaly znaczng plastycznos¢ kieszeni wigza-
cej nukleozyd pozwalajac tym samym na wigzanie pochodnych Sal-AMS, ktérych
pozycje C-2 puryny modyfikowano duzymi podstawnikami takimi jak 1,2,3-tria-
zole podstawione w pozycji 4 [20]. Pochodna fenylotriazolowa 31 (Rys. 5) okazala
sie najlepszym kandydatem na lek przeciwgruzliczy i charakteryzowata si¢ najko-
rzystniejszymi wlasciwosciami inhibitorowymi, wysokga selektywnoscig, brakiem
cytotoksycznosci oraz zwiekszong lipofilowos$cia ulatwiajacg wnikanie przez btony
komorkowe.
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Rysunek 5. Struktura inhibitora Mbt modyfikowanego w obrebie domeny zasadowej grupa 1,3,2- triazolowa
Figure 5. Structure of Mbt inhibitors with nucleobase modifications by means of 1,3,2- triazole moiety

4. SYNTEZA KONFORMACY]JNIE USZTYWNIONYCH POCHODNYCH
SAL-AMS

Jednakze wstepne badania farmakokinetyczne wykazaly, ze Sal-AMS i jego
analogi charakteryzuja si¢ stabag biodostepnoscia przy podaniu doustnym [21].
Wobec danych literaturowych moéwiacych o tym, ze biodostepnos¢ zwicksza sig
wraz z ograniczeniem rotacji wokot wigzan [22] w zespole Aldricha zsyntezowano
konformacyjnie usztywnione analogi 32-34 (Rys. 6). Zwigzki te mimikujg hipote-
tyczng konformacje Sal-AMS zwigzanego z enzymem MbtA i powinny wykazywac
wigksza biodostepnos¢ bedaca skutkiem usuniecia dwoch wigzan i ujemnie zjonizo-
wanego ugrupowania sulfaminianowego.
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Rysunek 6.  Konforamcyjnie ograniczone analogi 5’-O-[N-(salicylo)sulfamoilo] adenozyny (32-34)
Figure 6. Conformationally constrained analogues of 5’-O-[N-(salicyl)sulfamoyl] adenosine (32-34)

Strategia syntezy tych zwigzkéw polegata na kondensacji bicyklicznych-3-sul-
fonamidéw (35-37) z N°,N°-bis(tert-butoksykarbonylo)-2}3” izopropylidenoadeno-
zyng (38) w warunkach reakcji Mitsunobu (PPh,, DIAD). Wprowadzenie na grupe
egzaminowa N-6 dwdch reszt tert-butoksykarbonylowych eliminowalo konkuren-
cyjna reakcje cyklizacji pomigdzy atomem N-3 puryny i rybozy C-5’, gdyz protekeja
N-6 grupy aminowej obniza nukleofilowo$¢ N-3 atomu.
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I tak w wyniku reakcji bicyklicznego sulfonamidu 35 z 38 (Schemat 5) otrzy-
mano z wydajno$cig 80% zwigzek 39, ktory po potraktowaniu 80% kwasem TFA
(usuniecie grup ochronnych) zostal przeksztatcony w pozadany analog 32.
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Schemat 5. Synteza kromonowej pochodnej Sal-AMS (32)
Scheme 5. Synthesis of chromone derivative of Sal-AMS (32)

Przeprowadzona w analogiczny sposéb reakcja sulfonamidu 36 z 38 prowa-
dzita do pozadanego analogu 33 (Schemat 6) a reakcja pomiedzy sulfonamidem 37
i blokowang adenozyng 38 dawala analog 34 (Schemat 7).
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Schemat 6. Synteza chinolonowej pochodnej Sal-AMS (33)
Schemat 6. Synthesis of quinolone derivative of Sal-AMS (33)

Badanie powinowactwa zwigzkéw 32-34 wzgledem enzymu MbtA pokazalo,
ze obecnos¢ ujemnego fadunku w zwigzku 6 jest koniecznym warunkiem, gdyz ana-
logi 32 i 34 nie posiadajgce w pierscieniu heterocyklicznym atoméw ulegajacych
jonizacji nie wigzaly sie z enzymem.
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Schemat 7. Synteza benzoksazynowej pochodnej Sal-AMS (34)
Scheme 7. Synthesis of benzoxazinone derivative of Sal-AMS (34)

Natomiast dla zwiazku 33 zawierajacego w pozycji N-1 grupe NH to powino-
wactwo bylo 18-krotnie mniejsze niz dla Sal-AMS (6). Prawdopodobnie jest to gene-
ralna zaleznos$¢ wszystkich enzymow katalizujacych reakcje adenylowania [15, 23].
Niestety zwigzek 33 nie wykazywal zadnej aktywnosci inhibitorowej zaréwno przy
niskim st¢zeniu jondw zelaza jak i przy wysokim stezeniu tych jonéw. Autorzy thu-
maczg to zredukowang akumulacjg zwiazku w komorkach.

5. ANALOGI MAJACE NA CELU POLEPSZENIE PARAMETROW
FARMAKOKINETYCZNYCH SAL-AMS (6)

Dalsze badania prowadzone w laboratorium Aldricha mialy na celu poprawe
parametrow farmakokinetycznych takich jak biodostepnosé¢, biologiczny okres
pélttrwania, zmiana stezenia w czasie, wchlanianie i eliminacja inhibitora Sal-AMS
(6). W tym celu zsyntezowano analogi bedace prolekami (40-41; Rys. 7), analogi
zwiekszajace pKa reszty sulfaminianowej (42-43), analogi modulujace lipofilowos¢
polarnego nukleozydu (44-45), analogi zawierajace w reszcie nukleozydowej atomy
fluoru (46-48).

Proleki 40-41 zawierajace grupy acetylowe maskujace polarne grupy hydrok-
sylowe w prototypowym inhibitorze 6 charakteryzowaly si¢ bardzo malg biodostep-
noscig prawdopodobnie wskutek powolnej hydrolizy grup maskujacych.

Wobec tego, ze tadunek ujemny grupy sulfaminianowej jest warunkiem
koniecznym aktywno$ci tych zwigzkow a z drugiej strony ulegajacy jonizacji acylo-
sulfonylowy facznik potencjalnych inhibitoréw moze utrudnia¢ ich przechodzenie
przez blone komoérkowa zespot Aldricha zsyntezowal analogi 42-43 zwigkszajace
pKa acylosulfonylowego atomu azotu. Analog 42 wykazywat tylko 3-krotnie lepsza
biodostepno$¢ w poréwnaniu z 6. Wprowadzenie w pozycje para reszty salicylowej
grupy aminowej (43) prowadzito do znacznej utraty biodostepnosci. Ostatecznie
Aldrich zalozyt, ze wewnatrzczgsteczkowe wigzanie wodorowe tworzgce sie pomie-
dzy sulfonylowym atomem azotu i orto-fenolowq grupa reszty salicylowej [25] czg$-
ciowo obniza polarnos¢ poprzez delokalizacje fadunku.
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Réwniez analogi 44-45 nie charakteryzowaly si¢ zadawalajacymi parametrami
farmakokinetycznymi. Natomiast analogi 46-48 zawierajace atom fluoru przy C-2’
atomie posiadaly najkorzystniejsze parametry farmakokinetyczne, przede wszyst-
kim zwiekszat sie okres péltrwania tych zwigzkow.

40,X=0O,R' R®=H;R* OAc; R® = OH
R® o 41,X=0,R'=R?=R3=H; R*=R®=R6=0Ac
‘ \S// 42, X=NH,R"=R?=R3=H; R*=R5=R®=OH

X )\R 43,X=NH,R"=NH,, R?=R3=H; R*=R>=R%=OH

44, X =NH,R'=H; RZ—cPr R3=H;R*=R5=R®=0H
1 nukleozasada 45 X =NH,R'=H; R2=cPr; R® =Ph; R =R>=R® = OH
R facznik 46, X =NH,R'"=H; R?=H; R®=H; R*=F; R5=R6=OH
ant 5 4 47,X=NH,R'=H; R? = H; R®= Ph; R* = F; R®= R® = OH
R 48, X=NH,R'=H;R2=H;R®=H;R*=F;R% = HR5 OH
glikozyt

Rysunek 7. Struktura analogéw majacych na celu polepszenie parametréw farmakokinetycznych inhibitora
Sal-AMS (6)
Figure 7. Structure of analogs designed to improve pharmacokinetic parameters of Sal-AMS (6) inhibitor

Atom fluoru jest czesto uwazany jako izosteryczny w odniesieniu do atomu
wodoru i w chemii nukleozydéw fluoropochodne s3 od wielu lat syntezowanymi
i badanymi zwigzkami. Zastgpienie 2’ lub 3’ hydroksylowej grupy atomem fluoru
powoduje niewielkie zmiany strukturalne ale znacznie zmienia stereoelektronowe
wlasnosci czasteczki cukru [26]. Te zmienione wlasnosci moga kontrolowaé réow-
nowage konformacyjng i reszta cukru moze przyja¢ konformacje¢ North (C3’-endo
cukier) lub South (C2’-endo cukier) [27], moga stabilizowa¢ wigzanie glikozydowe
[28] jak réwniez zwigksza¢ lipofilowo$¢ zwiazku [29].

Stad tez w zespole Aldricha zsyntezowano seri¢ analogow Sal-AMS (6) syste-
matycznie wprowadzajac w pozycje przy C2’ i C3’ atomy fluoru [30]. Okazalo sie,
ze fluorowana czasteczka cukru moze przyjmowac obydwie konformacje. Badanie
aktywnosci fluorowanych pochodnych pokazato, ze najwiekszg aktywnos¢ przeciw-
gruzlicza wykazuje zwigzek 47, ktéry byl 2-krotnie bardziej aktywny niz Sal-AMS
(6). Jednakze w poréwnaniu do 6 nie nastepowata poprawa biodostepnosci. Stad
tez zsyntezowano seri¢ estrowych prolekéw 47, wprowadzajac na grupe 3’-hydrok-
sylowg tancuch alkilowy zawierajacy od dwoch do dwunastu atoméw wegla [31].
Jest to powszechnie stosowana strategia majacg na celu zwiekszenie biodostepnosci
po podaniu doustnym, polegajaca na tym, ze wszechobecne w organizmie esterazy
hydrolizuja ugrupowanie estrowe i uwalniaja docelowy lek. Niestety zaden z otrzy-
manych prolekéw nie charakteryzowal sie lepszymi parametrami niz zwiazek 47.
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PODSUMOWANIE

Najsilniejsze inhibitory MbtA sposrod zwiagzkéw otrzymanych przez zespot
Aldricha posiadaly wigksza aktywnos¢ niz cze¢§¢ lekdw obecnie stosowanych w
leczeniu gruzlicy. Stad tez nalezy przypuszczaé, ze pochodne Sal-AMS moga by¢
szeroko wykorzystywane wobec patogendéw syntezujacych siderofory na drodze
reakcji katalizowanej przez enzymy adenylanowe. Prawdopodobnie Mtb koduje
przynajmniej 67 enzymow katalizujacych proces adenylowania, ktére moga stano-
wi¢ potencjalne miejsce oddzialywania z syntezowanymi pochodnymi Sal-AMS.
Dalsze badania w tym kierunku sg nadal prowadzone w zespole Aldricha [31].
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ABSTRACT

Exopolysaccharides fulfil protective functions and allow bacteria live in the
communities, single or mixed, by facilitating adhesion to surfaces and to each other.
Microbes prefer to exist in the form of a biofilm. The term biofilm was introdu-
ced in 1978 and is the group of microorganisms surrounded by extracellular, highly
hydrated mucus, which allows adhesion on various surfaces and adhesion of cells to
each other [1]. The extracellular slime owes its character mainly due to the presence
of exopolysaccharides. Bacteria living in biofilms, have a high resistance to exter-
nal factors, such as changes in temperature, pH, humidity, oxygenation, presence of
bacteriocins, antibodies or antibiotics. They may be up to 1,000 times more resistant
to antibiotics than planktonic forms. They can be synthesized inside and outside
bacteria cell. The structure of the bacterial exopolysaccharide is very diverse, but
very often, due to the presence of uronic acid residues, or non-sugar organic acids as
pyruvic acid, succinic acid, as well as residues of inorganic acids such as phosphoric
acid or sulfuric acid, they are negatively charged particles. In addition, a characte-
ristic of most of the exopolysaccharides (EPS) is their enormous molecular mass of
up to several million g/mol [11]. Thanks to its rheological properties, ease of isola-
tion, and often biodegradable antioxidant activity extracellular polysaccharides are
increasingly used in industry as a gelling agents, hardening and thickening agents,
emulsifiers, food coatings and pharmaceutical products. In addition, they can be
used as bandages, anti-cancer agents, cholesterol-lowering, antiulcer or immuno-
modulators [20-27]. This article discusses in details the selected exopolysaccharides
such as xanthan, gellan, exopolysaccharides of lactic acid bacteria, dextran, bacterial
cellulose, alginic acid, hyaluronic acid, mannans.

Keywords: exopolysaccharide, hyaluronic acid, bacterial cellulose, dextran, gellan,
xanthan

Stowa Kkluczowe: egzopolisacharydy, kwas hialuronowy, celuloza bakteryjna, dek-
stran, zelan, ksantan
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BC
EPS
Fucp
Gal
GDP
Glc
Glcp
GlcA
GlcpA
GPC

HA
LAB
Lac
L-Gl
LPS
Man
Manp
Pyr
Rha
SEC

Xp
UDP

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

acyl

celuloza bakteryjna (ang. bacterial cellulose)
egzopolisacharyd (ang. exopolysaccharide)
fukopiranoza

galaktoza

guanozynodifosforan (ang. guanosine diphosphate)
glukoza

glukopiranoza

kwas glukouronowy

kwas glukopiranouronowy

zelowa chromatografia filtracyjna (ang. gel permea-
tion chromatography)

kwas hialuronowy (ang. hyaluronic acid)

bakterie kwasu mlekowego (ang. lactic acid bacteria)
mleczan

L-glicerynian

lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

mannoza

mannopiranoza

pirogronian

ramnoza

chromatografia wykluczenia (ang. size exclusion chro-
matography)

ksylopiranoza

urydynodifosforan (ang. uridindiphosphat)
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WPROWADZENIE

Spora czes¢ bakterii, zaréwno Gram-dodatnich, ujemnych jak i mykobakterii
posiada zdolno$¢ syntezy pozakomdrkowych polisacharydéw, ktdre ze wzgledu na
stopien zwiazania z powierzchnig komorki dzieli si¢ na polisacharydy otoczkowe
(CPS), §cisle zwigzane ze $ciang komorkowq oraz egzopolisacharydy (EPS), $luzowe
polisacharydy luzno zwigzane z powierzchnig mikroorganizmu. Pozakomodrkowe
polisacharydy przede wszystkim chronig mikroorganizmy przed dzialaniem czyn-
nikéw zewnetrznych oraz umozliwiajg im zycie w skupiskach.

1. EGZOPOLISACHARYDY

Egzopolisacharydy, zwane réwniez polisacharydami $luzowymi (ang. slime)
w odrdznieniu do polisacharydéw otoczkowych luzno przywieraja do komoérki
mikroorganizmu. Polisacharydy sluzowe pelnia funkcje ochronne oraz umozliwiaja
zycie w spolecznosciach, jedno czy wielogatunkowych, poprzez utatwienie przy-
legania do powierzchni oraz do siebie wzajemnie. Ponizej przedstawiono zdjecie
komorek Staphylococcus aureus otoczonych pozakomdrkowym $luzem.

-
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Rysunek 1. Biofilm Staphylococcus aureus, zdjecie ze skaningowego mikroskopu elektronowego [Janice Carr,
Centers for Disease Control and Prevention, Antlanta, GA USA]

Figure 1. Staphylococcus aureus biofilm, image from a scanning electron microscope [Janice Carr, Centers
for Disease Control and Prevention, Antlanta, GA USA]

Przywyklismy mysle¢ o bakteriach jako o pojedynczych, planktonowych for-
mach. Jednakze obserwacje mikroorganizméw w réznych $rodowiskach pozwa-
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laja wysnu¢ wniosek, iz planktonowe formy bardzo rzadko wystepuja w naturze.
Mikroby preferujg funkcjonowanie w formie biofilmu. Termin biofilm zostal
wprowadzony juz w 1978 roku i oznacza grupe mikroorganizméw, otoczonych
zewnatrzkomérkowym, wysoce uwodnionym $luzem, umozliwiajacym adhezj¢ do
martwych badz zywych powierzchni oraz przyleganie komdrek wzajemnie do siebie
[1]. Pozakomdrkowy §luz zawdzigcza swoja posta¢ obecnosci egzopolisacharyddw,
niejednokrotnie réwniez bialek, syntezowanych przez mikroorganizmy. Mikroorga-
nizmy w biofilmie posiadajg zdolno$¢ porozumiewania si¢ za pomocg chemicznych
sygnaldw, proces ten nazywany jest quorum sensing (QS) [2-6].

Bakterie Zyjace w postaci biofilmu, wykazuja duza opornos¢ na czynniki
zewnetrzne, takie jak zmiany temperatury, pH, wilgotnosci, natlenienie, obecnos¢
bakteriocyn, przeciwcial czy antybiotykéw. Moga by¢ nawet do 1000 razy bardziej
oporne na dzialanie antybiotykéw w poréwnaniu z formami planktonowymi. Naj-
nowsze badania pokazuja, ze wiekszos¢ infekeji bakteryjnych jest spowodowana
z udzialem biofilmu [7, 8]. Bakterie tworzg biofilmy na rozmaitych powierzchniach
od skal, poprzez tkanki organizméw zywych, narzedzia i implanty medyczne, po
instalacje wodne czy klimatyzacyjne [9, 10].

Dodatkowo wyrzucanie $luzu przez pory na zewnatrz komorki jest jednym ze
sposobow poruszania si¢ bakterii. U Myxococcus xanthus pory rozmieszczone sg na
przeciwnych biegunach komoérki. Podczas wyrzucania polimeru weglowodanowego
zaobserwowano ruch bakterii w przeciwnym kierunku.

Struktura egzopolisacharydéw bakteryjnych jest ogromnie zréznicowana, acz-
kolwiek bardzo czgsto, za sprawa obecnosci reszt kwaséw uronowych, lub niecu-
krowych kwasoéw organicznych jak pirogronowego, bursztynowego, a takze reszt
nieorganicznych kwasow, jak na przyklad fosforowego czy siarkowego, s3 to ujem-
nie natadowane czasteczki. Dodatkowo cechg charakterystyczna wigkszosci EPS-6w
jest ich ogromna masa czgsteczkowa siegajaca kilku milionéw g/mol [11].

1.1. BIOSYNTEZA EGZOPOLISACHARYDOW

Obecnie w wielu osrodkach naukowych prowadzi si¢ badania nad technolo-
gia otrzymywania mikrobiologicznych polimeréw, poprzez optymalizacje warun-
kéw hodowli, tak aby mikroorganizmy syntetyzowaly polisacharydy o zadanych
cechach i z wysoka wydajno$cig. Proces biosyntezy mozna regulowaé poprzez
zmiany temperatury, odczynu $rodowiska hodowli, skladu pozywki czy natlenie-
nia. Aktywnos¢ drobnoustrojow w produkcji egzopolisacharydow jest coraz cze$ciej
stymulowana przy uzyciu metod inZynierii genetycznej. W celu ingerencji w szlak
biosyntezy egzopolisacharydéw konieczna jest znajomos¢ jego przebiegu. Obecnie
wiadomo, ze wigkszo§¢ EPS-6w syntetyzowana jest wewnatrz komorki, wedlug
bardzo zblizonego mechanizmu do syntezy polisacharydow $ciany komorkowej —
LPS-6w czy peptydoglikanu. Jednakze, znany jest réwniez mechanizm biosyntezy
egzopolisacharydéw zachodzacej pozakomodrkowo. Wyjatkami egzopolisachary-
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dow syntezowanych poza komérka mikroorganizmu sa: dekstran, alternan i lewan
[12, 13]. Dodatkowo znajomos¢ szlaku biosyntezy jest bardzo istotna w projekto-
waniu lekow przeciwbakteryjnych. Jak wcze$niej wspominano mikroorganizmy
otoczone EPS moga by¢ do 1000 razy bardziej oporne na dzialanie antybiotykow
w poréwnaniu z formami planktonowymi, stad tez celowe jest hamowanie biosyn-
tezy EPS-6w u szczepdw patogennych.

1.1.1. Wewnatrzkomoérkowa biosynteza egzopolisacharydow

Wigkszo$¢ egzopolisacharydéw powstaje w wyniku wewnatrzkomoérkowego
szlaku biosyntezy, w ktérym wyr6zni¢ mozna cztery gléwne etapy: transport cukrow
do wnetrza cytoplazmy, syntez¢ cukrowych nukleotydéw, polimeryzacje jednostek
cukrowych oraz eksport polimeru na zewnatrz komoérki. W proces syntezy i trans-
portu egzopolisacharydéw zaangazowanych jest wiele enzymodw, regulowanych
przez klaster genow, odpowiedzialnych za aktywacje monosacharydéw poprzez
tworzenie pochodnych nukleotydowych, modyfikacje ich struktury w wyniku epi-
meryzacji, dekarboksylacji oraz dehydrogenacji, tworzenie oligosacharydowych
jednostek, ich polimeryzacje i transport na zewnatrz komorki bakteryjne;.

Na uwage zastuguje fakt, iz pewna cze$¢ bakterii, przyktadowo Lactobacillus
casei podgat. cremoris, posiada geny kontrolujace biosynteze egzopolisacharydow
zlokalizowane na plazmidzie, a nie jak u wiekszosci dotad poznanych bakterii na
chromosomie [14]. Wiele pozakomoérkowych polisacharydéw jest czesciowo pod-
stawiona grupami acetylowymi, pirogronianowymi, bursztynianowymi, fosforano-
wymi, sulfonowymi czy metylowymi. W badaniach nad szlakiem biosyntezy egzo-
polisacharydu Klebsiella pneumoniae wykazano, ze grupa acetylowa wywodzi si¢
z acetylokoenzymu A, natomiast prekursorem grupy pirogronianowe;j jest fosfoeno-
lopirogronian. W O-metylowanych polisacharydach donorem funkcji metylowej
jest metionina lub S-adenozylometionina. Obecno$¢ reszt kwasu fosforowego(V),
wystepujacych w niektérych polisacharydach, jest wynikiem przeniesienia grupy
fosforanowej z ATP na grupe hydroksylowa cukru [15].

Zrozumienie szlaku biosyntezy EPS moze ulatwi¢ przyklad ksantanu. Jest to
proces niezwykle zlozony, w ktéry zaangazowane sg nosniki energetyczne. Jego
szczegOtowa prezentacje mozna znalez¢ w literaturze [15].

Biosynteza ksantanu przez Xanthomonas campestris pv. campestris B100 jest
wieloetapowym procesem i ma miejsce w réznych regionach komorki, od cytopla-
zmy po btone biatkowo-lipidows, przestrzen peryplazmatyczna i zewnetrzng blone
komorkowg. Rozpoczyna si¢ od syntezy prekursorowych cukrowych nukleotydow.
Do syntezy prekursoréow UDP-glukozy i GDP-mannozy wykorzystywane sg geny
xanA i xanB zlokalizowane w innym miejscu chromosomu. Geny te odpowiadaja
za synteze cukrowych prekursoréw wykorzystywanych réwniez do syntezy LPS-u.
Trzeci prekursor UDP-glukouronian powstaje w wyniku utlenienia UDP-glukozy,
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regulowanego przez gen ugd [15-18]. Proces syntezy ksantanu jest regulowany przez
klaster 12 gendw, od gumB do gumM.

Po syntezie cukrowych nukleotydéw ma miejsce przeniesienie glukozo-1-fos-
foranu z UGP-glukozy na nosnikowg jednostke fosforanu undekaprenylu (C-55-P),
gdzie kolejno sa dostarczane pozostale substraty w celu syntezy powtarzajacej sie
pentasacharydowej jednostki budulcowej ksantanu. Po utworzeniu pentasacharydu
nastepuje przylaczenie grup niecukrowych, pirogronianowej i acetylowej. Powyz-
sze etapy zachodza na wewnetrznej stronie blony cytoplazmatycznej. Nastepnie
ma miejsce przeniesienie pentasacharydowego fragmentu polgczonego z noéni-
kiem lipidowym do przestrzeni peryplazmatycznej przez blone cytoplazmatyczna,
gdzie nastepuje polimeryzacja fragmentéw pentasacharydowych, poprzez
redukujacy koniec. Finalnym etapem jest transport polisacharydu z przestrzeni
peryplazmatycznej na zewnatrz komorki. Proces polimeryzaciji i transportu ksan-
tanu na zewnatrz komorki nie jest do konica poznany, aczkolwiek wydaje sie by¢ bar-
dzo zblizony do mechanizmu Wzy-zaleznego [Wzy - bialko membranowe (polime-
raza O-antygenowa), ktéra kontroluje polimeryzacje tanncuchéw polisacharydowych
przez dodawanie kolejnych podjednostek do redukujacego konca powstajacego
polimeru] majacego miejsce podczas syntezy fragmentu O-swoistego lipopolisacha-
rydow Enterobacteriaceae.

1.1.2. Zewnatrzkomorkowa biosynteza egzopolisacharydow

Zdecydowanie mniejsza czg$¢ egzopolisacharydéw syntezowana jest poza
komorka mikroorganizmu i tak opisanymi w literaturze przykladami sa: dekstran,
alternan i lewan. Dekstran jest homopolisacharydem, zbudowanym z reszt p-glu-
kopiranozy, polaczonych wigzaniem glikozydowym a(156), czesto rozgalezionym
w pozycji 3, rzadziej w 2 i 4. Dekstran jest syntezowany przez Gram-dodatnie
bakterie Leuconostoc mesenteroides, przy uzyciu dekstranosacharazy (glukozylo-
transferazy), katalizujacej rozpad wigzania glikozydowego w czasteczce sacharozy,
a nastepnie przenoszacej glukoze na redukujacy koniec powstajacego dekstranu.
Energia potrzebna do procesu syntezy polimeru powstaje z rozpadu wigzania gliko-
zydowego w czasteczce sacharozy.

sacharoza > dekstran + p-fruktoza

Alternan jest egzopolisacharydem produkowanym rdéwniez przez bakterie
z gatunku Leuconostoc mesenteroides. Podobnie do dekstranu zbudowany jest z reszt
D-glukopiranozy, aczkolwiek polaczone sa one na przemian wigzaniami a(1->6)
i a(1>3). Formowanie alternanu zachodzi w obecnosci alternanosacharazy, ana-
logicznie jak w przypadku dekstranu. Przypuszcza sig, Ze alteranosacharaza jest
wynikiem translacji zmutowanej sekwencji genu oryginalnie kodujacego dekstra-
nosacharaze.
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Kolejnym przykltadem pozakomodrkowo wytwarzanego z sacharozy egzopoli-
sacharydu jest lewan - f-2,6-fruktan syntezowany miedzy innymi przez bakterie
Gram-dodatnie z rodzaju Bacillus, Steptococcus oraz Gram-ujemne z rodzaju Erwi-
nia i Gluconobacter. Enzymem umozliwiajacym przemiane sacharozy w lewan jest
lewanosacharaza, katalizujaca hydrolize sacharozy oraz przeniesienie b-fruktozy na
powstajacy lancuch lewanu i jej przylaczenie poprzez wigzanie f-2,6-glikozydowe
(12, 19].

sacharoza - levan + p-glukoza

2. BUDOWA I ZASTOSOWANIA EGZOPOLISACHARYDOW
BAKTERYJNYCH

Egzopolisacharydy bakteryjne spetniajg wiele funkcji, od ochrony mikroorga-
nizméw przed czynnikami zewnetrznymi takimi jak: zmiany temperatury, wilgot-
nosci, odczynu czy obecnosci substancji toksycznych, poprzez umozliwianie adhezji
i formowania biofilmu, stabilizowanie enzymdéw oraz magazynowanie sktadnikow
pokarmowych. Dzieki swym wlasciwos$ciom reologicznym, tatwosci izolowania,
biodegradowalno$ci oraz czesto aktywnosci przeciwutleniajacych pozakomodrkowe
polisacharydy znajdujg coraz szersze zastosowanie w przemysle jako substancje
zelujace, utwardzajace i zageszczajace, emulgatory, powloki produktéw spozyw-
czych i farmaceutycznych. Dodatkowo prébuje si¢ je wykorzystywac jako opatrunki,
srodki przeciwnowotworowe, obnizajagce poziom cholesterolu, przeciwwrzodowe
czy immunomodulatory [20-27]. Przykladami bakteryjnych egzopolisacharydow
o szerokim zastosowaniu przez czlowieka sg: bakteryjna celuloza, ksantan, zelan,
dekstran, kwas alginowy, kwas hialuronowy czy egzopolisacharydy bakterii fermen-
tacji mlekowej (LAB). Przyktady zastosowan zestawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Zastosowania wybranych egzopolisacharydéw bakteryjnych [12, 28, 29]
Table 1. Applications of selected bacterial exopolysaccharides [12, 28, 29]

Egzopolisacharyd Zastosowanie Bakterie

Material opatrunkowy, tzw. sztuczna skora,
membrana akustyczna w sprzetach audio, do- | Acetobacter xylinum

Celuloza datek do zywnosci (bakteryjny btonnik), mem- | (Gluconacetobacter xylinum)
brana w technikach separacyjnych
Srodek stabilizujacy, zageszczajacy, zelujacy

Ksantan (w olgczeniu z gluko-mannanem) w przemysle Xanthomonas campestris

spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym,
w drukarstwie
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medycznym, substytut agaru w hodowlach bakte-
rii termofilnych, no$nik lekéw

Egzopolisacharyd Zastosowanie Bakterie
Srodek zelujacy, stabilizujacy w przemysle spo-
, Z , f: , bio- .
Jelan zywczym, kosmetycznym farmaceutycznym, bio Sphingomonas elodea

EPS-y bakterii kwasu
mlekowego

Srodki poprawiajgce reologie i teksture oraz
zapobiegajace synerezie produktéw mlecznych

Lactococcus lactis,
Streptococcus thermophilus

Preparat krwiozastepczy, poprawiajacy krazenie,

Leuconostoc mesenteroides,

kosmetykow

Dekstran obnizajacy poziom cholesterolu, lubrykant, sito .
. . Leuconostoc dextranicum
molekularne i wzorzec masy w chromatografii
Skladniki hipoalergicznych preparatéw opatrun-
. kowych, powloka ochronna sadzonek, powtloki | Pseudomonas aeruginosa,
Alginian , B} [ . .
nawozow, pestycydéw, matryca stabilizujaca do | Azotobacter vinelandii
przechowywania zywych komoérek i enzymoéw
Kurdlan Srodek wiazacy, zelujacy, stabilizujacy, zageszcza- | Agrobacterium radiobacter,
jacy, usztywniajacy Agrobacterium biobar
Kwas Srodek nav'v¥lza‘] acyoczy oraz‘stawy, V\{ypelma] qc.y Streptococcus zooepidemicus,
. zmarszczki i blizny, powloka implantéw, sktadnik .
hialuronowy Pasturella multocida

Struktury oraz zastosowanie wybranych egzopolisacharydéw bakteryjnych
przedstawiono w dalszych podrozdziatach.

2.1. KSANTAN

Ksantan jest gléwnym, komercyjnie dostepnym egzopolisacharydem. Od 1969
roku jest zarejestrowany przez FDA (ang. Food and Drug Administration) jako bez-
pieczny dodatek do Zzywnosci — E415. Pod wzgledem budowy chemicznej jest roz-
galezionym heteropolisacharydem syntezowanym przez wiekszos$¢ szczepow Xan-
thomonas campestris. Sklada sie z reszt D-glukopiranozy polaczonych wigzaniem
B(1>4), z ktérych co druga podstawiona jest reszty trisacharydows, zbudowana
z dwoch reszt b-mannopiranozy i jednej reszty kwasu p-glukouronowego. Konicowa
reszta mannozy podstawiona jest, w pozycji 4 i 6, reszta kwasu pirogronowego. Masa
molowa ksantanu jest rzedu okoto 0,9-2,0 x 10° g/mol [30-32].
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Rysunek 2. Struktura jednostki powtarzalnej ksantanu
Figure 2. Structure of repeting unit of xanthan

Ksantan jest wykorzystywany gtéwnie w przemysle spozywczym, farmaceu-
tycznym i kosmetycznym. Tworzy pseudoplastyczne roztwory juz w bardzo niskich
stezeniach, rzedu 0,05-1%, ktorych wlasciwosci zaleza gtéwnie od masy czastecz-
kowej polimeru, stopnia acetylowania i pirogronowania. Im mniejsza masa molowa
i mniejszy stopien podstawienia obiema grupami tym mniejsza jest lepkos$¢. Lep-
kos¢ wodnych roztworéw ksantanu jest w malym stopniu zalezna od pH, tempera-
tury, oraz czynnikéw mechanicznych (mieszanie). Wytrzymuje zaréwno ogrzewa-
nie jak i zamrazanie oraz ponowne rozmrazanie. Obecno$¢ elektrolitow zwigksza
lepkos¢ roztworu ksantanu. Dzigki chemicznej i fizycznej stabilnosci polimer ten
jest szczegdlnie przydatny do zageszczania i stabilizacji silnie kwasnych lub zasado-
wych roztwordw. Co ciekawe, ksantan nie tworzy zeli, a w polaczeniu z roslinnym
gluko- badz galaktomannanem obserwuje sie ich synergistyczne dzialanie na proces
zelowania, w wyniku czego powstaja zele o réznym stopniu twardosci [31, 33-37].

2.2. ZELAN

Zelan (nazwa handlowa - guma gellan), jest liniowym, anionowym egzopolisa-
charydem, syntezowanym na skale przemystowg przez niepatogenny szczep bakterii
Sphingomonas elodea ATCC 31461. Zbudowany jest z powtarzajacych si¢ jednostek
tetrasacharydowych zlozonych z dwoch reszt p-glukopiranozy, reszty L-ramnozy
i kwasu D-glukopiranouronowego. Jedna z reszt glukozy czgéciowo podstawiona
jest reszty L-glicerynianu w pozycji 2 i acetylowa w pozycji 6. Masa czasteczkowa
zelanu wynosi okolo 0,5 x 10° g/mol. Wykazano, ze w roztworze tworzy on strukture
podwdjnej helisy [38].
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Rysunek 3. Struktura jednostki powtarzalnej zelanu
Figure 3. Structure of repeating uit of gellan

Zelan, dzieki unikalnym wlasciwosciom reologicznym znalazt zastosowanie
w przemysle spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym oraz biomedycznym
jako $rodek zelujacy, zageszczajacy i stabilizujacy — E418. Wykorzystywany jest,
miedzy innymi, jako nosnik lekdéw, umozliwiajacy powolne uwalnianie substancji
czynnych. Wiasciwosci zelujace zelanu zaleza od stezenia, temperatury, obecnosci
jedno- i dwuwartosciowych kationdw, jednak gtéwnie od stopnia O-acetylowania.
Wysoce acetylowany polimer tworzy delikatne, elastyczne, termoodwracalne zZele,
natomiast forma odacetylowana daje zele twarde, kruche i nieelastyczne [34, 39, 40].

2.3. EGZOPOLISACHARYDY BAKTERII KWASU MLEKOWEGO

Wiele bakterii kwasu mlekowego (LAB) wykorzystywana jest w przetwdrstwie
mleczarskim w celu otrzymania danego produktu, poprawienia konsystencji czy
konserwacji poprzez zakwaszenie. Jedng z bakterii kwasu mlekowego jest Strepto-
coccus thermophilus THS, szeroko stosowana w mleczarstwie w procesie fermenta-
cji. Dla przyktadu razem z Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus jest uzywana do
produkcji jogurtéw oraz niektérych twardych serow.

Przydatno$¢ S. thermophilus nie wynika tylko z mozliwosci zakwaszania pro-
duktéw mlecznych, ale réwniez mozliwosci syntezowania egzopolisacharydow.
Pozakomoérkowe polisacharydy poprawiaja wlasciwoéci reologiczne produktow
fermentacji (konsystencje) i zmniejszaja podatno$¢ na synereze (wydzielania sie
oé$rodka dyspersyjnego z zelu, przykladowo wydzielanie si¢ serwatki z kwasnego
mleka). Wplyw na wlasciwosci reologiczne egzopolisacharydéw ma: sklad che-
miczny, sposob polaczenia reszt cukrowych (pozycja wiazania glikozydowego),
obecnos¢ fancuchdw bocznych i podstawnikéw niecukrowych oraz diugos¢ polisa-
charydu. Cechg charakterystyczng egzopolisacharydéw bakterii kwasu mlekowego,
jest to, ze w wiekszoséci zbudowane sa z reszt p-galaktopiranozy, p-glukopiranozy
i L-ramnopiranozy. Kilka przyktadowych struktur powtarzajacych si¢ jednostek
EPS-6w zamieszczono na Rysunku 4. I tak egzopolisacharyd syntezowany przez
S. thermophilus Sfil2, zawierajacy wigzania glikozydowe o konfiguracji « jest bar-
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dziej elastyczny, gietki niz §luzowaty polisacharyd Lactococcus lactis spp. cremoris
B40, gdzie reszty cukrowe polaczone sg wigzaniami f glikozydowymi. Czg$ciowe
usuniecie tannicuchéw bocznych z egzopolisacharyddéw Lactococcus lactis spp. cremo-
ris B39 1 B891 zmniejszylo wlasciwosci zageszczajace tych polimeréw. Poréwnanie
pozakomorkowych polisacharydéw o identycznej strukturze pierwszorzgedowej
wykazalo, ze egzopolisacharyd S. thermophilus Sts o masie czasteczkowej okolo
3,7 x 10° g/mol jest zdecydowanie bardziej lepki od syntezowanego przez S. ther-
mophilus Rs polisacharydu o mniejszej masie czgsteczkowej rzedu 2,6 x 10° g/mol
[41-43].

Poza wlasciwo$ciami glownie teksturotworczymi obserwuje sie jeszcze inny
rodzaj korzysci z wytwarzania egzopolisacharydéw przez LAB, a mianowicie EPS-y
pozostaja dluzej w przewodzie pokarmowym, przez co umozliwiaja kolonizacje
bakteriom probiotycznym. Dodatkowo wykazano dziatanie przeciwnowotworowe,
immunostymulujgce oraz obnizajace poziom cholesterolu EPS-6w bakterii kwasu
mlekowego.

p-D-Gal
1

I
4
—2)-a-L-Rha-(1—2)-a-D-Gal-{ 1 =3 }Fa-D-Gle-(1—+3 -o-D-Gal-{ 1 >3 }a-L-Rha-{ 1—
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Rysunek 4. Struktury wybranych egzopolisacharydow bakterii kwasu mlekowego [41-43]
Figure 4. Structures of selected exopolysaccharides of lactic acid bacteria [41-43]
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Figure 4. Continuation
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Figure 4. Continuation

2.4. DEKSTRAN

Stosowanym na szeroka skale egzopolisacharydem, produkowanym réwniez
przez bakterie kwasu mlekowego nalezace do gatunku Leuconostoc mesenteroides
oraz Leuconostoc dextranicum, jest dekstran. Ze wzgledu na specyficzne zastoso-
wania zasluguje na oddzielne omoéwienie. Jak wspomniano wczesniej, dekstran
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jest a-D-glukanem, w ktérym reszty cukrowe polgczone sa wigzaniem glikozy-
dowym a(1-6), czesto rozgalezionym w pozycji 3, rzadziej w 2 i 4 wigzaniami
a-glikozydowymi.

--0-CH-»
QO
n
=16 OH
+ OH

=13 OH

- -m

ci-1.6

Rysunek 5. Przykladowa struktura dekstranu
Figure 5. Structural model of dextran

Gléwne zastosowanie znalazl w medycynie jako preparat krwiozastepczy,
no$nik w szczepionkach, sktadnik roztworu do przechowywania organdéw w trans-
plantologii oraz szeroko stosowany lubrykant. W przemysle laboratoryjnym dek-
stran wykorzystuje si¢ jako wypelnienie w chromatografii wykluczania, nazywanej
réwniez saczeniem molekularnym (ang. Size Exclusion Chromatography, SEC, ang.
Gel Permeation Chromatography, GPC) oraz jako wzorzec masy czasteczkowej [34].

2.5. BAKTERYJNA CELULOZA

Celuloza, czyli f(1>4)-D-glukan jest najpowszechniej wystepujacym polime-
rem na ziemi. Stanowi gtéwny sktadnik roslinnej biomasy, aczkolwiek jest rowniez
syntezowana przez bakterie (ang. bacterial cellulose, BC), gléwnie Gram-ujemne
z rodzaju Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium i Sarcina. Najbardziej wydajnym i
najszerzej wykorzystywanym producentem bakteryjnej celulozy jest Acetobacter xyli-
num (w 1998 roku zostal zaklasyfikowany do odrebnego rodzaju Gluconacetobacter,
przyjmujac nazwe Gluconacetobacter xylinum). Lancuchy bakteryjnego 3-b-glukanu
taczg si¢ w procesie krystalizacji w mikrofibryle o szerokosci 40-120 nm, grubosci
rzedu 3-4 nm i dlugosci 1-9 um. Mikrofibryle BC sa co najmniej sto razy ciensze
niz w celulozie rodlinnej. Dodatkowo BC posiada wysoki wskaznik krystaliczno-
$ci (60%), natomiast stopien polimeryzacji wynosi zazwyczaj 2000-6000. Ponizej
zamieszczono fotografie, na ktorej wyraznie widoczne sg wtdkna celulozy otaczajace
komorki Gluconacetobacter xylinum.
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Komorki Gluconacetobacter xylinum otoczone celulozg, zdjecie ze skaningowego mikroskopu elektronowego [44]
Gluconacetobacter xylinum cells surrounded by cellulose, image from a scanning electron microscope [44]

W zaleznosci od zastosowanej metody hodowli bakterii, produkt celulozowy
moze by¢ wytwarzany w formie plata o dowolnej powierzchni, rurek o zréznico-
wanej $rednicy, kulek czy pulpy. Silne uwodnienie (do 97%) ptatow celulozowych
sprawia, Ze przypominaja one napecznialg skore o bardzo gladkiej powierzchni, stad
tez czgsto nazywa si¢ je sztuczng skora. Bakteryjna celuloza cechuje sie wyjatkowa
czystoscig, nie towarzyszg jej inne substancje, jak ligniny czy hemicelulozy, charak-
terystyczne dla celulozy roslinnej, co znacznie upraszcza proces produkcji. W przy-
padku celulozy roslinnej produkcja wiaze si¢ z wytwarzaniem przez fabryki bar-
dzo duzej ilosci produktéw skazajacych srodowisko naturalne. Charakterystyczne
cechy celulozy bakteryjnej to wysoka elastyczno$¢, krystaliczno$¢ oraz ogromna
wytrzymato§¢ mechaniczna. W ostatnich latach obserwuje si¢ intensywny wzrost
zainteresowania bakteryjng celulozg. Dotychczas znalazta ona zastosowanie gtéwnie
jako material opatrunkowy, szczegélnie przydatny w leczeniu trudno gojacych sie
ran. Opatrunek z bakteryjnej celulozy cechuje si¢ wysoka czystoscia, elastycznoscia,
wytrzymato$cia, porowatoscia, a takze przepuszczalnoscia dla gazéw, co uniemozli-
wia rozwdj bakterii beztlenowych w miejscach nim zabezpieczonych. Jednoczesnie
material ten jest nieprzepuszczalny dla drobnoustrojow z zewnatrz i chroni rang
przed wtérng infekcjg. Blony BC chronig réwniez organizm przed utrata ptynow
ustrojowych poprzez zabezpieczenie pozbawionych skéry powierzchni ciata, co ma
ogromne znaczenie dla chorych leczonych z powodu rozlegtych oparzen. BC znaj-
duje réwniez zastosowania w mikrochirurgii jako sztuczne naczynia krwionosne
[45-49].

2.6. KWAS ALGINOWY

Kwas alginowy jest liniowym egzopolisacharydem syntezowanym przez brunat-
nice (Macrocystis, Laminaria) oraz bakterie: Azotobacter vinelandii i Pseudomonas
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aeruginosa. Jego masa molowa jest rzedu 10-1000 3 g/mol. Zbudowany jest z reszt
kwas6w uronowych: f-p-mannopiranouronowego (M) i a-L-gulopiranouronowego
(G) polaczonych wigzaniem f(1>4). Reszta kwasu mannopiranouronowego moze
by¢ czesciowo O-acetylowana w pozycji 2 i 3 (Rys. 6). Przypuszcza sie, ze grupy
acetylowe podstawiajace reszte kwasu mannopiranouronowego zapobiegaja epi-
meryzacji do kwasu gulopiranouronowego [50]. W zaleznosci od mikroorganizmu
syntezujacego ten egzopolisacharyd i warunkéw zewnetrznych stosunek iloéci reszt
obu kwasow jak i ich sekwencja sg zmienne.

COO OR OH
RO O—u HO O—
oo

R =-H lub -{C=0)CH;

Rysunek 6. Struktura reszt kwaséw manno- i gulopiranouronowego
Figure 6. Structure of manno- and gulopyranuronic acids

Wiasciwosci kwasu alginowego $cisle zaleza od stosunku M/G i tak im wigcej
reszt G tym tworzy sie sztywniejszy zel. Wykazano réwniez, ze reszty G silniej wigza
sie z kationami magnezu niz reszty M.

Dzigki wlasciwosciom reologicznym kwas alginowy oraz jego sole —alginiany
stosuje si¢ jako: zageszczacze zywnosci, leki w chorobach ukladu pokarmowego,
impregnaty tkanin, skfadniki opatrunkéw do ran oraz w drukarstwie. W produk-
tach spozywczych oznaczane sg symbolami od E-400 do E-404 [33, 51-53].

2.7. KWAS HIALURONOWY

Kwas hialuronowy (HA) jest liniowym, wysokoczgsteczkowym polisachary-
dem zbudowanym z reszt 2-acetamido-2-deoksy-Dp-glukopiranozy i kwasu p-gluko-
piranouronowego, pofaczonych odpowiednio wigzaniami (1>4) i f(1>3), (Rys. 7).
HA posiada bardzo dobre wlasciwosci hydrokoloidalne, podaje sie¢, ze 1 g moze
zwigzac okolo 6 litrow wody [28, 54].
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COO™ OR OH
RO O— HO O—
oo

R =-H lub -{C=0)CH;

Rysunek 7. Powtarzajjca si¢ jednostka budulcowa kwasu hialuronowego
Figure 7. Repeating unit of hyaluronic acid

Kwas hialuronowy jest jednym z gtéwnych skladnikéw miedzykomoérkowego
plynu maziowego skory, przestrzeni stawowych, pepowiny, ciata szklistego oka.
W najwiekszej ilo$ci wystepuje w mazi stawowej i skorze. Jest rowniez polisachary-
dem o najwyzszej masie czasteczkowej, rzedu kilku milionéw g/mol, syntezowanym
przez kregowce.

Kwas hialuronowy znalazl szerokie zastosowanie w medycynie, kosmetyce,
jak réowniez w przemysle spozywczym. Przykladowo stosowany jest w ortopedii
w chorobach zwyrodnieniowych stawdw, w okulistyce do produkeji soczewek oraz
jako sktadnik kropli nawilzajacych, w ginekologii i urologii do wzmacniania $ciany
pecherza moczowego, w medycynie estetycznej do redukcji blizn i zmarszczek.
Coraz czesciej stanowi réwniez material pokrywajacy protezy [55].

HA do celéw komercyjnych do niedawna byl gléwnie otrzymywany z grze-
bieni kogucich, aczkolwiek jest to metoda czasochlonna, trudna w oczyszczaniu
i odpadotworcza. W ostatnich latach odchodzi si¢ od substancji pochodzenia zwie-
rzecego i w tym wypadku probuje sig, z powodzeniem, izolowaé kwas hialuronowy
z hodowli bakteryjnych [56]. Miedzy innymi szczepy bakterii z gatunku Streptococ-
cus zooepidemicus, Streptococcus thermophilus oraz Pasturella multocida w warun-
kach naturalnych wytwarzaja pozakomdrkowo kwas hialuronowy o identycznej
strukturze jak wystepujacy w organizmach wyzszych. Jest to egzopolisacharyd
bezpieczny dla organizmu ludzkiego, praktycznie niewywolujacy reakcji immuno-
logicznej [57, 58]. Ponizsze zdjecie przedstawia kolonie Streptococcus zooepidemicus
otoczong kwasem hialuronowym.
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Komorki Streptococcus zooepidemicus otoczone kwasem hialuronowym [59]
Streptococcus zooepidemicus cells surrounded by hyaluronic acid [59]

2.8. MANNANY

Mannany s3 wielkoczasteczkowymi cukrami zbudowanymi z reszt mannozy,
polaczonych wigzaniem glikozydowym. Mogg zawiera¢ reszty innych cukréw, naj-
czg$ciej p-glukozy, 2-acetamido-2-deoksy-p-glukozy, p-galaktozy, p-ksylozy czy
tez skfadniki niecukrowe takie jak grupy fosforanowe, siarczanowe, pirogronianowe
oraz biatka. Zidentyfikowano zaréwno mannany liniowe, jak i rozgatezione, o regu-
larnej i nieregularnej budowie, o konfiguracji wigzan glikozydowych a i 8.

Zr6dta mannozowych polimeréw w przyrodzie sg caly czas intensywnie badane.
Zidentyfikowano mannany syntezowane zaréwno przez organizmy prokariotyczne
jak i eukariotyczne, stad tez ze wzgledu na pochodzenie mozna wyrdzni¢ mannany
bakteryjne, grzybowe, czy roélinne.

Mannany sg istotnym czynnikiem stymulujgcymi uktad odpornosciowy gospo-
darza, wykazuja bardzo szerokie spectrum wlasciwosci immuno- i chemioterapeu-
tycznych. Stwierdzono réwniez ich dzialanie fitotoksyczne. Dodatkowo, dzigki
swym wlasnos$ciom reologicznym znajdujg zastosowanie jako substancje zelujace,
stabilizujgce, filmotworcze, gléwnie w przemysle spozywczym i farmaceutycznym.

Mannany bakteryjne nie sg tak popularne jak grzybowe czy roslinne, acz-
kolwiek réwniez wérdd tych prokariotycznych mikroorganizméw znajduje sie
przedstawicieli syntetyzujacych mannozowe polimery. Najbardziej powszechne
jest wystepowanie mannanéw w strukturach powierzchniowych bakterii z rodziny
Mycobacteriaceae. Jak wspominano wczesnie mykobakterie charakteryzuja sie
unikatowa strukturg oston komodrkowych. Mykobakterie (pratki) wywotuja jedne
z najpowazniejszych schorzen — gruzlice (Mycobacterium tuberculosis) i trgd (Myco-
bacterium leprae). W sklad $ciany komorkowej mykobakterii wchodzi miedzy
innymi lipoarabinomannan, lipomannan. Natomiast arabinomannan i mannan sg
gtéwnymi antygenami polisacharydowymi otoczki mykobakterii. Mannany myko-
bakterii zbudowane sg gléwnie ze szkieletu mannozowego polaczonego wigzaniami
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glikozydowymi «(1->6) rozgalezionego resztami mannozylowymi pofaczonymi
poprzez wigzania a(1->2) [60-62].

Fragmenty mannanowe zostaly takze zidentyfikowane w lipopolisacharydach,
i tak antygen O szczepu bakterii Hafnia alvei PCM 1223 jest liniowym mannanem
zbudowanym z powtarzajacej si¢ pentasacharydowej jednostki z wigzaniami pomie-
dzy resztami p-mannozylowymi a(152) i a(1>3) (Rys. 8). Identyczne struktury
antygenow O posiadaja bakterie szczepdw Escherichia coli O9 i Klebsiella pneumo-
niae O3, jednakze czasteczki lipopolisacharydéw tych bakterii nie sg takie same,
réznig sie strukturg regionu rdzeniowego [63].

—3)-a-D-Man-(1—3)-a-D-Man-(1—2)-0-D-Man-(1—2)-a-D-Man-(1—2)-0-D-Man-(1—

Rysunek 8. Struktura powtarzajacej si¢ jednostki antygenu O Hafnia alvei PCM 1223
Figure 8. Structure of repeating unit of O Hafnia alvei PCM 1223 antigen

Interesujagcym mannanem, wczesniej nie zidentyfikowanym, jest egzopolisacha-
ryd bakterii Inquilinus limosus szczep LMG 20952T, patogenu niedawno wykrytego
u pacjentow chorych na mukowiscydoze. Okreslenie struktury egzopolisachary-
déw mikroorganizméw zwigzanych z uporczywymi infekcjami drég oddechowych
jest jednym z pierwszych etapdw zrozumienia ich roli w patogenezie. Egzopolimer
Inquilinus limosus szczepu LMG 20952T zbudowany jest z reszt b-mannopiranozy
polaczonych wigzaniem a(1-2), calkowicie podstawionych w pozycji 4 i 6 grupami
pirogronianowymi z utworzeniem ketali (Rys. 9) [64].

—3)-0-D-Man-(1—3)-a-D-Man-(1—2)-a-D-Man-(1—2)-a-D-Man-(1—2)-a-D-Man-(1—

Rysunek 9.  Struktura pozakomérkowego mannanu Inquilinus limosus
Figure 9. Structure of extracellular mannn of Inquilinus limosus

Jeden z gtéwnych sprawcow choréb przyzebia, Porphyromonas gingivalis W50,
oprocz LPS-u i CPS-u syntetyzuje pozakomorkowy fosfomannan o strukturze bar-
dzo zblizonej do mannandw grzybowych. Lancuch gléwny zbudowany jest z powta-
rzajacych sie jednostek >6)-a-p-Man-(1-, natomiast rozgalezienia zbudowane sa
z fragmentéw mono- i disacharydowych o jednostce budulcowej a(1>2)-p-Man,
pomiedzy jednym z disacharydowych rozgalezien a fancuchem gléwnym wystepuje
wigzanie fosfodiestrowe (Rys. 10) [65].

—6)-a-D-Man-(1—6)-a-D-Man-(1—6)-a-D-Man-(1—
o-D-Man-(1-P  a-D-Man o-D-Man

a-D-Man a-D-Man

Rysunek 10.  Struktura pozakomérkowego mannanu Porphyromonas gingivalis W50
Figure 10.  Structure of extracellular mannn of Porphyromonas gingivalis W50
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UWAGI KONCOWE

Prowadzone wspolcze$nie badania struktury egzopolisacharydéw bakteryj-
nych pozwolily na ich wprowadzenie do wielu galezi gospodarki. Za jedng z naj-
wazniejszych na pewno nalezy uzna¢ przemyst spozywczy. Poprawa jakosci, w tym
i tekstury produktéw spozywczych, a takze produkcja nowych rodzajéow zywnosci
nie bylaby mozliwa bez zastosowania polisacharydow. Przy wysokich kosztach izo-
lowania weglowodandw z masy roélinnej i ich przetwarzania do formy uzytecznej,
na szczego6lng uwage zastuguje otrzymywanie tych zwigzkéw na drodze mikrobio-
logicznej. Dlatego tak wazne i uzyteczne wydaje si¢ poznawanie budowy i wlasnosci
bakteryjnych egzopolisacharydéw. Coraz czeéciej jako ich zrédlo zaczyna si¢ row-
niez upatrywa¢ mikroglony.
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Abstract

Wykaz stosowanych skrotow

Wprowadzenie

1. Czwartorzedowe sole amoniowe przylaczone do anomerycznego
atomu wegla czasteczki cukru poprzez tancuch weglowodorowy

2. Czwartorzgdowe sole amoniowe przy atomie wegla C6 w monosa-
charydach

3. Czwartorzedowe sole amoniowe przy terminalnym atomie wegla
w oligosacharydach

4. Czwartorzedowe sole amoniowe pochodne polisacharydow

Uwagi konicowe

Podziekowania

Pis$miennictwo cytowane
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ABSTRACT

Quaternary ammonium compounds (QACs) exhibit the properties of both
inorganic and organic compounds, and their ionic nature gives them hydrophilic
character. The popularity of these compounds is allied to their many applications
and ease of synthesis. Most of QACs are stable up to 150°C, readily soluble in water,
usually non-toxic in utilitarian concentrations, are surface active, and do not irritate
the skin or have a noxious odour [1]. Many of them have fungicidal, bactericidal
and algicidal properties [2-5]. The antiviral action of QACs, including against HIV
[6, 7], has been reported. They are used as timber preservatives, disinfectants, fabric
softeners, anti-electrostatic agents and antifriction substances [5, 8, 9]. In addition,
certain drugs administered in cases of diabetes, cardiac arrhythmia, neuroses, aller-
gies and even carcinomas are QACs. Finally, QACs are used in chemical synthesis as
catalysts, in phase-boundary catalysis [11], in the reduction of aldehydes and alke-
nes, and in the Friedl-Crafts reaction.

In literature there is only limited amount of information considering quater-
nary ammonium salts containing sugar substituents. Among them four group of
compounds arises: salts linked to C6 atom in sugar, directly connected to anomeric
carbon atom, linked trough hydrocarbon spacer and derivatives of polisacharides.

Kirk at al. described the synthesis of biologically active QACs [15]. In the
Menshutkin reaction between an iodo-derivative and trimethylamine (Scheme 4),
these authors obtained compounds with bactericidal and fungicidal properties. The
authors obtained a series of analogous compounds using carboxylic acids (with car-
bon chains of various lengths) ester linked to the C-6-OH group of a sugar deriva-
tive.

Blizzard synthesized QAC derivatives of vancomycin [28]. It was noticed that
the increased hydrophilicity of vancomycin following the addition to it of a suitable
fragment enhanced its antibacterial properties [30, 31], one of the more active being
a derivative containing an aminium group at position G-6 (Scheme 10).

Examples of reactions, in which the terminal carbon atoms in methyl glucopy-
ranosides and polysaccharides are functionalized, are the syntheses carried out by
Engel et al. [33, 34], one of which is shown in Figure 5. These authors aimed to find
compounds with antibacterial properties. In the first instance, the hydroxyl groups
at atoms C-6 of the sugar units in cellulose were O-tosylated. Then, the terminal
carbons were functionalized with tertiary amines, yielding QACs. The most effec-
tive bactericide among these compounds was the one with a 16-carbon chain, the
structure of which is shown Figure 6.

Keywords: quaternary ammonium salts, D-glicopyranosides, cellulose, chitosan
Stowa kluczowe: czwartorzedowe sole amoniowe, D-glikopiranozydy, celuloza, chi-
tozan
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AcCl — chlorek acetylu

Ac,0 — bezwodnik kwasu octowego

BclA — Burkholderia cenocepacia lektyna A

cl — ciecze jonowe

CSA — czwartorzedowe sole amoniowe

DABCO — 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan

DMAP — 4-(N,N-dimetyloamino)pirydyna

DMSO — dimetylosulfotlenek

EC,, — medialne st¢zenie skuteczne, (ang. effective concen-
tration)

EtOH — alkohol etylowy

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornos$ci

ICR-191 — dichlorowodorek 6-chloro-9-[3-(2-chloroetylamino)
propylamino]-2-metoksyakrydyny

Me — metyl

MIC — minimalne stezenie hamujace (ang. minimal inhibi-
tory concentration)

MLC — minimalne stezenie zabijajace (ang. minimal lethal
concentration)

Ph — fenyl

Ph,P — trifenylofosfina

Py — pirydyna

QACGCs — ang. quaternary ammonium compounds

TsCl — chlorek tosylu
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WPROWADZENIE

Czwartorzedowe sole amoniowe (CSA) wykazuja wlasciwosci zwigzkéw nie-
organicznych jak i organicznych, a jonowy charakter tych zwigzkéw decyduje o ich
wlasciwosciach hydrofilowych. Popularnos¢ CSA wiaze sie z ich szerokim zastoso-
waniem i fatwoscig otrzymywania. Wiekszos¢ CSA jest trwata az do 150°C, dobrze
rozpuszczalna w wodzie, zazwyczaj nietoksyczna w stezeniach uzytkowych, wyka-
zuje aktywnos$¢ powierzchniowoczynng, nie wykazuje draznigcego dzialania na
skore ani przykrego zapachu [1]. Wiele z nich ma wlasciwosci grzybobdjcze, bak-
teriobojcze lub glonobdjcze [2-5]. Istnieja doniesienia o dzialaniu antywirusowym
tych zwigzkow, w tym przeciw wirusowi HIV [6, 7]. Powszechnie stosowane sg jako:
$rodki ochrony drewna, $rodki dezynfekujace, zmigkczajace tkaniny, srodki anty-
elektrostatyczne i substancje przeciwzatarciowe [5, 8, 9]. Istniejg badania potwier-
dzajace skuteczno$¢ czwartorzedowych soli amoniowych jako tzw. wzmacniaczy
smaku [10]. Poza tym, niektére leki na cukrzyce, arytmie serca, nerwice, alergie lub
nawet nowotwory s3 czwartorzedowymi solami amoniowymi. Réwniez w syntezie
chemicznej stosuje si¢ CSA jako katalizatory, w reakcji katalizy przeniesienia mig-
dzyfazowego [11], w redukcji aldehydéw i alkenow w reakcjach Dielsa-Aldera.

Czwartorzedowe sole amoniowe wykazujg wiele uzytecznych wlasciwosci,
dzieki czemu znalazly bardzo liczne zastosowania w zyciu codziennym, przemysle
i farmaceutyce. Jednak wcigz poszukiwane sa nowe zwigzki o wigkszej aktywnosci,
szerszym spektrum zastosowania oraz bardziej przyjazne srodowisku.

Literatura opisujaca czwartorzedowe sole amoniowe jest niezwykle obszerna,
dlatego w artykule omdéwiono zagadnienia najistotniejsze z punktu widzenia syn-
tezy czwartorzedowych soli amoniowych pochodnych cukréw oraz ich wlasciwosci.

1. CZWARTORZEDOWE SOLE AMONIOWE PRZYELACZONE
DO ANOMERYCZNEGO ATOMU WEGLA CZASTECZKI CUKRU
POPRZEZ EANCUCH WEGLOWODOROWY

Zaklada sig, ze utworzenie CSA pochodnych zwigzkéw naturalnie wystepuja-
cych w przyrodzie (cukry, alditole lub aminokwasy) pozwoli na wyeliminowanie
ograniczen w zastosowaniu tej klasy zwigzkow. Polgczenie takie moze doprowadzi¢
do poznania nowych wlasciwosci CSA.

W literaturze istniejg nieliczne doniesienia dotyczgce syntezy oraz badania
wlasciwosci CSA powigzanych z cukrami. Jednym z przykltadéw moga by¢ zwiazki
otrzymane przez Quagliotto i in. [12]. Jako substratu uzyto zsyntezowany wczesniej
B-p-glukopiranozyd 2-bromoetylu, ktéry nastepnie poddano reakcji czwartorzedo-
wania w reakeji z trzema N,N-dimetyloalkiloaminami o tacuchach weglowodoro-
wych zawierajacych odpowiednio 8, 12 i 16 atomdéw wegla (Schemat 1).
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Schemat 1. CSA pochodne f3-p-glukopiranozydéw 2-bromoetylu [12]
Scheme 1. QACs derivatives of 2-bromoethyl f-p-glucopyranosides [12]

W Pracowni Chemii Cukréw UG réwniez zsyntezowano czwartorzedowe sole
amoniowe, w ktorych atom azotu odsuniety jest od pierscienia cukrowego o dwa
atomy wegla, tj. bromki glikopiranozyd 2-amonioetylu o konfiguracji: p-galakto,
D-gluko i p-manno [13]. W pierwszym etapie syntezy, gléwnymi produktami sg
1,2-trans glikozydy, co determinuje powstawanie w przewadze anomeru 3 w przy-
padku p-galaktozy oraz p-glukozy, natomiast w przypadku p-mannozy anomeru «.
Zastosowanie w reakgji glikozydowania kwasu Lewisa (BF,-Et,0) jako aktywatora
pozwala uzyska¢ odpowiednie, krystaliczne produkty o konfiguracji: -p-galakto
oraz f3-p-gluko, tj. 23)4,6’-tetra-O-acetylo-f-D-galaktopiranozyd 2-bromoetylu
oraz 273°4,6 -tetra-O-acetylo--D-glukopiranozyd 2-bromoetylu (Schemat 2).

CH,0Ac CH,0Ac
AcO ¢ HOCH,CHBr ~  ACO O
AcO OAc 13503CEt20r/tC;2hC|z AcO OCH,CH,Br
OAc - OAc
N(CH3); w EtOH
lub Py
CH,OH CH,OACc
HO z e} Br© AcO 2 o Br°
HO OCH,CHR <tetanllett OCH,CH,R
OH OAc

R=fi(CHys b N
\ /

Schemat 2. Synteza pochodnych bromku f-D-gluko- i f-D-galaktopiranozyd 2-amonioetylu
Scheme 2. Synthesis of derivatives of N-[2-(-D-gluco- and 3-D-galactopyranosyloxy)ethylJaminium bromide

23’4,6’-Tetra-O-acetylo-f3-D-galaktopiranozyd 2-bromoetylu i 233’46 -tetra-
O-acetylo--p-glukopiranozyd 2-bromoetylu poddane zostaly reakeji z trimetylo-
aming w etanolu oraz z pirydyng w celu uzyskania odpowiednich CSA oraz okredlenia
wplywu podstawnika cukrowego na przebieg oraz wydajnos¢ reakcji czwartorze-
dowania. Zaréwno bromek 2334,6’-tetra-O-acetylo--p-glikopiranozyd 2-trimety-
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loamonioetylu (o konfiguracji p-galakto i p-gluko) jak i bromek 273’46’ -tetra-O-
acetylo-B-p-glikopiranozyd 2-pirydynioetylu, (o konfiguracji p-galakto i p-gluko)
uzyskano z prawie ilo§ciowymi wydajno$ciami (95-99%) (Schemat 2). Metoda syn-
tezy glikozydow zastosowana powyzej pozwala otrzymac 233’46 -tetra-O-acetylo-
a-D-mannopiranozyd 2-bromoetylu, ale niestety z bardzo niska wydajnoscia (8%).
Dlatego tez przeprowadzono synteze glikozydu w reakcji p-mannozy z 2-bromo-
etanolem w obecnosci chlorku acetylu jako aktywatora, co pozwolilo otrzyma¢ go
z 60% wydajnoscia (Schemat 3).

OAc OH
OAc OH
~0 O
AcO Acy0, ZnCl, HOCH,CH,Br  HO
AcO <~ Mannoza —o > HO
OAc OCH,CH,Br
HOCH,CH,Br
BF;e E,0
OAc
O/AS N(CHj); w EtOH
AcO lub Py
AcO
OCHchzBr
N(CHj); w EtOH /
lub Py
OAc OH
OAc OH
AcO o] Acy0, Py HO -0
AcO. B® HO Bre
OCH,CH,R OCH,CH,R

@
R=N(CHz)s, %:Q}

Schemat 3. Synteza bromku p-mannopiranozyd 2-amonioetylu
Scheme 3. Synthesis of N-[2-(p-mannopyranosyloxy)ethylJaminium bromide

Bromek 23374,6 -tetra-O-acetylo-a-D-mannopiranozyd 2-pirydynioetylu i bromek
233,46~ tetra-O-acetylo-a-D-mannopiranozyd 2-trimetyloamonioetylu uzyskano
réwniez z dobrymi wydajnosciami (>85%). Jak wynika z powyzszych przykladow
odsunigcie grupy odchodzacej (halogenu), bioracej udzial w reakcji czwar-
torzedowania, od atomu wegla C1 piranozy o dwuweglowodorowy tancuch prowadzi
do uzyskiwania CSA z bardzo dobrymi wydajno$ciami i znaczaco ulatwia tworzenie
projektowanych soli pochodnych cukréw. Wszystkie otrzymane CSA zostaly pod-
dane reakcji de-O-acetylowania za pomocg metanolanu sodu w metanolu.

Czwartorzedowe bromki pirydyniowe i trimetyloamoniowe: 233,46’ tetra-O-
-acetylo-Dp-glikopiranozyd 2-amonioetylu oraz p-glikopiranozyd 2-amonioetylu
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(o konfiguracji p-galakto, p-gluko i p-manno) przebadano pod katem aktywno-
$ci mutagennej. W tym celu wykonano test wykrywania substancji mutagennych
z wykorzystaniem zjawiska bioluminescencji szczepu bakterii Vibrio harveyi A16
[13]. Bromki p-glikopiranozydéw 2-amonioetylu wykazuja dzialanie mutagenne,
niektore zwiazki wieksze niz zastosowany jako kontrola pozytywna modelowy silny
mutagen ICR-191. Poréwnanie stopnia mutagennosci soli wykazalo, ze te o konfi-
guracji b-manno byly zdecydowanie sfabszymi mutagenami w poréwnaniu do soli
o konfiguracji p-galakto i p-gluko, natomiast najsilniejszym mutagenem okazal
sie bromek 237476’-tetra-O-acetylo-f3-p-glukopiranozyd 2-trimetyloamonioetylu.
Wyniki wskazujg na istotny wpltyw konfiguracji atomu wegla C2 glikopiranozy na
aktywno$¢ mutagenng [14].

W celu weryfikacji otrzymanych wynikéw przeprowadzono badania mutagen-
nosci w oparciu o ,klasyczny” test Amesa [15] na szczepach Salmonella typhimu-
rium TA98 i TA100. Wyniki tego testu nie wykazaly czynno$ci mutagennej otrzy-
manych zwigzkow [14].

Przeprowadzone badania okazaly sie niezwykle interesujgce, gdyz w powszech-
nie uzywanym te$cie Amesa zwiazki nie wykazywaly wlasciwosci mutagennych,
natomiast w te$cie na szczepie A16 Vibrio harveyi wszystkie okazaly sie mutagenne,
co potwierdza wyzszg czulo$¢ testu bioluminescencyjnego.

Erfurt i in. [16] otrzymali pochodne p-glukopiranozy, ktére byly polaczone
z czwartorzedowym atomem azotu poprzez 3 roznej diugosci faczniki: etylowy,
propylowy oraz 2-hydroksypropylowy. Struktury otrzymanych pochodnych zostaty
zaprezentowane na Rysunku 1.

©
CH,OH CH,OH TN
0 A 0 |
OH OH P
©) ©) N®
\/\,L®/ ~ N |
H | H
H H
CH,0OH
o) OH |
OH O\)\/ NG
) |
H AN
Rysunek 1. Struktura cukrowych soli amoniowych otrzymanych przez Erfurta i in. [16]
Figure 1. Structure of the sugar ammonium salts obtained by Erfurt and co-workers [16]

Otrzymane zwigzki wykazywaly charakter cieczy jonowych (CJ) oraz posia-
daty zdolnos$¢ do tworzenia licznych wigzan wodorowych. Zwigzki te zostaly uzy-
skane w sposob analogiczny do opisanych powyzej metod, a w dalszej czeéci auto-
rzy przebadali ich aktywno$¢ katalityczng w reakcji Dielsa-Aldera oraz poréwnali
je z klasycznymi CJ stosowanymi w katalizie. Wyniki eksperymentéw wykazaly, ze
amoniowe pochodne D-glukozy byty bardziej aktywne w pordéwnaniu z klasycz-
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nymi cieczami jonowymi niezawierajagcymi podstawnikéw cukrowych. Kolejne
prace potwierdzily, ze pochodne cukréw zachowuja swojg aktywno$¢ w stezeniach,
w ktorych klasyczne CJ tracily swoje wlasciwosci katalityczne. Tak duzg aktywno$¢
CJ zazwyczaj ttumaczy sie zdolnoscig do powstawania wigzan wodorowych stabili-
zujacych produkty posrednie reakcji. W przypadku badanych CSA takga stabilizacje
zapewnia obecno$¢ podstawnika cukrowego.

Kirk i wspoétpracownicy [17] zsyntezowali zwigzki o aktywnosci biologicznej,
w ktorych wbudowana bytaby jednostka cukru. Zabieg ten mial na celu utworzenie
zwigzkow tatwo biodegradowalnych. W wyniku reakcji Mentschutkina, pomiedzy
jodopochodng a trimetyloaming (Schemat 4) uzyskano zwigzki wykazujace dziata-
nie przeciwbakteryjne (dzialajace zaréwno na szczepy bakterii Gram-dodatnich jak
i Gram-ujemnych) oraz dzialanie przeciwgrzybicze. Substancje te wykazywaly takze
wlasciwosci powierzchniowoczynne. Analogiczna do przedstawionej na Schemacie
4 synteza z zastosowaniem chloropochodnej nie przyniosta oczekiwanego efektu
w postaci soli, dlatego przeksztalcono w reakcji Finkelstein'a chloro- w jodopo-
chodng [18, 19]. Ta z kolei, po 48 godz. w temperaturze pokojowej i w roztworze
butanonu, w reakcji z trimetyloaming data oczekiwang czwartorzedowa sol amo-
niowa. Uzyskano szereg analogicznych zwigzkow o réznej diugosci fancucha weglo-
wodorowego podstawnika karboksylowego zwigzanego estrowo z grupa C6 cukru.
Najbardziej aktywng biologicznie okazata sie sol, gdzie n = 12 (Schemat 4).

CH,0H CH,OR
3-chloropropan-1-ol/H' o FH;(CI—({;).‘,ZICQIQITI, o
D-glukoza — . HO ipaza (C.antarctica) HO
80°C, 48h HO 0 q ———> o
H ~N H O\/\/Cl
Nal, butanon
24h
CH,OR CH,OR

Br
H%o > ?Hs (CH,);N, butanon o o
-
H O\/\/ELCHS 48h, RT HO - o~

H3
R: CH;(CH,),,CO-
n: 10-18

Schemat 4.  Synteza pochodnych bromku p-glukopiranozyd 3-(trimetyloamonio)propylu [17]
Scheme 4. Synthesis of derivatives of N-[3-(p-glucopyranosyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylaminium bro-
mide [17]

Ciekawym przykladem polaczenia wlasciwosci cukréw z solami amoniowymi
jest synteza pochodnej bromku a-p-mannopiranozyd 2-amonioetylu [20]. Struk-
ture zwigzku przedstawia Rysunek 2:
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Rysunek 2. Bromek a-p-mannopiranozyd 2-amonioetylu [20]
Figure 2. N-[2-(a-p-mannopyranosyloxy)ethyl]Jaminium bromide [20]

Zwigzek ten wykazywal bardzo ciekawg wlasciwos¢é, tworzyl micele, ktore na
powierzchni posiadaly reszty a-p-mannopiranozy. Reszty cukrowe wykazywaty
bardzo duze powinowactwo do lektyny BclA (Burkholderia cenocepacia lektyna A),
biatka specyficznie wigzacego p-mannoze¢. Wiasciwosci tak otrzymanych miceli
moga potencjalnie prowadzi¢ do opracowania nowej metody przenoszenia lekow
i szczepionek wewnatrz organizméw. Dzieki posiadaniu na swojej powierzchni reszt
D-mannopiranozy, przenoszenie lekdw w oparciu o system micelarny, zwigzek moze
wykazywa¢ bardzo duzg specyficzno$¢ w oddzialywaniu z miejscami aktywnymi
w organizmach [20, 21].

2. CZWARTORZEDOWE SOLE AMONIOWE PRZY ATOMIE C6
W MONOSACHARYDACH

W kolejnych pracach dotyczacych syntezy CSA pochodnych cukréw warto
wyrézni¢ zwigzki w ktoérych obdarzony ladunkiem dodatnim czwartorzedowy
atom azotu, zwigzany jest z terminalnym atomem wegla jednostki cukru. Prze-
prowadzono reakcje czwartorzedowania 1,2:3,4-di-O-izopropylideno-6-O-to-
sylo-a-p-galaktopiranozy z pirydyng [20, 21]. Mimo, ze reakcje prowadzono
w podwyzszonej temperaturze, oczekiwany produkt tj. tosylan N-[(6-deoksy-1,2:3,4-
di-O-izopropylideno-a-p-galaktopiranoza)-6-ylo] pirydyniowy powstawat z niska 33%
wydajnoscia. Dopiero w momencie zastosowania innej grupy odchodzacej tj. O-tri-
fluorometanosulfonowej uzyskano oczekiwang CSA z 70% wydajnoscia (Schemat 5).
Podjeto takze proby uzyskania tosylanu N-[(3-deoksy-1,2:5,6-di- O-izopropylideno-
B-p-allofuranoza)-3-ylo]pirydyniowego oraz tosylanu N-[(3-deoksy-1,2:5,6-di-O-
izopropylideno-f-p-glukofuranoza)-3-ylo]pirydyniowego, poprzez analogiczna
reakcje, w ktorej grupa hydroksylowa przy C3 przeksztalcona zostalta w O-tosylowa
pochodng. Mimo wielu staran nie udalo si¢ uzyska¢ oczekiwanych soli.
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Schemat 5. Synteza triflanu N-[(6-deoksy-1,2:3,4-di-O-izopropylideno-a-p-galaktopiranoza)-6-ylo]pirydy-
niowego [22, 23]

Scheme 5. Synthesis of N-[(6-deoxy-1,2:3,4-di-O-isopropylidene-a-p-galactopyranose)-6-yl] pyridinium tri-
flate [22, 23]

W grupie profesora Engela z Queens College rowniez prowadzono bada-
nia nad syntezg oraz wlasciwosciami CSA, pochodnych cukréw [24, 25]. W kilku
pracach opisano synteze czwartorzedowych soli amoniowych, pochodnych a-p-
glikopiranozydéw metylu, w ktérych grupa hydroksylowa przy atomie wegla C6
zostala zastgpiona czwartorzgdowym atomem azotu. Przyktadowe struktury zsynte-
zowanych CSA zostaly zaprezentowane na Rysunku 3.
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Rysunek 3. Struktury otrzymanych w grupie prof. Engela CSA pochodnych a-p-glukopiranozydéw metylu
[24, 25]

Figure 3. Structures obtained in the group of prof. Engel: QAS derivatives of methyl a-p-glucopyranosides
[24, 25]

W reakcjach a-p-glikopiranozydu metylu z takimi aminamijak: DMAP, N-mety-
loimidazol, N-metylopirolidyna oraz pochodne N,N,N’N’-tertrametyloheksylo-1,6-
diaminy otrzymano szereg pochodnych w tym réwniez takie, w ktérych do jedne;j
czgsteczki diaminy przylaczone byly dwie jednostki cukrowe.

Najwiecej uwagi poswiecono pochodnym 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu
(DABCO). Jeden z atoméw azotu w tej diaminie podstawiono weglowodorami
o roznej budowie oraz dtugosci fancucha z utworzeniem soli amoniowej. Natomiast
drugi podstawiono jednostka cukrowg z utworzeniem drugiego centrum czwarto-
rzedowego (Schemat 6).
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Schemat 6. Synteza diaminiowych pochodnych a-p-glukopiranozyd metylu [24, 25]
Scheme 6. Synthesis of diaminium QACs derivatives of methyl a-p-glucopyranosides [24, 25]

Zwigzki te otrzymano poprzez sulfonowanie terminalnej grupy hydroksylo-
wej cukru przy pomocy chlorku tosylu, a nastepnie bezposrednie czwartorzedo-
wanie przy pomocy aminy (bez oczyszczania i izolowania tosylowej pochodnej).
W wyniku takiej reakcji otrzymano czwartorzedowe sole z bardzo dobrymi wydaj-
nosciami (powyzej 90%). Dla omawianych soli przeprowadzone zostaly badania
aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej. Jednakze dla wigkszosci z nich
czynnos¢ byla niewielka. Ponadto, nie zaobserwowano typowego dla CSA wzrostu
aktywno$ci wraz ze zwigkszaniem cze$ci hydrofobowej. Co bardzo interesujace, naj-
bardziej aktywng sola wobec S. aureus byla pochodna aminy o niewielkim charakte-
rze hydrofobowym — N-metylopirolidyna [24, 25].

W Pracowni Chemii Cukréw UG badano reakcje tworzenia czwartorzedowych
soli amoniowych pochodnych p-glukopiranozy, tj. tosylany N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-
6-deoksy-a- i f3-p-glukopiranozyd metylu)-6-yloJamoniowe [26]. Interesowala
nas mozliwos¢ podstawienia nukleofilowego przy atomie wegla C6 w heksozach.
Syntezy prowadzono w oparciu o dwa substraty roznigce sie konfiguracja anome-
rycznego atomu wegla: tzn. 6-O-tosylo-a-D-glukopiranozyd metylu i 6-O-tosylo-
B-p-glukopiranozyd metylu. Przebadano reakcje powyzszych zwigzkow z aminami
alifatycznymi - trimetyloaming w etanolu, trietyloaming oraz z dwiema aminami
aromatycznymi — pirydyna i 2-metylopirydyna (Schemat 7).



CUKROWE CZWARTORZEDOWE SOLE AMONIOWE 509

CH,OH o CH,OTs o
HO TsCl, Py HO
_—
HO HO
OH OMe OH OMe
o 1) R (amina)
R= N(CH;3)3 2) AcxO, Py
% —
€]
\_/ CHR o OTs
AcO
— AcO
@ oac “OMe
N
N/
CH,
Schemat 7. Synteza tosylanéw N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-6-deoksy-a- i -B-D-glukopiranozyd metylu)-6-ylo]
amoniowych
Scheme 7. Synthesis of N-(methyl 2,3,4-tri-O-acetyl-6-deoksy-a- and -f-p-glucopyranoside-6-yl)aminium
tosylates

W wyniku zastosowanych klasycznych warunkéw reakcji czwartorzedowa-
nia (analogicznych jak dla soli N-p-glukopiranozyloamoniowych: ilosci molowe
substratow, temperatura pokojowa [27]) nie uzyskano oczekiwanych produktéw.
6-O-Tosylo-a-D-glukopiranozyd metylu i 6-O-tosylo-f-D-glukopiranozyd metylu
reagowal z trimetyloaming wyltacznie wtedy, gdy reakcje prowadzone byty w tazni
ultradZzwiekowej. Analogiczna reakcja z trietyloaming nie zachodzila, nawet
w minimalnym stopniu. Z kolei z aminami aromatycznymi mimo zastosowania
tazni ultradzwiekowej wydajnosci byly bardzo mate, rzedu 20%. Stad, przeprowa-
dzono synteze powyzszych soli w zakrecanych, gwintowanych ampulkach umiesz-
czonych w bloczku grzejnym o temperaturze 70°C. W tych warunkach uzyskano
lepsze wydajnosci dla anomeru 8 niz a 6-O-tosylo-D-glukopiranozydu metylu. Dla
tosylanu N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-6-deoksy-f-D-glukopiranozyd metylu)-6-ylo]tri-
metyloamoniowego wykonano analize¢ rentgenostrukturalng (Rys. 4).
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Rysunek 4.  Struktura  krystalograficzna  czasteczki  tosylanu  N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-6-deoksy-f-D-
glukopiranozyd metylu)-6-ylo]trimetyloamoniowego

Figure 4. The X-ray structure of N-(methyl 2,3,4-tri-O-acetyl-6-deoksy-B-D-glucopyranoside-6-yl)trime-
thylaminium tosylate

Pierécien piranozowy cukru w tej soli przyjmuje niemal idealng konformacje
krzestowa “C, (identyczna z wystepujaca w roztworze), co dowodzi, ze ugrupowanie
amoniowe znajdujgce si¢ przy terminalnym atomie wegla nie wptywa na konforma-
cje pierscienia cukru.

W oparciu o doniesienia literaturowe, o aktywno$ci biologicznej czwartorzedo-
wych jodkéw amoniowych, poddano reakcji 2,3,4-tri-O-acetylo-6-deoksy-6-jodo-
a-D-glukopiranozyd metylu z aminami trzeciorzedowymi (trimetyloaming w eta-
nolu oraz pirydyna), co przedstawiono na Schemacie 8.

CHZOH 1) 12, imidazol CH2| CHZR I

Ph3P toluen_ AcO amlna AcO
2) Ac,0, Py AcO trzemorzedowa AcO
R=N(CH)L N )
5 N /

Schemat 8. Synteza jodkéw N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-6-deoksy-a-D-glukopiranozyd metylu)-6-ylo amoniowych
Scheme 8. Synthesis of N-(methyl 2,3,4-tri-O-acetyl-6-deoksy-a-p-glucopyranoside-6-yl aminium iodides

Réwniez w tym przypadku reakcja z trimetyloaming byla mozliwa jedynie po
zastosowaniu tazni ultradZzwigkowej. Reakcje otrzymywania jodkéw N-[(2,3,4-tri-
O-acetylo-6-deoksy-a-p-glukopiranozyd metylu)-6-yloJamoniowych zachodzily
trudniej niz analogiczne reakcje otrzymywania tosylanéw. Anion jodkowy nie jest
tak dobra grupg odchodzacg jak anion tosylanowy, stad uzyskano nizsze wydajnosci
reakgji czwartorzedowania [28].
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W celu przebadania wptywu podstawnika (OMe, OPh) przy anomerycznym
atomie wegla w jednostce p-glukopiranozydu na szybkos¢ tworzenia czwartorzedo-
wych soli amoniowych przy terminalnym atomie wegla C6, reakcjom czwartorze-
dowania poddano 2,3,4-tri-O-acetylo-6-O-tosylo--p-glukopiranozyd fenylu. Pod-
stawnik fenylowy w stosunku do metylowego jest wigkszy oraz wywiera odmienny
wplyw elektronowy na czasteczke cukru. Do badan uzyto anomeru f 2,3,4-tri-O-
-acetylo-6-O-tosylo-p-glukopiranozydu fenylu oraz dwie trzeciorzedowe aminy
alifatyczne (trimetyloamina w etanolu i trietyloamina) i trzy aminy aromatyczne
(4-(N,N-dimetyloamino)pirydyna, 2-metylopirydyna oraz pirydyna) (Schemat 9).

CH,OH CH,OTs
H 0 1) TSCLPY_ aco o
HO OPh 2) Ac,0, Py AcO OPh
OH OAc
amina
trzeciorzedowa
Q
HsC CH,R OTs

AcO 0
R = N(CHy)s, N(CoHs)s | ﬁ:/ Y, VY ,?QMCHS)Q CAmOPh
_ — — OAc

Schemat 9.  Synteza tosylanéw N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-6-deoksy-f3-p-glukopiranozyd fenylu)-6-yloJamoniowych
Scheme 9. Synthesis of N-(phenyl 2,3,4-tri-O-acetyl-6-deoksy-f-D-glucopyranoside-6-yl)aminium tosylates

Wykazano, ze tosylan N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-6-deoksy-f3-p-glukopiranozyd
fenylu)-6-ylo]trimetyloamoniowy tworzy si¢ z duzo wigkszg wydajnoscig niz
tosylan N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-6-deoksy-f-p-glukopiranozyd metylu)-6-ylo]tri-
metyloamoniowy. Natomiast w wyniku reakeji 2,3,4-tri-O-acetylo-6-O-tosylo-S-p-
glukopiranozyd fenylu z trietyloaming otrzymano tosylan N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-
6-deoksy-f3-p-glukopiranozyd fenylu)-6-ylo]trietyloamoniowy z 30% wydajnoscia.
W analogicznej reakcji dla pochodnej S-p-glukopiranozydu metylu nie obserwo-
wano nawet $ladowych ilosci tosylanu N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-6-deoksy-f-D-
glukopiranozyd metylu)-6-ylo]trietyloamoniowego. Z kolei, w wyniku reakcji
2,3,4-tri-O-acetylo-6-O-tosylo-S-p-glukopiranozydu fenylu z aminami aromatycz-
nymi otrzymano zaprojektowane sole. Wydajno$¢ reakcji tworzenia soli N-[(2,3,4-
tri-O-acetylo-6-deoksy-f-p-glukopiranozyd fenylu)-6-yloJamoniowych malata
w szeregu: pirydyna (48%), 2-metylopirydyna (25%), 4-(N,N-dimetyloamino)piry-
dyna (18%). Spadek wydajnosci tworzenia soli 2-metylopirydyniowej, w stosunku
do soli pirydyniowej spowodowany byt obecnoscig grupy metylowej w pozycji 2,
co z pewnoscig utrudnito atak nukleofilowy atomu azotu na atom wegla C6 O-tosy-
lowej pochodnej cukru [29].

Wstepne wyniki uzyskane metodami chemii obliczeniowej w fazie gazowej
(dotyczace wplywu podstawnika, OMe/OPh, przy anomerycznym atomie wegla na
szybkos$¢ tworzenia czwartorzedowych soli amoniowych na terminalnym atomie
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wegla C6 p-glukopiranozyddw) wykluczyly przypuszczenia, ze zaobserwowane roz-
nice w wydajno$ciach spowodowane sg efektami sterycznymi. Dostep do centrum
reakcji jest podobnie tatwy we wszystkich przypadkach, niezaleznie od struktury
aglikonu (OMe czy OPh). Taki stan moze by¢ spowodowany czynnikami elektrono-
wymi, co bedzie przedmiotem dalszych badan.

Przeprowadzono badania cytotoksycznosci otrzymanych tosylanéw N-[(2,3,4-
tri-O-acetylo-6-deoksy-a- i f3-p-glukopiranozyd metylu)-6-yloJamoniowych oraz
tosylanow  N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-6-deoksy-f-p-glukopiranozyd fenylu)-6-ylo]
amoniowych. Cytotoksycznos$¢ zostata wyznaczona w oparciu o test WST-1 pole-
gajacy na okresleniu przezywalnosci szczurzych komorek biataczkowych (linia
IPC-81). Celem tego testu bylo zbadanie wplywu poszczegélnych zwigzkéw na
uklad krwionoény [29]. Badane zwiazki nie wykazywaly w ogoéle, badz wykazywaty
bardzo niska, cytotoksycznos¢ wobec komorek IPC-81. Dla dwdch z przebadanych
zwiazkow, tj. tosylanu N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-6-deoksy-a-D-glukopiranozyd mety-
lu)-6-ylo]trimetyloamoniowego oraz tosylanu N-[(2,3,4-tri-O-acetylo-6-deoksy-
a-D-glukopiranozyd metylu)-6-ylo]pirydyniowego, okreslono dawki skuteczne.
W przypadku pozostalych substancji nie zauwazono znaczacej inhibicji przezywal-
nosci komoérek, w badanym zakresie stezen. Wszystkie badane zwigzki wykazaty
niskg toksycznos¢ (EC, wysokie, powyzej 1000 mM) w stosunku do komoérek bia-
taczkowych. Nie znaleziono korelacji migdzy budowg badanych soli a ich cytotok-
sycznoscig.

3. CZWARTORZEDOWE SOLE AMONIOWE PRZY TERMINALNYM
ATOMIE WEGLA W OLIGOSACHARYDACH

Blizzard ze wspolpracownikami zsyntezowali czwartorzedowe sole amoniowe,
pochodne wankomycyny [30]. Wankomycyna zostata odkryta ponad 60 lat temu
[31] i do tej pory jest antybiotykiem stosowanym w leczeniu licznych infekcji bak-
teryjnych (wywolanych np. przez gronkowca zlocistego), czesto bedac tzw. lekiem
ostatniej szansy. Zauwazano, ze zwigkszenie hydrofilowosci wankomycyny poprzez
modyfikacje fragmentu struktury zwigkszalo jej wlasciwosci przeciwbakteryjne [32,
33], ajedna z bardziej aktywnych okazala sie pochodna posiadajaca grupe aminowg
w pozycji G-6 (Schemat 10). Opublikowano synteze m.in. sze$ciu czwartorzedo-
wych soli amoniowych bedacych analogami wankomycyny posiadajacych zmodyfi-
kowang pozycja G-6. Wszystkie substancje wykazywaly aktywnos¢ przeciwdrobno-
ustrojowg wobec szczepow Staphyloccocus i Enterococcus.
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Schemat 10. Tworzenie czwartorzgdowych soli amoniowych pochodnych wankomycyny [30]
Scheme 10.  Formation of quaternary ammonium salts derivatives of vancomycin [30]

Pochodne a,a-trehalozy dzigki swoim wtasciwosciom biologicznym wyko-
rzystywane sg jako leki. Dodatkowo, ulatwienie w planowanych syntezach stanowi
budowa disacharydu jako cukru nieredukujgcego, tzn. takiego, w ktérym w wigza-
nie glikozydowe zaangazowane s3 oba anomeryczne atomy wegla oraz fakt, ze obie
terminalne grupy hydroksylowe przy C6 i C6” sg wolne.

Ciekawe badania przedstawili naukowcy z Chin [34]. Zsyntezowano czwar-
torzgdowe sole amoniowe pochodne a,a-trehalozy (Schemat 11), ktére przeba-
dano pod katem absorpcji wody. Stwierdzono, ze otrzymana CSA pochodna a,a-
trehalozy, doskonale wigze wode oraz posiada niska toksyczno$¢. Posiadala ona
zblizone, a pod niektérymi wzgledami lepsze, wlasciwosci od kwasu hialuronowego,
co moze w przysztoéci znalez¢ zastosowanie w kosmetykach.

HO.

o
N

CHip—CHCHoN(CHa)s

(CH3),CHOH/NaOH

HO: -

R= CH,CHOHCH,N(CHa)s

Schemat 11.  Synteza CSA pochodnych a,a-trehalozy [34]
Scheme 11.  Synthesis of quaternary ammonium salts derivatives of a,a-trehalose [34]

Przeprowadzone w Pracowni Chemii Cukréw UG reakcje per-O-acetylo-
6,6’-di-O-tosylo-a,a-trehalozy z dwiema aminami: trimetyloaming lub pirydyna,
dostarczyly oczekiwanych soli bisamoniowych z wysokimi wydajnosciami (wyniki
nieopublikowane). W reakcjach czwartorzedowania zaobserwowano, ze zaréwno
trimetyloamina jak i pirydyna, ze wzgledu na wlasciwosci zasadowe powodowaty
de-O-acetylowanie (Schemat 12).
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HO —OH TsO
C 1) TsCI/Py
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Schemat 12.  Synteza ditosylanéw N,N’-[(6,6"-dideoksy-a,a-trehaloza)-6,6’-diylo)|bisamoniowych
Scheme 12.  Synthesis of N,N’-[(6,6’-dideoxy-a,a-trehalose)-6,6’-diyl) |bisammonium ditosylates

4. CZWARTORZEDOWE SOLE AMONIOWE POCHODNE
POLISACHARYDOW

Przyktadem reakcji polegajacych na funkcjonalizowaniu terminalnych atomoéw
wegla w polisacharydach takich jak cyklodekstryny, skrobia oraz celuloza byly syn-
tezy przeprowadzone przez Engel’a i wspdtpracownikow [35, 36] (Rys. 5).

R:
4x® R o— CH,R
@
(@) 2 X @/ \ ® /
OH o —N" NN
OH \ / (CH2)n
CH,R
(e}
OH ° OH Q n=7,11, 13,15, 17
OH |
0 X =Br2cI © lub 0Ts ©
— OH —Im
Rysunek 5. Struktury otrzymanych CSA pochodnych skrobi, celulozy i cyklodekstryn [35, 36]
Figure 5. Structures QACs derivatives of starch, cellulose and cyclodextrins [35, 36]

Podobnie jak w przypadku pochodnych monosacharydéw powyzsze sole
zostaly poddane badaniom wlasciwosci przeciwbakteryjnych. Ze wzgledu na wielo-
krotne podstawienie jednostek sacharydowych czasteczkami CSA zaobserwowano
znaczacy wzrost aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej CSA pochodnych polisa-
charydoéw (skrobia, celuloza) w poréwnaniu z CSA pochodnymi cyklodekstryn.
O ile w czasteczkach cyklodekstryn, podstawionych czasteczkami DABCO, wplyw



CUKROWE CZWARTORZEDOWE SOLE AMONIOWE 515

wielko$ci tancucha weglowodorowego na aktywnos¢ jest niewielki to w pochod-
nych celulozy ma on bardzo duze znaczenie. Zaobserwowano wzrost aktywnosci
dla pochodnych zawierajacych dluzsze tancuchy weglowodorowe, az do uzyskania
optymalnej wartosci przy szesnastu atomach wegla. Pochodne celulozy (w postaci
modyfikowanej tkaniny) zawierajace taki sam podstawnik (Rys. 6) hamowaly cal-
kowicie wzrost bakterii na ich powierzchni. Czynnos¢ tg zaobserwowano zaréwno
wobec szczepow bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych. Bardzo dobre
wyniki uzyskano dla modyfikowanej skrobi. Minimalne st¢zenie inhibujace dla
S. aureus, wyniosto 1,3 x 107 mg/cm’, co w poréwnaniu z pochodnymi cyklodek-
stryn jest 50 000 razy nizsze [24, 37, 38].

® _CHy(CHy)14CHs |
® AN~
N/\/

o)
~0 2CI®
HO O—

OH

Rysunek 6. CSA pochodna celulozy [35, 36]
Figure 6. QAC:s derivatives of celulose [35, 36]

Liu i Baumann dokonali regioselektywnej modyfikacji atoméw wegla C6 kilku
jednostek monosacharydowych celulozy [39]. Pierwszym etapem syntezy bylo
podstawienie grupy hydroksylowej przy C6 grupami O-tosylowymi. ,,6-O-Tosylo-
celuloz¢” rozpuszczono w DMSO i do uzyskanego roztworu dodawano pirydyne,
a nastepnie ogrzewano w temperaturze 100°C 24 godz. Otrzymano odpowiednia
s6l pirydyniowa pochodng celulozy z wydajnoscia 84% w stosunku do oszacowanej
poprzednio ilosci grup O-tosylowych.

Kolejnym bardzo ciekawym przykladem polaczenia polisacharydéw oraz
czwartorzedowych soli amoniowych s3a pochodne chitozanu. Chitozan to polimer
D-glukozaminy, powstajacy w wyniku N-deacetylowania chityny. Posiada on bardzo
wiele intersujacych wlasciwosci, w tym przeciwbakteryjne. Doé¢ niska rozpuszczal-
no$¢ w wodzie ogranicza jego szersze zastosowania. Modyfikacja grupy aminowej
poprzez czwartorzedowanie, prowadzace np. do pochodnej trimetyloamoniowej,
w znacznym stopniu poprawia rozpuszczalnos¢ oraz aktywno$¢ przeciwbakteryjna.
Zmiany nie ograniczaja sie tylko do podstawienia atomu azotu trzema identycz-
nymi grupami, zazwyczaj syntezuje sie zwiazki posiadajace réznorakie podstawniki
aromatyczne lub alifatyczne. Przyktadem moze by¢ synteza pochodnych chitozanu,
w ktorych poprzez tacznik amidowy do grypy aminowej cukru przytaczone zostaly
CSA, przedstawione na Rysunku 7 [40].
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Rysunek 7. Struktury przykladowych CSA, pochodnych chitozanu [40]
Figure 7. Structures of QACs derivatives of chitosan [40]

Powyzsze zwigzki poddano badaniom aktywnosci przeciw bakteriom i grzy-
bom. Poréwnano ich aktywnos¢ z syntetyzowanymi monomerycznymi odpowied-
nikami, tj. pochodnymi p-glukozaminy. W przypadku modyfikowanego chitozanu
podstawniki bardziej hydrofilowe powodowaly lepsze wilasciwosci przeciwbakte-
ryjne. Na podstawie wyznaczonych MIC i MLC uszeregowano aktywno$¢ przeciw-
bakteryjng czwartorzedowych soli amoniowych pochodnych chitozanu (Rys. 8).

0
AKX i
N N | e/
N N

> >

N . ANANANANAS
A0

Rysunek 8. Szereg aktywnosci przeciwbakteryjnej CSA pochodnych chitozanu [40]
Figure 8. A number of antimicrobial activity QACs derivatives of chitosan [40]

Jednak w przypadku pochodnych monomerycznych tj. pochodnych p-gluko-
zaminy zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig oraz strukturg byta odwrotna. Najbardziej
aktywne pochodne zawieraly podstawnik o charakterze hydrofobowym.

Tak modyfikowany chitozan moze znalez¢ zastosowanie jako skladnik tkanin
oraz materiatéw o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych, z potencjalnym zastosowa-
niem w medycynie [41-45].

UWAGI KONCOWE

W Zakladzie Chemii Cukréw, od 2014 roku przeksztalconego w Pracownie
Chemii Cukréw, od diuzszego czasu prowadzone sg prace zwiazane z synteza,
badaniami strukturalnymi oraz wlasciwosciami biologicznymi CSA, polaczonych
z cukrami. Czwartorzedowe sole amoniowe przy anomerycznym atomie wegla
w jednostce cukru zostaly przez nas opisane we wczesniejszym artykule [46], stad
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w przegladzie literaturowym omoéwiono przyklady syntezy zwiagzkéw z dodatnim
fadunkiem na atomie azotu oddalonym od centrum anomerycznego o weglowodo-
rowy linker oraz znajdujgcym sie przy terminalym atomie wegla.
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ABSTRACT

Metallic nanoparticles, especially silver nanoparticles, have attracted much
attention due to their unique physical, chemical and opto-electronic properties.
Silver nanoparticles have been successfully applied as a matrix replacement for the
laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (LDI-ToF-MS). Silver
nanoparticles (AgNPs) can efficiently absorb ultraviolet laser radiation, transfer
energy to the analyte and promote analyte desorption, but also constitute a source of
silver ions suitable for analyte cationisation. Nanoparticles, producing spectra with
highly reduced chemical background in the low m/z region, are perfectly suited for
low-molecular weight compound analysis and imaging.

AgNPs have been demonstrated to allow efficient capture of different chemical
compounds (including amino acids, cholesterol, fatty acids) on their surface, thus
efficiently promoting their desorption and gas phase cationisation. The minimum
detectable amount for those organic and biological molecules is often in the fmol
range [23]. Despite the fact that scientists have developed a variety of methods for
the synthesis of silver nanoparticles, there are still problems with obtaining surfa-
ces with nanoparticles of high durability and chemical purity. Recently, a successful
application of cationic silver nanoparticles (AgNPs), which were placed on MALDI
targets for highly sensitive detection of b-ribose at attomolar levels as well as analy-
sis of biological samples such as urine and blood serum [51] was shown. The appli-
cation of new '”AgNPET surface has been presented with examples of analysis of
nucleosides and nucleic bases [60].

One of the main directions of development of LDI-MS is the imaging mass
spectrometry (MSI), enabling the visualization of surface distribution of biological
samples. The critical limitations of the spatial resolution of MALDI-MSI are the size
of the organic matrix crystals and the analyte migration during the matrix applica-
tion process. To overcome these problems, researchers tried to use nanoparticles as
substitutes of organic matrices. In 2013 Ruman group presented that direct contact
of the analysed object with Ag nanoparticle-covered target permits direct surface
transfer of chemical compounds. The active surface becomes then a “chemical pho-
tograph” of an object and allows MS analysis and MS imaging [68].

Keywords: low molecular weight compounds, mass spectrometry, mass spectrome-
try imaging, matrices, matrix free-system, silver nanoparticles

Stowa kluczowe: zwigzki niskoczgsteczkowe, spektrometria mas, obrazowanie spek-
trometrig mas, matryca, uklady bezmatrycowe, nanoczgstki srebra
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WPROWADZENIE

W ciagu ostatnich 15 lat znacznie wzrosta liczba doniesiet naukowych na temat
wykorzystania spektrometrii mas z laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana
matrycg (MALDI MS). Technike MALDI MS charakteryzuje wysoka czulo$¢ oraz
szybko$¢ analizy nie tylko zwigzkow jonowych, takich jak biatka, peptydy czy kwasy
nukleinowe, ale takze réznych niejonowych zwigzkéw chemicznych, wérdd ktérych
bardzo istotnymi sg lipidy czy sacharydy [1-6]. Technika ta umozliwia wykrywanie
substancji w szerokim zakresie mas, co pozwala na jej zastosowanie w réznych dzie-
dzinach chemii i biologii.

Powazng wadg techniki MALDI MS jest obecnos¢ na widmie pikéw pochodza-
cych od jonéw zwigzanych z obecno$cia matryc organicznych, ktore przyczyniajg
sie do ttumienia pikow analitu [7-12] i sa Zrédlem znacznej ilo$ci pikow w zakresie
ponizej m/z 1000. Efektu ttumienia mozna unikng¢ poprzez zastosowanie metod
bezmatrycowych opierajacych sie na zastosowaniu réznych nanostruktur. Nano-
struktury czesto pozwalaja nie tylko na redukcje tta chemicznego w niskim zakresie
m/z, ale takze znacznie polepszaja klarownos$¢ widma, ponadto w znacznym stop-
niu utatwiajg przygotowanie probki. Co wiecej, metody oparte na nanostrukturach,
a zwlaszcza te, w ktorych nanostruktury tworzg aktywng powierzchnie, pozwalajg
na wyeliminowanie szeregu probleméw niejednorodnosci powierzchni badanej
(efekt ,,sweet spot”) [13].

Kilka lat po przedstawieniu metody MALDI opartej na matrycach organicz-
nych, Karas [1] i Tanaka [14, 15] eksperymentowali z mieszaning proszkéw nieorga-
nicznych, badajgc ich zdolnoé¢ do jonizacji analitu. Tanaka, jako pierwszy wykryt
biatka i polimery za pomocg ukladu dwufazowego, zawierajgcego kobalt w postaci
bardzo drobnego proszku (30 nm) zawieszonego w glicerolu [14]. W 1995 Sunner
i wsp. zastosowali zamiast matryc organicznych czastki grafitu zawieszone w glice-
rolu [16]. Czastki nieorganiczne wspieraja proces jonizacji poprzez pochlanianie
energii lasera i utatwienie desorpcji termicznej analitu. Inni autorzy takze testowali
réznej wielkos$ci czgstki metaliczne zawieszone w glicerolu lub w innych cieczach.

Jednak gtéwng wadg takich rozwigzan jest wystepowanie zjawiska ,,sweet spot’,
a takze problem z zastosowaniem tych rozwigzan dla instrumentéw z pionowg
pozycja plytki (targetu) [14, 16-18].

Zastosowanie AgNPs w analizie biomolekularnej zapewnia wiele korzysci m.in.:
(i) relatywnie wysoka tolerancja na sole, (ii) eliminacja zakt6cenn pochodzacych od
jonéw matrycy organicznej, (iii) wystepowanie na widmie wysoce powtarzalnych
sygnatéw oraz (iv) mozliwo$¢ kalibracji wewnetrznej na pikach pochodzacych
od jonéw srebrowych. Ponadto, aktywno$¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza
nanoczastek srebra zapewnia pewng ochrone¢ badanych tkanek.

Niniejsze opracowanie jest podzielone na pie¢ rozdzialéw opisujacych rézne
aspekty zastosowania nanoczastek srebra w technice laserowej desorpcji/joniza-
¢ji (LDI MS). Pierwsze dwa rozdzialy dotycza zastosowania nanoczastek srebra
w ,konwencjonalnej” analizie LDI MS, gdzie nanostruktury srebra stosowane sg
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jako dodatki ulatwiajace jonizacje jonowych i niejonowych analitéw. Trzeci rozdziat
skupia si¢ na zastosowaniu AgNPs w analizie mikroorganizmdéw oraz produktow
ich metabolizmu. Czwarty natomiast dotyczy przykltadow zastosowania aktywnych
powierzchni zawierajacych nanostruktury srebrowe. Ostatni rozdzial opisuje zasto-
sowanie AgNPs w obrazowaniu LDI MS réznych powierzchni.

1. AgNPs W ANALIZIE ZWIAZKOW JONOWYCH

Mechanizm desorpcji i jonizacji w ukladach z nanostrukturami srebrowymi
jest skomplikowany i nie do konca jeszcze poznany. Podobnie jest takze w przy-
padku szeregu innych nanostruktur. Zwykle zaklada si¢, ze mechanizm desorp-
cji/jonizacji dla analitu znajdujacego si¢ na lub w poblizu nanoczastek polega na
absorpcji nanosekundowych impulséw lasera przez nanoczastki, czego skutkiem
jest niemal natychmiastowe, gwaltowne ogrzewanie analitu i wybuchowe przejscia
fazowe. Jednak Silina i in. sugerujg istnienie innego mechanizmu - indukowanej
swiattem desorpcji akustycznej (ang. laser-induced acoustic desorption, LIAD), gdzie
jony sa desorbowane w wyniku efektéw mechanicznych.

Efekt LIAD jest wywolany poprzez impulsy akustyczne w obrebie cienkiej
warstwy nanostrukturalnej i jego charakter zmienia si¢ znaczgco wraz ze wzro-
stem grubosci warstwy [19]. Poza efektami typowo fizycznymi opisanymi powyzej,
nanostruktury wykazuja takze szereg interesujacych wlasciwosci zwigzanych raczej
z charakterem chemicznym [20, 21].

Hua i in. [21], a nast¢pnie takze inni badacze [22, 23] opracowali metode
nano-PALDI, w ktdrej wykorzystali AgNPs stabilizowane cytrynianem w celu sku-
tecznej desorpcji/jonizacji kilku peptydéw [21-23]. Autorzy zastosowali dwa mode-
lowe peptydy: bradykinine (0,1 mg/ml) oraz angiotensyne I (0,5 mg/ml) w obecno-
$ci $rodka powierzchniowo czynnego oraz odpowiedniej soli, aby zbada¢ potencjat
nanoczastek srebra petniacych funkcje matrycy w procesie jonizacji [21]. Nano-
czastki srebra otrzymano w wyniku redukeji chemicznej azotanu srebra z zasto-
sowaniem procedury opisanej wczesniej w literaturze [24], wg ktérej do roztworu
2 mM cyjanoborowodorku sodu w 1% roztworze cytrynianu sodu wkraplano 5 mM
roztwér azotanu srebra w warunkach intensywnego mieszania. Powstale AgNPs
wielko$ci 160 + 20 nm umozliwily skuteczng desorpcje/jonizacje wspomnianych
peptydow nie powodujac fragmentacji [21, 22]. Procedura opisana przez tg grupe
[21] jest dosy¢ prosta do zastosowania, jako Ze autorzy zalecaja naniesienie na plytke
MALDI 0,5 pul zawiesiny nanoczastek, a nastepnie 0,5 pl roztworu analitu oraz susze-
nie strumieniem powietrza [21].

Co ciekawe, Hua i in. w swoich badaniach wykazali, Ze nanoczastki srebra moga
by¢ stosowane do desorpcji/jonizacji peptydow, a rozdzielczos¢ otrzymanych widm
jest identyczna jak w przypadku analizy MALDI z uzyciem matrycy organicznej.
Ponadto, w przeciwienstwie do wczesniejszych prac tych autoréw, nie zaobserwo-
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wano na widmie obecnosci pikéw adduktéw peptydéw z kationami sodu czy potasu
[21].

Powszechnie znane powinowactwo tioli do jonéw srebra lub zlota zostalo
wykorzystane w celu wykrycia peptydow zawierajacych cysteine przez Shrivasa i in.
[23]. Autorzy wykazali, ze AgNPs z powodzeniem mogg by¢ stosowane w metodzie
AP-MALDI-ITMS (ang. atmospheric pressure matrix-assisted laser desorption/ioni-
zation ion-trap mass spectrometry) do analizy biotioli (tj. glutation) czy tiopeptydow
obecnych w moczu.

Nanoczastki srebrowe wielkosci 10 oraz 20 nm bez stabilizatora oraz stabili-
zowane CTAB (ang. cetyl trimethylammonium bromide) oraz cytrynianem otrzy-
mano poprzez redukcje jondw srebra za pomocg NaBH, [23]. Autorzy przedstawili
rezultaty analizy lekéw zawierajacych siarke oraz biotioli bez konieczno$ci wykony-
wania dodatkowego etapu rozdzielania i przemywania [23].

Niemodyfikowane AgNPs w poréwnaniu z stabilizowanymi CTAB oraz cytry-
nianem nanoczgstkami srebra, wykazujg najlepsza wydajnos¢ jonizacji. Powodem
wysokiego powinowactwa AgNPs do biotioli jest, jak twierdzg autorzy, tworzenie sie
wigzan kowalencyjnych Ag-S. Adsorpcja biotioli na powierzchni AgNPs spowodo-
wala 4—15-krotne zwigkszenie czulosci analizy badanych biotioli [23].

Bioragc pod uwage opisane oddzialywania nanoczgstek metali szlachetnych
z biomolekutami [25-27], Shrivas i in. [28], zastosowali do analizy peptyddéw i bia-
tek nanoczastki srebra zmodyfikowane ligandami hydrofobowymi. Reakcje pomie-
dzy AgNPs, a dodekanotiolem i oktadekanotiolem prowadzono w toluenie stosujac
mikroekstrakeje ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid microextraction, LLME).

Ta sama grupa naukowcow opracowala jednoetapowa metode ekstrakcji pep-
tydow z prébek biologicznych z zastosowaniem nanoczastek srebra w procesie eks-
trakcji do pojedynczej kropli (ang. single drop microextraction, SDME). Nanoczastki
srebra wytworzono w ukladzie wodnym przez redukcje AgNO, za pomocg NaBH,,
a nastepnie derywatyzacje nanoczastek i przeniesienie do fazy organicznej zawiera-
jacej dodekanotiol lub oktadekanotiol.

Otrzymane t3 metoda zmodyfikowane AgNPs posiadaly zwykle rozmiary
mniejsze niz 50 nm [28]. Shrivas i in. opisali takze tworzenie nanoczastek srebra
stabilizowanych bromkiem tetraalkiloamoniowym [29]. Stabilizowane nanostruk-
tury wytworzone w toluenie zostaly zastosowane w funkcji elektrostatycznych sond
powinowactwa do wstepnego zatezania mieszaniny peptydéw z probek biologicz-
nych, te ostatnie analizowane byly nastepnie metoda laserowej desorpcji/jonizacji
wspomaganej matrycg pod ci$nieniem atmosferycznym AP MALDI z pulapka
jonowa.

Stabilizowane bromkiem tetraoktyloamoniowym (ang. tetraoctylammonium
bromide, TOAB) nanoczastki srebra wytworzono poprzez redukcje AgNO, za
pomocg NaBH, w uktadzie dwufazowym zawierajgcym TOAB w toluenie. Roz-
twory wodne badanych peptydéw wytrzasano z 0,8 pL zawiesiny AgNPs w toulenie,
po czym faze toluenowg zebrano i umieszczono na plytce do analizy MS [29].
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W roku 2010 Kailasa i in. [30] opisali zastosowanie nanoczgstek selenku srebra
(Ag,Se) modyfikowanych oktadekanotiolem (ang. octadecanethiol, ODT) i kwa-
sem 11-merkaptoundekanowym (ang. II-mercaptoundecanoic acid, MUA) jako
,»sond ekstrakcyjnych” do analizy hydrofobowych peptydéw i bialek w roztworach
wodnych. Funkcjonalizowane Ag SeNPs wytworzono w reakgji azotanu srebra ze
sproszkowanym selenem i oktadekanoaming. Reakcje prowadzono w temperatu-
rze 180°C przez 10 minut. Otrzymane w postaci zawiesiny w toluenie nanoczgstki
miaty kulisty ksztalt i rozmiary w zakresie od 7 do 10 nm. W celu analizy peptydow
wymagane byto zmieszanie sfunkcjonalizowanych Ag SeNPS zawieszonych w tolu-
enie z mieszaning peptydow oraz wirowanie, a nastgpnie umieszczenie 2 pl fazy
organicznej z ta samg objetoscia roztworu matrycy CHCA na plytce MALDL

Nanoczgstki Ag Se@ODT i Ag,Se@MUA okazaly si¢ by¢ dobrymi hydrofobo-
wymi nanosondami umozliwiajacymi skuteczng ekstrakcje peptydéw w obecnosci
substancji przeszkadzajacych, takich jak mocznik, Triton X-100 czy chlorek sodu
[30].

Wspomniana wczesniej grupa pod kierunkiem Shastri uzyskata interesujace
wyniki w mikroekstrakcji oraz identyfikacji markeréw bialkowych stosujac zmo-
dyfikowane nanoczastki srebra: Ag@ODT/AMP (ang. I-octadecanethiol/4-ami-
nothiophenol, ODT/AMP) oraz Ag@ODT/TG (ang. I-octadecanethiol/I-thiogly-
cerol, ODT/TG). W poréwnaniu z konwencjonalng metodg MALDI ToF MS przy
zastosowaniu optymalnych parametréw systemu Ag@ODT/AMP zaobserwowano
10-15-krotny wzrost intensywnos¢ sygnatow.

Niedawno Kawasaki i in. [32] przedstawili metode¢ analityczng polegajaca na
zastosowaniu efektu zlokalizowanego powierzchniowo rezonansu plazmonowego
(ang. localized surface plasmon resonance, LSPR) w laserowej desorpcji/jonizacji
wspomaganej matryca (ang. matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI)
z wykorzystaniem trdjkatnych nanoplytek srebrowych (ang. silver nanoplates,
AgNPLs) unieruchomionych na podtozu stalym. AgNPLs wytworzono w prostej
reakcji azotanu srebra z borowodorkiem sodu w obecnosci stabilizatora - cytrynianu
trisodowego. Pierwszym krokiem tej syntezy byla redukcja AgNO, za pomocg boro-
wodorku w obecnosci cytrynianu trdjsodowego. Otrzymano stabilizowane cytry-
nianem zarodki AgNPL, ktére napromieniowano $wiattem 550+100 nm w tempera-
turze 50°C. Drugim krokiem tej syntezy byla kontrola wzrostu nanostruktur srebra,
w celu ulatwienia dalszego wzrostu AgNPLs, az do uzyskania rozmiaru 30-70 nm.
Zmodyfikowane trypsyna AgNPLs unieruchomiono na ptytce MALDI z dodatkiem
kwasu synapinowego jako matrycy, w celu przebadania ich zastosowania jako inhi-
bitoréw trypsyny sojowej (SBTI) [32].

Fujino i in. [33] w celu polepszenia stabilno$ci zawiesiny AgNPs zastosowali
unieruchomione zeolitem nanoczastki srebra o rozmiarach 20-35 nm. Otrzymany
uktad zeolit-nanoczastki (ang. nanoparticle-zeolite system, AgNPs-NH,ZSM,) moze
by¢ skutecznym donorem Ag'. Autorzy przewiduja, ze zeolit moze dzialaé jako
dobry odbiornik energii cieplnej zapobiegajac niszczeniu AgNPs w procesie fotow-
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zbudzania. Nowy material zastosowano w technice LDI MS do analizy jonowych
i niejonowych substancji biologicznie czynnych o matej masie czasteczkowej, w tym
do analizy kwasu acetylosalicylowego, L-histydyny, glukozy, mocznika, choleste-
rolu, a takze matych zwigzkéw wystepujacych w surowicy ludzkiej.

2. AgNPs W ANALIZIE ZWIAZKOW NIEJONOWYCH

Sherrod i in. [22], w swojej pracy wykorzystali oddzialywania jony srebra-ole-
finy, w celu selektywnej jonizacji steroli i lipidow w obecno$ci nanoczastek srebra
o rozmiarach 20 oraz 60 nm. Autorzy w swoich badaniach analizowali probke skta-
dajaca si¢ z mieszaniny 12 zwigzkow o réznej polarnosci, stosujac do tego celu mie-
szaning sktadajaca sie z matrycy DHB i azotanu srebra (Rys. 1A), lub tylko AgNPs
(Rys. 1B).
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Rysunek 1. Widma MS mieszaniny peptydéw (goéra, A) wykonane z wykorzystaniem DHB/AgNO, oraz fos-
focholiny i cholesterolu (dét, B) wykonane z wykorzystaniem AgNPs. Przedrukowano za zezwole-
niem D. Sherrod, A.]. Diaz, W.K. Russell, P.S. Cremer, D.H. Russell, Anal. Chem., 2008, 80, 6796.
Prawa autorskie (2008) naleza do American Chemical Society

Figure 1. MS spectra of a peptide mixture obtained with DHB/AgNO, (A), phosphocholine and cholesterol
obtained with AgNPs (B). Reprinted with permission from D. Sherrod, A.J. Diaz, W.K. Russell,
PS. Cremer, D.H. Russell, Anal. Chem., 2008, 80, 6796. Copyright 2008 American Chemical
Society
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Szczegdlnie interesujace okazalo sig, ze przy wykorzystaniu matrycy organicznej na
widmie zaobserwowano jedynie addukt [cholesterol-H,O+H]" natomiast nie zaob-
serwowano adduktow ze srebrem. Natomiast w przypadku wykorzystania AgNPs
(Rys. 1A), na widmie widoczne sg piki pochodzace od adduktu [cholesterol+Ag]*
oraz dodatkowe wysokie piki Ag) i Ag; (Rys. 1B) [22].

Ta sama grupa naukowcow z powodzeniem wykorzystata 20 nm AgNPs, w celu
ulatwienia jonizacji dwdch karotenoidéw (f-karotenu i fitoenu) wystepujacych
w probce soku marchwiowego (Rys. 2), bedacego ztozong mieszaning witamin,
mineratéw, terpenoiddéw, lipidow, weglowodandw, cukréw, bialek, karotenoidow
oraz aminokwaséw. Rysunek 2 przedstawia widmo LDI MS, na ktérym wyraznie
widoczne sa dwa sygnaly odpowiadajace adduktom [f-karoten+Ag]™ (m/z 643,3)
oraz [fitoen+Ag]" (m/z 651,4). Przy czym wart podkreslenia jest fakt, iz obydwa te
zwiazki charakteryzuja si¢ niska, a nawet bardzo niska polarnoscig [22].
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Rysunek 2.  Widmo MS $wiezo wycisnietego soku z marchwi otrzymane z wykorzystaniem 20 nm AgNPs.
Przedrukowano za zezwoleniem D. Sherrod, A.J. Diaz, W.K. Russell, P.S. Cremer, D.H. Russell,
Anal. Chem., 2008, 80, 6796. Prawa autorskie (2008) naleza do American Chemical Society
Figure 2. Mass spectrum of freshly squeezed carrot juice obtained with 20 nm AgNPs. Reprinted with per-

mission from D. Sherrod, A.J. Diaz, W.K. Russell, P.S. Cremer, D.H. Russell, Anal. Chem., 2008,
80, 6796. Copyright 2008 American Chemical Society

W 2008 roku Chiu i in. [34] zastosowali nanoczgstki srebra w technice lase-
rowej desorpcji/jonizacji wspomaganej powierzchnia (SALDI MS), w celu iden-
tyfikacji trzech estrogenéw: E1, E2 i E3. Po wstepnym zat¢zeniu, badane zwigzki
byly adsorbowane na AgNPs, a nastepnie bezposrednio analizowane. Prég detekcji
tych trzech zwigzkow wynosit odpowiednio 2,23 uM dla estronu (E1), 0,23 pM dla
estradiolu (E2) oraz 2,11 uM dla estriolu (E3). Nanostruktury srebra o rozmiarach
34+3 nm otrzymano nieco zmodyfikowana metoda zaproponowang przez Lee i in.
[33], w ktorej wodny roztwor azotanu srebra gotowano z dodatkiem cytrynianu tri-
sodowego. Nalezy jednak zaznaczy¢, Zze oméwiona procedura zalicza si¢ raczej do
grupy metod nano-PALDI jako, ze nie stosowano modyfikowanych nanostruktu-
rami powierzchni targetu pomiarowego.
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Wang i in. [36] opisali mozliwos¢ analizy antybiotykéw aminoglikozydo-
wych wystepujacych w probkach osocza ludzkiego za pomoca techniki SALDI
MS z wykorzystaniem nanoczgstek srebra pokrytych warstwa zlota (Au@
AgNPs). W swoich badaniach naukowcy zalozyli, ze stabilizowane cytrynianem
Au@AgNPs przyciagaja dodatnio natadowane aminoglikozydy poprzez oddzialy-
wania elektrostatyczne. Syntez¢ ujemnie naladowanych nanoczastek srebra prze-
prowadzono wykorzystujac metode kontrolowanego wzrostu zarodkéw (seed-
-mediated growth). Bimetaliczne nanoczastki Au@AgNPs o rozmiarach 39+5 nm
otrzymano poprzez zmieszanie wodnego roztworu AgNO, z roztworem koloidal-
nego zlota, tak powstalg mieszanine dodano nastepnie do roztworu hydrochinonu.
Otrzymang zawiesing Au@AgNPs mieszano z roztworem aminoglikozydéw przez 1
godzing, po czym odwirowano. Po usunieciu supernatantu, nanoczastki przemyto
woda, a nastepnie osadzono na plytce (target) i wysuszono na powietrzu. Granice
wykrywalnosci aminoglikozydéw w probkach osocza okreslono na 9, 130, 81 i 180
nM odpowiednio dla paromomycyny, kanamycyny, neomycyny i gentamycyny [36].

Gholipour i in. [37] jako pierwsi zbadali mozliwos¢ zastosowania nanoczastek
diamentowych, srebrowych, dwutlenku tytanu, tlenku barowo-strontowo-tyta-
nowego ((BaTiO,)(SrTiO, BaSrTiO), oraz tlenku tytanowo-krzemowego (TiSiO,)
w analizie MALDI-MS weglowodanéw zawartych w tkankach roslinnych. Autorzy
wykorzystali dostepne handlowo nanoczastki srebra o rozmiarach mniejszych niz
20 nm do analizy sacharozy i fruktanéw za pomoca laserowej desorpcji/jonizacji
w trybie jondw dodatnich i ujemnych. Wszystkie badane nanoczastki z wyjatkiem
Ag umorzliwialy desorpcje i jonizacje weglowodanéw w trybie jonéw dodatnich
i yjemnych. Nalezy zaznaczy¢, iz obserwacja dotyczaca AgNPs jest nieoczekiwana
oraz sprzeczna z innymi wynikami opisywanymi w tym przegladzie i prawdopodob-
nie wynika ze zbyt duzego stezenia srodkow stabilizujacych albo ze zbyt wysokiego
pH zawiesiny AgNPs lub AgNPs-analit.

W 2012 Nie i in. [38] zaproponowali zastosowanie dostepnych handlowo
20 nm AgNPs w technice powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii Ramana
i LDI MS (ang. surface-enhanced Raman spectroscopy and LDI MS, SER/LDI MS),
w celu wykrycia oraz pozyskiwania informacji z probek stalych bez koniecznosci
stosowania dodatkowych etapdw przygotowania i oczyszczania probki. W ekspe-
rymentach LDI, nanoczgstki srebra zawieszono w uktadzie metanol-woda zawiera-
jacym cytryniany, a nastepnie mieszano przez noc z badanymi prébkami (1 mM),
po czym 1 pL powstalej mieszaniny nalozono na warstwe tlenku indowo-cynowego
(ITO) osadzonego na podtozu szklanym.

Zwigzki takie jak p-aminotiofenol, rodamina 6G i cholesterol wybrane do
analizy przy uzyciu techniki SER/LDI MS wykazuja silne interakcje z AgNPs. Dla
pierwszego zwigzku zaobserwowane na widmie piki pochodzily od jonéw zawie-
rajacych w swym sktadzie p-aminotiofenol oraz 1-3 jony/atomy srebra, natomiast
w przypadku rodaminy 6G i cholesterolu znaleziono piki bedace prostymi adduk-
tami z kationami H" oraz Ag" [38].
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Grupa Preislera opracowala metod¢ identyfikacji steroli tj. brassikasterol
(BR), cholesterol (CH), stigmasterol (ST), kampesterol (CA) oraz f3-sitosterol (SI)
wystepujacych w prébkach oliwy z oliwek, oleju Inianego oraz stonecznikowego
za pomocg chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz z zastosowa-
niem wspomaganej powierzchnig laserowej desorpcji/jonizacji (RPLC-SALDI
MS). W opracowanej metodzie badane prébki poddano zmydlaniu w $rodowisku
alkalicznym, po ktérym wykonano ekstrakcje frakcji niezmydlajacych si¢ eterem
dietylowym. Sterole rozdzielano na kolumnie z wypelnieniem typu C,, w gradien-
cie metanolowo-wodnym. Prébke do analizy SALDI przygotowano wykorzystujac
metode automatycznego nakladania kropli badanej substancji na plytke, po czym
w to samo miejsce nakroplona zostala zawiesina srebra. Zastosowanie nanoczastek
srebra jako matrycy w technice SALDI pozwolilo na jonizacje¢ niepolarnych anali-
tow zapewniajac bardzo niskie granice wykrywalnosci 12 i 6 fmol odpowiednio dla
cholesterolu oraz f3-sitosterolu [39].

Nanostruktury tlenku srebra (I) otrzymane metodg strgcania na mokro podob-
nie jak nanoczastki srebra zostaly zastosowane przez Taira i in. jako $rodki katio-
nizujace. Autorzy w swoich badaniach przeprowadzili analize LDI MS tyminy oraz
promotoréw wzrostu wloséw (¢-flavanon oraz minoksydyl). Na otrzymanych przez
nich widmach widoczne s3 addukty tych zwigzkéw z kationami H', Na* oraz Ag"
[40].

3. NANOSTRUKTURY SREBRA W ANALIZIE MIKROBIOLOGICZNE]

Metod¢e MALDI MS z uzyciem nanostruktur srebra wykorzystano do scha-
rakteryzowania gatunkow bakterii patogennych. AgNPs majg wysoki stosunek
powierzchni do objetosci, dlatego tez zostaly zastosowane jako sondy powinowac-
twa (affinity probes) do wigzania calych komorek mikroorganizméw [41]. General-
nie, uwaza sie, ze do przeprowadzenia analizy potrzebne s3 minimum ~ 10* komo-
rek bakteryjnych, dlatego tez probki zakaznych pltynéw biologicznych oraz probki
plynow fizjologicznych pobranych od oséb z zatruciem pokarmowym moga by¢
trudne do przeanalizowania bezposrednio za pomocg MALDI MS ze wzgledu na
stosunkowo niskg zawarto$¢ komodrek w cieczy.

Powaznym problemem w analizie mikroorganizméw za pomocg techniki
MALDI/nanoPALDI/SALDI sa szeroko opisywane w literaturze wlasciwosci prze-
ciwbakteryjne i przeciwgrzybicze jonéw oraz nanostruktur srebrowych. Aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjna wzrasta wraz ze wzrostem stezenia AgNPs i prowadzi do
spadku intensywnosci sygnaléw pochodzacych od biatek sygnatowych na widmie
masowym. Problem ten zauwazono nie tylko przy zastosowaniu srebra, ale takze
w przypadku innych nanoczastek, takich jak nanoczastki TiO, i ZnO. Dlatego tez
w analizach LDI MS kluczowym czynnikiem jest kontrola stezenia nanoczastek
[41]. Niedawno ten wazny temat dotyczacy analizy oraz identyfikacji drobnoustro-
jow metodami laserowymi MS z wykorzystaniem nanostruktur zostat opisany przez
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Chiu [41]. Podobne badania przedstawila grupa Bright'a, opisujac zastosowanie
techniki MALDI ToF MS w identyfikacji mikroorganizmow, takich jak wirusy, bak-
terie, zarodniki i komorki grzybéw [42]. Rownolegle Yao i in. [43] opisali zasto-
sowanie MALDI MS do identyfikacji i scharakteryzowania peptydow, jak réwniez
bialek w ,,nienaruszonych” mikroorganizmach. W celu zwigkszenia czulosci ana-
lizy mikroorganizmow tj. Escherichia coli i Serratia marcescens technika MALDI
MS Wu i in. [44] zastosowali niemodyfikowane nanoczastki srebra. Wyniki badan
tych naukowcow wskazuja, ze zsyntetyzowane nanoczastki srebra o rozmiarach
50-100 nm i odpowiednich stezeniach moga by¢ stosowane do wychwytywania
i analizy bakterii w probkach jogurtu.

Ci sami badacze wykonali badania, w ktérych do bakterii w trakcie ich poczat-
kowej fazy wzrostu dodali AgNPs, w celu przystosowania mikroorganizméw do
obecnosci ciat obcych. Ponadto opisali mozliwo$¢ zastosowania techniki MALDI
MS do oceny jakosci oraz przydatnoséci do spozycia mikroorganizméw zawartych
w jogurcie [45].

Niemodyfikowanych AgNPs uzyto takze w analizie MALDI MS, celu zwigksze-
nia czuto$ci detekeji mikroorganizméw tj. E. coli, S. marcescen, B. lactis; L. acidophi-
lus, S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus, B. longum, L. bulgaricus and S.
thermophilus w probkach Zywnosci [44]. Badane byly takze wzajemne oddzialywa-
nia bakterii z nanoczastkami odpowiedzialnymi za mozliwo$¢ wykrywania i identy-
fikacji substancji mikrobiologicznych za pomocg techniki MALDI MS.

4. AKTYWNE POWIERZCHNIE Z NANOSTRUKTURAMI SREBRA
W LDI-MS

MALDI MS jest dosy¢ rzadko stosowany w analizie zwigzkéw maloczastecz-
kowych (MW< 800 Da), poniewaz najcze$ciej stosowane matryce to maloczgstecz-
kowe kwasy organiczne przyczyniajace si¢ do powstania wiekszej ilosci sygnatow
w niskim zakresie mas [40, 45, 46]. Problem ten moze zosta¢ czg$ciowo rozwigzany
poprzez zastosowanie techniki SALDI (laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana
powierzchnig), ktorg pierwotnie opracowat Sunner i in. [16]. W technice SALDI
proces desorpcji/jonizacji odbywa si¢ z wykorzystaniem aktywnych powierzchni
bez koniecznoéci stosowania ,.tradycyjnej” organicznej matrycy. Powierzchnie
SALDI czgsto zawieraja organiczne, nieorganiczne lub metaliczne mikro- lub nano-
struktury. SALDI nalezy traktowac jako ogdlne okreslenie metod z zastosowaniem
nanoczastek np. AGNPET, AuNPET, NALDI (laserowa desorpcja/jonizacja wspo-
magana nanostrukturami) [49], nano-PALDI (laserowa desorpcja/jonizacja wspo-
magana nanoczgstkami) lub inne metody [50], w ktorych nanostruktury zwigzane
s3 do powierzchni plytki przed nalozeniem badanej probki. Nalezy zaznaczy¢, ze
pomimo, iz NALDI jest ogélng nazwa metod opartych o zastosowanie powierzchni
zlozonych z nanostruktur to w literaturze nazwa ta gléwnie odnosi si¢ do metody
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opracowanej przez firme¢ Bruker Daltonics wykorzystujacej powierzchnie zawiera-
jace nanodruty krzemowe.

Metody LDI zaliczaja si¢ do metod migkkiej jonizacji gdzie fragmentacja ana-
litu jest stosunkowo niewielka w poréwnaniu do innych metod jonizacji, dzieki
czemu znacznie ulatwiaja analizy delikatnych zwigzkéw chemicznych czy makro-
czasteczek [51]. Metody SALDI z wykorzystaniem AgNPs maja ogromny potencjal,
poniewaz AgNPs wyjatkowo skutecznie pochlaniajg ultrafioletowe promieniowanie
lasera, energia ta jest nastepnie przekazywana w procesie desorpcji/jonizacji m.in.
do czgsteczek analitu [52-54].

W literaturze mozna znalez¢ liczne doniesienia naukowe dowodzace, iz srebro
jest bardzo dobrym czynnikiem kationizujacym, czgsto stosowanym w spektrome-
trii mas do analizy réznych olefin tj. cholesterol, kwasy ttuszczowe, ale takze do
analizy $rednio- oraz malo polarnych polimeréw. Zostalo réwniez udowodnione,
ze AgNPs maja zdolnos$¢ do skutecznego wigzania na swojej powierzchni réznych
zwigzkéw chemicznych. Promujg tym samym ich kationizacje. Limity detekeji dla
zwigzkow wykrywanych z ich uzyciem sg rzedu fmol [23].

W 1999 roku grupy Buriaka i Siuzdak’a opracowaly metode laserowej desorp-
cji/jonizacji na porowatym krzemie (DIOS) (ang. desorption/ionization on porous
silicon, DIOS) pozwalajaca na analize czasteczek o matych masach czasteczkowych
[55]. W metodzie tej stosuje si¢ stale podloza, najczesciej porowaty krzem lub zmo-
dyfikowang krzemionke, spelniajace funkcje matrycy. Porowaty krzem, uzyskano
poprzez trawienie ptytek krzemowych, np. metoda galwanostatyczng. Material ten
charakteryzuje si¢ dobrze rozwinigta powierzchnia, co umozliwia nie tylko sku-
teczne osadzanie na niej analitu, ale i intensywng absorpcj¢ promieniowania lasero-
wego. Wadg metody DIOS jest czgsto ograniczony zakres mas badanych zwigzkdow.
Podejscie to zostalo rozwinigte przez mozliwos$¢ wykorzystania réznych nanostruk-
tur krzemu oraz kilku rodzajéw nanoczastek (Ag, Au, P, HgTe, ZnS, nanokrysta-
liczne TiO,, MnO,, Mn,0,) [56]. Jednakze gléwna wada materialéw porowatych
jest utrata aktywnosci po odparowaniu wody, proces ten moze nastapic juz w ciagu
kilku dni.

Kilka lat temu grupa Xiao zaproponowala ulepszong metode DIOS (desorp-
cja jonizacja na porowatym krzemie) do LDI MS, w ktdrej porowata powierzchnie
krzemu zmodyfikowano poprzez osadzenie AgNPs. Autorzy do testéw zmodyfi-
kowanej metody wykorzystali tetra-pirydylo porfiryne (TPyP), oligomery glikolu
polietylenowego (PEG 400 i 2300) oraz peptyd oksytocyne. Wartosci limitu wykry-
walnosci (ang. limit of detection, LOD) dla PEG-400, PEG-2300, oksytocyny oraz
TPyP sg bardzo niskie i wynosza odpowiednio 3,0 pmol, 30 pmol, 400 fmol, 5 fmol.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze porfiryny byly proponowane wczesniej jako poten-
cjalne matryce, dlatego tez nie sg najlepszym przykltadem zwigzkow testowych [57].

Dufresne i in. zbadali mozliwo$¢ napylenia metalicznego srebra na skrawki
tkanek w celu umozliwienia analizy MS oraz wysokorozdzielczego obrazowania
spektrometrig mas olefin metoda laserowej desorpcji/jonizacji [58]. Na Rysunku 3
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przedstawiono widma MS/MS wykonane dla skrawka nerki, na ktérym osadzona
zostala bardzo cienka warstwa srebra grubosci 16+2 nm. Zaproponowano takze
$ciezki fragmentacji adduktu srebra z kwasem arachidowym, kwasem dokozaheksa-
enowym, cholesterolem oraz triacyloglicerydem typu 52:3. Zaproponowana metoda
jest interesujacym podej$ciem pozwalajacym za uzyskanie duzej ilosci informacji
z fragmentu badanej tkanki [58].
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Widma MS/MS cholesterolu (A), kwasu dokozaheksaenowego (B) kwasu arachidowego (C) oraz
triacyloglicerydu 52:3 (D) uzyskane dla skrawka nerki, na ktérym osadzona zostata bardzo cienka
warstwa srebra oraz zaproponowane $ciezki fragmentacji badanych molekut. Przedrukowano za
zezwoleniem M. Dufresne, A. Thomas, J. Breault-Turcot, J.-F. Masson, P. Chaurand, Anal. Chem.,
2013, 85, 3318. Prawa autorskie (2013) naleza do American Chemical Society

MS/MS spectra of cholesterol (A), docosahexaenoic acid (B), arachidonic acid (C), and triac-
ylglyceride 52:3 (D) acquired from a kidney tissue section after silver sputtering with fragmen-
tation pathways proposed for each molecule. Reprinted with permission from M. Dufresne,
A. Thomas, J. Breault-Turcot, J.-E Masson, P. Chaurand, Anal. Chem., 2013, 85, 3318. Copyright
2013 American Chemical Society

Niedawno grupa Volmera zaprezentowalta doskonalg prace na temat elektro-
chemicznej metody osadzania ok. 100 nm grubosci warstwy nanostruktur palladu
i srebra oraz ich zastosowania w metodzie SALDI MS do analizy malych czasteczek
biologicznych. Autorzy do testow nowej metody wykorzystali kwasy tluszczowe, tri-
glicerydy, weglowodany i antybiotyki. Co ciekawe, autorzy stwierdzili, ze addukty
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potasowe byly widoczne jedynie gdy grubos¢ warstwy byla nizsza niz 100 nm, pod-
czas gdy addukty Pd i Ag s3 generowane gdy grubo$¢ warstwy jest rowna lub wigksza
niz 120 nm [48]. Pomimo, iz metoda ta pozwala na analize zwigzkéw cechujgcych
sie malym ciezarem czasteczkowym to jednak jej gtéwna wada jest brak na widmach
pikow przypisanych do nanostruktur srebra, ktére moglyby postuzy¢ do precyzyjnej
kalibracji wewnetrznej.

Niedawno naukowcom udalo si¢ otrzyma¢ metoda zol-zel porowate nano-
czastki srebra [59]. Cienki film porowatych AgNPs wytworzono na powierzchni
szkla przez powlekanie wirowe z roztworu kompleksu zawierajgcego ortokrzemian
tetraetylu, kwas azotowy, 2-etoksyetanol oraz azotan srebra. Swiezo pokryte plytki
poddano obrébcee cieplnej w atmosferze powietrza w temperaturze 700°C w ciagu
7 godzin. Otrzymane cienkie folie byly nastgpnie bezposrednio nanoszone na
powierzchnig stali nierdzewnej plytki MALDI i wykorzystane do analizy. Na wid-
mach MS widoczne sg piki pochodzace od adduktéw angiotensyny II, a takze roz-
nych trigliceryddw i fosfatydylocholiny ze srebrem [59].

Metoda syntezy nanoczastek srebra bezposrednio na powierzchni plytki sta-
lowej zaprezentowata niedawno nasza grupa. W wyniku przeprowadzonych prac
udalo si¢ otrzymac bardzo cienkie warstwy kationowych nanoczgstek srebra wiel-
kosci okolo 100 nm zaréwno na zmodyfikowanych jak réwniez komercyjnie dostep-
nych plytkach MALDI. Synteze nanoczastek srebra elektrostatycznie zwigzanych
z plytka stalowg przeprowadzono poprzez redukcje trifluorooctanu srebra z DHB
w tetrahydrofuranie w temperaturze pokojowej bezposrednio nad powierzchnia
plytki. Przygotowanie probki do analizy wymagato jedynie naniesienia 0,5-1 ul
roztworu analitu na plytke oraz wysuszenia na powietrzu. Za pomocg tej metody
analizowano rézne grupy zwigzkow rozniace si¢ m.in. polarnoscig tj. aminokwasy,
sacharydy, nukleozydy, glikozydy, kwasy sulfonowe, aldehydy i zasady nukleinowe.
Zastosowanie kationowych nanoczgstek srebra pozwolilo na wykrycie D-rybozy na
poziomie attomolowym, jak réwniez analize probek biologicznych, takich jak mocz
czy osocze krwi [47, 51]. Ponadto, nasza grupa jako pierwsza zaprezentowala mozli-
wo$¢ zastosowania w technice LDI MS monoizotopowych '”AgNPs pozwalajacych
na uzyskanie wyzszej czutosci, dokladnosci i rozdzielczosci, m.in. ze wzgledu na
uproszczony rozklad izotopowy.

Metoda '“AgNPET pozwala osiggna¢ okolo 2-krotnie wyzsze poziomy inten-
sywnoéci adduktow z '“Ag’ (Rys. 4B), a nawet 10- do 100-krotnie wyzsze w przy-
padku ztozonych adduktéw z '“Ag’-'""Ag " (Rys. 4A). Na widmie D-rybozy wyko-
nanym metoda '“AgNPET (Rys. 4C) wystepuje pojedynczy pik przypisany do
adduktu [rybozy + '"Ag]* 0 m/z 256,96.
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A gy n [i = [R+Agl*

109Agg+ | [R+1°9Ag]+

* [R+15Ag]*

Rysunek 4.  Obliczone rozklady izotopowe dla jonéw '“Ag; (A, dél), Ag, (A, gora) oraz adduktéw [rybo-
za+'®Ag]” (B, dé) i [ryboza+Ag]" (B, géra). Widmo LDI MS wykonane dla D-rybozy (R) na
plytce '"AgNPET w trybie dodatnim z reflektronem. Przedrukowano za zezwoleniem J. Niziol,
W. Rode, B. Laskowska, T. Ruman, Anal. Chem., 2013, 85, 1926. Prawa autorskie (2013) naleza do
American Chemical Society

Figure 4. Calculated isotopic distributions of a '”Ag; (A, bottom), Ag; (A, top), [ribose + '“Ag]" (B, bot-
tom) and [ribose + Ag]” (B, top) ions along with '”AgNPET mass spectrum (C) of D-ribose (R)
in positive reflection mode. Reprinted with permission from J. Niziol, W. Rode, B. Laskowska,
T. Ruman, Anal. Chem., 2013, 85, 1926. Copyright 2013 American Chemical Society

Hong i wspolpracownicy zaproponowali metode redukeji srebra na powierzchni
ciala stalego. Nowe nanostruktury otrzymane poprzez redukcje jonéw srebra za
pomoca powierzchniowo zwigzanej polidopaminy byly testowane w celu okreslenia
wydajnosci jonizacji matych peptydéw [61].

5. AgNPs W OBRAZOWANIU LDI-MS

Obrazowanie spektrometrig mas (ang. MS imaging, MSI) to technika wyko-
rzystywana do wizualizacji rozkladu powierzchniowego biomolekut bez koniecz-
nos$ci wykonywania ekstrakeji, oczyszczania, rozdzielania oraz znakowania probek
biologicznych. O ile najczesciej stosowane obrazowanie MS to analiza powierzchni
(2D MS) to nalezy pamietac, ze wyniki maja charakter 4-wymiarowy poniewaz kazdy
analizowany punkt posiada dwie wspotrzedne powierzchniowe, a takze 2-wymia-
rowe (m/z oraz intensywno$c¢). Poza szeregiem problemow z zastosowaniem MALDI
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do analizy malych czasteczek, pozostaje problem ograniczenia rozdzielczosci prze-
strzennej w MALDI-MSI. Aby przezwycigzy¢ ten problem, naukowcy wykorzystali
nanostruktury srebrowe jako zamienniki organicznych matryc [58, 62].

Dufresne i wspotpracownicy zaprezentowali metode obrazowania MS, w kto-
rej metaliczne srebro zostalo napylone na powierzchnie skrawkoéw tkanek myszy
i szczura. Autorzy uzyskali obrazy jonowe m.in. dla adduktu cholesterolu z katio-
nem srebra w warstwie zwojowej oraz ziarnistej kory mézdzku myszy [58]. Grupa
Lee zastosowala obrazowanie LDI-MS, w celu okreslenia lokalizacji poszczegolnych
astrocytow oraz zbadania rozkladu cholesterolu na poziomie pojedynczej komorki.
W celu zapewnienia jednorodnego pokrycia komérek nonoczastkami srebra zasto-
sowano procedure polegajacg na o$Smiokrotnym rozpyleniu zawiesiny AgNPs za
pomoca nebulizera. Co ciekawe autorzy dostrzegli, ze niemal wylacznym widocz-
nym na widmie MS skladnikiem komdrkowym byt cholesterol [64].

Jackson i wspdltpracownicy zastosowali matryce AgNP, aby uzyska¢ lokaliza-
cje kilku klas lipidéw wystepujacych w tkance serca poprzez bezposrednia iniekcje
AgNPs do skrawka tkanki oraz nastgpnie analize tkanek metodg LDI MSI w try-
bie jonéw dodatnich. Autorzy w celu wykonania badan pokryli metoda napylania
magnetronowego nanoczastkami srebra wielkosci 0,5-15 nm caly wienicowy prze-
kréj mozgu szczura [65]. Godne uwagi jest to, ze zastosowanie AgNPs pozwolilo
na uzyskanie wysokiej wydajnosci jonizacji triacyloglicerydéw (TAG) cechujacych
sie niskg polarno$cia, co bywa problematyczne np. w analizie metodami opartymi
o ESI. Na widmach masowych wykonanych w regionie naczyn krwionosnych serca
wyraznie widoczne sg piki przypisane do TAG, natomiast widma z regionu mie$nia
sercowego zawierajg gtéwnie piki przypisane do fostatydylocholin (PC) i fosfatydy-
loetanoloamin (PE) [65].

Niedawno grupa Ewing’a przedstawila ciekawa mozliwos¢ wykorzysta-
nia nanoczastek srebra oraz ztota w technice LDI oraz spektrometrii mas jonéow
wtornych (SIMS). Autorzy wykorzystali nanoczastki srebra i ztota w analizie LDI
probki lipidu zawierajacego 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholing (ang.
I-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, POPC), w celu identyfikacji frag-
mentow lipidéw zawierajacych POPC. Ponadto, autorzy zaobserwowali dwukrotne
wzmocnienie sygnalow dla pikéw przy m/z 184 i 86 przypisanych do fragmentow
POPC, jak réwniez do adduktu POPC z protonem (m/z 760) [66].

Metode nano-PALDI-MSI z wykorzystaniem AgNPs zastosowano, w celu
wizualizacji rozkladu przestrzennego kwasow ttuszczowych w skrawkach watroby
oraz siatkéwki myszy. Nanoczastki srebra o rozmiarach 3,84+0,45 nm otrzymano
w reakgji prekursora — n-C ,H, COOAg z stearylaming [15, 62]. Istotnym jest fakt,
iz zidentyfikowanych metoda nano-PALDI-MSI z wykorzystaniem AgNPs kwa-
sow tluszczowych, nie mozna bylo wykry¢ przy uzyciu metody MALDI z uzyciem
matrycy DHB. Wyniki otrzymane metoda nano-PALDI-MSI wskazuja, ze limit
detekgji dla kwasu palmitynowego jest mniejszy niz 50 pmol [62]. Nanoczastki sre-
bra zastosowano takze do stworzenia map rozkladu powierzchniowego réznych klas
kwasow ttuszczowych w przekroju siatkowki myszy [62].



536

J. SEKULA, J. NIZIOL, T. RUMAN

Grupa Lee przedstawila szereg ciekawych usprawnien systemu obrazowania
LDI MS z pulapky jonowg. Wspomnianej grupie udato si¢ zmodyfikowa¢ typowy
uklad optyczny poprzez zmiane $wiattowodu o $rednicy 25 mikrometréw na
ok. 12 um, w wyniku czego uzyskali rozdzielczo$¢ przestrzenng umozliwiajacg obra-
zowanie MS pojedynczych komorek w kwiatach Arabidopsis thaliana [67]. Zwigzki
wystepujace w kwiatach i korzeniach roéliny jonizowano przy pomocy koloidalnego
srebra rozpylonego na materiale biologicznym z wykorzystaniem nebulizera wlasnej
konstrukcji. Przy zastosowaniu wspomnianych ulepszen autorzy skoncentrowali si¢
na zwigzkach o dlugich fancuchach, takich jak alkany, alkohole, kwasy ttuszczowe
i ketony zawierajagce 27-31 atomow wegla [67].

Rysunek 5.

Figure 5.

Analiza MSI odcisku palca (rozmiar piksela 150 pm) na plytce '”AgNPET. A, B - zdjecia mikro-
skopowe powierzchni "AgNPET bez (A) oraz z odciskiem palca (B). C-J - reprezentacje gra-
ficzne (normalizacja TIC) zwigzkow wystepujacych w odcisku palca o m/z: 131,895 (C), 315,036
(D), 312,301 (E), 240,259 (C), 147,864 (G), 396,150 (H), 284,286 ( i), 311,303 (J) i 168,982 (N).
Obrazy K (m/z 96,922), L (m/z 80,948) i M (m/z 83,022) przedstawiaja reprezentacje graficzne
innego do$wiadczenia wykonanego z rozdzielczoécig przestrzenng 50 x 50 um. Przedrukowano
za zezwoleniem J. Niziol, T. Ruman, Anal. Chem., 2013, 85, 12070. Prawa autorskie (2013) nalezg
do American Chemical Society

Latent fingerprint MSI analysis (150 pm pixel size) on '“AgNPET. A, B - Optical microscopy
images of a '”AgNPET surface without (A) and with a fingerprint (B). C-J - Graphical repre-
sentations (TIC normalization) of fingermark compounds at m/z: 131.895 (C), 315.036 (D),
312.301 (E), 240.259 (F), 147.864 (G), 396.150 (H), 284.286 (I), 311.303 (J) and 168.982 (N). The
K (m/z 96.922), L (m/z 80.948) and M (m/z 83.022) representations are from another experi-
ment of 50 x 50 um spatial resolution. Reprinted with permission from J. Niziol, T. Ruman, Anal.
Chem., 2013, 85, 12070. Copyright 2013 American Chemical Society
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Metode pokrywania standardowej plytki MALDI kationowymi nanoczgstkami
'”Ag ('”AgNPs) zastosowano w obrazowaniu MS organicznych i nieorganicznych
zwigzkéw chemicznych pochodzenia endo- i egzogennego obecnych w odcisku
palca, ktéry uzyskano przez bezposrednie dotkniecie palcem do plytki-targetu
oraz takiego transferowanego przy uzyciu winylowej tasmy klejacej [51]. Metoda
' AgNPET moze by¢ réwniez uzyta do obrazowania MS $ladéw obcej substancji
umieszczonej na palcu (Rys. 5) [68]. Odciski palca byly takze badane przez grupe
Lauzona proponujaca metode obrazowania odciskow palca z uzyciem napylonego
srebra [69].

PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy zostaly zaprezentowane przyklady zastosowania nano-
struktur srebrowych w rodzinie metod LDI MS. Metody te zostaly z powodzeniem
zastosowane do analizy budowy zwigzkéw chemicznych zaréwno jonowych jak
i niejonowych, o duzym i malym cigzarze czasteczkowym. Przedstawione w tym
przegladzie metody umozliwiajg analiz¢ ztozonych mieszanin biologicznych, takich
jak osocze krwi czy mocz, nawet w ilosciach sladowych. Omdéwiono réwniez wiele
zastosowan nanostruktur srebra w obrazowaniu LDI-MS. Wizualizacja lokalizacji
zwigzkéw w réznych typach tkanek rodlinnych i zwierzecych, a takze mozliwos¢
analizy kryminalistycznej odciskéw palcéow za pomoca obrazowania LDI-MS
z wykorzystaniem AgNPs ma ogromny potencjal dla przyszlego rozwoju laserowej
spektrometrii mas.

Publikacja zostata sfinansowana ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki
przyznanych na podstawie decyzji numer UMO-2015/19/N/ST4/00379.
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ABSTRACT

Pressure-sensitive adhesives (PSAs) are non-metallic materials used to bond
other materials, mainly on their surfaces through adhesion and cohesion. Adhesion
and cohesion are phenomena, which may be described thermodynamically and che-
mically, but actually they cannot be measured precisely. It was shown that the most
important bonding processes are bonding by adhesion and bonding with pressure-
-sensitive adhesives. The difference between pressure-sensitive adhesives and other
adhesives, such as contact adhesives, is in the permanent surface stickiness of the
pressure-sensitive adhesives before, or after, the application.

The fastest developing polymers departments are: initiating UV photopolyme-
rization and photocrosslinking. Ultraviolet radiation (UV) part of the electroma-
gnetic radiation having a wavelength of 100 to 400 nm, the practical use has an area
of 200 to 400 nm. UV radiation does not cause visual impressions results in a stron-
gly fluorescence, photoelectric, photochemical reactions and has a high biological
activity. It is particularly important industrial use of UV crosslinking which is used
in the manufacture of a wide range of self-adhesives, such as assembly lines, labels,
decorative films, protective films, patches and biomedical electrode.

Especially important critical point during UV-curing is the balance between
adhesion and cohesion of the crosslinked pressure-sensitive adhesive layer. An
important element is finding the appropriate beneficial relationship between tack,
adhesion and cohesion of the crosslinked pressure-sensitive adhesives that offer
assurance to their respective industrial applications. Ultraviolet radiation crosslin-
king is carried out at room temperature and does not require high temperatures, an
important disadvantage pressure-sensitive adhesives crosslinked by heat. Compa-
red to systems crosslinked thermally, the use of UV crosslinking process provides
greater speed and effective a crosslinking process, and also does not damage the
materials with low thermal resistance.

Keywords: pressure-sensitive adhesives, photoreactive, crosslinking
Stowa kluczowe: kleje samoprzylepne, fotoreaktywne, sieciowanie
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WSTEP

Kleje samoprzylepne poprzez swoje lepko-sprezyste wlasciwosci moga by¢
uzyte do polaczen, w ktorych istotng role spelnia samoprzylepnos¢, zaréwno w trak-
cie aplikacji jak i w gotowym polaczeniu. Z drugiej strony, samoprzylepno$¢ moze
umozliwia¢ kontrolowang odkrywalnos¢, swiadczacg o tymczasowym charakterze
zlacza. Ze wzgledu na samoprzylepnos¢ polaczenia adhezyjnego, ilos¢ kleju jest
limitowana, co wplywa na prace zlacza klejowego polaczenia adhezyjnego w lami-
natach lub kompozytach. Powoduje to wystepowanie réznicy pomiedzy mierzonymi
wiasciwosciami kleju przed zastosowaniem do taczenia oraz kleju w zastosowanym
laminacie.

Istotne wlasciwosci charakteryzujgce nature kleju samoprzylepnego to kleistos¢,
adhezja przy odrywaniu oraz jego wytrzymalos¢ wewnetrzna (kohezja). Pierwsza
wlasciwos¢ opisuje samoprzylepnos¢ kleju, druga odpornos¢ kleju na odrywanie
od réznych materiatéw, a trzecia dotyczy utrzymania wlasciwej pozycji obcigzonej
warstwy samoprzylepne;.

Kleje samoprzylepne, szczegélnie na bazie poliakrylandw, sa w coraz wiekszym
stopniu stosowane do produkeji réznorodnych wyrobow zastepujacych dotychcza-
sowe tradycyjne techniki lgczenia, takie jak spawanie czy nitowanie. Kleje samo-
przylepne s3 stosowane do produkgji:

 jednostronnych i dwustronnych tasm klejacych;

» samoprzylepnych etykiet;

« samoprzylepnych folii dekoracyjnych na bazie PVC;

o szyldow;

o folii ochronnych;

« samoprzylepnych kartek wielokrotnego uzytku (post-it);

» tasm ochronnych;

« tasm izolacyjnych i elektroizolacyjnych;

o plastrow oraz innych samoprzylepnych materiatéw opatrunkowych;

o+ rozpuszczalnych w wodzie ta§m samoprzylepnych;

« tasm operacyjnych (OP-tapes);

« elektrod biomedycznych;

« innych materiatéw samoprzylepnych.

Coraz czesciej obserwuje si¢ zastosowanie fotoreaktywnych klejow, otrzymy-
wanych na drodze fotopolimeryzacji oraz fotosieciowania promieniowaniem ultra-
fioletowym, do produkecji nowatorskich wyrobéw samoprzylepnych.
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1. METODY OTRZYMYWANIA SAMOPRZYLEPNYCH KLEJOW
POLIAKRYLANOWYCH

Poliakrylanowe kleje samoprzylepne opatentowano po raz pierwszy w 1932 r.
w USA. Najczesciej synteze wysokowartosciowych poliakrylanowych klejéw samo-
przylepnych prowadzi sie na drodze polimeryzacji rodnikowej w rozpuszczalniku
organicznym w obecnoéci termicznego inicjatora rodnikowego w temperaturze
wrzenia rozpuszczalnika. W technologicznych procesach polimeryzacyjnych jako
rozpuszczalniki organiczne stosuje si¢ przewaznie octan etylu, n-heksan, n-heptan,
aceton, frakcje benzyny o temperaturze wrzenia od 60 do 95°C, metyloetyloketon
czy tez toluen. Wybdr odpowiedniego rozpuszczalnika nastepuje przy uwzglednie-
niu nastepujacych czynnikow:

« cena;

» mozliwos¢ odzyskania kleju po procesie powlekania;

o brak wplywu rozpuszczalnika na przebieg reakcji polimeryzacji;

o odpowiednia temperatura wrzenia (50-120°C);

o duza zdolnos$¢ do rozpuszczania powstalego polimeru;

Brak wystepowania probleméw przy produkcji gotowych wyrobow (tworzenia
sie pecherzy przy odparowaniu rozpuszczalnika w trakcie procesu powlekania kleju
na no$niku).

Inng metodg syntezy jest polimeryzacja emulsyjna. Do otrzymywania klejow
samoprzylepnych w postaci dyspersji wodnych stosuje si¢ monomery rozpuszczalne
w wodzie, ktérych homopolimery lub kopolimery charakteryzuja sie dobra dysper-
gowalnoscig w wodzie. Monomery, ktdre nie sg rozpuszczalne w wodzie, moga by¢
w niewielkich ilosciach dodane do mieszaniny reakcyjnej pod warunkiem, ze maja
zdolnosci do tworzenia w wodzie emulsji.

Proby polimeryzacji akrylanéw w masie, prowadzone bez udzialu rozpuszczal-
nika, powodowaly nawet przy zastosowaniu najwczesniejszych reaktoréw, niebez-
pieczenstwo przegrzania mieszaniny reakcyjnej, niekontrolowany przebieg reakeji
tancuchowej i w efekcie eksplozji. Pierwszym skutkiem braku mozliwo$ci odprowa-
dzenia energii wyzwolonej w wyniku polimeryzacji jest zmiana zabarwienia poli-
meru, a bardzo czesto zzelowanie calego uktadu w reaktorze (efekt Trommsdorfa).
Proces polimeryzacji rodnikowej polimeréw akrylanowych w masie mozna prowa-
dzi¢ w wyttaczarce lub bezposrednio na no$niku, co komplikuje proces technolo-
giczny i zwigksza koszty wytwarzania koncowych wyrobow samoprzylepnych.

2. SIECIOWANIE KLEJOW SAMOPRZYLEPNYCH

Najszybciej rozwijajacymi si¢ dzialami polimeréw sa: fotopolimeryzacja inicjo-
wana promieniowaniem UV oraz fotosieciowanie. Promieniowanie ultrafioletowe
(UV) jest cze$cia promieniowania elektromagnetycznego o dtugosci fali od 100 do
400 nm, przy czym praktyczne zastosowanie ma obszar od 200 do 400 nm. Pro-
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mieniowanie UV moze powodowa¢ porazenia wzroku, zjawisko fotoelektryczne,
reakcje fotochemiczne oraz odznacza si¢ duzg aktywnoscia biologiczng. Szczegdlnie
istotne jest przemystowe zastosowanie promieniowania UV do sieciowania klejow,
stosowanych do wyrobu szerokiej gamy produktéw samoprzylepnych, takich jak
tasmy montazowe, etykiety, folie dekoracyjne, folie ochronne, plastry oraz elektrody
biomedyczne.

W technologii klejow samoprzylepnych powszechnie stosowane sg nastepujace
zwiazki i metody sieciowania:

o sole metali z kwasami organicznymi, np. tytaniany, cyrkoniany,

o chelaty metali, np.: acetyloacetonian zelaza, acetyloacetonian glinu,

e Zywice aminowe,

+ wielofunkcyjne monomery, np. akrylan 1,4-butanodiolu, eter allilowowiny-

lowy,

+ wielofunkcyjne izocyjaniany, np. diizocyjanian toluenu, diizocyjanian hek-

sametylenu,

« wielofunkcyjne propylenoiminy, pochodne 2-metyloazyrydyny,

o promieniowanie UV,

« strumien elektronéw.

Sieciowanie klejow poliakrylanowych jest konieczne w celu uzyskania odpo-
wiednich wlasciwosci termicznych i mechanicznych warstwy klejacej. Kleje nie
poddane sieciowaniu nie sg w stanie spelni¢ zadnych podstawowych wymagan
odbiorcéw przemyslowych. Sieciowanie uniemozliwia przesuwanie si¢ makrocza-
steczek wzgledem siebie pod wplywem wystepujacych obcigzen mechanicznych czy
tez termicznych. Usieciowane kleje nie topig si¢, moga jedynie migknac. Decydu-
jacymi parametrami usieciowania kleju samoprzylepnego sa stopien usieciowania
i gesto$¢ usieciowania.

Sieciowanie klejow poliakrylanowych powinno by¢ przeprowadzone w ten spo-
sob, aby charakteryzowaly si¢ one wysokim stopniem usieciowania, ale za to mata
gestoscig usieciowania. Niska gestos¢ usieciowania oznacza duze odstepy pomie-
dzy punktami wigzacymi ze sobg poszczegolne makroczasteczki, natomiast stopien
usieciowania okregla, jaka czes¢ makroczasteczek jest wlaczona w sie¢ przestrzenna
usieciowanego kleju. Duzy stopien usieciowania decyduje o znikomej tendencji
kleju do topienia i rozpuszczania. Ze wzrastajacg gestoscig usieciowania kleju rosnie
kohezja, ale rOwnoczesnie wzrasta tez jego skurcz. Zbyt wysoka gesto$¢ usieciowa-
nia kleju powoduje obnizenie elastycznos¢, adhezji oraz kleistosci.

3. KLEJE SAMOPRZYLEPNE SIECIOWANE PROMIENIOWANIEM UV

Koncept technologiczny fotoreaktywnych klejéw samoprzylepnych, szczegol-
nie poliakrylanowych klejoéw samoprzylepnych, bazujacych na zdolnych do reakeji
kopolimeryzacji fotoinicjatoréw znalazt odzwierciedlenie w ponad 200 patentach
opisujacych badania technologiczne oraz zastosowanie tych fotoinicjatorow w tech-
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nologii fotoreaktywnych klejow samoprzylepnych i polimeréw. Zdolne do reakeji
kopolimeryzacji nienasycone fotoinicjatory musza by¢ rozpuszczalne w rozpusz-
czalnikach organicznych oraz monomerach akrylanowych, wykazywaé duzg reak-
tywno$¢ z innymi monomerami oraz nie tworzy¢ w procesie sieciowania promie-
niowaniem UV produktéw ubocznych.

Podstawowg zasadg sieciowania klejow za pomoca promieniowania ultrafio-
letowego jest konwersja promieniowania UV w energie chemiczng. Sieciowanie
polimeréw za pomocg promieniowania ultrafioletowego moze zachodzi¢ wedtug
mechanizmu rodnikowego lub kationowego. W przypadku gdy proces sieciowania
zachodzi wedtug mechanizmu rodnikowego, polimeryzacje wigzan nienasyconych
obecnych w lancuchu polimeru wywolujg czasteczki zwane wolnymi rodnikami,
ktoére powstajg na skutek rozpadu ich prekursordw, tj. najczesciej ketondéw aroma-
tycznych.

Warunkiem koniecznym do zapoczatkowania reakcji sieciowania wedlug
mechanizmu rodnikowego jest wiec obecno$¢ odpowiednich fotoinicjatoréw. Sie-
ciowanie rodnikowe jest najbardziej rozpowszechnionym sposobem sieciowania
UV. Sieciowanie polimeréw wedlug mechanizmu kationowego polega na otwarciu
pierécieni epoksydowych lub reakcjach grup winyloeterowych obecnych w ancu-
chu polimeru.

Typowe kleje przeznaczone do sieciowania za pomocg UV zawierajg nastepu-
jace skfadniki:

« fotoreaktywny polimer,

« fotoinicjatory,

« fotoreaktywne prepolimery, fotoreaktywne oligomery lub rozcienczalniki
reaktywne, ktére majg zdolno$¢ nie tylko regulacji lepkosci kompozycji, ale
takze ze wzgledu na obecno$¢ w ich czasteczkach wiazan nienasyconych
przyczyniaja si¢ w procesie sieciowania do powstania dodatkowych sieci
(wigzan wewnatrzczasteczkowych w polimerze). Jako fotoreaktywne roz-
cienczalniki stosowane si¢ réznorodne monomery wielofunkcyjne, jak np.
wielofunkcyjne akrylany, uretanoakrylany oraz poliestroakrylany.

Kluczowe znaczenie w procesie sieciowania promieniowaniem ultrafioleto-
wym odgrywa fotoinicjator. Od rodzaju i stezenia fotoinicjatora zalezg szybkos¢
polimeryzacji i stopien usieciowania kompozycji polimerowej, a w konsekwencji
takze podstawowe wiasciwosci usieciowanych klejow.

Fotoinicjator moze by¢ wiec wbudowany w strukture polimeru w trakcie reak-
cji polimeryzacji, wprowadzony osobno do struktury polimeru w wyniku reakcji
z odpowiednimi grupami funkcyjnymi obecnymi w polimerze lub tez moze by¢
dodany bezposrednio do kompozycji polimerowej. Zdolne do reakcji polimery-
zacji fotoinicjatory sg najczeéciej cialami stalymi. Dobry fotoinicjator powinien
charakteryzowaé sie znakomitg rozpuszczalno$cia w monomerach wyjsciowych,
wysoka reaktywnos$cia podczas procesu polimeryzacji oraz nie powinien powodo-
waé powstawania produktéw ubocznych podczas sieciowania promieniowaniem
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UV. Typowe konwencjonalne fotoinicjatory tworza niestety w trakcie rozkladu
fotolitycznego produkty uboczne o charakterystycznym, nieprzyjemnym zapachu.
Najwazniejsza jednak cechg fotoinicjatordw jest efektywnos¢ inicjowania reakcji, co
oznacza, ze dobry fotoinicjator powinien wykazywa¢ wysoka absorpcje w zakre-
sie emisji promieniowania UV, w celu rozszczepienia na aktywne rodniki o naj-
wyzszej wydajnosci kwantowej, a powstale stany wzbudzone powinny wykazywac
krotki czas istnienia, aby nie nastapilo wygaszenie przez atomy tlenu lub czasteczki
monomerdw. W zalezno$ci od mechanizmu rozpadu fotoinicjatora, pod wplywem
promieniowania UV, mozna je zaszeregowa¢ w nastepujace grupy:

« fotoinicjatory konwencjonalne pierwszego rodzaju, «-fotodysocjujace,

w ktorych rodniki tworza si¢ w wyniku rozpadu wzbudzonej czasteczki
w stanie tripletowym, ale nie dochodzi do rozpadu pierwotnie powstatych
rodnikéw (np. benzoina, dimetoksyacetofenon, acylooksymoester lub ben-
zoiloketale),

 fotoinicjatory konwencjonalne pierwszego rodzaju, f-fotodysocjujace,

w ktorych pierwotnie tworzace si¢ rodniki, w wyniku rozpadu wzbudzonej
czasteczki, w stanie tripletowym moga ulega¢ dalszemu rozpadowi fotoli-
tycznemu (np. halogenoketon),

o fotoinicjatory drugiego rodzaju, ktére ulegaja rozpadowi na wolne rodniki

w wyniku miedzyczasteczkowego przeniesienia atomu wodoru z koinicja-
tora (np. aminy) na wzbudzong czasteczke inicjatora w stanie tripletowym,
a rodnikiem inicjujacym jest rodnik powstaly z koinicjatora (np. benzofe-
non, dibenzoil, tioksantan, antrachinon lub keton Michlera).

Do nowej klasy efektywnych nienasyconych fotoinicjatoréw, zdolnych do reak-
cji polimeryzacji naleza:

« fotoinicjatory zawierajace grupy akrylanowe,

o fotoreaktywne pochodne akryloamidu,

« fotoinicjatory z grupami winylooksykarbonylowymi,

« fotoinicjatory zawierajace grupy winylowe.

Szczegdlnie waznym, a jednoczesnie krytycznym punktem sieciowania UV
klejow samoprzylepnych jest balans pomiedzy adhezja a kohezjg usieciowanych
warstw samoprzylepnego kleju. Istotnym elementem jest znalezienie odpowiednich
korzystnych relacji pomiedzy kleistoscig, adhezjg oraz kohezjg usieciowanych kle-
jow samoprzylepnych dajacych gwarancje odpowiedniego ich zastosowania w apli-
kacjach przemystowych. Sieciowanie promieniowaniem ultrafioletowym odbywa
sie w temperaturze pokojowej i nie wymaga wyzszych temperatur, co jest istotnym
mankamentem klejéow samoprzylepnych sieciowanych termicznie. W poréwnaniu
do ukladdéw sieciowanych termicznie, zastosowanie promieniowania UV w procesie
sieciowania gwarantuje wiekszg szybko$¢ procesu sieciowania, a ponadto nie nisz-
czy materialéw o stosunkowo niskiej wytrzymalosci termicznej.
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4. MECHANIZM SIECIOWANIA PROMIENIOWANIEM
ULTRAFIOLETOWYM

Sieciowanie fotoreaktywnych klejow samoprzylepnych odbywa si¢ za pomoca
specjalnych lamp UV o réznej mocy. Moze si¢ ono odbywaé w atmosferze powietrza,
gdyz obecnos¢ tlenu nie wplywa w istotny sposdb na przebieg reakcji sieciowania.

Zakres promieniowania ultrafioletowego lezy pomiedzy 100-400 nm, dzielac
sie na nastepujace obszary:

« UV A:315-400 nm,

o UV B:280-315 nm,

« UV C:100-280 nm.

Spektrum absorpcyjne fotoinicjatora oraz spectrum emisyjne zrédta UV
powinny by¢ mozliwie do siebie doktadnie dopasowane. Istotnym elementem jest
takze ilo$¢ energii emitowanej przez zrodlo UV oraz odleglos¢ naswietlanej warstwy
kleju samoprzylepnego od lampy UV. Pochlanianie przez sieciowang warstwe kleju
emitowanej ilosci energii promieniowania UV jest odwrotnie proporcjonalne do
kwadratu odlegtosci lampy od naswietlanej powierzchni.

W czasie naswietlania warstwy kleju nastepuje pobudzenie zwigzku fotoinicja-
tora, ktéry po zaadsorbowaniu promieniowania UV reaguje z sasiednimi trzecio-
rzedowymi atomami wegla bocznych tancuchéw polimeréw. Mechanizm opisanego
wyzej sieciowania przedstawiono na Rysunku 1.
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Rysunek 1. Sieciowanie promieniowaniem UV akrylanowych klejow samoprzylepnych (PSA) zawierajacych
4-akryloilooksybenzofenon (ABP)
Figure 1. UV crosslinking of acrylic PSAs containing 4-acryloyloxy-benzophenone (ABP)
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5. ZRODEA PROMIENIOWANIA ULTRAFIOLETOWEGO

W przemysle opierajacym si¢ na procesach fotochemicznych stosuje si¢ obec-
nie rézne zrédla promieniowania ultrafioletowego. Generalnie jednak mozna je
podzieli¢ ze wzgledu na charakter emitowanego promieniowania ultrafioletowego
na zrédla promieniowania spektralnego, ktore emitujg rozne dtugosci fali zaréwno z
interesujacego zakresu UV jak i widzialnego czy nawet podczerwieni oraz na zrédla
promieniowania monochromatycznego, o $cisle okreslonej fali.

Podstawowym zrédlem promieniowania UV s3 lampy oraz lasery ultrafio-
letowe. Wérod lamp wyrdzniamy spektralne lampy UV oraz monochromatyczne
lampy UV (lampy ekscymerowe). Monochromatyczne ekscymerowe lampy UV
(brak promieniowania IR) nie powodujg obcigzenia termicznego naswietlanej war-
stwy kleju samoprzylepnego. Emitowane przez tego typu lampy promieniowanie
UV o dtugosci fali 308 nm jest przydatne do sieciowania klejow samoprzylepnych
tylko w ograniczonym zakresie. Zwigzane jest to ze stabg przepuszczalnoscia fal UV
o dlugosci wigkszej niz 300 nm przez kleje poliakrylanowe. Sposéb pracy lampy
moze by¢ staly lub pulsacyjny.

Tymczasem w zalezno$éci od potrzeb uzytkownika jako zrodta swiatta spektral-
nego stosowane sg miedzy innymi rteciowe lampy nisko-, redni- i wysokoci$nie-
niowe, lampy ksenonowe, diody UV-LED, lampy domieszkowe (ang. doped lamp)
a takze lampy bezelektrodowe zasilane promieniowaniem mikrofalowym (ang. elec-
trodesless discharge microwave lamp-EDL) przeznaczone do reaktoréw mikrofalo-
wych. Jako typowe lampy UV stosuje sie lampy rteciowe nisko-, $rednio- lub wyso-
korteciowe, o mocy miedzy 80 a 150 W/cm. Nalezy dodac, ze obecny stan techniki
umozliwia stosowanie lamp UV o mocy dochodzacej nawet 350 W/cm. Zakres pro-
mieniowania ultrafioletowego stosowany do sieciowania klejow fotoreaktywnych
lezy najczesciej w obszarze UV-A, ktéry obejmuje zakres od 315 do 400 nm, przy
czym wszystkie spektralne lampy UV emituja dodatkowo nieprzydatne promienio-
wanie podczerwone (IR).

PODSUMOWANIE

Promieniowanie ultrafioletowe znajduje coraz szersze zastosowanie w przemy-
$le. Promieniowanie UV, stosowane w fotochemicznych reakcjach sieciowania kle-
jow samoprzylepnych, pozwala na otrzymanie szerokiej gamy wyrobdw samoprzy-
lepnych, takich jak tasmy montazowe, etykiety, folie dekoracyjne, folie ochronne,
plastry oraz elektrody biomedyczne. Kleje samoprzylepne sieciowane promienio-
waniem UV, zaréwno w postaci klejow rozpuszczalnikowych, dyspersji wodnych jak
i klejow bezrozpuszczalnikowych charakteryzujg si¢ doskonalymi witasciwosciami
samoprzylepnymi oraz doskonatg wytrzymalosciag wewnetrzna.
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INFORMACJE REDAKCJI ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2016

Redakcja miesiecznika PTChem ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze
wysoko$¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomosci Chemicznych” za 2016 r. bedzie wyno-
sifa 231 zt dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych. Dla
cztonkéw PTChem 20 zI. Nalezno$¢ za prenumerate prosimy przekazywaé na konto:

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

Prenumerata ,Wiadomosci Chemicznych” dla cztonkéw PTChem, potaczona

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

- prenumerata ,Wiadomoséci Chemicznych” na rok 2016 wraz ze skladka

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

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

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

Cztonkowie PTChem, ktorzy zechcg zaprenumerowac ,Wiadomos$ci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni s3 o wnoszenie optat na konto:

PTChem Warszawa, ul. Freta 16
Bank BGZ
542030 00451110 0000 0261 6290
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WYROZNIONE PRACE DOKTORSKIE LUB HABILITACYJNE

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

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

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

Serdecznie zapraszamy doktoréw habilitowanych oraz doktoréw, ktorych prace
zostaly wyrdznione w ciagu ostatniego roku do nadsylania swoich prac.
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Zapraszamy do deklarowania udziatu oraz wystgpien w formie:
wyktadéw (30 min) lub komunikatéw (15 min).

Informacje o terminach i optatach dostgpne na stronie internetowe;j:
http://org.wch.pwr.edu.pl/konf
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Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sg u nas do nabycia
nastepujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomosci Chemicznych”:

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

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

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

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

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

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

Skorygowana nomenklatura 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 rocznicg uro-
dzin, cena 12,00 z1.

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

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

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

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

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



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

1. Informacje ogdlne

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

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

»Wiadomosci Chemiczne” wydawane sg zaréwno w wersji drukowanej jak i elektronicznej. Wersja elektro-
niczna udostepniana jest bezplatnie w Internecie.

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

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

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

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

« Opublikowana raz praca bez zgody Redakgji, nie moze by¢ wydawana gdzie indzie;j.

« 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.

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

 Jezeli autorzy nie zastrzega 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.

«  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
MNiSW oraz Redakcji.

« Po uzyskaniu pozytywnej wstepnej oceny wszystkie prace sa recenzowane przez co najmniej dwdch 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-
je/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf.

« O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

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

« Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, ze tzw. ,,ghostwiting” (kto$ wnidst znaczacy wkiad w powstanie
publikacji, a nie zostal przedstawiony jako wspotautor lub tez nie 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.

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


http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf

3. Koszty

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

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

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

4. Informacje szczegotowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

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

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

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

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

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-
sowac numeracje cyfrowa wielorzedows. Numerujemy tylko tytuly rozdzialéw, nie numerujemy dzialow:
Abstract, Wykaz stosowanych skrotow, Wprowadzenie, Uwagi koncowe, Podzigkowanie, Pismiennictwo
cytowane. Jednolity sposéb numeracji konsekwentnie stosuje si¢ wewnatrz tekstu (w calym tekscie tj.
zar6éwno przy numerowaniu rozdzialéw, przy przytaczaniu pismiennictwa cytowanego oraz odwolywaniu
sie do tabel rysunkoéw itp., nie nalezy stosowa¢ odsylaczy hipertekstowych).

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

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

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

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

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

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

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

- spis treci pracy z zastosowaniem nastgpujacego podziatu:

Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdzialu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pi$miennictwo cytowane

« Kolejne strony pracy powinny zawierac:

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


1.Tytul

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

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

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

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

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

w formacie pdf, doc, jpg, tiff.

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

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

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

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

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

o 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 tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami,

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

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

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

W przypadku ksigzek najprostszy opis powinien 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 zawieraé: inicjaly imion i nazwisko

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

dostepu, np.

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

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

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

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

o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakji;

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

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

o 1 plik zawierajacy: stroneg 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 odpowiadajgce wyzej wymienionym wymaganiom nie bedg przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrotow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania
korekty artykutu i jego zwrotu do Redakcji w ciggu kilku dni od otrzymania.

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


Wiad.Chem

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 autoréw,
kopie zgody na przedruk potwierdzone za zgodnos¢ z oryginatem) poczta tradycyjng na adres Redakgji.
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