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70-LECIE ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

Rok 2017 jest niezwykle wazny dla naszego czasopisma. Pierwszy zeszyt ,Wia-
domosci Chemicznych” ukazal sie 8 lutego 1947 roku, jako czasopismo naukowe
Studenckich Kot Naukowych. Od 1950 roku jest czasopismem Polskiego Towarzy-
stwa Chemicznego. Oznacza to, ze w 2017 roku ,Wiadomos$ci Chemiczne” obcho-
dza jubileusz 70-lecia.

Z tej okazji chcemy wyda¢ specjalny, jubileuszowy zeszyt naszego czasopisma.
Dlatego zwracam si¢ do naszych czytelnikow, sympatykow, przyjaciot o przesylanie
na nasz adres wspomnien oraz zdje¢ zwigzanych z historig czasopisma. Preferujemy
wersje elektroniczne, ale bedziemy réwniez wdzieczni za przestanie wersji papiero-
wych, ktére po przeniesieniu na nosniki elektroniczne zostang odestane Autorom.

prof. dr hab. Zdzistaw Latajka
(Redaktor Naczelny Wiadomosci Chemicznych)
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ABSTRACT

This overview will discuss the Paraoxonase 1 (PON1) in arteriosclerosis dise-
ases. Atherosclerosis is one of lifestyle diseases and affects greater number of people.
Ischemic heart disease, acute coronary syndromes or stroke are the clinical symp-
toms of atherosclerosis and are the most common cause of morbidity especially in
middle and old age people. In atherosclerosis, in the space between the endothelium
and the muscular layer in the wall of a blood vessel, accumulates deposits consisting
of macrophages, lipoprotein, low density foam cells and extracellular concentrations
of cholesterol. In this way fatty streaks are formed which are early stage atheroscle-
rotic lesions. With the passage of time they are joined by elements of fibrous connec-
tive tissue that undergo hypertrophy. They begin to surround primarily created the
fireplace of inflammation and separate them from the rest of the blood vessel [1].

Further research if needed to better understanding the mechanisms related to
atherosclerosis development and plaque instability because it may have important
clinical implications for the identification of high-risk patients. The present review
tries to summarize the current knowledge on the role of PON1 in the formation of
atherosclerotic plaque is the goal of current research [2].

Keywords: paraoxonase 1, oxidative stress, atherosclerosis
Stowa kluczowe: paraoksonaza 1, stres oksydacyjny, miazdzyca
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WPROWADZENIE

Miazdzyca tetnic jest obecnie jedng z chordb cywilizacyjnych i dotyka coraz
wigksza liczbe 0sdb. Prowadzi ona do znacznych komplikacji. Choroba wiencowa,
zawat czy udar nalezg do klinicznych objawow procesu miazdzycowego i stano-
wig najczestszg przyczyne zachorowalno$ci i $miertelno$ci w krajach cywilizacji
zachodniej, zwlaszcza u 0s6b w $rednim i starszym wieku. W miazdzycy, w prze-
strzeni pomigdzy $rodbtonkiem i warstwg migsniowg naczynia, dochodzi do gro-
madzenia zlogdéw sktadajacych si¢ z makrofagdéw, lipoprotein o malej gestosci,
komérek piankowatych oraz pozakomdrkowych skupisk cholesterolu. W ten spo-
Sob powstaja pasma tluszczowe, bedace wezesng postacig zmian miazdzycowych.
Z uplywem czasu dolaczaja do nich elementy widkniste tkanki tacznej, ktore ule-
gaja przerostowi. Zaczynaja one otacza¢ pierwotne ognisko zapalne i oddzielaja je
od reszty naczynia. Tak zaawansowana zmiana jest okre§lana terminem ,,blaszka
miazdzycowa” (Schemat 1).

Schemat 1. Rozwoj blaszki miazdzycowej
Scheme 1. Atherosclerosis plaque formation

Dlatego wazne jest rozpoznanie wszystkich czynnikéw wptywajacych na roz-
woj tej choroby w celu ustalenia mozliwie najszybszej diagnostyki oraz wdrozenia
odpowiedniej terapii w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego [1]. Udowod-
niona zalezno$¢ pomiedzy stezeniem reaktywnych form tlenu (RFT) a aktywnoscia
paraoksonazy 1 (PON1) oraz wykazanie roli tego enzymu w powstawaniu blaszki
miazdzycowej jest przedmiotem badan w ostatnich latach. [2].

1. ROWNOWAGA OKSYDACYJNO-REDUKCYJNA

Analizujgc mechanizm powstawania miazdzycy oraz dzialanie PON1 docho-
dzimy do wniosku, ze obnizenie stezenia PON1 wiaze si¢ $cisle ze zwigkszonym
ryzykiem szybkiego rozwoju miazdzycy, a w konsekwencji moze doprowadzi¢ do
wystapienia zawalu serca czy innych incydentéw kardiologicznych.

Réwnowaga oksydacyjno-antyoksydacyjna zapewnia prawidtowa homeostaze
organizmu (Schemat 2). Wéwczas szybkos¢ oraz ilo§¢ powstajacych reaktywnych
form tlenu pozostaje w rownowadze z ich usuwaniem czy neutralizowaniem przez
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systemy i mechanizmy antyoksydacyjne. Jednak zaburzenie tej rownowagi skut-
kuje nadprodukcja reaktywnych form tlenu, przewagg reakcji utleniania i rozwojem
stanu okreslanego mianem stresu oksydacyjnego [3].

Schemat 2.  Réwnowaga redox
Scheme 2. Redox equilibrium

Skutkiem dziatania stresu oksydacyjnego jest utlenianie bton komdrkowych,
zmiana struktury i funkcji bialek oraz uszkadzanie DNA [4]. W wyniku stresu
oksydacyjnego dochodzi takze do peroksydacji lipidéw. Jest to proces utlenia-
nia nienasyconych kwasow tluszczowych, ktére wchodza w sktad fosfolipidow,
co w konsekwencji prowadzi do powstania nadtlenkéw tych zwiazkow. Gtownym
produktem peroksydacji lipidow jest dialdehyd malonowy (ang. malondialdehyde,
MDA) (Schemat 3). W warunkach zwickszonego wytwarzania RFT stezenie tego
zwigzku wzrasta, powodujac zmiang przepuszczalnosci blony komoérkowej [5].
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Schemat 3. Skutki dzialtania stresu oksydacyjnego
Scheme 3. Effects of oxidative stress

Dziatanie RFT oraz przewlekty stres oksydacyjny moga by¢ przyczyng roz-
woju nie tylko miazdzycy, ale takze m.in. choréb uktadu krazenia, cukrzycy, choréb
neurodegeneracyjnych czy nowotworowych (Schemat 4) [6].
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Schemat 4.  RFT - przykiady jednostek chorobowych
Scheme 4.  ROS - the common diseases

2. PRZECIWMIAZDZYCOWE DZIALANIE PARAOKSONAZY 1

Kluczowa role w patogenezie chordb uktadu krgzenia odgrywa proces miaz-
dzycowy, a jednym z najwazniejszych mechanizméw odpowiedzialnych za jego
rozwoj jest oksydacyjna przemiana lipoprotein. W wyniku tego procesu dochodzi
do powstawania nadtlenkow lipidow. Nastepnie w procesie fagocytozy utlenio-
nych czasteczek lipoprotein powstaja komorki piankowate, prowadzac do rozwoju
zmian miazdzycowych [7]. Zgodnie z oksydacyjng teorig miazdzycy zaktada sig,
ze modyfikacje lipoprotein o matej gestosci, zwlaszcza LDL (ang. low-density lipo-
proteins), istotnie wptywaja na proces aterogenezy [8]. LDL powstaja w krazeniu
z lipoprotein o bardzo matej gestosci — VLDL (ang. very low-density lipoproteins)
a ich gtéwnym zadaniem jest dostarczanie cholesterolu do komérek. W wyniku
utleniania LDL dochodzi do powstawania roznorakich fragmentéw lipidowych
oraz biatkowych lipoprotein. Powstate w ten sposob produkty peroksydacji lipi-
doéw mogg tworzy¢ zwiagzki typu zasady Schiffa i modyfikowaé czgsteczki lipo-
protein. W sytuacji, kiedy nie beda one rozpoznawane przez receptor dla LDL,
jakim jest apolipoproteina B/E (apoB/E), bedzie dochodzito do ciaglego naptywu
czasteczek lipoprotein obfadowanych lipidami do $ciany naczyn. W warunkach
prawidiowych apoB/E podlega regulacji na zasadzie ,,sprz¢zenia zwrotnego”. Kiedy
nie jest on rozpoznawany dochodzi do uruchomienia szlaku ,scavenger recep-
tor” i wéwczas produkty peroksydacji lipidow modyfikuja biatkowa czes¢ LDL
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- apolipoproteing B-100 (apoB-100) w wyniku czego w pierwszym etapie tego
procesu dochodzi do powstania utlenionych czasteczek LDL- oxLDL (ang. oxidized
low-density lipoproteins). Do produktéw peroksydacji lipidéw naleza dialdehyd
malonowy czy 4-hydroksynonenal, ktére reagujg z grupami aminowymi apoB-100
obecnymi w czasteczkach LDL, prowadzac do powstania wspomnianych wczesniej
zasad Schiffa. W kolejnym etapie monocyty ulegaja przeksztalceniu w makrofagi,
ktére po pochlonigciu ogromnych iloéci lipidéw zamieniane sa w komorki pian-
kowate [9]. W ten sposOb zostaje zapoczatkowana kaskada proceséw prowadza-
cych do powstania blaszki miazdzycowej. Ponadto powstate komorki piankowate
przyczyniaja si¢ do aktywacji oksydazy NADPH i nasilenia stresu oksydacyjnego
[10]. Natomiast oksydaza NADPH katalizuje przeniesienie elektronéw z NADPH
na tlen, co prowadzi do powstania anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku
wodoru. Dodatkowo przyczyng nasilenia stresu oksydacyjnego w miazdzycy jest
duza koncentracja komoérek o charakterze zapalnym.

W zapobieganiu uszkodzeniom wolnorodnikowym wazng role petnig enzymy
antyoksydacyjne. Wsérdéd najwazniejszych ukladéw antyoksydacyjnych wymie-
niane s3: dysmutazy ponadtlenkowe (SOD), katalaza (CAT), reduktaza (GR),
peroksydazy (GPx) i S-transferazy glutationowe (GST). Tworzg one spdjny system
ochrony antyoksydacyjnej organizmu. Biologiczna rola SOD polega na katalizo-
waniu reakcji dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego, natomiast GPx bierze
udziat w redukcji nadtlenku wodoru. Z kolei GR pelni funkcje pomocnicze w sto-
sunku do podstawowych elementéow bariery ochronnej. Poprzez redukcje utlenio-
nego glutationu (GSSG) przywraca mu wilasciwosci antyoksydacyjne oraz umoz-
liwia jego ponowny udzial w reakcjach, ktére sg katalizowane przez GPx i GST.
Biologiczna rola tego ostatniego polega na uczestniczeniu w drugiej fazie detoksy-
kacji ksenobiotykow [11].

Wskazuje si¢ takze na udziat enzymoéw, ktére nie sg bezposrednio zaanga-
zowane w procesy unieszkodliwiania wolnych rodnikéw, ale moga by¢ pomocne
W utrzymywaniu rownowagi pomiedzy wytwarzaniem reaktywnych form tlenu
a ich unieczynnianiem.

Obecnie podkresla sie coraz wigksza role enzymu- paraoksonazy w organizmie
czlowieka. Wystepuje on w trzech izoformach: PON1, PON2 i PON3 [12]. U ludzi
sa one zlokalizowane obok siebie na chromosomie 7. Geny PON wykazuja struktu-
ralng homologi¢. Roznice w aktywnosci enzymatycznej orazlokalizacji w organizmie
powoduja, ze te trzy paraoksonazy pelnig rézne funkcje [13]. PON2 jest zlokalizo-
wana w monocytach. PON3, podobnie jak PON1 wystepuje w strukturze HDL, ale
cechuje sie niewielka aktywnoscig. Ostatecznie to sprawia, ze najlepiej poznanym
dotychczas izoenzymem jest PONT.

W latach 90. po raz pierwszy opisano, ze paraoksonaza 1 (PONI) jest enzy-
mem o wlasciwo$ciach antyoksydacyjnych [14]. Wysunigto wéwczas hipoteze, ze
moze by¢ ona odpowiedzialna za ochrong i ograniczenie proceséw utleniania LDL,
co ma kluczowe znaczenie w patogenezie miazdzycy[1].
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Obecnie wiadomo, ze PON1 jest glikoproteing o masie 43—47 kDa, utworzong
z 354 czasteczek aminokwasow, z ktorych podczas sekrecji i dojrzewania usuwana
jest N-terminalna metionina, a pozostawiona sekwencja sygnatowa jest niezb¢dna
do zwiazania si¢ paraoksonazy 1 z czastkg HDL [15]. W budowie paraoksonazy
1 wyro6znia si¢ 6 walcowatych struktur -$migtowych, zas kazdy walec sklada si¢
z czterech pasm, Ktére sa wzmocnione mostkiem disiarczkowym. W centrum PON1
znajduja si¢ dwa jony wapnia, z ktérych jeden posiada role stabilizujaca, drugi
za$ pelni funkcje jonu katalitycznego [16]. Aktywnos¢ PON1 jest uzalezniona od
polimorfizmu jej genu [12]. Uznaje si¢, ze polimorfizm genu paraoksonazy jest
niezaleznym czynnikiem miazdzycy. Obecno$¢ glutaminy w pozycji 191, tzw. allel
Q, zapewnia skuteczng ochrone czasteczkom cholesterolu LDL przed utlenieniem.
Tym samym zapewnia funkcj¢ protekcyjng w rozwoju miazdzycy. Dowiedziono,
ze genotyp PON1 192QQ ma udzial w zapobieganiu zmian miazdzycowych. Jest
to zwigzane ze znacznym potencjalem hydrolizy utlenionych fosfolipidow. Z kolei
obecno$¢ w pozycji 191 argininy, tzw. allel R, zwigksza ryzyko rozwoju choroby
niedokrwiennej serca i warunkuje stabg detoksyfikacj¢ wodoronadtlenkéw fosfoli-
pidowych [17, 18].

3. ROLA PARAOKSONAZY 1 W ORGANIZMIE CZLOWIEKA

Paraoksonaza 1 pelni wazng role fizjologicznag w organizmie. Bierze udziat
w hydrolizie tlenowych pochodnych insektycydow fosforoorganicznych, wyka-
zujac aktywno$¢ paraoksonazowa, a takze wigzan estrowych w nadtlenkach
fosfolipidowych i wodoronadtlenkach estrow cholesterolu. Ponadto rozktada nad-
tlenki wodoru, dziatajac wowczas jak peroksydaza [19]. Chroni takze biatka krwi
przed uszkodzeniami jakie powoduje stres oksydacyjny. Paraoksonaza 1 hydroli-
zuje takze estry aromatycznych kwasow karboksylowych, wykazujac aktywnosé
aryloesterazowa, cykliczne weglany czy karbaminiany [20].

Obecnie wskazuje si¢ na jej dziatanie kardioprotekcyjne z uwagi na zdol-
nos$¢ do hydrolizy utlenionych lipidow [2, 14, 21, 22]. Wlasciwosci ochronne
paraoksonazy 1 zaleza od zdolnosci do hydrolizy utlenionych fosfolipidéw i/lub
wodorotlenkéw linoleinianu cholesterolu, ktore sg obecne w oxLDL. W ten sposob
paraoksonaza 1 posrednio hamuje procesy miazdzycorodnego dzialania oxLDL
[2,21]. PON1 dziata ochronnie na btony erytrocytéw. Prawdopodobnie hydrolizuje
nadtlenki lipidowe do mato reaktywnych alkoholi i kwasu karboksylowego i w ten
sposdb zapobiega tworzeniu si¢ toksycznych aldehydow [22-24]. Na podstawie
przeprowadzonych badan wnioskuje sie, ze jej niska aktywnos$¢ w surowicy sprzyja
generowaniu reaktywnych form tlenu [23, 25]. Obnizong aktywno$¢ PON1 obser-
wowano m.in. u palaczy tytoniu, u pacjentéw z rodzinna hipercholesterolemis,
cukrzycg typu 1 i 2, chorobami sercowo-naczyniowymi czy schorzeniami watroby
i nerek [20, 26]. PONI jest syntetyzowana przede wszystkim w watrobie, gdzie
ulega sekrecji. Nastepnie przedostaje sie do surowicy i ulega zwigzaniu z HDL (ang.
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high- density lipoproteins) za pomoca hydrofobowego konca —N [27]. Lipoprote-
iny HDL stanowig no$nik dla PONI1, ktéra bierze udziat w hydrolizie produktéw
peroksydacji lipidow oraz zapobiega oksydacji czasteczek LDL. Paraoksonaza 1
umozliwia czasteczkom HDL zwrotny transport cholesterolu, zapobiegajac powsta-
waniu oxLDL. Przypuszcza sig, ze duze czastki HDL charakteryzuja sie wickszym
dzialaniem antyaterogennym. Ale to male czgstki HDL moga przyja¢ wicksze ilosci
cholesterolu i wykazuja wigksze dziatanie antyoksydacyjne. Dodatkowo, w przepro-
wadzonych badaniach stwierdzono, ze aktywno$¢ PONI1 jest wigksza na mniejszych
czastkach HDL, co zwigksza ich wlasciwosci antyoksydacyjne [16]. W stanach
patologii PONI ulega przeniesieniu z HDL do surowicy ubogiej w lipoproteiny.
Postuluje sie, ze wykazuje ona wéwczas stabsze wlasciwosci antyaterogenne.
Wykazano, ze czastki HDL pozbawione paraoksonazy 1, czy to w sposob naturalny
czy tez w wyniku ,,nokautu genu”, nie sg zdolne do hamowania oksydacji czgstek
LDL [28]. Natomiast przywrocenie czastkom HDL paraoksonazy 1 powoduje, ze
ponownie wykazuja one zdolnos¢ do ochrony LDL przed procesami utleniania. Na
tej podstawie sugeruje si¢, ze aktywno$¢ PON1 moze by¢ silniej zwigzana z chorobg
niedokrwienng serca niz sam polimorfizm tego enzymu. Ochronne dziatanie PON1
uwarunkowane jest obecnoscia cysteiny w pozycji 284.

oxLDL biorg udzial w tworzeniu komorek piankowatych, destabilizuja blaszke
miazdzycowa, wykazuja dzialanie prokoagulacyjne i1 cytotoksyczne, zwickszaja
ekspresje czastek adhezyjnych w komoérkach $roédblonka [29-31]. Dlatego tez
wskazuje si¢ na duzg role PON1 w hamowaniu ich powstawania. W czasie tworzenia
i kumulacji oxLDL paraoksonaza 1 ulega inaktywacji. Jest to spowodowane
zmniejszeniem liczby wolnych grup sulthydrylowych cysteiny, bedacej w pozycji
284 oraz wypieraniem jonéw wapnia przez jony miedzi. Inaktywacje PONI
przyspieszaja takze wolne rodniki, gléwnie nadtlenek wodoru, ktéry jest gldownag
reaktywna formg tlenu powstajaca podczas stresu oksydacyjnego na skutek zmian
o charakterze miazdzycowym [22]. Inaktywacja PON1 powoduje, ze traci ona
zdolno$¢ do hydrolizowania tiolaktonu homocysteiny, bedacego potencjalnym
czynnikiem miazdzycorodnym. Tiolakton homocysteiny jest pochodna homocyste-
iny, ktéra stanowi niezalezny czynnik ryzyka choroby niedokrwiennej serca. Mody-
fikuje on frakcje HDL i w ten sposdb pozbawia jg aktywnosci antyoksydacyjnej
przez tiolacje paraoksonazy. Oprécz tego pobudza proces oksydacji LDL, czynigc
te czasteczki bardziej przyswajalnymi przez monocyty i makrofagi [32, 33]. Warto
dodaé¢, ze homocysteinylacja reszt lizynowych biatek moze prowadzi¢ do ich inak-
tywacji, ale takze do zwickszenia agregacji czastek LDL i wzmozonej aktywacji
makrofagow [34].

UWAGI KONCOWE

Enzymy antyoksydacyjne zaréwno bezposrednio, jak i posrednio biora udziat
w reakcjach wolnorodnikowych, tworzac zintegrowany system obronny organizmu
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[35]. Oznaczanie ich aktywnosci moze dostarcza¢ wielu cennych informacji o stanie
bariery antyoksydacyjnej organizmu. Moze by¢ rowniez wykorzystywane zar6wno
w celach diagnostyczno-rokowniczych, jak i profilaktycznych. Pomimo, iz paraok-
sonazy nie unieszkodliwiaja bezposrednio reaktywnych form tlenu, to jednak ocena
ich aktywnos$ci oraz badanie polimorfizmow genetycznych moze stanowi¢ wazne
zrodto informacji na temat zagrozenia rozwojem chordb, u podtoza ktorych leza
wolne rodniki i stres oksydacyjny, w tym miazdzycy. Moze to okaza¢ si¢ niezwykle
przydatne w szacowaniu ryzyka ww. jednostki chorobowe;j.

Aktywno$¢ oraz stezenie parakosonazy 1 u ludzi charakteryzuje si¢ duza
zmiennos$cig. Niemniej ocena ilo$ci tego enzymu w surowicy moze okazaé si¢
wazna w szacowaniu indywidualnego ryzyka rozwoju choroby niedokrwiennej
serca. Aktywno§¢ PON1 moze by¢ takze modyfikowana, niezaleznie od genotypu,
przez takie czynniki jak styl zycia, dieta czy choroby.

Jak wspomniano wcze$niej, PON1 chroni czastki LDL i HDL przed oksyda-
cja. Ponadto niszczy utlenione lipidy w lipoproteinach i naczyniach krwiono$nych,
a tym samym opoznia rozwdj miazdzycy. Shih i wspotautorzy [36] w swoich
badaniach opisali ochronne dziatanie paraoksonazy 1 w stosunku do miazdzycy.
Badaniu poddano myszy karmione dietg aterogenng, ktére byly podatne na rozwoj
miazdzycy i wykazano zmniejszenie i wykazano zmniejszenie aktywno$ci PONI
0 52% u myszy, ktore byly podatne na rozwéj miazdzycy. Odnotowano takze pozy-
tywna korelacje poziomu watrobowego mRNA PONT1 ze stopniem rozwoju blaszek
miazdzycowych. Natomiast po iniekcji oxXLDL do kragzenia myszy podatnych na
miazdzyce zaobserwowano zmniejszenie aktywnosci PON1 o 59%.

Dotychczas przeprowadzone badania nad paraoksonazg 1 wskazuja na jej
dzialanie przeciwmiazdzycowe. Wykazano, ze niska aktywnos¢ tego enzymu jest
niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju choroby niedokrwiennej serca. Pozwala
takze lepiej oceni¢ zagrozenie rozwojem tej choroby niz jej genotyp. Natomiast
wyzsza aktywnos¢ PONI stanowi ochrong dla czastek LDL przed procesami utle-
niania, opo6zniajac w ten sposob rozwdj miazdzycy.
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ABSTRACT

Every year there has been a growing increase in infections caused by strains
of bacteria resistant to multiple drugs. This prompts scientists to search for new
antibiotics that would be able to fight these infections.

New therapeutics used in medicine, which offer greater hopes are nucleoside
antibiotics. They represent a large family of natural compounds exhibiting a variety
of biological functions [1]. These include antifungal, antiviral, antibacterial, insec-
ticides, immunosuppressants or anticancer properties. These broad-spectrum anti-
biotics can be divided into three main groups:

« antibacterial nucleoside antibiotics, responsible for the inhibition of bacte-
rial translocation of phospho-N-acetylpentapeptides, involved in the bio-
synthesis of peptidoglycan cell wall of bacteria;

« antifungal nucleoside antibiotics, which role is to inhibit chitin synthase, or
stopping construction of the cell wall of fungi;

o antiviral antibiotics nucleoside, their mechanism of action is mainly based
on blocking the biosynthesis of proteins by peptide inhibition transferase.

In recent years much attention has been focused on the construction, mecha-
nism of action and biosynthesis of antibiotics [1-3]. The development of genetic
engineering has opened the way for combinatorial biosynthesis and obtaining new
or hybrid compounds. In this work we would like to discuss some of bioactive natu-
rally occurring nucleoside antibiotics, such as tunicamycin (Fig. 6) [19-22], mure-
idomycin (Fig. 8) [31-34], muramycin (Fig. 9) [36] or capuramycin (Fig. 10) [38].

Keywords: nucleoside antibiotics, tunicamycin, mureidomycin, muramycin, capu-
ramycin

Stowa Kkluczowe: antybiotyki nukleozydowe, tunikamycyna, mureidomycyna, mura-
mycyna, kapuramycyna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ang. adenosine triphosphate

ang. ATP-dependent capuramycin phosphotransferase
ang. S-adenosylmethionine-dependent carboxyl methyl-
transferase

ang. ATP-independent transacylase

ang. N-acetylgalactosamine

ang. N-acetylglucosamine-1-phosphate

ang. 5™-C-glycyluridine

ang. PLP-dependent L-threonine:uridine-5-aldehyde
transaldolase

ang. non-heme iron(Il)-dependent dioxygenase

ang. UTP:5-amino-5-deoxy-a-D-ribose-1-phosphate uri-
dylyltransferase

ang. 5-amino-5-deoxyribosyltransferase

ang. L-methionine:UA aminotransferase

ang. 5-amino-5"-deoxyuridine phosphorylase

ang. minimal Inhibitory Concentration

ang. mureidomycins

ang. mycobacterium tuberculosis

ang. S-adenosylmethionine

ang. tuberculosis

ang. tunicamycin dehydratase

ang. tunicamycin epimerase

ang. uridine-5-aldehyde

ang. uridine diphosphate N-acetylglucosamine

ang. uridine-5"-monophosphate

ang. World Health Organization
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WPROWADZENIE

Rok roczny wzrost zachorowan wywolanych zaréwno przez bakterie Gram-
-dodatnie, jak i Gram-ujemne zmusza do poszukiwan coraz to nowszych terapii
w walce z tymi drobnoustrojami. Nowymi terapeutykami wykorzystywanymi
w lecznictwie, w ktorych poktada sie coraz wieksza nadzieje s antybiotyki nukle-
ozydowe. Stanowig one bardzo duzg rodzine zwigzkéw naturalnych wykazujacymi
sie roznorodnymi funkcjami biologicznymi [1]. Zalicza si¢ do nich mig¢dzy, innymi
wlasciwosci antygrzybiczne, antywirusowe, antybakteryjne, owadobodjcze, immu-
nosupresyjne czy dzialanie przeciwnowotworowe. Dzigki tak szerokiemu spektrum
dziatania mozemy antybiotyki nukleozydowe podzieli¢ na trzy gtéwne grupy:

« antybiotyki nukleozydowe antybakteryjne, ktére odpowiedzialne za inhi-
bicje translokazy bakteryjnej fosfo-N-acetylomuramylo-pentapeptydowej,
biorgcej udzial w biosyntezie peptydoglikanu $ciany komoérkowej bakterii;

« antybiotyki nukleozydowe o wlasciwosciach antygrzybicznych, ktérych rola
polega na inhibicji syntetazy chityny, czyli powstrzymaniu budowy $ciany
grzybow;

« antybiotyki nukleozydowe o wlasciwosciach antywirusowych, ich mecha-
nizm dziatania opiera si¢ gtéwnie na blokowaniu biosyntezy bialek, poprzez
inhibicje peptydowej transferazy.

W ostatnich latach bardzo duzo uwagi skupiono na budowie, mechanizmie
dziafania czy biosyntezie antybiotykéw [1-3]. Rozwdj inZynierii genetycznej otwo-
rzyt droge do biosyntezy kombinatorycznej i otrzymywania nowych lub hybrydo-
wych zwigzkow.

Mozna by réwniez dokona¢ innego podzialu antybiotykéw nukleozydowych
niz ten oparty na ich wlasciwosciach. Moglby by¢ on uzalezniony od budowy, w tym
w szczegolnosci od réznorodnosci zasad nukleinowych w strukturze zwigzku. W tej
pracy pragniemy omowic kilka bioaktywnych, naturalnie wystepujacych antybioty-
kow nukleozydowych, takich jak mureidomycyna, muramycyna, tunikamycyna czy
kapuramycyna.

1. BIOSYNTEZA ANTYBIOTYKOW URYDYNONUKLEOZYDOWYCH

Budowa antybiotykéw nukleozydowych jest bardzo zlozona. W swej strukturze
zawieraja duzg liczbe istotnych grup funkcyjnych - niezbednych w mechanizmie
ich dzialania. Wskazuje to rdwniez na bardzo nietypowy proces ich biosyntezy.
Z uwagi na szybki rozwdj inZzynierii genetycznej oraz dostgpnosci coraz to nowych
klastréw genéw - badania nad biosyntezg antybiotykéw nukleozydowych staly sie
przedmiotem zainteresowania wielu osrodkéw badawczych. Wptyneto to na gwal-
towny rozwdj i przyrost wiedzy zaréwno na poziomie genetycznym, jak réwniez
biochemicznym [1].
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Biosynteza antybiotykéw nukleozydowych jest procesem wieloetapowym.
Grupa antybiotykéw takich, jak mureidomycyna, lipozydomycyna (ang. liposi-
domycin), tunikamycyna (ang. tunicamycin) czy kapuramycyna (ang. capuraycin)
okreslane s3 niekiedy jako zwigzki urydyno-nukleozydowe. Do tej grupy zaliczy¢
mozemy cztery podgrupy antybiotykéw: urydylopepydowe, urydylolipopeptydowe,
urydylolipodisacharydowe oraz urydyloglikozylopeptydowe.

Wisrod pochodnych urydylopeptydowych wazne miejsce zajmuje pacydamy-
cyna (ang. pacidamycin), napsamycyna (ang. napsamycin), mureidomycyna (ang.
mureidomycin), sansanmycyna (ang. sansanmycin). Ich struktura opiera si¢ na pseu-
dotetrapentapetydowym rdzeniu, do ktérego przylaczony jest bardzo rzadko spoty-
kany nukleozyd 3} 4,5’-enaminourydyny (Rys. 1) [1].

Rl—AAz\’To i @ NH
A

l"i I"| (o] I‘-| TIC1 TIC 2 *"'l'
Rt e @d
o] H O NH
N-metylo-DABA H
TIC3 TIC4
R1 AA3 AA4 AA5 X-X
Pacidamycyna 1/2/3 Ala m-Tyr Ala Trp/Phe/m-Tyr HC=CH
Pacidamycyna 1/5/5T - m-Tyr Ala Trp/Phe/m-Tyr HC=CH
Pacidamycyna 6/7 Gly m-Tyr Ala Trp/Phe HC=CH
Pacidamycyna D/4N - Ala/TIC 1 Ala Trp HC=CH
Napsamycyna A/B - TIC 2/TIC 3 Met m-Tyr HC=CH
Napsamycyna C/D - TIC 2/TIC 3 Met m-Tyr H,C-CH,
Mureidomycyna A/C -/Gly m-Tyr Met m-Tyr HC=CH
Mureidomycyna B/D -/Gly m-Tyr Met m-Tyr H,C-CH,
Sansanmycyna A/B/C - m-Tyr Met/Leu/Met Trp HC=CH
Sansanmycyna D/E - m-Tyr Met/ Met Trp HC=CH
Sansanmycyna F/G - TIC 4 Met/Leu m-Tyr HC=CH
Sansanmycyna H - m-Tyr Met Tyr HC=CH

Rysunek 1. Struktura chemiczna wybranych urydylopeptydowych antybiotykéw [1]
Figure 1. Chemical structures of representative uridyl-peptide antibiotics [1]

Lipozydomycyna, kaprazamycyna czy muraminomycyna sg gléwnymi przed-
stawicielami antybiotykéw urydylolipopeptydowych. Trzon strukturalny tych
zwigzkow oparty jest na 5’-glicylourydynie (GlyU), w ich budowie obecne sg row-
niez aminorybofuranozyd, diazepanon oraz kwasy ttuszczowe o zmiennej dltugosci
tancucha (Rys. 2).
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Glyu
Lipozydomycyna C: n=6 R;=0H R, = OSO3zH Rz =H
Kaprazamycyna A: n=6 R;=O0H R, = OH Rz =1L1
MuraminomycynaF: n=5 R;=H R,=H Rz =12
A-90289A: n=6 R;=O0SOsH R, = OH Ry=L1
Rysunek 2. Struktura chemiczna wybranych urydylolipopeptydowych antybiotykéw [1]

Figure 2. Chemical structures of representative uridyl lipopeptide antibiotics [1]

Przedstawicielem kolejnej grupy lekéw nukleozydowych jest tunikamycyna
(Rys. 3). Zaliczana jest ona do klasy antybiotykow urydylolipodisacharydowych. Jej
struktura opiera si¢ w gtéwnej mierze na wystepujacym bardzo rzadko rdzeniu 11
weglowej aminodialdozy, uracylu, N-acetylo-p-glukozaminy (GlcNAc) oraz kwa-
sow tluszczowych [1].

s T
n
WNH
AcHN T2

"' 0
Tunikamycyny /\W T3
OH n

I (Tun 13:1): T1 n=7 11 (Tun 14 : 1,): Tl n=8

I (Tun14:1g): T3 n=9 IV (Tun 15 : 14): T3 n=10

V(Tun15:1g): T1 n=9 VI (Tun 15 : 0): T2 n=9

VII(Tun16:1,): T1 n=1O VII (Tun 16 : 1g): T3 n=11
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Figure 3.

Struktura chemiczna wybranych urydylolipodisacharydowych antybiotykéw [1]
Chemical structures of representative uridyl lipodisaccharide antibiotics [1]

Wiréd urydyloglikosylopeptydowych antybiotykéw wyrézniamy m.in. kapu-
ramycyne oraz zwigzki A-503083, A-102395 i A-500359. Gléwny ich trzon struktu-
ralny stanowi 5’-karbamoilourydyna (CarU), do ktérego podstawiony jest nienasy-
cony kwas heksauronowy oraz pierscienn aminokaprolaktamu (Rys. 4).
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Rysunek 4. Struktura chemiczna wybranych urydyloglikosylopeptydowych antybiotykéw [1]
Figure 4. Chemical structures of representative uridyl glicosylpeptide antibiotics [1]

Duzy wklad w rozwdj nauki i poznanie procesu biosyntezy antybiotykow
nukleozydowych wlozyt Ch. Walsh wraz ze wspdlpracownikami [4-8]. Wykazali
oni, ze w wyniku poréwnania klasteréw genéw bialka bioracego udzial w biosyn-
tezie pacydamycyny, mureidomycyny czy sansamycyna wykazujg si¢ one bardzo
duzym podobienstwem sekwencyjnym.

Wszystkie niezbedne aminokwasy biorace udzial w procesie biosyntezy pocho-
dza z metabolizmu pierwotnego, oprocz m-tyrozyny (m-Tyr) oraz kwasu 2,3-dia-
minomaslowego (Daba) [6]. Podstawione sg one do dziewieciu bialek wchodzacych
w sklad nierybosomalnej peptydowej syntetazy (NRPS) [9].

Cecha charakterystyczng tego typu syntetazy jest inicjacja reszty aminokwaso-
wej Daba, a dopiero potem nadbudowywany jest fanicuch peptydowy w obu kierun-
kach [4].

Na Rysunku 5 zaprezentowana jest biosynteza fragmentéw urydyny i jej
pochodnych z antybiotyku. Goss wraz ze wspotpracownikami wykazali, ze bioge-
neza 3’-deoksy-4,5’-enaminourydyny opiera si¢ na trzech etapach (Rys. 5 a) [10].

W przypadku antybiotykéw typu urydylopeptydowych, np. mureidomycyny
w pierwszym etapie przy udziale dehydrogenazy Pacl1/Pack urydyna jest utleniana
do urydyno-5’-aldehydu (UA). Poddawany jest on nastepnie reakcji 374’-dehydra-
tacji i 5’-transaminacji przy udziale enzymoéw z rodziny Cupin (Pacl13/PacM) oraz
pyridoksal-5’-fosforano (PLP) zaleznej aminotransferazy (Pac5/PacE).

Odkryto, ze w antybiotyku lipopeptydowym (np. kaprazamycynie czy mure-
idomycynie) az sze$¢ genéw (LipK, LipL, LipO, LipP, LipM i LipN) jest niezbed-
nych do utworzenia ugrupowania aminorybozylowego (Rys 5 b). W pierwszym
etapie przy udziale LipL nastepuje oksydacyjna defosforylacja 5-monofofosfory-
lowej urydyny UMP do UA [11]. Po czym w wyniku dziatania aminotransferazy
UA (LipO) UA przeksztalcana jest w 5’-amino-5’-deoksyurydyne¢. Zwigzek ten sta-
nowi substrat w reakcji z fosforylaza LipP prowadzacej do otrzymania 5’-amino-
5’-deoksy-a-D-rybozo-1-fosforanu. W kolejnym etapie pochodna ta przeksztatcana
jest w 5’-amino-5’-deoxy-a-D-rybozo-1-fosforan przy udziale dwoch enzymoéw
wykorzystywanych w reakcjach glikozylacji. Cukier ten przeksztalcany jest nastep-
nie w UDP-5"-amino-5’-deoksy-a-D-ryboze. Aktywatorem tej reakeji jest nukle-
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otydylotransferaza — LipM. Przy udziale glikozylotransferazy LipN pochodna UDP
przenoszona jest do akceptora w celu zsyntetyzowania fragmentu disacharydowego.
[12] Potencjalnym akceptorem w tego typu reakgji jest 5°-C-glicylourydyna [13].

Klaster gendéw niezbedny do biosyntezy tunikamycyny zostal juz dobrze
poznany [14, 15]. TunA oraz TunF oznaczaja odpowiednio dehydrataze oraz epi-
merazg, enzymy konieczne do utworzenia unikalnego posredniego eteru enolowego
- UDP-6-deoksy-5,6-eno-N-acetylo-D-galaktozaminy (GalNAc), gdy substratami
reakcji byt UDP-GIcNAc oraz urydyna [16].

Na Rysunku 5b przedstawiona zostata réwniez biosynteza kolejnego antybio-
tyku jakim jest kapuramycyna. Zaktada si¢ CapP jest ATP- kapuramycyno zalezng
transferaza odpowiedzialng za przeniesienie reszty y-fosforanowej z ATP na
grupe 3’-hydroksylowa reszty nienasyconego kwasu heksuronowego w przypadku
A-503083 B [16].

CapS zaliczana jest do S-adenozylometioninowej (SAM) zaleznej karboksylo-
-metylowej transferazy i odpowiedzialna jest za aktywacje ugrupowania kwasu
karboksylowego i przeksztalcenia go w ester metylowy. W obecno$¢ wolnej reszty
L-aminokaprolaktamu, gen CapW przeksztalca wigzanie estrowe w nowe wiazanie
amidowe (Rys. 5¢). CapS$ oraz CapW pelnig bardzo wazna role w biosyntezie anty-
biotyku. Reakcje przez nig katalizowane stanowig ATP-niezalezng strategie akty-
wacji grupy karboksylowej i tworzenie miedzyczasteczkowego wigzania amidowego
(17, 18].
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2. WYBRANE ANTYBIOTYKI NUKLEOZYDOWE

2.1. TUNIKAMYCYNA

Jednym z pierwszych odkrytych antybiotykéw nukleozydowych byta tunika-
mycyna. W 1971 r. grupa badawcza pod kierunkiem Takatsuki oraz Tamura wyizo-
lowala ja ze szczepu Streptomyces lysosuperficus nov. sp. [19-21]. Odkrycie tego
inhibitora okazalo si¢ niebywale pomocne w badaniach nad zalezno$cia struktury
a funkcjg glikoprotein. Tunikamycyna okazala sie skutecznym inhibitorem w bada-
niach nad reakcja N-glikozylacji wielu protein. Powstrzymuje ona przylaczenie frag-
mentu cukrowego do bardziej zlozonej struktury (Rys. 6) [22].
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Rysunek 6. Struktura tunikamycyny i jej analogow [22]
Figure 6. Structures of the various tunicamycin analogs [22]

Struktura tunikamycyny zawiera ugrupowanie urydyny, do ktérego przytaczone
sa dwa O-glikozydowo polaczone cukry wraz z ugrupowaniem kwasu ttuszczowego
(Rys. 6) [22, 23]. Istnieje wiele homologéw tego antybiotyku nukleozydowego roz-
nigcych si¢ miedzy sobg przede wszystkim wielko$cia oraz strukturg przylaczonych
kwasow ttuszczowych.

Jedynym z najwazniejszych homologéw jest tunikamycyna V. Synteze che-
miczng tego zwigzku zaprezentowal w swojej pracy Goussalt [24].

Wiele glikoprotein zawiera wspolny rdzen mannozy i GIcNAc w obrebie fancu-
cha oligosacharydowego, ktory poprzez wigzanie N-glikozydowe podstawiony jest
do reszty L-asparaginy.[25] Gléwny rdzen taricucha oligosacharydowego — w struk-
turze (Man) a—>Manf—>(GIcNAc),. - zakotwiczony jest do no$nika lipidowego
dolicholu przed przylaczeniem/transferem sacharydu do biatka.
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Rysunek 7. Synteza pirofosforylodolichylo-GlcNAc [26-28]
Figure 7. Reaction of the synthesis of dolichylpyrophosphoryl-GlcNAc [26-28]

Istotng funkcja tunikamycyny jest inhibicja enzymu - transferazy GIcNAc-
-1-P - odpowiedzialnego za synteze lipidopolaczonych oligosacharydow. Juz w
pierwszym etapie biosyntezy lipidopotaczonego oligosacharydu uniemozliwia on
tworzenie si¢ pirofosforylodolichylo-GlcNAc (Rys. 7) [26-28]. Odkryto réwniez,
ze uniemozliwia tworzenie si¢ GlcNAc-pirofosforylopoliprenolu w tkankach roslin
oraz grzybow [29, 30].

2.2. MUREIDOMYCYNA
Mureidomycyny (MRDs) klasy A, B, C i D to nowe antybiotyki peptydylonu-

kleozydowe, ktore zostaly wyizolowane z Streptomyces flavidovirens SANK 60486,
(Rys. 8) [31-34].
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MRD C Glicyna Uracyl
MRD D Glicyna Dihydrouracyl

Rysunek 8. Struktura mureidomycin typu A, B, C oraz D [31-34]
Figure 8. Structures of MRDs, A, B, C and D [31-34]
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synteze peptydoglikanu Pseudomonas aeruginosa [35].

2.3. MURAMYCYNA

ryzowac 19 naturalnie wystepujacych muramycin (Rys. 9) [36].

Badania nad aktywnoscig biologiczna tych zwigzkéw wykazaly, ze hamujg one

Nowa klasg zwigzkéw naturalnych o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojo-
wych s3 muramycyny. W 2002 roku McDonald wraz ze wspdlpracownikami wyizo-
lowal je po raz pierwszy z bulionu Streptomyces sp. Wowczas udato im sie scharakte-
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Rysunek 9.  Struktury muramycin wyizolowanych przez grupe McDonalds [36]
Figure 9. Muramycin structures isolated by McDonalds [36]
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Antybiotyki te s3 pochodnymi urydyny, a aktywno$¢ ich w gléwnej mierze
opiera si¢ na inhibicji MraY, kluczowego enzymu biorgcego udzial w wewnatrz-
komorkowej biosyntezie peptydoglikanu $ciany komodrkowej [37]. Budowa mura-
mycin scharakteryzowana zostala z wykorzystaniem jedno- i dwu-wymiarowego
widma NMR oraz spektrometrii mas FT [36].

Gléwnym trzonem wchodzacym sklad budowy muramycyn jest motyw glicy-
lourydynowy. Poprzez mostek aminopropylowy polaczony jest on z ugrupowaniem
peptydowym zbudowanym z reszt L-leucyny (lub L-hydroksyleucyny), L-epikapre-
omycydyny (nonproteinogenicznej pochodnej reszty rL-argininy) oraz L-waliny.
Reszta urydyny w pozycji 5 glikozylowana jest reszta aminorybozy, a w niektérych
przypadkach do ancucha bocznego reszty L-hydroksyleucyny przytwierdzony jest
tancuch lipofilowy.

Wisrod 19 zwigzkow wyrézniono 4 klasy (A-D). Struktura ich rézni si¢ przede
wszystkim reszta L-leucyny oraz obecnoscig lipofilowego fancucha bocznego oraz
grupa aminowg w czgsteczce cukru (Rys. 9).

Na przyktad w przypadku muramycyn typu A5 oraz C4 nieobecna jest reszta
aminorybozy. Zwigzki te s produktami hydrolizy muramycin. Pozostate réznice
w budowie w serii A i B wynikaja z réznej dtugosci lipofilowego tanicucha bocznego,
ktéry dodatkowo w przypadku klasy A jest funkcjonalizowany reszta guanidynowa
lub hydroksyguanidynowa w pozycji w. Natomiast w serii B jest rozgaleziony.

Muramycyny klasy C posiadaja niesfunkcjonalizowang reszte L-hydroksyleu-
cyny, a w przypadku serii D reszta L-leucyny nie wystepuje.

Wiréd wszystkich muramycynn najwieksza aktywnos¢ biologiczng przypisuje
siec muramycynie Al. Wykazuje si¢ ona wysoka aktywno$cia gtéwnie przeciwko
bakteriom Gram-dodatnim (Staphylococcus MIC: 2-16 ng/ml Enterococcus MIC:
16-64 ug/ml), ale réwniez kilka bakterii Gram-ujemnych (E. coli MIC: do 0,03 g/ml)
[36].

2.4. KAPURAMYCYNA

Kapuramycyna stanowi kolejny przyktad antybiotyku nukleozydowego. Wyizo-
lowana zostal po raz pierwszy w 1986 roku ze szczepu Streptomyces griseus 446-S3.
Juz w 1988 roku Seto, Clardy wraz ze swoimi wspdlpracownikami opublikowali
strukture tego antybiotyku bazujac na wynikach otrzymanych z analizy widm NMR,
analizy X-Ray oraz chemicznej degradacji (Rys. 10) [38].
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Rysunek 10.  Struktura kapuramycyny [38]
Figure 10. Capuramycin structure [38]

Gléwny rdzen struktury kapuramycyny stanowi nukleozyd L-taluronoami-
dowy, do ktdrego przylaczony jest kwas 4-deoksy-4-heksenowuronowy. Dodatkowo
do reszty kwasu za pomocg wigzania peptydowego podstawiony jest 2(S)-aminoka-
prolaktam [38].

Antybiotykom nukleozydowym typu kapuramycyn przypisuje si¢ szczegdlna
role w inhibicji bakteryjnej translokazy typu I. Enzym ten odgrywa szczegdlnie
wazng role w biosyntezie fragmentu peptydoglikanu $ciany komorkowej bakterii
Mycobacterium tuberculosis (Mtb).

Wrhasciwosci i efektywnos¢ dziatania tego leku daje nadzieje dla wielu osob
zakazonych Mtb. Z doniesienr Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), wynika ze
na calym $wiecie z 42 mln oséb zakazonych HIV/AIDS okolo jednej trzeciej jest
zakazonych Mtb, z czego niestety w znacznej cze$ci nowych przypadkéw wykryto
szczepy wielolekowej oporno$ci-Mtb. Szczepy te odpowiedzialne sg za wzrost
zachorowania na gruzlice (TB), ktdrej czas leczenia siega nawet do 20-28 miesiecy.
Dlatego tak wazne jest opracowanie nowej skutecznej terapii w walce ze szczepami
opornymi-Mtb [39].

W kapuramycynie i jej analogach poklada si¢ nadzieje w skutecznej terapii
schorzen wywolanych rowniez szczepami Mycobacterium.

W literaturze pojawily sie¢ doniesienia o nowych analogach kapuramycyny
(Rys. 11), ktérych niewielkie stezenie antybiotyku rzedu 2,58 pug/ml (dla UT-01320)
wystarczy do skutecznego zwalczania infekcji, a dodatkowo wykazuje si¢ bardzo
szerokim spektrum dziatania przeciwko szczepom Mtb [38].
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Rysunek 11.  Kapuramycyna i przykladowe jej analogi [38]
Figure 11.  Structures of capuramycin and its analogs [38]

UWAGI KONCOWE

Pojawienie sie szczepdw opornych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
wymusza poszukiwanie coraz to nowszych kuracji. Wykorzystywanie antybiotykow
nukleozydowych w lecznictwie zwieksza skuteczno$¢ leczenia ztozonych infekeji.
A niewatpliwy rozwdj biotechnologii i inzynierii genetycznej pozwala na pozyski-
wanie nowych analogéw i modelowanie nowych, bardziej aktywnych lekow.
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mgr Malgorzata Sobocinska — w latach 2007-2012 studiowala na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Gdanskiego — uzyskujac w 2012 roku tytul magistra. Obecnie stu-
chaczka Stacjonarnych Studiéw Doktoranckich Chemii i Biochemii na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, gdzie wykonuje prace doktorska pod kierunkiem
dr hab. Elzbiety Kamysz, prof. UG pod tytutem: ,,Projektowanie, synteza i badania
endogennych inhibitoréw enkefalinaz oraz ich analogéw”.

dr hab. n. farm. Elzbieta Kamysz, prof. UG - W latach 1990-1995 studiowala
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego na kierunku Chemia. W roku
1995 obronifa prace magisterska pt. ,,Synteza analogéw fragmentu 144-152 pro-
teiny p24(gag) wirusa HIV-1 wigzacych sie z biatkami gtéwnego uktadu zgodno-
$ci tkankowej MHC”. W tym samym roku rozpoczela nauke na Studium Dokto-
ranckim na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. W 2000 roku obronila
prace doktorska pt. ,Wplyw wybranych modyfikacji czasteczek hormonéw neu-
roprzysadkowych na ich czynnos¢ biologiczng”. Stopien doktora habilitowanego
nauk farmaceutycznych (specjalnos¢ chemia lekéw) otrzymata na Uniwersytecie
Medycznym w Lodzi w 2013 roku. Ponadto ukonczyla studia podyplomowe ,,Far-
macja przemystowa” (dyplom uzyskany w 2011 roku). Obecnie pracuje w Pra-
cowni Chemii Makromolekul Biologicznych w Katedrze Biotechnologii Mole-
kularnej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, gdzie zajmuje si¢ synteza
i badaniem peptydéw wystepujacych w jamie ustnej, peptydéw przeciwdrobno-
ustrojowych oraz endogennych inhibitor6w enkefalinaz.
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ABSTRACT

For the past few years enkephalins have been a center of appreciation and inte-
rest. Enkephalins were discovered in 1975 by Hughes, Kosterlitz and coworkers [1].
They can be described as short sequences of amino acids that are naturally produced
in the central nervous system (CNS) in various glands throughout the body, such
as the pituitary and adrenal glands [7, 9]. There were revealed two forms of enke-
phalins, one containing leucine, and the other containing methionine. Enkephalins
are produced by the cleavage of a precursor protein called proenkephalin. From
proenkephalin originate Met- and Leu-enkephalin, Met-enkephalin-Arg’-Gly7-
-Leu®, Met-enkephalin-Arg®-Phe’ [1-3]. Enkephalins are involved in phenomena
associated with modulated pain perception [13], regulation of memory and emo-
tional conditions [21] and regulation of immunological system [29]. They also have
an impact on the cardiovascular system [17], motility of the digestive system and
metabolism of carbohydrates [8].

This article is a review of the current knowledge about enkephalins and their
usage in the diagnostics and treatment of a variety of diseases: diseases/disorders of
the central nervous system [21, 22], Parkinson’s disease [27], disease of the immune
system [29], chronic pain [12], tumor diseases/cancer [33], heart and cardiovascular
diseases [19] and inflammatory bowel disease [23].

Keywords: endogenous opioid peptides, enkephalins, Met-enkephalin, Leu-enke-
phalin

Stowa kluczowe: endogenne peptydy opioidowe, enkefaliny, Leu-enkefalina, Met-
-enkefalina
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WPROWADZENIE

Na poczatku lat 70. XX wieku prowadzono liczne badania nad dzialaniem
morfiny i jej pochodnych (opiatéw) na organizm czlowieka. W toku tych badan
naukowcy uzyskali liczne wyniki wskazujace, ze opiaty wiaza sie w mozgu w
miejscach wyrdzniajacych sie wysoka specyficzno$cia. Simon i wspotpracownicy
w 1973 roku potwierdzili istnienie w mdzgu zwierzat, nastepnie w mézgu ludzkim
specyficznych miejsc wigzacych opiaty, czyli receptoréw opioidowych [1, 2]. Wraz
z odkryciem receptoréw opioidowych badacze doszli do konkluzji, Ze mézg musi
mie¢ swoje wlasne substancje opioidopodobne. Przyczynito sie to do wykrycia
w 1975 roku przez Kosterlitz i wspotpracownikow w ekstraktach z tkanki mézgowej
$win, a nastepnie w moézgach innych kregowcow, oraz w ludzkim ptynie mézgowo-
-rdzeniowym enkefalin wykazujacych opioidopodobng aktywnos¢ [3]. Odkryto
2 pentapeptydy o prawie identycznej sekwencji aminokwasowej, rézniace sie jedynie
jedng resztg aminokwasowg na C-koncu. Pierwszy z nich nazwano Met-enkefaling,
a drugi Leu-enkefaling (Rys. 11 2) [4].

1. BUDOWA I WYSTEPOWANIE ENKEFALIN

Prekursorem enkefalin jest bialko proenkefalina A (PENK), ktéra jest kodo-
wana przez gen PPE (gen prepro-enkefaliny), tworzacy biatko skladajace si¢ z 267
reszt aminokwasowych. PENK jest konserwatywnym bialkiem podatnym na dzia-
tanie konwertaz CP1 i CP2. Proteolityczne ciecie PENK prowadzi do powstania
4 czgsteczek Met-enkefaliny (Rys. 1), 1 czasteczki Leu-enkefaliny (Rys. 2), hepta-
peptydu zbudowanego z Met-enkefaliny i dwoch reszt aminokwasowych (reszty
argininy i fenyloalaniny), oktapeptydu, w ktérym do Met-enkefaliny dotaczone s
3 reszty aminokwasowe (reszty argininy, glicyny i leucyny) bedacych ligandami
receptora d [5, 6].

Rysunek 1. Wzor strukturalny Met-enkefaliny (wykonata M. Sobocifiska w programie ChemSketch)
Figure 1. Structural formula Met-enkephalin (created by M. Sobocinska in ChemSketch application)
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Rysunek 2. Wzér strukturalny Leu-enkefaliny (wykonala M. Sobocinska w programie ChemSketch)
Figure 2. Structural formula Leu-enkephalin (created by M. Sobocinska in ChemSketch application)

Enkefaliny w najwickszym stezeniu wystepujag w tych strukturach moézgowia,
w ktérych znajduja si¢ receptory opioidowe [7]. Obecne sg we wszystkich odcinkach
przewodu pokarmowego, przede wszystkim w zwojach Auerbacha [8]. Enkefaliny
jak i matrycowe RNA kodujgce ich prekursor sg szeroko rozpowszechnione w neu-
ronach wstepujacych os$rodkowego ukladu nerwowego, szczegdlnie w substancji
szarej srodmozgowia otaczajacej wodociag mozgu, rogach tylnych rdzenia krego-
wego, wzgorzu, prazkowiu, podwzgérzu, srodmdzgowiu, w ukladzie limbicznym,
korze moézgowej, przysadce [9], fibroblastach, keratynocytach [5]. Ponadto gen pro-
enkefaliny ulega ekspresji w tkankach gruczoléw dokrewnych, komoérkach ukladu
odpornosciowego i mezanchylnych komorkach macierzystych skory [7]. Enkefa-
liny powstaja takze w sercu, gtéwnie w miocytach, a poziom mRNA jest wyzszy
niz w mozgu, jednak ilo§¢ peptydéw pochodzacych z tego prekursora w sercu jest
mniejsza. Prawdopodobnie dzieje si¢ tak, poniewaz enkefaliny nie sg przechowy-
wane w tkance serca i s szybko z niej usuwane lub degradowane [10].

2. FUNKCJE ENKEFALIN

Enkefaliny dzialaja jako endogenne ligandy receptoréw opioidowych. Cha-
rakteryzuja sie najwigkszym powinowactwem do receptora § i u oraz niewielkim
powinowactwem do receptora k [4, 11]. Zaangazowane sg w szereg fizjologicznych
procesdéw zachodzacych w organizmie poczawszy od ukladu krwionos$nego przez
immunologiczny, az do nerwowego.

2.1. DZIALANIE PRZECIWBOLOWE ENKEFALIN

Wkroétce po odkryciu enkefalin okazalo sig, ze ostry bél badz stymulacja sub-
stancji szarej Srédmozgowia otaczajacej wodocigg moézgu powoduje zmniejszenie
wrazliwo$éci na bol, spowodowane wzrostem poziomu enkefalin w moézgu. Dzialanie
przeciwbolowe enkefalin jest przede wszystkim konsekwencja wiazania sie z recep-
torami §-opioidowymi w mdzgu. Mimo, iz enkefaliny pod wzgledem chemicznym
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nie sa podobne do morfiny, oddzialuja na te same receptory. Zwigzane jest to z obec-
nosécig w strukturze enkefalin i morfiny ugrupowania tyraminowego, ktére odpo-
wiada za oddziatywanie z receptorem &-opioidowym [12].

Enkefaliny odgrywaja istotne znaczenie w reakeji stresowej [13]. Dzialajg one
bowiem przeciwlekowo, regulujac czynnos¢ hormonalng w czasie stresu. Wywo-
tanie sytuacji stresowej m.in. czynnikami srodowiskowymi powoduje pobudzenie
endogennego systemu opioidowego, co przektada si¢ na aktywacj¢ neuronéw pro-
dukujacych enkefaliny [14]. Jednocze$nie wykazano, ze Leu-enkefalina wykazuje
znacznie slabsze wlasciwosci przeciwbolowe niz Met-enkefalina [15]. Mizoguchi
wraz z wspotpracownikami z Medical College w Wisconsin przeprowadzit ekspe-
ryment polegajacy na obserwacji odczucia zimna przez plywajace myszy w zimnej
wodzie, o temperaturze 4°C przez 3 minuty [16]. Badanie to wykazalo, ze sposrod
endogennych peptydéw opioidowych tylko Met-enkefalina oddzialujgc z recepto-
rami opioidowymi typu §, w rdzeniu kregowym, wywoluje efekt przeciwbolowy.
Pobudzenie receptora § skutkuje réwniez rozwojem tolerancji oraz hamowaniem
czynnosci uktadu oddechowego [16].

2.2. ENKEFALINY W CHOROBACH SERCA

Enkefaliny wplywaja na stan ukladu sercowo-naczyniowego, moga obniza¢
ci$nienie tetnicze krwi oraz temperature ciala [17, 18]. Ouellette i Brakier-Gingras
z Université de Montréal w Kanadzie zbadali poziom mRNA proenkefalin w modelu
zwierzecym jakim byt chomik z przerosnietym mig$niem sercowym oraz kardiopa-
tig. Przeprowadzone badanie wykazato 4-krotnie podwyzszong ilos¢ mRNA proen-
kefalin w poréwnaniu do zdrowego osobnika. Wyniki te potwierdzily hipoteze, ze
podwyzszenie poziomu mRNA preproenkefalin jest zwigzane z rozwojem przerostu
mie$nia sercowego, oraz niewydolnoscig serca. Hao i Rabkin z University of British
Columbia w Kanadzie na szczurach cierpigcych na nadci$nienie tetnicze i przerost
mie$nia sercowego wykonali badanie zalezno$ci poziomu mRNA proenkefalin od
diety bogatej w sol. Okazalo sie, ze dieta bogata w s6l powoduje wyrazny wzrost
ilosci mRNA proenkefalin w lewej komorze serca [19].

Zmiany w systemie opioidowym maja zwigzek z rozwojem nadci$nienia. Enke-
faliny hamuja stymulacje serca przez katecholaminy, co prowadzi do pogorszenia
czynnosci serca. Poziom Met-enkefaliny wzrasta w mig$niu sercowym wraz z nasi-
leniem przewleklej niewydolnosci serca. Zwiekszona aktywnos¢ endogennych pep-
tydéw opioidowych zwigzana z zastoinowg niewydolnoscig serca przyczynia sie do
zmniejszenia aktywacji wspoiczulnej i wydajnosci serca [10].
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2.3. WPLYW ENKEFALIN NA ZMIANY BEHAWIORALNE

Enkefaliny moga powodowa¢ pobudzenie ruchowe, drgawki, wplywaé na
regulacje pamieci, warunki emocjonalne oraz konsumpcje zywnosci ptynnej [7, 21].
Zbadano wplyw enkefalin na zmiany behawioralne zwierzgt. Pentapeptydy poda-
wane do komory bocznej szczura powodowaly szereg zmian tego typu: pobudzenie
ruchowe calego ciala, Zucie i weszenie [21 ,22]. Po podaniu Leu-enkefaliny po pew-
nym czasie mozna bylo zaobserwowa¢ wysadzenie galek ocznych ku przodowi oraz
stan kataleptyczny, a podaniu Met-enkefaliny towarzyszyl brak odruchéw rogow-
kowych, oraz sztywnos$¢ mieéni [22]. Pomimo, Ze zwigzki te nie przechodzg tatwo
przez bariere krew-mozg, wykazano, ze ich regularne podawanie w niewielkich ilos-
ciach wplywa pozytywnie na pamig¢ i zdolnos¢ uczenia sie [21].

2.4. WPLYW ENKEFALIN NA CHOROBY ZAPALNE JELIT

Met- i Leu-enkefaliny wywieraja wplyw na motoryke ukladu trawiennego,
trzustki oraz metabolizm weglowodanow. Wzmagaja motoryke jelit poprzez
pobudzanie receptoréw & i y, umiejscowionych na miesniach gtadkich przewodu
pokarmowego. Takze hamujg motoryke przewodu pokarmowego oddzialywujac na
receptory k umiejscowione na nerwach cholinergicznych [8].

Wykazano, ze zaburzenia zwigzane ze zmniejszonym wydzielaniem peptyddw
opioidowych przez przewdd pokarmowy i leukocyty wystepuja u 0séb z zaburze-
niami uwalniania hormondéw jelitowych oraz u chorych na zapalenie jelita. Dowie-
dziono réwniez, ze u diabetykéw zmniejszenie zdolnosci migsnidwki jelit do pra-
widlowej reakeji na neurostymulacje moze by¢ wynikiem wzglednego niedoboru
m.in. neuropeptydéw Met- i Leu-enkefaliny [23, 24]. Naukowcy zaobserwowali
zwiekszong $miertelno$¢ u myszy pozbawionych genu kodujacego receptor opio-
idowy . Endogenne peptydy opioidowe wiazace si¢ z tym receptorem, maja wplyw
na wytwarzanie cytokin i proliferacje leukocytow [23].

Owczarek wraz z wspotpracownikami z Wydzialu Gastroenterologii Jagiellon-
skiego Uniwersytetu Medycznego dokonali analizy poréwnawczej stezenia
Met-enkefaliny w surowicy krwi oraz w tkance blony §luzowej jelita grubego u pacjen-
tow z nieswoistym zapaleniem jelit (ang. inflammatory bowel disease, IBD). W prob-
kach surowicy i fragmentach tkanki blony sluzowej okreznicy stezenie Met-enkefaliny
oznaczono u 43 pacjentéw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (ang. ulce-
rative colitis, UC) i u 38 pacjentéw z chorobg Le$niewskiego-Crohna (ang. crohn’s
disease, CD). Grupe kontrolng stanowilo 45 zdrowych ochotnikéw. Wykazano,
ze stezenie Met-enkefaliny w surowicy krwi jest znacznie nizsze u pacjentéw z CD
(85,4 pg/ml) i UC (101,5 pg/ml) w poréwnaniu z grupa kontrolng (119,5 pg/ml).
Poziom Met-enkefaliny w fragmentach tkanki okreznicy pobranych od pacjentow
z IBD byt znacznie wyzszy w poréwnaniu ze zdrowg tkanka i wynosil odpowied-
nio (6,59 pg/mg i 2,89 pg/mg, p <0,01 w grupie CD i 6,12 pg/mg vs 3,47 pg/mg,
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p < 0,05 w grupie UC). Okazalo si¢ réwniez, Ze poziom Met-enkefaliny koreluje
z aktywnoscig choroby. Owczarek i wspolpracownicy przeprowadzili pierwsze takie
badanie, ukazujace zmiany poziomu Met-enkefaliny w IBD, ktére mogg odgrywaé
istotna role w patogenezie i przebiegu choroby IBD [23].

U os6b cierpigcych na CD obnizenie poziomu markeréw stanu zapalnego
i poprawe jakosci zycia powoduje antagonista receptoréw opioidowych naltrekson
(Rys. 3) oraz racekadotryl (Rys. 4), prolek przeciwpiegunkowy. Przypuszcza sie, ze
jest to spowodowane krotkotrwalg blokadg receptoréw opioidowych, ktéra powo-
duje wzrost produkeji endogennych peptydéw opioidowych. Co przektada sie na
poprawe stanu zdrowia pacjenta [23].

Rysunek 3. Wzoér strukturalny naltreksonu (wykonata M. Sobocinska w programie ChemSketch)
Figure 3. Structural formula naltrexone (created by M. Sobocinska in ChemSketch application)

Rysunek 4. Wzor strukturalny racekadotrylu (wykonata M. Sobocinska w programie ChemSketch)
Figure 4. Structural formula racecadotril (created by M. Sobociniska in ChemSketch application)

2.5. ENKEFALINY JAKO NEUROMEDIATORY I NEUROMODULATORY
ORAZ ICH FUNKCJA W CHOROBIE PARKINSONA

Enkefaliny pelnig funkcje neuromediatoréw i neuromodulatoréw, ze wzgledu
na swoja obecnos¢ w zakonczeniach presynaptycznych i postsynaptycznych neuro-
néw (Rys. 5) [7].
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Rysunek 5. Struktura synapsy chemicznej (wykonata M. Sobocinska)
Figure 5. Structure of chemical synapse (created by M. Sobociniska)

Ich oddzialywanie z zakonczeniami presynaptycznymi skutkuje hiperpolaryza-
cja blony postsynaptycznej. Met-enkefalina hamuje wydzielanie neuroprzekaznika
z blony presynaptycznej powodujac hiperpolaryzacje komdrek nerwdéw zwojowych.
Enkefaliny hamujg wydzielanie neuroprzekaznikéw takich jak: noradrenalina (Rys.
6) poprzez aktywacje receptoréw y w skrawkach kory mozgu, acetylocholina (Rys.
7) poprzez aktywacje receptorow 0 w skrawkach prazkowia [7].

Rysunek 6. Wzor strukturalny noradrenaliny (wykonata M. Sobocinska w programie ChemSketch)
Figure 6. Structural formula noradrenaline (created by M. Sobocinska in ChemSketch application)

Rysunek 7. Wzér strukturalny acetylocholiny (wykonala M. Sobocinska w programie ChemSketch)
Figure 7. Structural formula acetylocholine (created by M. Sobocinska in ChemSketch application)
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Reguluja uwalnianie dopaminy w prazkowiu oraz w jadrze pollezacym poprzez
aktywacje receptorow « [7, 25]. Dopamina odpowiada za prawidfowe przewodzenie
impulséw nerwowych, w szczegdlnosci zwigzanych z napieciem miegéni i regulacijg
ruchéw. Przyczyng choroby Parkinsona jest stopniowe zmniejszanie si¢ ilosci dopa-
miny w mézgu, wskutek obumierania komoérek wytwarzajacych dopamine [26].

Neuroaktywne peptydy takie jak enkefaliny pomagaja w prawidlowej neuro-
transmitacji w jadrze podstawowym. Prawdopodobnie duza ilo$¢ enkefalin znaj-
dujaca si¢ w zwojach podstawy moézgu decyduje o selektywnosci proceséw degra-
dacyjnych. Met- i Leu-enkefalina moga by¢ swojego rodzaju markerami choroby
Parkinsona. U 0s6b z chorobg Parkinsona obserwuje si¢ znaczny niedobér Met-
i Leu-enkefaliny w prazkowiu na poziomie 50% oraz Met-enkefaliny w istocie sza-
rej na poziomie az 90%, co przeklada si¢ na niedobér dopaminy w tych obszarach
mozgu [27].

Postuluje si¢ rowniez, ze uklad dopaminergiczny reguluje wydzielanie neuro-
przekaznikéw o udowodnionym dziataniu immunomodulacyjnym. Stwierdzono,
ze obnizenie stezenia dopaminy w ukladzie nigrostriatalnym powoduje znamienne
podwyzszenie ilosci mRNA Met-enkefaliny i pro-enkefaliny w prazkowiu [28].

2.6. WPLYW ENKEFALIN NA UKEAD IMMUNOLOGICZNY
- WEASCIWOSCI PRZECIWNOWOTWOROWE ENKEFALIN

Met-enkefalina bierze udzial w regulacji systemu immunologicznego [29].
Czesto nazywana jest opioidowym czynnikiem wzrostu (ang. opioid growth factor,
OGF), poniewaz pelni wazng rol¢ w regulacji uktadu odpornosciowego, stymuluje
wzrost komorek odpornosciowych (kontrolujgc przyrost limfocytow T i B), wptywa
na migracje monocytow, limfocytdéw, neutrofili, odpowiada za regeneracje tkanek
oraz aktywuje receptor OGF [29, 30]. Kompleks OGF-receptor przemieszcza si¢
do jadra komodrkowego, gdzie bierze udzial w regulacji wzrostu komorek, podziale
komdrkowym, gojeniu ran [31]. Zwigkszenie aktywnosci receptora OGF stymuluje
oddzialywanie opioidowego czynnika wzrostu z receptorem. Powoduje to hamowa-
nie podzialéw komodrek nowotworowych. Wykazano, ze podawanie OGF hamuje
wzrost komorek nowotworowych umozliwiajac jednoczesnie zachodzenie mecha-
nizméw odpornosciowych z udzialem makrofagéw oraz limfocytow [31, 32].

Badania przeprowadzone w latach 80. wykazaly, ze podanie enkefalin hamuje
rozwdj nowotworu pierwotnego oraz hamuje proces przerzutowania komorek czer-
niaka linii B16-BL6 do ptuc po podskérnej implementacji u myszy [33]. Dodat-
kowo zaobserwowano zwigkszenie aktywno$ci komorek typu NK (ang. natural
killer) petnigcych wazng role w procesach przeciwnowotworowych [34]. Jak dotad
potwierdzono hamujacy wpltyw OGF na rozwdj raka: piersi, jajnikow, jelita grubego,
trzustki, ptuc oraz hepatoblastomy. Obserwowany efekt przeciwnowotworowy oka-
zal si¢ w wielu badaniach odwracalny w obecnosci antagonisty receptoréw opio-
idowych jakim jest nalokson [33]. Jak rowniez dowiedziono, ze Met-enkefalina
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produkowana przez komorki rakowe jelita grubego moze thumi¢ odpowiedz immu-
nologiczng organizmu sprzyjajac w ten sposob dalszemu namnazaniu komorek
nowotworu [32].

PODSUMOWANIE

Doniesienia literaturowe potwierdzone w badaniach na zwierzetach i ludziach
wskazujg na wszechstronna uzytecznos¢ enkefalin w leczeniu réznego pochodzenia
chronicznego bélu, zmian behawioralnych, stanéw zapalnych, infekeji bakteryjnych
czy wirusowych. Enkefaliny moga by¢ markerami w diagnostyce m.in. nieswo-
istych choréb zapalnych jelit (IBD), przewleklej niewydolnosci serca oraz chorobie
Parkinsona. Udokumentowane zostalo dziatanie przeciwnowotworowe enkefalin
zaréwno cytotoksyczne jak i antyproliferacyjne. Natomiast odwracalny efekt prze-
ciwnowotworowy enkefalin stanowi podstawe do podjecia badan zmierzajacych ku
okresleniu potencjalu przeciwnowotworowego analogéw endogennych enkefalin
odpornych na dzialanie antagonistow receptoréw opioidowych.
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ABSTRACT

In the last decade a change of thought has taken place in the pharmaceutical
industry which has led to a renaissance of the Multicomponent reactions (MCRs)
[1]. Under the inspiration of diversity-oriented-synthesis (DOS), numerous efforts
have been devoted to find powerful synthetic tools for rapidly accessing maximum
molecular diversity with minimum cost. In the toolbox enabling DOS for genera-
ting molecular libraries, MCRs are now recognized as one of the most useful and
powerful strategies [2], which provide the highest number of compounds for the
least synthetic effort [3]. Following the rapid progress in the research area of MCRs,
widespread application has been found in many different areas such as chemical
biology, natural product synthesis, pharmaceuticals as well as agrochemistry [2].

The overall aim of a DOS is to generate a small-molecule collection with a high
degree of structural, and thus functional, diversity that interrogates large areas of
chemical space simultaneously [4]. In Targed-Oriented Synthesis (TOS) a complex
target is transformed into a sequence of progressively simpler structures by formally
performing chemical reactions in the reverse-synthetic direction [3].

Special subclasses are isocyanide based MCRs (IMCRs). They are particularly
interesting because they are more versatile and diverse than the remaining MCRs.
Today most MCRs chemistry performed with isocyanides relates to the classical
reactions of Passerini and Ugi (Scheme 1)[5].

In Ugi four-component reaction (U-4CR), carboxylic acids, primary amines
and oxo components (aldehydes or ketones) react with isocyanides in polar solvents
to obtain a-amino carboxamides (Schemes 2 and 3). Occasionally however, selective
conversion of amide groups into other functional groups is desirable for an increase
of diversity of the IMCR-derived compounds [6].

In this reaction two substituted amide groups are formed under release of one
equivalent of water. Thus, the U-4CR is an atom-economic and environmentally
friendly reaction. It was also shown that water can be used as the solvent. This reac-
tion is typically performed by stirrling the components for approximately 1 day
in small quantities of a protic solvent (e.g. methanol or trifluoroethanol) [7]. The
examples of Ugi reactions are described in the Schemes 4-10.

Multicomponent reactions have become attractive tools in modern synthetic
organic chemistry. Among their many advantages, they allow the creation of large
chemical libraries of diverse, complex molecular structures, starting from simple
materials within a short time frame. Not surprisingly, these particular features have
made MCRs especially appealing to medicinal chemists [8].

Keywords: multicomponent reactions, Ugi reaction, diversity-oriented synthesis
Stowa kluczowe: reakcje wieloskladnikowe, reakcja Ugi, synteza ukierunkowana na
réznorodnosé
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

DOS — synteza ukierunkowana na réznorodnos¢ (ang. diver-
sity-oriented synthesis)

DCM — chlorek metylenu

HDAC — deacetylazy histonowe (ang. histone deacetylase)

HTS — wysoko wydajny skrining (ang. high-throughput
screening)

IMCRs — reakcje na bazie izocyjanku (ang. isocyanide-based
multicomponent reactions)

MCR — wielosktadnikowa reakcja (ang. multicomponent
reaction)

MCRs — wielosktadnikowe reakcje (ang. mulicomponent
reactions)

PAs — poliaminy (ang. polyamines)

P-3CR — trzysktadnikowa reakcja Passerini (ang. Passerini
three-component reaction)

RCM — reakcja cyklizacji metatetycznej (ang. ring closing
metathesis)

TFA — kwas triflurooctowy

TFE — trifluoroetanol

TLC — cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (ang.
thin layer chromatography)

TNF — tetrahydrofuran

TOS — synteza ukierunkowana na cel (ang. target-oriented
synthesis)

U-3CR — trzysktadnikowa reakcja Ugi (ang. Ugi three-compo-
nent reaction)

U-4CR — czterosktadnikowa reakcja Ugi (ang. Ugi four-com-
ponent reaction)

U-5CR — pieciosktadnikowa reakcja Ugi (ang. Ugi five-compo-

nent reaction)
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WPROWADZENIE

W ostatniej dekadzie zmiany przebiegajace w przemysle farmaceutycznym
doprowadzily do odrodzenia zainteresowania reakcjami wielosktadnikowymi (ang.
multicomponent reactions, MCRs) zmieniajac obszar odkry¢ nowych lekéw przy
zastosowaniu chemii kombinatorycznej, wysoko wydajnego skriningu (ang. high-
-throughput screening, HTS) oraz analiz genomu i proteomu. Kilka lat temu wydaj-
nos$¢ otrzymywania substancji w chemii medycznej byta stosunkowo niska. Dzisiaj
tysigce zwigzkéw chemicznych moze by¢ produkowanych i charakteryzowanych
kazdego dnia [1].

W 1961 roku zostala wykazana przydatnos¢ MCRs dla tworzenia ogromnych
bibliotek zwigzkéw chemicznych w szczegodlnosci z powodu ich efektywnosci, tat-
wosci automatyzacji, mozliwosci otrzymywania réznorodnych produktéw, a takze
odkrywania nowych, aktywnych substancji w krétkim czasie [1, 8]. W wielu MCRs
kolejnos¢ dodawania reagentéw nie odgrywa zadnej roli w przeciwienstwie do
reakcji dwuskladnikowych [9]. MCRs sa jednym z najlepszych dostepnych narze-
dzi stuzacych do przygotowania ogromnych bibliotek zwigzkéw chemicznych (3],
lecz ograniczonych przez uzyskanie jedno rdzeniowej struktury w kolekeji [5, 10].
Mozliwos¢ wprowadzenia wielu atomoéw reagentéw do konicowego produktu oraz
jednoczesny dodatek wszystkich sktadnikow, a takze tatwa procedura oczyszczania
sprawia, ze ten rodzaj reakcji zastuguje na poswiecenie jemu szczegélnej uwagi [3].

Ogolna zasada MCRs jest przedstawiona przez a-aminoalkilacje, w ktorej sktad-
nik karbonylowy oraz pierwszo- lub drugorzedowa amina zostajg poddane addycji
elektrofilowej do pozycji bogatej w elektrony. Za pierwsza reakcje wielosktadni-
kowq jest uznana opublikowana w 1850 roku synteza Streckera a-aminokwasow
z a-aminocyjankow. Jednakze, dwanascie lat wczesniej w reakeji oleju z gorzkich
migdaléw i amoniaku Laurent oraz Gerhardt wyizolowali stabo rozpuszczalny
produkt, ktéry powstal w wyniku MCR. W przeprowadzonej syntezie Strecker’a
otrzymano cyjanek amino benzylowy. Jest to metoda uzyskiwania a-aminokwaséw
oparta na reakcji aldehydéw z roztworem cyjanku amonu. W przedstawionej syn-
tezie zastosowano kwas cyjanowodorowy, benzaldehyd oraz amoniak. Natomiast
pierwszym istotnym przykladem wykorzystania MCRs w otrzymywaniu substancji
naturalnych jest synteza Robisona alkaloidéw tropanowych z dialdehydu burszty-
nowego, metylaminy i dimetyloacetonodikarboksylanu wykonana w 1917 roku [1].
MCRs znalazly rowniez szerokie zastosowanie w syntezie produktéw naturalnych
[11] i innych ciekawych substancji [12, 13]. Jednakze, pomimo to, nie obserwuje si¢
odpowiednio proporcjonalnego powiekszenia rynku farmaceutycznego o nowe leki
[14].

Pierwsze MCRs oparte na izocyjankach zostaly przeprowadzone przez Passe-
riniego (P-3CR) i Ugiego (U-4CR) odpowiednio w 1921 i 1959. Pézniej opisano
wiele wariantow tych reakcji wykorzystujacych wyjatkowa reaktywno$¢ izonitryli
[5]. W niniejszej pracy skupiono si¢ gtéwnie na opracowaniu wybranych przykta-
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dow wieloskladnikowej reakcji Ugi, aby przedstawi¢ tendencje w zakresie metodyki
przeprowadzania tego typu syntez.

1. CHARAKTERYSTYKA REAKCJI WIELOSKEADNIKOWYCH

Reakcje wieloskladnikowe to jednoetapowe syntezy, w ktorych stosuje si¢ wig-
cej niz dwa substraty, np. 3,4,7, gdzie wigkszo$¢ atoméw z poczatkowych substancji
zostaje wlgczona do koncowego produktu. Wyrdznia si¢ wiele podstawowych reak-
cji MCRs noszgcych nazwy ich twércow m.in. Ugi, Passerini, van Reusen, Strecker,
Hantzsch, Biginelli i inne [15].

Démling i Ugi dzielg reakcje MCRs na 3 typy wedlug liczby odwracalnych eta-
poéw. W zwiazku z tym, typ I MCRs jest charakteryzowany przez ztozong réwnowage
pomiedzy wszystkimi reagentami i produktami posrednimi [3]. W wiekszosci przy-
padkow produkty wystepuja jako mieszanina zawierajgca potprodukty i/lub poczat-
kowe substancje trudne do izolacji. Czesto, jesli reakcja jest niepelna mogg wystagpic
produkty uboczne prowadzace do dalszych zanieczyszczen [1]. I wariant syntezy
MCRs posiada jeden nieodwracalny etap prowadzacy do powstania produktu [3].
Reakcje tego typu sa najbardziej korzystne preparatywnie, poniewaz calkowita row-
nowaga jest przesunieta w kierunku produktéw w ostatnim etapie nieodwracalnym.
Taki typ procesu ma miejsce na przyklad w wyniku silnie egzotermicznej reakeji
takiej jak C">C" przebiegajacej podczas konwersji izocyjankéw oraz w reakcji
zamkniecia pierScienia lub aromatyzacji [1]. W syntezie organicznej najbardziej
wskazany jest II rodzaj MCRs, do ktdérego naleza reakcje Ugi, Passerini i Biginelli.
MCRs typu III sg sekwencjg nieodwracalnych etapdéw tworzacych zazwyczaj reakcje
domino lub kaskady [3]. Rzadko wystepuja w chemii preparatywnej. Gléwnie sg to
reakcje biochemiczne spowodowane zjawiskami termodynamicznymi lub potgcze-
niem reakcji endotermicznej z egzotermiczng np. sprzezenie ATP. [1].

Za pomocy metody syntezy MCRs otrzymuje sie proteazy m.in. serynowe/tre-
oninowe, aspartylowe, cysteinowe i metaloproteazy, a takze kinazy, fosfatazy, inhi-
bitory fosfataz, inne enzymy (np. inhibitory cyklooksygenazy, 3’5" fosfodiesterazy
nukleotydowe), receptory sprzezone z bialkiem G, kanaly jonowe (transportery)
[15].

2. METODY OTRZYMYWANIA BIBLIOTEK SUBSTANC]JI LECZNICZYCH

Reakcje wielosktadnikowe nadaty kierunek syntezie bibliotek zwigzkow orga-
nicznych przez wskazanie poczatkowych punktéw odniesienia dla syntezy ukie-
runkowanej na réznorodnos¢ (ang. diverisity-oriented synthesis, DOS) [3]. Plan
strategii DOS znacznie si¢ rézni od tej stosowanej w tradycyjnych syntezach kom-
binatorycznych. Proste substraty poczatkowe ulegaja przemianie, w nie wiecej niz
pieciu etapach syntezy, w kolekcje rozniacych sie strukturalnie zwigzkéw [16-20].
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Biblioteki DOS sa zazwyczaj mniejszych rozmiaréw w poréwnaniu z komercyjnie
dostepnymi bibliotekami. Otrzymane zwigzki s3 zazwyczaj bardziej skomplikowane
strukturalnie i posiadajg wigkszy zakres rdzeni szkieletow oraz bogatszg zmiennos¢
stereochemiczng [17, 21, 22]. Zatem rozmiar biblioteki to nie wszystko. Decyduja-
cym czynnikiem jest réznorodnoé¢ biblioteki pod wzgledem struktury czasteczko-
wej oraz aktywnosci biologicznej zwiazkow [2, 23].

Rdznorodno$¢ jest bezposrednio zwigzana z tréjwymiarowa przestrzenia
chemiczng zajmowang przez skladniki kolekcji. Strukturalna réznorodnosé¢ jest
podzielona na cztery gtéwne skltadowe: (1) uzupelniajaca réznorodno$¢ - zmien-
nos¢ elementow strukturalnych otaczajacych gléwny szkielet (2) réznorodno$¢ grup
funkcyjnych - zmienno$¢ w obecnosci grup funkcyjnych (3) stereochemiczna réz-
norodnos$¢ — zmiennos$¢ w orientacji potencjalnych makroczasteczek odpowiadaja-
cych za interakcje (4) réznorodnos¢ szkieletu — obecnos¢ wielu réznych szkieletow
molekularnych [23, 24].

Wyrdznia si¢ dwie metody tworzenia réznorodnosci szkieletéw w DOS. Pierw-
sza z nich polega na uzyciu powszechnie dostepnych substratéw poczatkowych
i réznych reagentéw [16, 17], a w drugiej stosuje sie rozne substancje poczatkowe
oraz uniwersalne warunki reakeji [16-18, 25, 26]. W DOS szczegélnie przydatne sg
pary reakcji, w ktérych produkt jednej reakeji jest substratem dla drugiego procesu
[27, 28].

Synteza ukierunkowana na cel (ang. target oriented synthesis, TOS) umozliwia
dostep do precyzyjnego obszaru przestrzeni chemicznej, ktorej granice sg okreslane
przez naturalng substancj¢ o znanym zastosowaniu [29]. TOS posiada dtugg historie
w chemii organicznej. Naturalne produkty sa czestym celem syntezy na uniwersyte-
tach, podczas gdy w firmach farmaceutycznych sg to leki lub kandydaci na leki [27].

3. REAKCJA UGI

Wielosktadnikowe reakcje na bazie izocyjanku (ang. isocyanide-based multi-
component reactions, IMCRs) odgrywaja istotng role w chemii medycznej i kom-
binatorycznej. Najlepiej poznanymi IMCRs sa 4-skfadnikowa reakcja Ugi (ang. Ugi
four-component reaction, U-4CR) i 3-sktadnikowa reakcja Passerini (ang. Passerini
three-component reaction, P-3CR). W U-4CR kwasy karboksylowe, pierwszorzedowe
aminy i sktadniki karbonylowe (aldehydy lub ketony) reaguja zizocyjankami w polar-
nych rozpuszczalnikach. W wyniku reakeji otrzymywane sg a-aminokarboksyamidy
jak prezentuje Schemat 1. Odmiennie, P-3CR preferuje rozpuszczalniki niepolarne,
a w wyniku tej reakeji uzyskuje si¢ a-hydroksykarboksyamidy. Podczas tworzenia
dwoch stabilnych wigzan amidowych w trakcie U-4CR wybiércze modyfikacje
zachodzg tylko w tancuchach bocznych (R,-R,). Natomiast selektywna konwer-
sja grup amidowych w inne grupy funkcyjne przebiega sporadycznie, chociaz jest
wskazana ze wzgledu na zwiekszong réznorodno$¢ otrzymywanych pochodnych
w IMCRs [6].
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Alfa-aminohydroksyamm\\ / Alfa-hydrokzykarboksyamid
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selektywnej grupy
funkcyjnej

Schemat 1. Poréwnanie reakgji Ugi i Passerini [6]
Scheme 1. A comparision of the Ugi and Passerini reactions [6]

3.1. SUBSTRATY I MECHANIZM PRZEBIEGU REAKCJI

Przebiegreakcji Ugijest w wiekszosci determinowany przez typ kwasu,a wmniej-
szym stopniu przez skladnik aminowy. Czynnikami decydujacymi o réznorodnosci
powstajacych zwigzkdw chemicznych w tego typu reakcjach sg kwasy z jedna badz
wigkszg iloscig grup karboksylowych, kwas weglowy, kwas tioweglowy, NH, H.S,
HNCO, HNCS i fenol, ktére prowadza do powstania a-acyloaminokarboksylamidéw,
karbaminianéw, a-acyloaminotiokarbaminianéw, tetrazoli, a-aminoamidéw, a-ami-
notioamidéw, hydantoin, tiohydantoin i a-aminoaryloamidéw [15].

W 1959 roku Ugi i wspolpracownicy opisali najwazniejszy wariant kondensa-
cji czterosktadnikowej, czyli U-4CR. Kwasy karboksylowe, kwas azotowodorowy,
cyjaniany, tiocyjaniany, monoestry kwasu weglowego, sole drugorzedowych amin,
woda, siarkowodor, jako Na S 0, i selenowoddér moga by¢ sktadnikiem kwasowym
w reakeji U-4CR z ketonami lub aldehydami, a takze pierwszo- i drugorzedowymi
aminami, hydrazynami albo hydroksyloaming bedacymi sktadnikami aminowymi
oraz C-izocyjankami [1, 30]. Bardzo uproszczony mechanizm reakcji U-4CR z kwa-
sem karboksylowym i skladnikiem aminowym w pierwszym etapie polega na kon-
densacji skfadnika karbonylowego i aminy z iming bedaca zasadg Schiffa przez
utworzenie hydroksyloaminy. Istnieje mozliwo$¢ transformacji hydroksyloaminy
bezposrednio w przebiegu reakeji bez powstania zasady Schiffa. Iminy moga by¢
réwniez traktowane, jako reagenty karbonylowe. Jak wigkszo$¢ reakcji imin, podob-
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nie U-4CR zachodzi lepiej podczas aktywacji w zasade Schiffa, poniewaz sktadnik
kwasowy protonuje atom azotu zasady Schiffa przez zwigkszenie elektrofilowosci
wigzania C=N. Innym sposobem zwiekszenia elektrofilowosci imin jest dodatek
kwaséw Lewisa takich jak TiCl, lub BF,-OEt,. W zaleznosci od rozpuszczalnika jony
moga wystepowa¢ oddzielnie lub w postaci soli. Elektrofilowy jon iminy i nukle-
ofilowy anion kwasowy przylaczaja si¢ do atomu wegla izocyjanku. Utworzony
produkt a-addycji moze by¢ odbierany jako heteroanalog bezwodnika kwasowego,
w ktérym zewnetrzny atom tlenu jest podstawiony przez grupe —NR. Bezwodnik
kwasowy stanowi czynnik silnie acylujacy, a najblizszym atomem ulegajacym acy-
lacji jest azot wyj$ciowej aminy. Po wewnatrzczasteczkowej acylacji i podstawieniu
hydroksyiminy nastgpuje przegrupowanie amidu w stabilny produkt Ugi. Ten typ
wewnatrzczasteczkowej acylacji po raz pierwszy opisano 1910 roku nadajac nazwe
przegrupowania Mumma [1]. Mechanizm reakcji Ugi przedstawia Schemat 2 [31].
Wszystkie podstawowe etapy tej sekwencji reakcji s3 w réwnowadze, jednakze
ostatni etap przegrupowania do stabilnego a-acyloaminoamidu jest przesuniety
w duzym stopniu w kierunku produktéw. Z tego wzgledu ten typ II MCR znacznie
rézni si¢ od pozostalych MCRs. Gléwnym etapem w sekwencji reakeji jest oksyda-
cja atomu C" izocyjanku do atomu C" amidu [1].

R COOH
/\\\N/Rz 4 /\ Ry

R1CHO + RZNH2 _=_—

R1 N+
Ri | RCOO-
H
NHR
s Przegrupowanie HRS R Ti R3N:C
R Mumma R, | 3
/ 1 B S —_— N+
° 4002 I
cC
HN
Ry N N /\ Rz
\/ \RZ R2 /
(l)l R} NH

Schemat 2. Mechanizm reakcji Ugi [31]
Scheme 2. Mechanism of the Ugi reaction [31]

Podczas U-4CR mozna zaobserwowa¢ zmiany w nukleofilowosci i elektrofilo-
wosci produktow posrednich. W przebiegu poszczegélnych etapéw dochodzi kilku-
krotnie do zmiany fadunku w centrum skladnika kwasowego i imin. Po pierwsze,
wigzanie C=N w iminie zachowuje si¢ jak zasada w stosunku do sktadnika kwaso-
wego. Nastepnie uprotonowana zasada Schiffa funkcjonuje jako elektrofil, a anion
kwasu jako nukleofilowy komponent a-addycji. W reakeji a-addycji do izocyjanku,
atom azotu aminy staje si¢ nukleofilowym sktadnikiem w uktadzie amidu kwasu
O-acylokarboksylowego. Podczas cykloaddycji i eliminacji dochodzi do zmiany
znaku reaktywnosci [1].
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Reakcja Ugi moze by¢ réwniez prowadzona przy braku skladnika kwasowego
w modelu trzyskladnikowym jak obrazuje Schemat 3 [30]. Ponadto, wyrdznia sie
tez U-5CR bedace modyfikacjg U-4CR, na ktdrej mieszanine reakcyjng sktadajg sie:
dwutlenek wegla, alkohol (zazwyczaj metanol), izocyjanek, aldehyd lub keton oraz
pierwszorzedowa amina. Sehlinger i wspotpracownicy dzigki temu typowi reakeji
uzyskali pochodne N-(alkoksykarbonylo)aminoamidoéw [32].

Ugi-4CR
0 |c|> ﬁ
/”\ + RZ-NH2 + R3N=C + /\ —> /\
Ugi-3CR R, R NH\
|_
9 NI R4 ” R,
0 N o
I + N+ RN=C — NH
/N /N “
Ry H Ra Ry Rio Ry
O

Schemat 3.  U-4CRiU-3CR [30]
Scheme 3. U-4CR and U-3CR [30]

W konkurencyjnych eksperymentach dotyczacych reakcji Ugi wykazano, iz
gléwnie wplyw na reaktywnos$¢ izocyjankéw wywieraja efekty indukcyjne i mezo-
meryczne, a w mniejszym stopniu steryczne. Ponadto, stezenie skladnikéw reakeji
jest duzo bardziej istotne dla reaktywnosci niz wlasciwosci zastosowanego rozpusz-
czalnika [1].

3.2. SRODOWISKO PROWADZENIA REAKCJI

Réznorodnos¢ podstawowych struktur U-4CR jest przede wszystkim zalezna
od skladnikéw kwasowych oraz mozliwosci ich przegrupowan, ale takze od struk-
tury amin jak réwniez ogromnej zmiennosci wewnatrzczasteczkowej. Klasyczna
U-4CR moze by¢ prowadzona w roztworze oraz w fazie stalej. Jako rozpuszczalnik
moga by¢ stosowane alkohole niskoczasteczkowe takie jak metanol, etanol lub tri-
fluoroetanol (TFE), ale takze polarne rozpuszczalniki aprotyczne, do ktérych naleza
dimetyloformamid (DMF), chloroform, dichlorometan, tetrahydrofuran (THF)
badz dioksan [1]. W dodatku, U-4CR moze by¢ wykonana w dwufazowej mieszani-
nie wodnego rozpuszczalnika [1, 7]. Zazwyczaj reakcja Ugi jest prowadzona przez
jeden dzien w malych ilosciach protycznego rozpuszczalnika (metanolu lub TFE).
Oczekiwany produkt jest najczesciej otrzymywany ze $rednig badz wysoka wydaj-
noscia (40-90%) [7]. Egzotermiczna U-4CR zazwyczaj przebiega szybko, w czasie
dwoch lub kilku minut w temperaturze pokojowej lub ponizej. Na ogol reakeja
zachodzi lepiej, jezeli reagenty wystepuja w wysokich stezeniach od 0,5 do 2 molo-
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wych. Prekondensacja aminy i sktadnika karbonylowego pozytywnie wplywa na
wydajno$¢. Korzystny wpltyw na przebieg reakeji moze wywiera¢ dodatek kwasow
Lewisa. Szczegdlnie dotyczy to przypadku bogatych w elektrony, stabo elektrofilo-
wych zasad Schiffa [1]. Z powodu wysokiej tolerancji dla innych grup funkcyjnych
w reakeji Ugi i spokrewnionych MCRs mozna stosowac szerokie spektrum sktadni-
kow [7].

TiCl, stuzy, jako efektywny katalizator podczas reakcji prowadzonej w meta-
nolu [33]. U-3CR moze by¢ katalizowana przez kwas fosfoniowy, podczas gdy nie
sg efektywne kwasy protonowe lub Lewisa [3], aczkolwiek reakcja Ugi moze by¢
katalizowana przez kwasy Bronsteda i Lewisa [30].

3.3. WYBRANE PRZYKLEADY SYNTEZ UGI

W tym eksperymencie Xiang Zuo i wspdtpracownicy za pomocg reakeji Ugi
syntetyzowali pochodne 4-metylo-1,2,3-tiadiazolo-5-karboksyamidowe o poten-
cjalnych wlasciwosciach grzybobojczych oraz przeciwwirusowych. Benzaldehyd
zostal dodany do roztworu 3-chloro-4-metyloaminy w metanolu na tazni lodowo-
-wodnej, po czym mieszano 6 godzin w temperaturze pokojowej. Nastepnie wpro-
wadzono kwas 4-metylo-1,2,3-tiadiazolo-5-karboksylowy, a po 5 minutach dodano
na lazni lodowej izocyjanek cykloheksylowy (Schemat 4). Naukowcy zauwazyli, iz
bardzo istotna w przypadku tego typu reakeji Ugi, jest kolejnos¢ dodawania poszcze-
golnych skladnikéw mieszaniny reakcyjnej. Najpierw dodawano aming i aldehyd,
aby otrzymac posrednig imine. Potem wprowadzono kwas w okreslonym odstepie
czasu przed izocyjankiem, ktory zazwyczaj jest niestabilny w kwasnym $rodowisku,
dlatego nalezy dodac¢ go, jako ostatniego skfadnika do mieszaniny reakcyjnej. Nie-
ktére produkty zawierajace silnie polarne grupy takie jak nitrowa badz hydroksy-
lowa nie wytracaja si¢ tatwo w temperaturze pokojowej. Taki proces wymaga kilku
dni. Czasami wytracenie produktu w postaci osadu wystepuje tylko po usunigciu
wigkszosci rozpuszczalnika. Ponadto, zaobserwowano réwniez, ze reakcja Ugi na
wybranych substratach przebiega najwydajniej w wysokich stezeniach substratow,
wiec stosowano mozliwe najmniejsze ilo$ci metanolu [34].

(0)

H3 NH
R + CH OH /— N
\ —= N\\ L

CHj
Schemat 4.  Schemat syntezy zwigzkéw uzyskanych przez Xang Zuo i wspdtpracownikéw z zastosowaniem
reakcji Ugi [34]
Scheme 4. Scheme of synthesis compound, which has been obtained by Xang Zuo et al. in the Ugi reaction [34]
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Przykladem chemicznej transformacji MCR w kierunku rzadkich typow szkie-
letéw z niezwyklymi wlasciwosciami fizykochemicznymi jest tworzenie biblioteki
zwigzkow przez bicykliczne laktamy w sekwencyjnej syntezie Ugi/RCM/Heck.
Uzyskane produkty trudno otrzymuje si¢ innymi metodami chemicznymi, a takze
w znacznie mniejszej ilo$ci oraz réznorodnosci [16]. Zespot Ribelin'a wykorzystat
4-sktadnikowg reakcje Ugi, po ktorej nastepuje metateza (w wyniku tej reakcji frag-
menty reagujacych czasteczek ,,zamieniaja si¢ miejscami” w skoordynowany sposéb
inaczej reakcja podwdjnej wymiany) zamknigcia pierscienia dla uzyskania nienasy-
conego laktamu posiadajgcego zdolno$¢ enzymatycznej hydrolizy peptydow. Przy
pomocy wysoce diastereosektywnej sekwencji reakcji Ugi/RCM/Heck otrzymano
bicykliczne laktamy mostkowe (Schemat 5) [9]. Zazwyczaj reakcje Ugi i RCM czyli
reakcja cyklizacji metatetycznej (ang. ring closing metathesis, RCM), zapewniaja
tworzenie diendw [35, 36] i nienasyconych laktaméw [37] odpowiednio od dobrej

do znakomitej wydajnoéci [9].
o O§NCH2

N
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Schemat 5. Sekwencja reakcji Ugi/RCM/Heck prowadzaca do otrzymania bicyklicznych laktamow [9]
Scheme 5. Sequence of the Ugi/RCM/Heck reactions leading to receive bicyclic lactams [9]

Sheehan i wspdtpracownicy uzyskali izonitryl z N-tert-butoksykarbonylo-
-4-metyloaminopiperydyny, a nastepnie przeprowadzili 4-sktadnikowg reakcje Ugi
z aldehydami aromatycznymi, kwasem p-metoksybenzoesowym oraz 2,4-dime-
toksybenzyloaming (Schemat 6). Otrzymano odwracalne inhibitory czynnika Xa
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hamujace proces krzepniecia krwi. Zauwazono, ze podstawienie w pozycji orto
pierscienia fenylowego jedna z grup wyciagajacych badz dostarczajacych elektrony
zapewnia znaczne zwigkszenie powinowactwa do wigzania [39].

OCH3

COOH
MeOH Boc
H4CO” :: N/

/

H3

NH,

OCH3

HsCO OCHj
OCH,

Schemat 6. Uzyskanie inhibitoréw czynnika Xa w reakeji Ugi [39]
Scheme 6.  Obtainment of Factor Xa inhibitors in the Ugi reaction [39]

Inhibitory czynnika krzepniecia VIIa w postaci amidéw fenyloglicyny zostaly
zsyntetyzowane przez Groebke'go, Zbindenego i wspotpracownikow [40]. Biblio-
teke tych zwigzkow utworzono w oparciu o 3-skladnikows reakcje Ugi przez uzycie
réwnomolowych ilosci izonitrylu, benzaldehydu i aminy w metanolu jak obrazuje
Schemat 7. Na przyktad kondensacje migdzy benzyloizonitrylem, podstawionym
benzaldehydem i amidyng prowadzono w THF/H,O. Natomiast ester fenyloglicy-
nowy potrzebny do dalszej syntezy pochodnej otrzymano przez kondensacje 4-ben-
zyloksy-3-metoksybenzaldehydu, 4-aminobenzonitrylu i benzyloizonitrylu katali-
zowang przez kwas Lewisa. Nastepnie posredni iminoeter poddano hydrolizie przy
nadmiarze wody do odpowiedniego estru fenyloglicynowego. Rozdzielenie chro-
matograficzne diastereoizomerdéw i konwersja nitrylu do amidyny doprowadzita do
pozadanej pochodnej [40]. W $rodowisku wodnym bez zastosowania katalizatora
przeprowadzono U-3CR. Mieszanina reakcyjna sktadata sie z kwasu 6-aminoheksa-
nowego, aromatycznych aldehydéw i pochodnych izocyjankéw. W wyniku syntezy
w tych warunkach otrzymano N-alkilo-2-(2-oksazepan-1-ylo)-2-arylooctanoamid
[41].
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Schemat 7. Otrzymanie fenyloglicynoamidéw o aktywnosci przeciwzakrzepowej [40]
Scheme 7.  Preparation of phenylglycine amides about antithrombotic activity [40]

Filantotoksyna-12 zostala uzyskana przez Liuego i wspolpracownikow za
pomoca syntezy szkieletu a-acyloaminoamidu w U-4CR prowadzonej bez rozpusz-
czalnika z usunieciem grup ochraniajgcych po uzyciu kwasu trifluorooctowego
(TFA). Generalnie, U-4CR jest przeprowadzane w rozpuszczalnikach organicz-
nych takich jak metanol czy tetrahydrofuran w temperaturze pokojowej przez 1 do
2 dni. Wedlug klasycznych procedur, metanol jest najlepszym rozpuszczalnikiem
dla U-4CR. W tym eksperymencie U-4CR z kwasem karboksylowym, aming, alde-
hydem i izocyjankiem prowadzono w réznych warunkach. Podczas reakcji U-4CR
w temperaturze pokojowej w metanolu ze wzgledu na zbyt dlugi czas oraz zasto-
sowany rozpuszczalnik dochodzi do powstania produktéw ubocznych. Ponadto,
optymalng temperaturg dla prowadzenia tej reakeji bylo 60°C, a przy nizszej tem-
peraturze, na przyklad 50°C wystepowala konieczno$¢ wydtuzenia czasu reakcji.
Kiedy temperatura mieszaniny reakcyjnej osiagneta wartos¢ powyzej 60°C to obser-
wowano niska wydajno$¢ reakeji [42].

Za pomocy reakeji Ugi moga by¢ réwniez syntetyzowane a-aminoacyloamidy
bedace inhibitorami deacetylaz histonowych (ang. histone deacetylase, HDAC),
ktoére wydaja sie by¢ obiecujace w leczeniu nowotworéw. Reakcje Ugi prowadzono
w metanolu w stezeniu 2 M przez 48 godzin pod chlodnicg zwrotng z wydajnoscia
17-44%. Wykonano kilkanascie préb optymalizacji tej transformacji. Polegaty one
na zmianie temperatury, rozpuszczalnika (TFE), czasu reakcji (ponad 7 dni) i sto-
sunkéw molowych reagentéw biorgcych udzial w reakcji wieloskladnikowej Ugi.
[43]. Mozna tez uzyska¢ anilidy fenyloglicynowe, bedace inhibitorami deacetylazy
histonu, przez hydroliz¢ estru i przylaczenie N-Boc-1,2-diaminobenzenu. Nastepnie
otrzymany amid moze by¢ poddany reakeji Ugi z odpowiednim kwasem i 2,4-dime-
toksybenzylami prowadzac do uzyskania pozadanych inhibitoréw HDAC1 [44].
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Dzigki reakeji Ugi, Thompson i wspolpracownicy uzyskali pochodne 5-amino-
tiazolowe podstawione w pozycji 2 i 4 pierScienia. Sporzadzenie jednej z mieszanin
reakcyjnych polegato na dodaniu 2,4-dimetoksybenzyloaminy do roztworu tiofeno-
-2-karboksyaldehydu w metanolu, a po 30 minutowym mieszaniu wprowadzono
kwas 4-fluorobenzoesowy w metanolu, a na koncu izocyjanek 1,1,3,3-tetrametylo-
butylowy (Schemat 8). Tak sporzadzong mieszaning reakcyjna mieszano przez cala
noc w temperaturze pokojowej [45].

MeOH 0 R,
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+ NH, o
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Schemat 8.  Synteza pochodnych 5-aminotiazolowych [45]
Scheme 8. Synthesis of 5-aminothiazoles derivatives [45]

Wielosktadnikowa reakcja Ugi moze by¢ stosowana do otrzymywania zwigz-
koéw roznorodnych strukturalnie w pozycji 5 pierscienia pirymidyny 2’-deoksyury-
dyny o aktywnosci przeciw wirusowi krowianki i przeciw pasozytowi Leishmania
donovani. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej w tym eksperymencie polegalo
na rozpuszczeniu 335’-di-O-acetylo-5-formylo-2’-deoksyurydyny w metanolu. Do
tego roztworu dodano aniling, przy czym roztwor stopniowo przybierat jasnozétta
barwe. Po 20 minutach dodano kwas benzoesowy i izocyjanek benzylowy. Miesza-
nine reakcyjna mieszano w temperaturze pokojowej od 2 do 3 dni. Rozpuszczalnik
usunieto pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ rozdzielono na kolumnie
chromatograficznej [46].

Kwasy Lewisa moga stuzy¢ do zwigkszenia diastereoselektywnosci w reakcji
Ugi. W celu zoptymalizowania diastereoselektywnosci otrzymywanych pochodnych
tiazolowych Wang i wspdtpracownicy zastosowali rézne kwasy Lewisa. Pierwszym
testowanym kwasem Lewisa byl ZnCl, ktéry nie doprowadzit do uzyskania pro-
duktu. Natomiast uzycie BF,-OEt, wywolalo powstanie malej iloéci pozadanego, lecz
zanieczyszczonego produktu. Zadecydowano o rozdzieleniu mieszaniny MCR 1:1
bez dodatku kwasu Lewisa, dzigki czemu otrzymano wigkszg ilo§¢ obydwu enancjo-
mer6w naturalnego produktu [47].
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Isaacson i wspolpracownicy uzyskali kwasy piroglutaminowe w reakcji Ugi.
2 mmole octanu amonu dodano do kwasu lewulonowego w TFE. Mieszanine reak-
cyjng ogrzewano w 60°C. Po 30 minutach dodano 1-izocyjano-2-(2,2-dimetok-
syetylo)benzen kontynuujgc ogrzewanie w 60°C do momentu zaniku izocyjanku
w TLC tj. okoto 2 godziny (Schemat 9). Nastepnie odparowano rozpuszczalnik,
a pozostalo$¢ przemyto wodg, a potem octanem etylu. Przemyto solankg Na SO,
a pdzniej jej stezonym roztworem [48].

R o
OH o
TNF 60°C, 2h H cH,y P
o% o§
+_C=N NH

NH ,0AC OCH; OCH,

OCHs
OCH5

Schemat 9.  U-3CR prowadzaca do kwasow piroglutaminowych [48]
Scheme 9. The U-3CR leading to obtain pyroglutamic acids [48]

Otrzymywanie niesymetrycznych poliamin (ang. polyamines, PAs) zazwyczaj
jest problematyczne ze wzgledu na dlugi proces syntezy i brak regioselektywnosci.
Reakcja Ugi izocyjanku butylowego, N,N-dibenzylo-1,3-propandiaminy, para-
formaldehydu i N-acetylo-f-alaniny w metanolu pod chlodnica zwrotng przez
16 godzin prowadzi do uzyskania pozadanych poliamidéow [49].

Opisano rowniez efektywna i prosta synteze teterazolo-zabezpieczonych
benzodiazepin i benzodiazepinonéw obejmujaca reakcje Ugi z uzyciem azydku,
ktéry odgrywa role nukleofila. Do reakcji pobrano drugorzedowe aminy cykliczne
i mrowczan metylu, a takze azydek trimetylosilanu oraz izocyjanek. Rozpuszczalni-
kiem byl TFE. Niska nukleofilowo$¢ TFE sprawia, ze jest on polarnym, protycznym
rozpuszczalnikiem odpowiednim dla reacji Ugi, podczas gdy metanol nie jest zdolny
do ataku posredniej elektrofilowej zasady Schiffa. Reakcje prowadzono w tempera-
turze pokojowej przez 24 godziny [50].

Synteza dwucyklicznych 2,6-diketopiperazyn za pomocg 4-sktadnikowej reak-
cji Ugi polegala na mieszaniu sporzgdzonego roztworu a-aminokwasu i aroma-
tycznego aldehydu w metanolu w obecnosci chlorku zelaza(III) i izocyjanku przez
24 godziny pod chtodnicg zwrotng. Diastereometryczna mieszanina zostala oczysz-
czona [51].

Schemat 10 obrazuje syntez¢ analogéw kwasu aryloborowego w reakcji Ugi
kwasu formylofenyloborowego, kwasu izomastowego, benzyloaminy i izocyjanku
cykloheksylowego. Czas prowadzonej syntezy i jej wydajnos¢ réznily sie w zalez-
nosci od zastosowanego rozpuszczalnika. Na przyklad w ciggu 1 godziny reakcja
ta przebiegata z r6zng wydajnoscig dla rozpuszczalnika, ktérym byla woda (20%),
eter (49%), DCM (30%) i metanol (73%). Natomiast przy wydluzeniu czasu reakcji
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w metanolu do 5 godzin wydajno$¢ (76%) nie roznita sie znaczaco od efektywnosci
reakcji prowadzonej przez 1 godzing (73%) w tym rozpuszczalniku [52].

B(HO),
0
H NH, (6]
4+ O —» H3C NH
(OH),B HaC N=C N
CH3 H3C (e}
HaC

Schemat 10. Schemat syntezy analogéw kwasu aryloborowego [52]
Scheme 10.  Scheme of arylboronic acid analogues [52]

PODSUMOWANIE

Dwadzie$cia lat temu chemia MCRs byla niedoceniana i rozwazano jej uzycie
tylko dla otrzymania specyficznej klasy substancji. Od niedawna jest powszechnie
stosowana i pozwala na szybka oraz efektywna synteze substancji z ogromna liczbg
podstawnikéw przypadajacych na podstawowy szkielet uzyskanych zwigzkéw. Cha-
rakterystyka tréjwymiarowego ulozenia grup chemicznych wspdlnych dla zwigz-
kow aktywnych stanowi szczegolng wartos¢ dla odkry¢ nowych substancji bioak-
tywnych. Co wiecej, w wyniku MCRs mozna pozyska¢ produkty enancjomeryczne.
Chemia MCRs moze by¢ z korzyscig zastosowana do poszukiwania jak i produkeji
nowych zwigzkéw chemicznych [53]. Dowodem wielostronno$ci MCRs, a zarazem
uniwersalnosci jest wielosktadnikowa reakcja Ugi, ktdrej przyktady syntez przesta-
wiono w niniejszej pracy.

Synteza organiczna, zwlaszcza synteza ukierunkowana na réznorodnos¢ praw-
dopodobnie odegra decydujgcg role w odkryciach lekéw w przysztosci [27]. Bar-
dzo wazny do zaakcentowania jest fakt, ze koncowy sukces kazdej biblioteki jest
determinowany przez biologiczne znaczenie uzyskanych substancji [14, 16, 17].
Jezeli biblioteka powstala w wyniku MCRs nie wykazuje wypadkowej aktywnosci
biologicznej, wtedy uznana jest za pusta, bez wzgledu na to, jaka réznorodnoscia
strukturalng charakteryzowalyby si¢ otrzymane zwigzki [16, 17, 23].
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ABSTRACT

Alditols belong to the group of acyclic polyols. Formally, they are obtained from
the aldose or ketose by reduction of the carbonyl group. Single or double dehydra-
tation of alditols provides the cyclic compounds named anhydroalditols and dian-
hydroalditols, respectively.

Alditols and anhydroalditols are widespread in both animal and plant king-
doms. They are in human blood and urine, and in the amniotic and cerebrospinal
fluids.

Herein the applications of alditols and anhydroalditols in medicine and human
nutrition are presented. (For example p-mannitol is used as a diuretic agent or in
osmotherapy to reduce acutely raised intracranial pressure; isosorbide mononitrate
is used against angina pectoris. Xylitol (pentitol) can counteract several diseases,
among others, the acute otitis media, osteoporosis, tooth decay and helps the remi-
neralization of teeth, thanks to that it found use as an additive to chewing gum
[4]. Most alditols including p-mannitol, p-glucitol and 1,4-anhydro-p,L-galactitol,
are used as sweeteners and as well as additives for low caloric food or as diets for
diabeties. Although they show lower sweetness than glucose or saccharose, their
great advantage is that it does not cause a rapid increase of glucose level in blood
[5,6]. While nitrates 1,4:3,6-dianhydro-p-mannitol and 1,4:3,6-dianhydro-p-gluci-
tol thanks to the ability of blood vessels relaxant are commonly used for years in the
treatment of heart diseases and blood system [10]). It is demonstrated that intro-
duction of alditol or anhydroalditol to biologically active compound may improve
its activity. Anhydroalditols are also useful substrates for the stereospecific synthesis
of bicyclic compounds. Additionally, alditols and anhydroalditols are promising
monomers for synthesis of polymers with interesting properties.

Finally, methods of alditols and anhydroalditols syntheses are presented.
Among them we consider: cyclization in an acid medium involving intramolecular
dehydration, S 2 reaction with suitable leaving groups, deamination reaction com-
bined with reduction, reduction of glycosyl halide, tioglycoside and glycoside, and
addition of water or hydrogen to the double bond in glycals.

Keywords: alditol, anhydroalditol, dianhydroalditol
Stowa kluczowe: alditol, anhydroalditol, dianhydroalditol
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Ac — acetyl

AIBN — 2-(2-cyjanopropan-2-ylodiazenylo)-2-metylopropa-
nonitril

Bn — benzyl

Et — etyl

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornos$ci

Ms — metanosulfonyl (mesyl)

Ph — fenyl

Tf — trifluorometanosulfonyl (triflil)
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WPROWADZENIE

Alditole to acykliczne poliole, otrzymywane w wyniku redukcji grupy karbo-
nylowej w cukrach, zaréwno aldozach jak i ketozach [1]. Jako, Ze s3 to pochodne
cukrow nazwa alditolu wywodzi si¢ od monosacharydu o danej budowie, poprzez
zastgpienie koncowki —oza koncoéwka —itol. Natomiast anhydro i dianhydroalditole
otrzymywane sg poprzez pojedyncze (lub podwojne) odwodnienie alditolu, utwo-
rzenie wigzania eterowego i powstanie formy pierScieniowej — heterocykliczne;j.
Dianhydroalditole posiadajg dwa wigzania eterowe oraz dwa sprzezone pierscienie
heterocykliczne. Na Schemacie 1 przedstawiono przyktadowy szlak otrzymywania
alditolu, anhydroalditolu i dianhydroalditolu z p-glukozy.

CHO CH,OH CH,0H

H——OH H——OH
H H a H H HO 0

O—— redukcja O—— dehydratacja dehydratacja

H——oH >~  H—l oH = OH >

H——OH H——OH

CH,OH CH,OH H
cukier alditol anhydroalditol dianhydroalditol

(D-glukoza) (D-glukitol) (1,4-anhydro-D-glukitol) (1,4:3,6-dianhydro-D-glukitol)

Schemat 1. Otrzymywanie alditolu, anhydroalditolu oraz dianhydroalditolu z p-glukozy
Scheme 1. Preparation of alditol, anhydroalditol and dianhydroalditol from p-glucose

Alditole oraz anhydroalditole rozpowszechnione sg zaréwno w $wiecie roslin-
nym jak i zwierzecym. W wyniku wielu badan rozpoznano liczne funkcje oraz zna-
czenie biologiczne niektorych z tych zwiazkow. Alditole wystepuja w wielu prepara-
tach medycyny naturalnej, przyktadem moze by¢ ocet z roéliny sorgo stosowany od
wiekéw w chinskiej medycynie. Zawiera on liczne pochodne cukréw i alditoli, ktdre
wykazuja czynno$¢ przeciw agregacji plytek krwi, w zwiazku z czym przeciwdzialaja
chorobom sercowo-naczyniowym i udarom [2].

D-Mannitol jest uzywany jako $rodek diuretyczny oraz obnizajgcy ci$nienie
wewnatrzczaszkowe w urazach glowy. Wykazuje on zdolno$¢ do pokonywania
bariery krew-mozg, przez co stosowany jest jako dodatek do lekéw utatwiajacych
przenikniecie ich do mézgu. Stosunkowo niedawno odkryto, Ze b-mannitol moze
zmniejsza¢ objawy choroby Parkinsona poprzez inhibicje agregacji biatek, w tym
a-synukleiny [3].

Ksylitol (pentitol) moze przeciwdziata¢ kilkunastu chorobom, miedzy innymi
zapalaniu ucha $rodkowego, osteoporozie, prochnicy a takze wspomagaé remine-
ralizacje zebdw, dzieki czemu znalazt zastosowanie jako dodatek do gum do zucia.
Ksylitol jako przedstawiciel pentitoli jest wchlaniany przez bakterie préchniczo-
tworcze jednak w odréznieniu od alditoli oraz cukréw o szesciu atomach wegla nie
jest metabolizowany. W ten sposob inhibuje ich wzrost oraz zapobiega zakwaszeniu
jamy ustnej [4].
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Bardzo czgsto alditole, w tym: D-mannitol, p-glukitol a takze 1,4-anhydro-p,L-
-galaktitol, stosowane sg jako stodziki oraz dodatki do zywnosci niskokalorycznej,
np. w dietach diabetykéw. Mimo, ze wykazuja one stodko$¢ nizszg niz glukoza czy
sacharoza, ich ogromng zaletg jest to, Ze nie powodujg wzrost poziomu glukozy we
krwi [5,6].

1,5-Anhydro-p-glukitol, ktéry naturalnie wystepuje we krwi oraz moczu, jest
wykorzystywany w diagnostyce jako pierwszy wskaznik choréb sercowo-naczynio-
wych [7] oraz cukrzycy [8]. Podanie samego anhydroalditolu pozwala regulowaé
poziom glukozy w trakcie hiperglikemii poprzez obnizenie poziomu glukozy we
krwi oraz zwigkszenie jej wydalania z moczem [9].

Natomiast, azotany (niestusznie okreslane potocznie nitratami) 1,4:3,6-dian-
hydro-p-mannitolu i 1,4:3,6-dianhydro-p-glukitolu dzigki zdolnosci rozkurczajacej
naczynia krwionosne od lat stosowane s powszechnie w leczeniu chordb serca
i uktadu krwionosnego [10].

1. ALDITOLE JAKO SKEADNIKI STRUKTURALNE ZWIAZKOW
AKTYWNYCH BIOLOGICZNIE

Istnieje sporo doniesien literaturowych dotyczacych korzystnego wplywu
dodania jednostki alditolowej do aktywnego biologicznie zwigzku, pozwalajgcego
w znacznym stopniu zmieni¢ wlasciwosci biologiczne.

Duzym zainteresowaniem cieszy si¢ wykorzystanie alditoli jako prekursoréw
w syntezie pseudonukleozydéw o aktywnosci biologicznej: przeciwwirusowej,
antybakteryjnej czy przeciwnowotworowej. Najczestsze modyfikacje to zastgpienie
jednostki 2-deoksy-p-rybozy lub p-rybozy w nukleotydach i nukleozydach cza-
steczkami 1,5-anhydro-, 2,5-anhydro- oraz 1,4-anhydroalditoli o réznej dlugosci
tancucha weglowodorowego. Zwigzki takie mogg nastepnie zosta¢ wlaczone w lan-
cuch DNA lub RNA. Waznym czynnikiem w tych procesach jest zdolnos¢ wigzania
ich przez polimerazy DNA lub RNA, a takze ich zdolno$¢ do oddziatywan w celu
utworzenia par w fanicuchu DNA [11, 12]. Analogi nukleozydéw wykazujg czynnos¢
réwniez w formie niezwigzanej. Przykladem takich zwigzkéw o strukturze podob-
nej do nukleozydéw sa pochodne zaprezentowane na Rysunku 1. Te wyizolowane
z bakterii z rodziny Streptomyces zwiazki wykazujg czynnos$¢ przeciwbakteryjna,
przeciwwirusowg oraz przeciwnowotworowsg [13].
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Rysunek 1. Struktura biologicznie aktywnych analogéw nukleozydéw, pochodnych 1,4-anhydrorybitolu
Figure 1. Structure of biologically active of nucleosides analogues, derivatives of 1,4-anhydroribitol

Alditole wykorzystywane sg w preparatach farmaceutycznych jako stabili-
zatory, chronig przed degradacja aktywnych biologicznie zwigzkéw podczas ich
przechowywania oraz zamrazania. W podobny sposob stosowane s3 pochodne
oligogliceroli, ktérych ponadto uzywa sie¢ jako surfaktanty i emulsyfikatory w far-
maceutyce i kosmetyce. Pochodne oligogliceroli mozna otrzymac z anhydroalditoli
w tym z 1,5-anhydro-p-mannitolu, 1,5-anhydro-p-galaktitolu oraz 2,5-anhydro-p-
-mannitolu [14].

Anhydroalditole wykorzystane s3 jako uzyteczne substraty w syntezie aktyw-
nych biologicznie zwigzkéw. Dzigki swojej budowie, a w szczegolnosci posiadaniu
licznych centréw asymetrii sg $wietng platforma, na bazie ktérej mozna otrzymac
bardzo wiele réznych zwigzkéw [10]. Na przyklad, Ella-Menye i in. [15] w oparciu
o anhydroalditole przeprowadzili synteze analogéw usztywnionych bicyklicznych
aminokwaséw (aeruginozany, Rys. 2), ktdre sa czestym motywem strukturalnym,
wystepujacym miedzy innymi w zwigzkach pozyskiwanych z organizméw mor-
skich. Zwigzki z tej grupy wykazuja wlasciwosci inhibitujace trombiny oraz proteazy
serynowe i dlatego stosowane sg jako antykoagulanty.

\\\\\S N/ /"'

Rysunek 2. Struktura usztywnionych, bicyklicznych aminokwaséw wystepujacych w aeruginozanach
Figure 2. Structure of strained cyclic amino acids found in aeruginosa

Wspomniani autorzy, wychodzac z 1,5-anhydro-p-mannitolu oraz 1,5-anhy-
dro-p-glukitolu, na drodze wieloetapowych syntez otrzymali zaprezentowane na
Rysunku 3 zwigzki, ktére moga by¢ wykorzystane do syntezy zwigzkéw z grupy
aeruginozandw.
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Rysunek 3. Struktura analogéw bicyklicznych aminokwaséw, zsyntezowanych przez Ella-Menye i in. [15]
Figure 3. Structure of cyclic analogues of amino acids, synthesized by Ella-Menye et al. [15]

1,4:3,6-Dianhydroheksitole moga by¢ wykorzystane réwniez do syntezy mime-
tykéw aminokwasow. I tak, na przyklad 1,4:3,6-dianhydro-p-mannitol uzyto do
syntezy pseudopeptydéw (Rys. 4), ktdre przebadano pod katem inhibicji proteaz
wirusowych, w tym wirusa zapalenia watroby typu C. Okazalo sig, ze takie pseudo-
peptydy wykazuja czynnos¢ przeciwwirusowg, poprzez blokowanie proteazy sery-
nowej, ktora jest niezbedna w replikacji wirusa [16, 17].
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Rysunek 4. Struktura pseudopeptydu pochodzacego od dianhydroheksitolu
Figure 4. Structure of pseudopeptyd derived from dianhydrohexitol

Otrzymano takze peptyd posiadajacy przylaczong jednostke 2-amino-1,4-an-
hydro-2-deoksy-p-glukitolu. Modyfikowany peptyd stanowi fragment domeny
biatkowej wirusa HIV, odpowiedzialnej za taczenie si¢ z komoérkami podczas infek-
cji. W poréwnaniu z samym peptydem pochodna zawierajaca przylaczona jed-
nostke 2-amino-1,4-anhydro-2-deoksy-p-glukitolu wykazuje wigksza stabilnos¢ in
vivo oraz lepsze pobudzanie odpowiedzi immunologicznej i wydzielanie przeciwcial
neutralizujgcych wirus HIV-1 [18].
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2. ZASTOSOWANIE ALDITOLI W SYNTEZIE POLIMEROW

Dzigki dostepnosci oraz ze wzgledu na pochodzenie ze zrédel naturalnych,
niektére alditole i anhydroalditole znalazly zastosowanie w chemii polimeréw.
Potencjalnie polimery, pochodne alditoli, powinny cechowa¢ sie lepszymi wtasci-
wosciami, biokompatybilnoscig oraz by¢ bardziej przyjazne srodowisku, co moze
pozwoli¢ na ich bardzo szerokie zastosowanie, np. w medycynie.

Szczegdélne zainteresowanie skierowane jest w strong wykorzystania
1,4:3,6-dianhydro-p-mannitolu oraz 1,4:3,6-dianhydro-p-glukitolu. Otrzymano
liczne kopolimery tych dianhydroheksitoli: poliamidy, poliestry, poli(estroamidy),
poli(estroimidy), poliweglany, poliuretany oraz polietery (Rys. 5). Sposréd nich
cze$ciej stosowany jest 1,4:3,6-dianhydro-p-glukitol, ktéry jest znacznie tanszy oraz
handlowo dostepny.

o o o o
OC(CH2)sC OCCH,NHC(CHy),C oc OCNH(CHz)sNHC
n g n n
POLIESTER POLI(ESTERAMID) POLIWEGLAN POLIURETAN

Rysunek 5. Przyktadowe kopolimery 1,4:3,6-dianhydro-p-glukitolu
Figure 5. Examples of copolymers of 1,4:3,6-dianhydro-p-glucitol

Otrzymane polimery przewaznie cechowaly si¢ bardzo dobrymi wiasciwo-
$ciami termicznymi, szczegolnie temperaturg zeszklenia a takze biodegradowal-
noscia. Zwiekszona odpornoé¢ termochemiczna spowodowana byla sztywnoscia
monomeru dianhydroalditolowego. Jednakze, na chwile obecna, zastosowanie
1,4:3,6-dianhydro-p-glukitolu jako monomeru jest ograniczone ze wzgledu na niska
reaktywnos¢ drugorzedowych grup hydroksylowych. Z tego tez powodu wigkszo$¢
znanych dzi§ kopolimeréw 1,4:3,6-dianhydro-p-glukitolu cechuje si¢ stosunkowo
niskimi masami czasteczkowymi. Wyjatkiem okazaly sie poliuretany 1,4:3,6-dianhy-
dro-p-glukitolu, ktére otrzymuje si¢ z dobrymi wydajnosciami i wysokimi masami
czasteczkowymi, w stosunkowo tagodnych warunkach. W wiekszosci pozostatych
polimeréw zwigkszenie zawartosci monomeréw 1,4:3,6-dianhydro-p-glukitolu
powyzej 10% (w stosunku molowym) znacznie utrudnia polimeryzacje, wymu-
szajac zastosowanie bardziej drastycznych warunkéw polimeryzacji. Powoduje to
cze$ciowy rozklad i ciemnienie otrzymanych polimeréw. Pomimo sporych trudno-
$ci, prace badawcze sg kontynuowane i prawdopodobnie niebawem wprowadzone
zostang do uzytku materialy zawierajagce monomery 1,4:3,6-dianhydro-p-heksi-
tolowe. Spory potencjal aplikacyjny majg poliestry 1,4:3,6-dianhydro-p-glukitolu
stosowane do pakowania oraz produkcji przedmiotéw otrzymywanych metoda
wtryskowg [19-22].
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Podobne prace zostaly przeprowadzone z zastosowaniem tancuchowych aldi-
toli. Otrzymane zostaly poliestry, poliamidy a takze politereftalany, gdzie zastoso-
wano jednostki alditolowe: p-mannitolu [23,24], L-iditolu [25], L-arabinitolu oraz
ksylitolu [26, 27]. Na etapie syntezy omawianych polimeréw drugorzedowe grupy
hydroksylowe, w celu zapobiegnigcia niepozadanym reakcjom, zostaly przeksztat-
cone w pochodne eterowe, metylowe a takze benzylowe. Nastepnie, tak otrzymane
pochodne poddane zostaly reakcjom polimeryzacji. Przyktadem moze by¢ synteza
poliestrow D-mannitolu posiadajacych mostki metylenowe pomiedzy grupami
hydroksylowymi przy atomach wegla 2 i 4 oraz 315 (Rys. 6).
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Rysunek 6. Struktura kopolimeru poli(tereftalan butylenu) oraz p-manitolu
Figure 6. Structure of copolymer of poly(butylene terephthalate) and p-mannitol

Usztywnienie fanicucha alditolowego powoduje wzrost stabilnosci termicznej
otrzymanych kopolimeréw. Zastosowanie D-mannitolu z chronionymi drugorze-
dowymi grupami hydroksylowymi pozwala na otrzymanie polimeréw o wysokich
masach czasteczkowych, poréwnywalnych z klasycznymi politereftalanami. Wiaze
sie to z duzo wyzszg reaktywnoscig pierwszorzedowych grup hydroksylowych zaan-
gazowanych w reakcje polimeryzacji, w poréwnaniu z omawianymi 1,4:3,6-dianhy-
droheksitolowymi monomerami [23].

Mimo sporych wad, polimery zawierajace podstawniki alditolowe wcigz znaj-
duja si¢ w centrum zainteresowania i prawdopodobnie w niedtugim czasie znajda
zastosowanie ze wzgledu na ich biokompatybilnos¢, wynikajacg z zastosowania nie-
toksycznych jednostek monomerycznych.

3. METODY SYNTEZY ALDITOLI, ANHYDROALDITOLI ORAZ
DIANHYDROALDITOLI

Synteza alditoli, anhydro- i diahydroalditoli zostala w szeroki sposob opisana
w literaturze. Alditole bedace polihydroksyalkoholami otrzymuje sie najcze$ciej
w wyniku reakcji redukeji grupy karbonylowej monoz: aldoz lub ketoz. Najczes-
ciej stosowanymi odczynnikami redukujacymi sg LiAIH, w przypadku srodowisk
niewodnych lub NaBH, dla roztworéw wodnych. Mechanizm tych reakcji zaktada
redukcje grupy aldehydowej badz ketonowej przez anion wodorkowy. W wyniku
redukeji aldoz powstaje jeden alditol, natomiast w przypadku redukcji ketoz
powstaja dwa produkty, alditole bedace epimerami. Tak wiec, redukcja p-glukozy
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prowadzi do p-glukitolu, a redukcja p-fruktozy do mieszaniny p-glukitolu i b-man-

nitolu (Schemat 2).

CHO CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
H——OH H——OH —0 H——OH HO——H
HO——H HO——H HO——H HO——H HO——H
— —
H——OH H——OH H——OH H——OH H——OH
H——OH H——OH H——OH H——OH H——OH
CH,0OH CH,0OH CH,0OH CH,0OH CH,0OH
D-glukoza D-glukitol D-fruktoza D-glukitol D-mannitol
Schemat 2. Redukcja aldozy (p-glukoza) oraz ketozy (p-fruktoza)

Scheme 2. Reduction of aldose (D-glucose) and ketose (p-fructose)

Metody wykorzystujace wodorki metali s3 powszechnie stosowne w skali labo-
ratoryjnej. Jednak, w syntezie na skale przemystowaq szersze zastosowanie znalazly
metody polegajace na redukeji wodorem w obecnosci odpowiednich katalizatorow
(np. Pd/C).

O ile synteza aldtitoli nie nastrecza specjalnych problemoéw, to synteza anhy-
dro i dianhydroalditoli jest duzo bardziej skomplikowana. Synteza anhydroalditolu
polega na odwodnieniu alditolu i utworzeniu mostka eterowego pomiedzy dwoma
fragmentami alditolu. Mnogos¢ grup wodorotlenowych w alditolu powoduje, ze
dehydratacja, a tym samym cyklizacja alditolu do anhydroalditolu, moze przebiega¢
na rézne sposoby prowadzac do powstania wielu izomerow.

W literaturze odnotowano kilka metod syntezy anhydroalditoli. Najczedciej

spotykane to:
» cyklizacja w $rodowisku kwasnym polegajaca na wewnatrzczasteczkowej
dehydratacji,

+ reakcja S 2 z odpowiednimi grupami odchodzgcymi,

o reakcja deaminacji pofaczona z redukgja,

o redukcja halogeno- i tiopochodnych cukréow oraz glikozyddéw,

o+ addycja wody lub wodoru do wigzania podwdjnego w glikalach,

o przeksztalcenie biomasy.

Pierwsza z wymienionych metod, dehydratacja w srodowisku kwasnym, polega
na ogrzewaniu roztworu alditolu oraz kwasu. Najczesciej stosowane sa kwasy nie-
organiczne takie jak kwas siarkowy(VTI) lub solny [28-30]. Istnieja doniesienia doty-
czgce dehydratacji alditoli bez dodatku kwasu, a w obecnosci zeolitow [31, 32].

Cykliczna dehydratacja w srodowisku kwasnym w wykonaniu jest niezwykle
prosta, jednak posiada jedng bardzo wazng wade. W wiekszosci przypadkéw prowa-
dzi do skomplikowanej mieszaniny produktéw. Poza mozliwo$cig reakcji pomigdzy
réznymi centrami w czasteczce alditolu, powodujaca powstanie roznej wielkosci
pierscieni heterocyklicznych, pod uwage nalezy bra¢ takze mozliwo$¢ zmiany kon-
figuracji atomu wegla w wyniku reakcji oraz otrzymanie innych produktéw, np.:
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miedzyczasteczkowej dehydratacji lub chloropochodnych, gdy uzyty zostanie kwas
solny.

Istnieje wiele doniesienn dotyczacych dehydratacji alditoli o rdznej wielkosci
(tetritoli, pentitoli i heksitoli). Jednym z przykladéw moze by¢ odwodnienie p-glu-
kitolu, p-mannitolu lub galaktitolu prowadzone w 5% roztworze kwasu siarkowe-
go(VI) w temperaturze 200°C opisane przez Wisniewskiego i in. [28]. Za pomoca
kapilarnej chromatografii gazowej ustalili oni sklad mieszaniny produktéw odwod-

nienia (Schemat 3).
CH,0OH
CH,0OH f ﬁ (o) OH
b 1,6- anhydro D-glukitol

1 6 2,6- anhydro D- glukltol
' CH,OH

1,4-anhydro-D-glukitol CH,OH
H——OH
A CH,OH —+—H /
1,4:3,6-dianhydro-D- qukltoI OH ——OH

O / _ 1 OH 1 5-anhydro -D- qukltoI

oH 0 CH,OH

D-glukitol
3,6-anhydro-D-glukitol CH20
2,5

C2 25 05
CHL0H, CH,OH
%
H20H  ion,

1,5:3,6-dianhydro-D- qukltoI

2,5- anhydro D-mannitol 2,5-anhydro-L-iditol

Schemat 3. Mozliwe produkty odwodnienia p-glukitolu w $rodowisku kwasnym [28]
Scheme 3. Possible dehydration products of p-glucitol in an acidic solution [28]

W wyniku reakeji dehydratacji p-glukitolu (trwajgcej 30 min.) otrzymano
mieszanine siedmiu produktéw skladajacych sie z: 1,4-anhydro-p-glukitolu
oraz 3,6-anhydro-p-glukitolu z sumaryczng wydajnoscia 68%, 1,5-anhydro-p-
glukitolu oraz 2,6-anhydro-p-glukitolu (okolo 2%), 2,5-anhydro-L-iditolu (27%),
2,5-anhydro-p-mannitolu (3%) oraz sladowe ilosci 1,6-anhydro-p-glukitolu (Sche-
mat 3). Natomiast, w reakcji dehydratacji p-mannitolu otrzymano mieszaning
trzech produktow: 1,4-anhydro-p-mannitolu (37%), 2,5-anhydro-p-glukitolu (61%)
oraz 1,5-anhydro-p-mannitolu (2%). Wyniki sugeruja, ze w opisanych warunkach
preferowane jest powstawanie pierscieni pigciocztonowych (furanozowy) oraz, ze
mozliwa jest zmiana konfiguracji atomu wegla nawet w stosunkowo lagodnych
warunkach.
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Analogiczne badania wykonano dla p-glukitolu i p-mannitolu, stosujac do
dehydratacji 3 M kwas siarkowy(VT) [33]. Gléwnym produktem dehydratacji p-glu-
kitolu w tych warunkach byl 1,4-anhydro-p-glukitol, natomiast wydtuzenie czasu
reakcji prowadzito do dalszej reakeji dehydratacji i powstania 1,4:3,6-dianhydro-p-
-glukitolu. Z kolei, w przypadku p-mannitolu powstala bardziej ztozona mieszanina
produktéw. Podobnie, jak w przypadku opisanym wyzej, w przewadze powstaly
produkty o pierscieniu pigciocztonowym: 1,4-anhydro-p-mannitol oraz 2,5-anhy-
dro-p-glukitol. Zaobserwowano takze tworzenie niewielkich ilosci 1,5-anhydro-p-
-mannitolu. Przedluzenie czasu reakeji prowadzilo do nastepczych reakcji dehydra-
tacji i przeksztalcenia 1,4-anhydro-p-mannitolu w 1,4:3,6-dianhydro-p-mannitol
(Schemat 4) [33].

CH,OH
OH 1,6- anhydro D-mannitol

CH,OH

HO 1 6 o

OH O
o] 1 ,4-anhydro-D- mannltol CH,OH

1,5
HO——H 7 H
HO——H
H 1,5-anhydro-D-mannitol
. . H——OH
1,4:3,6-dianhydro-D-mannitol 3,6
H——OH
2,5
C2 CH,OH CH,0

CH,OH D-mannitol

CHZOHO 2 Lo

H OH
H
H 1,5:3,6-dianhydro-D-mannitol

2,5-anhydro-D-glukitol

Schemat 4.  Wybrane produkty dehydratacji p-mannitolu [33]
Scheme 4.  Selected products of dehydration of p-mannitol [33]

Mechanizm reakeji cyklizacji w $rodowisku kwasnym zaklada w pierwszym
etapie protonowanie grupy hydroksylowej, a nastepnie atak nukleofilowy kolejne;j
grupy hydroksylowej z réwnoczesnym oderwaniem czasteczki wody. W ten sposéb
powstaje wiazanie eterowe. Do zmiany konfiguracji jednostki alditolowej dochodzi
w przypadku przebiegu reakcji na asymetrycznym atomie wegla [33].

W dwoch pracach, Onorato i in. [34] oraz Pavlik i in. [35] opisali cyklodehydra-
tacje alditoli prowadzacg do pierscieni heterocyklicznych o maksymalnej wielkosci.
Oznacza to, ze z tetritoli otrzymano 1,4-anhydroalditole, a z heksitoli 1,6-anhydro-
heksitole (Schemat 5). Wydajnosci otrzymanych produktéw wyniosly okoto 80%.
Nalezy podkresli¢, ze wczesniej nie opisano tak wydajnych syntez tego typu anhy-
droalditoli. Zazwyczaj powstawaly one w ilo$ciach sladowych.
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CH,OH CH,OH
HO——H O—_OH H——OH 0
HO——H OH HO——H OH
[ [
H—{—OH H——OH
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CH,OH CH,OH
D-mannitol 1,6-anhydro-D-mannitol D-glukitol 1,6-anhydro-D-glukitol
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— OH HO —_—
H——OH H——OH
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Schemat 5. Cyklodehydratacja alditoli prowadzaca do anhydroalditoli o maksymalnej wielkosci pierscienia
Scheme 5. Cyclodehydration of alditols to anhydroalditols with a maximum ring size

W reakejach tych wykorzystano jako katalizatory: kwas trifluorometanosulfo-
nowy, kwas p-toluenosulfonowy [35] lub polimeryczne katalizatory, ktorych struk-
tura przedstawiona zostata na Rysunku 7 [34].

;/_\o I % 4% Fece_

S

Rysunek 7. Struktura polimeréw zastosowanych przez Onorato i in. [33]
Figure 7. Structure of the polymers used by Onorato et al. [33]

Mimo niezaprzeczalnej uzytecznosci metody prowadzenia odwodnienia aldi-
toli za pomocg kwasow, bardziej preferowane sa metody prowadzace w sposob
selektywny do jednego produktu. Reakeje takie wymagaja przewaznie zastosowania
substratu czesciowo chronionego, zawierajacego co najmniej jedng dobrze odcho-
dzaca grupe w reakeji S 2. Budowa taka pozwala na lepsza kontrole rodzaju powsta-
jacego anhydroalditolu. Najczesciej wykorzystuje sie pochodne alditoli zawierajace
grupy epoksydowe [36, 37] oraz estry sulfonowe [38-40]. Przykladem wykorzysta-
nia grup epoksydowych moze by¢ opisana przez Reddy i in. [36] synteza anhydro-
heksitoli. W reakcji zastosowane zostaly alditole posiadajace grupy hydroksylowe
przeprowadzone w pochodne benzylowe oraz posiadajace mostki epoksydowe
pomiedzy drugim i trzecim atomem wegla w jednostce alditolu. Na Schemacie 6
zaprezentowana zostala jedna z przeprowadzonych syntez. W obecnosci kataliza-
tora (chlorowodorku fenylohydrazyny) doszlo do cyklizacji z rozerwaniem mostka
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epoksydowego i utworzeniem 3,6-anhydroheksitolu o pierscieniu furanozowym.
W reakcji zamkniecia pier$cienia bierze udziat terminalna grupa hydroksylowa
w postaci pochodnej benzylowej. W trakcie reakcji dochodzi do usuniecia grupy
benzylowej i utworzenia wigzania eterowego. Przeprowadzono szereg syntez, gdzie
jako substraty zastosowano alditole o réznej konfiguracji, otrzymujac produkty
z bardzo dobrymi (okoto 80%) wydajnosciami.

CH,OH H
| HaN— o

\O
H— cP Bn

BnO——H
HO

H——OH H

CH,0Bn HOH,

Schemat 6.  Synteza 3,6-anhydroalditolu opisana przez Reddy i in. [36]
Scheme 6. Synthesis of 3,6-anhydroalditol described by Reddy et al. [36]

W  podobnej reakcji z 1,2:5,6-dianhydro-3,4-di-O-benzylo-p-mannitolu,
poprzez rozerwanie mostkéw epoksydowych, otrzymano 2,5-anhydro-p-gluki-
tol [13].

1,4:3,6-Dianhydro-p-iditol ~ otrzymano z 3,4-di-O-mesylo-p-mannitolu.
W reakcji w srodowisku kwasnym, dochodzi do powstania ilosciowego dianhydro-
heksitolu o zmienionej konfiguracji atoméw wegla C-3 oraz C-4 (Schemat 7) [38].

CH,OH
HO—|—H OH
MsO——H H® o “
H——oms @
H—|—OH 5
CH,OH
3,4-di-O-mesylo-D-mannitol 1,4:3,6-dianhydro-D-iditol

Schemat 7. Synteza 1,4:3,6-dianhydro-p-iditolu [38]
Scheme 7. Synthesis of 1,4:3,6-dianhydro-p-iditol [38]

Bardzo uzyteczng metoda syntezy anhydroalditoli, zaréwno wydajng jak i bar-
dzo selektywna, jest reakcja deaminacji b-glukozaminy przy pomocy kwasu azo-
towego(III), polaczona z redukcjg ugrupowania aldehydowego. Metoda ta okazata
sie szczegolnie uzyteczna w syntezie 2,5-anhydro-p-mannitolu. Do reakeji zasto-
sowano chlorowodorek p-glukozaminy oraz inne pochodne, np. metylowy gliko-
zyd. Jednakze najlepsze wyniki uzyskano dla 2-amino-2-deoksy-D-glukozy. Ogélny
schemat reakcji zostal przedstawiony na ponizszym Schemacie 8 [41, 43].
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CH,OH CH,0OH o CH,OH O
AR A I O
HO HO.
N, W OH oN, OH gHiKO_l@

chlorowodorek
D-glukozaminy

CH,0H O CH,0H O /
NaBH
OH Pl OH
CH,OH CHO
OH OH

2,5-anhydro-b-mannitol 2,5-anhydro-b-mannoza

OH

Schemat 8.  Synteza 2,5-anhydro-p-mannitolu w reakcji deaminacji p-glukozaminy
Scheme 8. Synthesis of 2,5-anhydro-p-mannitol in deamination reaction of p-glucosamine

Przeprowadzono szereg reakcji deaminacji potaczonych z redukejg dla p-glu-
kozaminy oraz jej pochodnych [41, 42]. Na podstawie przeprowadzonych syntez
stwierdzono, ze w reakgcji tej istotne jest utworzenie formy cyklicznej (piranozowej)
D-glukozaminy, wystepujacej w przewadze w roztworze wodnym. Nastepnie, pod
wplywem kwasu azotowego(III) otrzymanego w rekeji kwasu octowego oraz azo-
tynu sodu, grupa aminowa przeprowadzona zostaje w kation diazoniowy. Mecha-
nizm zaklada nastepnie atak nukleofilowy heterocyklicznego atomu tlenu z jed-
noczesnym rozerwaniem wigzan: tlen heterocykliczny-wegiel anomeryczny oraz
azot-wegiel z utworzeniem wigzania eterowego. Poniewaz reakcja zachodzi wedlug
mechanizmu S 2 powstajacy produkt ma konfiguracje p-manno. W ostatnim etapie
grupa aldehydowa zostaje zredukowana przy pomocy NaBH, do 2,5-anhydro-p-
-mannitolu (Schemat 8).

Préby otrzymania 2,5-anhydro-p-glukitolu w podobnej reakeji deaminacji
z wykorzystaniem chlorowodorku 2-amino-2-deoksy-p-mannozy nie powiodly
sie. W reakgji tej zamiast wewnatrzczasteczkowego ataku nukleofilowego z utwo-
rzeniem anhydrozwigzku dochodzi do ataku czasteczki rozpuszczalnika — wody,
co prowadzi do powstania D-glukozy [44]. Zaplanowany produkt otrzymano inng
metoda, poprzez zastosowanie do reakgji tlenku rteci(II) zamiast kwasu azotowego-
(III). Taki katalizator powoduje powstanie 2,5-anhydro-p-glukozy, ktéra w dalszych
etapach mozna zredukowac¢ do 2,5-anhydro-p-glukitolu [45].

W oparciu o powyzsze wyniki Horton i in. [41] wywnioskowali, Ze reakcja
deaminacji zalezy zaréwno od konfiguracji jak i konformacji jaka przyjmuje jed-
nostka cukrowa. Reakcja wewnatrzczasteczkowej cyklizacji potaczona z deaminacja
preferowana jest gdy grupa aminowa (przy drugim atomie wegla) jest w polozeniu
ekwatorialnym (p-glukozamina), natomiast gdy grupa jest w polozeniu aksjalnym
dochodzi do przytaczenia czasteczki wody (D-mannozamina).

Deaminacja polaczona z wewngtrzczgsteczkowy cyklizacja znalazla takze
zastosowanie w syntezie innych anhydrozwigzkéow a takze epoksydowych
pochodnych cukréw. Na przyklad, z 1-amino-1-deoksy-p-heksitoli otrzymano
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1,4-anhydro-p-heksitole (Schemat 9) [46-48]. Z kolei, z 2-amino-1,6-anhydro-4-
O-benzylo-2-deoksy-f-p-glukopiranozy uzyskano 1,6:2,3-dianhydro-4-O-benzylo-
fB-p-mannopiranoze a 1,6:3,4-dianhydro--p-galaktopiranoze zsyntezowano
z 4-amino-1,6-anhydro-2-deoksy-B-p-glukopiranozy [49].

CHoNH, CH,OH

H——OH HO
HO——H HNO, o
> H

H——OH
H——OH

CH,0OH H

1-amino-1-deoksy-D-glukitol 1,4-anhydro-D-glukitol

Schemat 9.  Synteza 1,4-anhydro-p-glukitolu z 1-amino-1-deoksy-p-glukitolu [46-48]
Scheme 9.  Synthesis of 1,4-anhydro-p-glucitol from 1-amino-1-deoxy-p-glucitol [46-48]

Kolejna bardzo uzyteczna metoda syntezy 1,4- i 1,5-anhydroalditoli jest sub-
stytucja anionem wodorowym z usuwaniem podstawnikéw znajdujacych si¢ przy
anomerycznym atomie wegla piranoz i furanoz. Najczesciej wykorzystywane sg do
tego halogenki glikozylu [50], tioglikozydy [51], a takze glikozydy [52] (Rys. 8).

CH,OR CH,OR CH,0OR
Ie) (0]
or © OR OR
R I OR CH,CH; OR CHs
R R R
halogenek tioglikozyd glikozyd
Rysunek 8.  Struktura przykladowych substratow stosowanych w reakcji redukcji anomerycznego atomu
wegla
Figure 8. Examples of structure of substrates used in the reduction reaction of the anomeric carbon

Powyzsze zwiazki redukuje si¢ do anhydroalditoli przy pomocy wodorkow
metali takich jak: LiAIH, [50], Bu,SnH [52,53] lub Et,SiH [52]. Przykladem takich
syntez moze by¢ otrzymywanie 1,5-anhydroheksitoli, w ktorych to bromek lub
chlorek tetra-O-acetyloglikopiranozylu redukowany jest przy pomocy tetrahydro-
glinianu litu (Schemat 10).
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CH,OH
on ©
1. LiAlH,
CH,0Ac % )
o /
OAc H
Ac r BusSnH CH,0Ac
Ac AIBN oA °
Ac AcC

Schemat 10. Redukcja bromku 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-a-Dp-glukopiranozylu
Scheme 10.  Reduction of 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl bromide

Z powodzeniem otrzymano w ten sposéb anhydroalditole takie jak: 1,5-anhy-
dro-p-glukitol, 1,5-anhydro-p-galaktitol, 1,5-anhydro-p-mannitol [15, 50, 55],
2-amino-1,5-anhydro-2-deoksy-p-glukitol [54]. W przypadku redukeji glikofu-
ranozydow otrzymano odpowiednio 1,4-anhydroalditole [56]. W trakcie redukcji
acetylowanych halogenkéw glikozylu za pomocg wodorkéw metali dochodzi cza-
sem do niepozadanej migracji grupy O-acetylowej. Wowczas produktem redukcji
jest 2-deoksycukier zamiast anhydroalditolu (Schemat 10) [57]. Gléwna zaletg tej
metody jest fakt otrzymywania jednego anhydroalditolu o $cisle okreslonej wielko-
$ci pier$cienia heterocyklicznego i konfiguracji centréw stereogenicznych.

Kolejng ciekawa metoda jest wykorzystanie 1,2-nienasyconych pochod-
nych cukréw - glikali. Addycja czasteczki wody poprzez hydroborowanie, pota-
czona z utlenieniem, prowadzi do powstania anhydroalditolu. Dla przykiadu,
z 1,5-anhydro-3,4,6-tri-O-benzylo-2-deoksy-p-arabino-heks-1-enitolu  poprzez
addycje wody i usuniecie oston O-benzylowych otrzymano 1,5-anhydro-p-manni-
tol (Schemat 11) [58].

CH,0Bn CH,OH
0 1) BH3 0
P > e, QM
3) Hy
OBn OH
OH

1,5-anhydro-3,4,6-tri-
O-benzylo-2-deoksy-D-
arabino-heks-1-enitol

1,5-anhydro-D-glukitol

Schemat 11.  Addycja wody do 1,5-anhydro-3,4,6-tri-O-benzylo-2-deoksy-p-arabino-heks-1-enitolu
Scheme 11.  Addition of water to 1,5-anhydro-3,4,6-tri-O-benzyl-2-deoxy-D-arabino-hex-1-enitol

Natomiast, poprzez redukcje wodorem 1,5-anhydro-3,4,6-tri-O-benzylo-2-
deoksy-2-fenylo-p-arabino-heks-1-enitolu mozna otrzymac 1,5-anhydro-2-deoksy-
2-fenylo-p-mannitol oraz 1,5-anhydro-2-deoksy-2-fenylo-p-glukitol. Jednakze,
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reakcja addycji wodoru jest mniej stereospecyficzna niz opisana wyzej addycja
wody, dlatego tez w reakcjach tego typu powstaje mieszanina dwdch epimeréw. W
tym szczegdlnym wypadku powstaje w znaczacej przewadze produkt o konfiguracji
D-manno (Schemat 12) [59].

CH,0Bn CH,OH CH,OH
(@) O
H, Pd/C OH
OBn 7~ ~ * NOH P
OH H
OBn Ph ph ©
1,5-anhydro-3,4,6-tri- 1,5-anhydro-2-deoksy- 1,5-anhydro-2-deoksy-
O-benzylo-2-deoksy-2- 2-fenylo-D-glukitol 2-fenylo-D-mannitol
fenylo-p-arabino-heks-
1-enitol

Schemat 12. Uwodornienie 1,5-anhydro-3,4,6-tri-O-benzylo-2-deoksy-2-fenylo-p-arabino-heks-1-enitolu
Scheme 12.  Hydrogenation of 1,5-anhydro-3,4,6-tri-O-benzyl-2-deoxy-2-phenyl-p-arabino-hex-1-enitol

W syntezie roznych pochodnych anhydroalditoli uzytecznym substratem moze
by¢ 1,5-anhydro-p-fruktoza. Mozna z niej, w kilku etapach, z bardzo dobrymi
wydajno$ciami otrzymac¢ m.in. takie anhydroalditole jak: 1,5-anhydro-p-mannitol,
1,5-anhydro-p-glukitol, 2-amino-1,5-anhydro-2-deoksy-p-mannitol (Schemat 13)
(60, 61].

CH,OH

CH,OH o
o} H, Pd/C OH HN
OH - .
H,NOH A
N S NOH

2-amino-1,5-anhydro-
o 2-deoksy-D-mannitol

OH CH,OH

o
H OH HO
H,0
2 CH,OH H?d’c, )

1,5-anhydro-D-fruktoza
0 1,5-anhydro-D-mannitol
OH HO
NaBH, CH,0H
H H \ 0
OH
H
H

1,5-anhydro-D-glukitol

Schemat 13. Synteza anhydroalditoli z 1,5-anhydro-p-fruktozy
Scheme 13.  Synthesis of anhydroalditols from 1,5-anhydro-p-fructose
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UWAGI KONCOWE

Obecnie wprowadzane na rynek substancje chemiczne powinny wykazywac sie
istotnymi cechami: pochodzi¢ z zrédet odnawialnych, fatwo dostepnych, o dobrym
czynniku ekonomicznym, by¢ specyficzne, skuteczne oraz biodegradowalne. Przed-
stawicielami tej klasy zwigzkow moga by¢ alditole (i pochodne), ktére majg szerokie
zastosowanie, np. jako: leki, stabilizatory szczepionek antywirusowych, solubiliza-
tory, czynniki korygujace smak czy surowce do produkeji zywic i olejow szybkosch-
nacych.

W niniejszej pracy omdéwiono metody syntezy, budowe i zastosowanie alditoli
i anhydroalditoli, ktére moga by¢ uzyte jako substraty w syntezie zwiazkow aktyw-
nych biologicznie. Dodanie jednostek alditolowych (anhydroalditolowych) moze
poprawi¢ specyficzno$¢ lekéw przeciwnowotworowych oraz ograniczy¢ niepoza-
dang cytotoksycznos¢ leku wobec innych komoérek organizmu.
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ABSTRACT

Pyrylium salts are valuable organic aromatic compounds based on pyrylium
cation, which are built from six-membered ring and contain one positively char-
ged oxygen atom. The presence of a non-nucleophilic anion makes aromatic system
stable. These salts are very sensitive for nucleophiles and react with them easily,
especially 2,6-disubstituted (« positions) salts because of a lower density of electrons
than that of 4-substitued (y position). They react with primary amine groups giving
pyridinium salts. This mechanism runs through the stages of attack of nucleophile,
ring opening and ring closing (SNnANRORC). The synthesis of pyrylium salts is very
useful and comfortable because of their ionic properties, obtained products are not
soluble in diethyl ether or liquid alkanes, and can be easy isolated and purified from
a reaction mixture.

Pyrylium salts have a wide range of applications, such as laser dyes, fluorescent
dyes, biological and chemical sensors, reactive matrices for MALDI-MS imaging
of biologically active primary amines (e.g. amphetamine, dopamine) and many
others especially as a universal substrate in the synthesis of heterocyclic compounds.
In nature pyrylium ions occur only in structures of anthocyanins in tissues of higher
plants and are used as food dyes.

Herein we described selected properties and applications of pyrylium salts,
chemical reactivities, and the most frequently used and useful methods of syntheses
of pyrylium salts which can be used as starting materials to obtain different class of
heterocyclic compounds.

Keywords: pyrylium salts, pyrylium cation, nucleophilic addictions, mechanism
SnANRORC
Stowa kluczowe: sole piryliowe, kation piryliowy, addycja nukleofilowa, mechanizm
SnANRORC
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WPROWADZENIE

Sole piryliowe nalezg do grupy zwiazkéw heterocyklicznych o budowie jono-
wej. Skladajg si¢ z kationu (1) posiadajgcego budowe pierscieniowa zawierajaca
trzeciorzedowy, dodatnio naladowany atom tlenu [1]. Trwalo$¢ czasteczki zapewnia
obecnos¢ anionu niebedacego nukleofilem pochodzacego od mocnego kwasu [2].

Deficyt elektronéw w czgsteczce powoduje, ze jest ona podatna na atak czyn-
nikéw nukleofilowych. Przebieg reakcji z czynnikami elektrofilowymi jest bardzo
utrudniony, ze wzgledu na, obecnos¢ dodatniego fadunku na atomie tlenu, ktéry
silnie dezaktywuje atomy wegla w pierscieniu (Rys. 1) [3].

4
577 ™3 +
O (Y —
+ .
oo () (] L ®
. 0 0 0 o

Rysunek 1. Kation piryliowy oraz jego struktury rezonansowe
Figure 1. Pyrylium cation and its resonance structures

Pozycje « s najbardziej podatne na atak nukleofilowy, ze wzgledu na wiekszy
niedobor elektrondw. Atak moze réwniez wystepowaé na atomie y, zwlaszcza jesli
pozycje a s3 podstawione, np. podstawnikami arylowymi. Prowadzi to, w zaleznosci
od uzytego czynnika nukleofilowego, do otrzymania odpowiednich pochodnych,
w tym pirandw [4]. Struktury piranéw przedstawiono ponizej.

Rysunek 2. Struktura 2a a-piran i 2b y-piran
Figure 2. Structures of 2a a-pyran and 2b y-pyran

Synteza soli piryliowych jest wygodna, poniewaz produkt mozna w prosty
i szybki sposéb oddzieli¢ od nieprzereagowanych substratow i produktéw ubocz-
nych. Charakter jonowy soli piryliowych powoduje, ze s3 one nierozpuszczalne
w rozpuszczalnikach polarnych (np. eter dietylowy, ciekte weglowodory), a wiec
materialy wyjsciowe i produkty uboczne mozna tatwo usuna¢ przez proste przemy-
wanie, np. eterem [5, 6].

Niektore jony soli piryliowych takie jak: sulfooctan, wodorosiarczan, tetrachlo-
rozelazian, pikrynian oraz fluorowce, powoduja wzrost rozpuszczalnosci w rozpusz-
czalnikach apolarnych, co prowadzi do trudniejszego oddzielenia ich od reagentéw.
W takim przypadku nalezy zastosowaé inne metody [3].
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1. WYBRANE WLASCIWOSCI I ZASTOSOWANIE SOLI PIRYLIOWYCH

Sole piryliowe znajduja zastosowanie w wielu dziedzinach miedzy innymi;
w analityce medycznej, biotechnologii, chemii, farmacji czy przemysle. Na Rysunku 3
przedstawiono kilka przykladowych zwigzkow.

Sole piryliowe sg przede wszystkim prekursorami do syntez wielu innych
zwigzkow heterocyklicznych, jak np. analogéw furanu, pirydyny, a zwlaszcza soli
pirydyniowych, bedacych waznymi substratami w syntezach totalnych skompliko-
wanych substancji aktywnych.

Rysunek 3. Przyklady soli piryliowych
Figure 3. Examples of pyryliums salts

Juz ponad sto lat temu, zanim poznano budowe soli piryliowych zaobserwo-
wano, ze tetrafluoroboran 2,4,6-trifenylopiryliowy wykazuje silne wlasciwosci fluo-
rescencyjne. Te wladciwosci umozliwiajg zastosowanie go jako osrodka czynnego
laseréw [7]. Zaobserwowano poprawe skutecznosci lasera, podobna do wysoce
fluorescencyjnego barwnika — rodaminy 6G, ktéry dzieki wyraznej i trwalej fluore-
scencji moze by¢ stosowany jako wskaznik ciggu wody, okreslajacy szybkos$¢ i kie-
runek przeptywu [8, 9].

Kolejnym zastosowaniem soli piryliowych sa czujniki biologiczne oraz che-
miczne. Trifluorometanosulfonian 4-metylo-2,6-difenylopiryliowy stuzy do wykry-
wania anionéw cyjankowych [10], chlorek 4-(3-amino-4-hydroksyfenylo-2,6-bis(4-
-metoksyfenylo)piryliowy stosowany jest do wykrywania amin, grup aminowych
w aminokwasach oraz tlenkéw azotu [11], a zwigzek (7) do oznaczania biatek [12].
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W 2015 roku [13] zastosowano sole piryliowe jako zwiazki matrycowe umoz-
liwiajace wykrycie pierwszorzedowych amin w analizie $ladowych iloéci analo-
gow fenyloetyloaminy (np. amfetaminy) i neuroprzekaznikéw, gtéwnie dopaminy,
metoda laserowej desorpcji i jonizacji probki wspomagang matryca sprzezona ze
spektrometrig masowa MALDI-MS (ang. Matrix Assisted Laser Desorption and Ioni-
sation — Mass Spectrometry).

Uklady piryliowe obecne sg rowniez w $wiecie naturalnym. Oparte na nich
sg antocyjany (przykladowo: Rys. 3, zwiazek 7), naturalnych barwnikéw, ktorych
barwa uzalezniona jest od pH. Wiele z nich stosuje si¢ do barwienia produktéow
spozywczych [14].

2. REAKTYWNOSC SOLI PIRYLIOWYCH

W zwigzku z niedoborem elektronéw, sole piryliowe wykazujg wysoka reak-
tywno$¢ w stosunku do czynnikéw nukleofilowych. Prowadzi to do otrzymania
wielu innych cennych zwigzkéw. Na Rysunku 4 przedstawiono niektore przeksztal-
cenia chemiczne soli piryliowych w rézne inne zwigzki, w tym pochodne pirydyny,
podstawionego furanu, soli betainy i barwniki [15].

pochodne furanu pochodne pirydyny

Sl
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R
S8 7 z z
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Rysunek 4.  Przykladowe przeksztalcenia chemiczne soli piryliowych, R=alkil, Ar=aryl
Figure 4. Exemplary of chemical conversion of pirylium salts, R-alkyl, Ar-aryl
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Sole piryliowe reaguja w specyficzny sposob z pierwszorzedowymi grupami
aminowymi obecnymi w réznorodnych czgsteczkach, w tym w biatkach, zastepujac
atom tlenu atomem azotu i tworzgc sol pirydyniowsg. Reakcja zachodzi w tempe-
raturze pokojowej, wedlug mechanizmu substytucji nukleofilowej (Rys. 5) kolejno
poprzez stadia ataku nukleofilu (AN), otwarcia (Ring Opening) i zamkniecia piers-
cienia (Ring Closing) — S,(ANRORC) [16].

Ar

Ar Ar Ar
ESS = -HCI0, S —
> ﬁlﬁ L @ o
A 07 TAr AT T0T IR, A 07 TNHR (e)

AN
R

o -H,0 = o
‘ 1 ¥ HO,, | R — Q. |
ot i
Ar N Ar : H+ Ar N AT Ar ‘N_ ‘ Ar
1 - ‘ 1
R : IOy R R H
CiO,4

Rysunek 5. Mechanizm S (ANRORC)
Figure 5. The mechanism of S (ANRORC)

Dzigki odwracalnosci pierwszego etapu, mozliwy atak w pozycji y nie prowa-
dzi do zwigzkéw posrednich nieposiadajacych mozliwosci ponownego zamkniecia
pierscienia.

W pierwszym etapie wolna para elektrondéw na atomie azotu nadaje czasteczce
charakter nukleofilowy, ktéra atakuje czasteczke soli piryliowej. Dalej w addukcie
tworzy sie chwilowy tadunek dodatni na atomie azotu, ktéry zanika wraz z odcho-
dzacym atomem wodoru, tworzac z anionem (tu nadchloranowym) kwas. Nastep-
nie otwiera si¢ pierscien, a wolne elektrony na atomie azotu atakujg atom wegla
grupy karbonylowej, w wyniku czego nastgpuje wymiana atomu tlenu na atom
azotu. Proton, ktory jest obecny w srodowisku odcigga atom tlenu oraz jeden atom
wodoru, tworzac wode, a anion (tutaj nadchloranowy) laczy sie z kationem, tworzac
sol pirydyniowg. Szybkos¢ reakcji wyznaczana jest przez etap zamkniecia pierscie-
nia, natomiast sam proces otwarcia zachodzi bardzo szybko.

Sole piryliowe nie ulegajg reakcjom podstawienia elektrofilowego, ze wzgledu
na niedobdr elektronéw spowodowany obecnoscig oksoniowego atomu tlenu.
Wyjatek stanowi reakcja z nadchloranem 2,4,6-trimetylopiryliowym lub 2,4,6-trife-
nylopiryliowym z deuterowanym kwasem octowym [15].
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3. GLOWNE METODY OTRZYMYWANIA SOLI PIRYLIOWYCH
Ponizej wybrano i zaprezentowano najczgsciej stosowane metody syntez, ktére
moga by¢ wykorzystane jako materiat wyjsciowy do otrzymania réznych klas zwiaz-
kow heterocyklicznych.

3.1. PRZEKSZTALCENIE UKEADU PIRANU

W 1896 roku Kostanecki i Rossbach [17] po raz pierwszy zsyntezowali sdl piry-
liowa na drodze dehydrokondensacji 1,3,5-trifenylopentano-1,5-dionu (1,5-dike-

tonu), jednak bez jej wydzielenia (Rys. 6).

HS0, =
‘ = O

Trzy lata pozniej Collie i Tickle [18] otrzymali s6l w postaci krystalicznej na
drodze protonowania 2,6-dimetylo-4H-piran-4-onu. SOl ta byla takze pierwszym
zwiazkiem zawierajagcym udokumentowany tréjwiazalny atom tlenu (Rys. 7).

O OR
H+
e e
| g
O (8]

Rysunek 7. Protonowanie 2,6-dimetylo-4H-piran-4-onu, R - alkil
Figure 7. Protonation of 2,6-dimethyl-4H-pyran-4-one, R - alkyl

Rysunek 6. Dehydrokondesnacja 1,3,5-trifenylopentano-1,5-dionu
Figure 6. Dehydro-condensation of 1,3,5-triphenylpentane-1,5,-dione

Sole piryliowe mozna otrzymac poprzez przeksztalcenie uktadu piranu w kation
piryliowy (Rys. 8)
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Rysunek 8. Synteza soli piryliowych z piranu i jego analogéw, R - grupa alkilowa, X - atom fluorowca
Figure 8. Synthesis of pyrylium salts from pyrane and its analogues, R- alkyl group, X - halogen atom

W reakeji pochodnych 2,4-diarylo-4H-pironu z alkanami w obecno$ci tlenku
fosforu(V) oraz tlenochlorku fosforu(V) powstaja chlorki 6-alkilopodstawione
(Rys. 9) [19].

Ar Ar
SN + HR POCI; PCl; ~ P Cr
temperatura s
Ar O O Ar O R

Rysunek 9.  Reakcja podstawionych analogéw 2,4-diarylo-4H-piranu z alkanami, R - grupa alkilowa, X -
atom fluorowca

Figure 9. Reaction of substituted analogues of 2,4-diaryl-4H-pyrane with alkanes, R- alkyl group, X - halo-
gen atom

Sole piryliowe mozna tez otrzymac z podstawionych pozycjach 2 i 4 soli piry-
liowych. Kilka przyktadéw przedstawiono na Rysunku 10 [20-23].
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Rysunek 10. Przyktady reakeji 2,6-dipostawionych soli piryliowych
Figure 10.  Examples of reaction of 2,6-disubstituted pyrylium salts

W 1911 roku opisano reakcje ketendw z 4H-pironami (Rys. 11) [24].

O

1.A,-CO,
. *)\\cb 2H )
o o

Rysunek 11.  Synteza soli pyryliowych z ketenéw i analogéw 4H-pironu
Figure 11.  Synthesis of pyrylium salts from ketenes and analogues of 4H-pyrane

Sole piryliowe mozna takze otrzymac z karbendw piranowych powstajacych
podczas ogrzewania karboksylowych analogdéw kationu piryliowego (Rys. 12) [25].
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Ar Ar
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I —_— 3
Ar O COOH Ar O

Rysunek 12. Synteza soli pyryliowych z karbenéw powstajacych przez ogrzewanie karboksylowych analogéw
kationu piryliowego

Figure 12.  Synthesis of pyrylium salts from carbenes formed by heating of carboxylic analogues of pyrylium
cation

3.2. CYKLIZACJA EANCUCHA C,

Kolejna metoda opiera si¢ na cyklizacji pigcioweglowego lancucha «,p-
nienasyconego. W $rodowisku alkalicznym w solach piryliowych dochodzi do
otwarcia pier$cienia, co prowadzi do powstania «,f-nienasyconych-1,5-diketonéw.
Reakcja biegnie wedtug mechanizmu S (ANRO), podobnie do wcze$niej omdéwio-
nego S (ANRORC) z tg réznica, ze nie dochodzi jeszcze do zamkniecia pierscienia.
Otwarta forma zawiera aktywowany fragment alkilowy, na ktérym mozna dokony-
wac dalszych reakcji. Cyklizacje indukuje dodatek kwasu (Rys. 13) [26].

x\'?.}'
o Ar
A HSO
/Ej\ f\/?( Ay T | Arf 1)-&%\(4\’-( ’

A, O A
Qe‘ L

»
Ar (¢} Ar

Rysunek 13.  Synteza soli piryliowych przez cyklizacje z otrzymanych a,f-nienasyconych-1,5-diketonéw
Figure 13.  Synthesis of pyrylium salts via cyclization from obtained a,f-unsaturated-1,5-diketones
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Sole piryliowe mozna otrzymac na drodze syntezy z 1,5-diketonem ktdry two-
rzy sie in situ w reakcji nienasyconych ketonéw aromatycznych z acetyloctanem
etylu. (Rys. 14) [25].

o ] Ar
o o o BF57(CH5)0 BFy
)Jvux * k/\ C0 oo | b
OCHs Ar F Ar )\ b
o O AT [4] Ar

Rysunek 14. Otrzymywanie soli piryliowych z powstajacego in situ 1,5-diketonu
Figure 14.  Synthesis of pyrylium salts via 1,5-diketone generated in situ

Analogi 1-acylobutadienu pod wplywem utleniacza réwniez tworzg sole piry-
liowe. Utleniaczem moze by¢ chlorek Zelaza(III) w mieszaninie bezwodnika octo-
wego i kwasu octowego [27] lub nadchloranu trifenylometylowego w kwasie octo-
wym (Rys. 15) [28].

- | v | o ult = FeCl; w mieszanine Ac,C 1 AcCH
+ — Ph;C'CIO4 w AcOH
a0 ~ar H AT 07 TAr

Rysunek 15.  Synteza soli piryliowych z analogéw 1-acylobutadienu w obecnosci utleniaczy
Figure 15.  Synthesis of pyrylium salts from 1-acylbutadiens in the presence of oxidizers

W przeciwienstwie do analogéw 1-alkilo-4-amin, reakcja zachodzi bez koniecz-
nosci uzycia utleniacza (Rys. 16) [28].

ca 0
/}\/\ R )J\ NaOCH;; /@ HCIO, ﬁm“_
Nt R R 4
R N Ri cl ! R ™07 R,

| 0
R

Rysunek 16. Synteza soli piryliowych w wyniku przeksztalcenia analogéw 1-alkilo-4-amin pod wptywem me-
tanolanu sodu R, R, — alkil

Figure 16.  Synthesis of pyrylium salts as a result of conversion of 1-alkyl-4-amines in the presence of sodium
methoxide, R, R, - alkyl

3.3.SYNTEZY C,,

Kolejnym typem przeksztalcen jest synteza oparta na cyklizacji pochodnych
B-metylo-a,B-nienasyconych ketonéw pod wplywem kwasu mineralnego (Rys. 17)
[29].
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Rysunek 17.  Otrzymywanie soli piryliowych z -metylo-a,y-nienasyconych ketonéw, R - alkil
Figure 17.  Preparation of pyrylium salts from -methyl-a,y-unsaturated ketones, R - alkyl

Sole piryliowe, a gtéwnie nadchlorany mozna otrzymac z a-y-nienasyconych
ketonéw w $rodowisku kwasu nadchlorowego (Rys. 18) [29].

o
~ ). HCIO =
1
R o N \ -/ R

)~ °
o o R R Cloy

Rysunek 18. Otrzymywanie nadchloranéw piryliowych z a-y-nienasyconych ketonéw, R - alkil
Figure 18.  Preparation of pyrylium perchlorates from a-y-unsaturated ketones, R - alkyl

3.4.SYNTEZY C, ,

W 1917 roku Dilthey po raz pierwszy przeprowadzil synteze soli piryliowych
przez kondensacje a,f-nienasyconych ketonéw z analogami enoli pod wplywem
chlorku zelaza(III) jako utleniacza [30]. Pdzniej inni jako utleniaczy zastosowani
trifluorek boru [31] oraz mieszanine trichlorku fosforylu w kwasie siarkowym
(Rys. 19) [32].
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Rysunek 19. Synteza soli piryliowych na drodze kondensacji analogéw enoli z a,f-nienasyconych ketonéw
w obecnosci utleniacza

Figure 19.  Synthesis of pyrylium salts via condensation of anagloues of enoles with a,-unsaturated ketones
in the presence of oxidizers

Powyzsza reakcja zachodzi rowniez przy uzyciu acetylenu (Rys. 20) [33].

AN BF; ~
I o
o o

BF,

Rysunek 20. Synteza soli piryliowych z acetylenu i a,3-nienasyconych ketonéw
Figure 20.  Synthesis of pyrylium salts from acethylene and ,f-unsaturated ketones

Synteze nadchloranéw piryliowych na drodze kondensacji acetalu acetyloocto-
wego z ketonami opracowal zesp6t Dorofeenki (Rys. 21) [34].

Ry

O OCHs
HCIO +
+ £ 4 \ Ro H = Ry
Ry OCH5 O0” ™Ry  CH;COOH R H,0 ‘+ -
-CoHzOH Ry 00 3 Ry 07 "Ry

CI04'

Rysunek 21. Synteza nadchloranéw piryliowych z acetali acetylooctowych i ketonéw, R ,R ,R, — alkil
Figure 21.  Synthesis of pyrylium perchloric from acetoacetic acetals and ketones, R ,R,,R, — alkyl

Do wygodnych syntez nalezy bezposrednia kondesacja -diketonéw z metylo-
ketonami (Rys. 22) [35].

HX N

Ly o) e L
- +
o 4 o

Rysunek 22.  Synteza soli piryliowych na drodze kondensacji -diketonéw z metyloketonami
Figure 22.  Synthesif of pyrylium salts via condensation of -diketones with methylketones
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Sole piryliowe mozna takze otrzyma¢ na drodze kondensacji
B-chlorowinyloketondw lub akroleiny z ketonami (Rys. 23) [36].

O.. Ry
Ry.. O
+ HX
_~  HOl -H0
Ry
Cl

-HC
Ry
Rysunek 23. Dwie drogi syntezy soli piryliowych: przez kondensacje -chlorowinyloketonéw lub akroleiny
z ketonami
Figure 23.  Two synthesis route of pyrylium salts: via condensation of -chlorovinyloketones or acrolein with
ketones

Analogicznie przebiega reakcja z enaminami i zasadami Mannicha (Rys. 24)

~I
g Cl~ ™ +
N N N H—-
| o
o R O R
Rysunek 24. Synteza soli piryliowych z enamin i zasad Mannicha, R - alkil
Figure 24.  Synthesis of pyrylium salts from enamines and Mannich bases R - alkyl

Sole piryliowe moga by¢ réwniez otrzymane na drodze dimeryzacji zwigzkow
p-dikarbonylowych w $rodowisku kwasowym, w obecnosci gazowego chlorowo-
doru i tréjchlorku galu(III) [38], lub kwasu siarkowego (Rys. 25) [39].
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Rysunek 25.  Synteza soli piryliowych na drodze dimeryzacji zwigzkéw S-dikarbonylowych

Figure 25.  Synthesis of pyrylium salts from via dimerization of -dicarbonyl compounds

Zastosowanie aldehydu salicylowego lub jego analogéw w reakcji z metyloketo-
nami prowadzi do soli chromyliowych (benzo[b]piryliowych, Rys. 26) [40].

]
H+
RT— -2H -
O T o
2 o

Rysunek 26. Synteza soli chromyliowych z metyloketonéw i aldehydu salicylowego lub jego analogow
Synthesis of benzopyrylium salts from methyloketones and salicylic aldehyde or its analogues

Figure 26.

3.5.SYNTEZY C,,

Do najbardziej rozpowszechnionych syntez tego typu nalezy reakcja halogen-
kow acylowych z olefinami lub ich prekursorami (Rys. 27) [41].

R R
O R R
N . ™3
R Ry "X .
i) Ry 07 R,
x_
Rysunek 27. Synteza soli piryliowych z olefin lub ich prekursoréw w reakcji z halogenkami kwasowymi,
R - alkil, X - atom fluorowca
Figure 27.  Synthesis of pyrylium salts from olefins or their precursors with acyl halide, R - alkyl, X - halogen

atom
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Sole piryliowe moga by¢ tatwo otrzymane z bezwodnikéw kwaséw karboksylo-
wych, na ktoére dziala si¢ kwasem nadchlorowym (Rys. 28) [42].

o o HCIC, .,
4 -
A ) o
R O R

Rysunek 28. Synteza nadchloranéw piryliowych z bezwodnikow kwasowych i kwasu nadchlorowego
Figure 28.  Synthesis of pyrylium perchlorates from acid anhydrides and perchloric acid

Kolejnym przyktadem jest synteza soli piryliowych z analogéw cyklopropanu w
reakcji z bezwodnikiem octowym i kwasem chloroplatynowym (Rys. 29) [43].

CoHs
O )
P . T
0 |
o
o HPtCls™
O O
AR P =
———
o .| HPtCYy
O
Rysunek 29. Synteza chloroplatynianéw piryliowych z analogéw cyklopropanu, bezwodnika octowego i kwasu
chloroplatynowego
Figure 29.  Synthesis of pyrylium hexachloroplatinates from analogues of cyclopropane, acetic anhydride and

chloroplatinic acid

3.6. SYNTEZY C

2+2+1

Synteza soli piryliowych metoda ,,C, , ,” charakteryzuje si¢ zaréwno wysoka
wydajnos$cia jak i czystoscig. Polega ona na kondensacji analogéw acetofenonu
z wytwarzanymi kationami acylowymi w srodowisku kwasowym. Metoda ta zostata
opublikowana przez Schneidera i Seebacha [44] w 1921 roku i okreslana jest jako
gltéwna synteza soli 2-alkilo-4,6-diarylopiryliowych (Rys. 30). Do typowych $rod-
kow kondensujgcych zalicza sie kwas chlorozelazowy [45], kwas sulfooctowy,
a takze kwas nadchlorowy [46].
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o
i FeCl,
~ +
R— | RJ—LCI
T

Rysunek 30. Synteza soli piryliowych przez kondensacje analogéw acetofenonéw z wytwarzanymi kationami
acylowymi, R - alkil

Figure 30.  Synthesis of pyrylium salts via condensation of analogues of acetophenones with produced acy-
lium cation, R - alkyl

Odpowiedni kation acylowy generuje si¢ przez dodatnie kwasu mineralnego
do bezwodnika kwasu karboksylowego. Mozna go rowniez otrzymac w reakeji halo-
genku acylowego z utleniaczem (Rys. 31).

R—COC + FeCl3

R—CO*FeCly”

Rysunek 31.  Otrzymanie kationu acylowego
Figure 31.  Preparation of acylium ion

Schmidt [47] opublikowal metode otrzymywania soli piryliowych z fenyloace-
tylenu lub jego analogéw i chlorkéw arylowych (Rys. 32).

Ar

\Q Ar Ar

T N

Ar 04 Ary m o~ Ary Ar E)/ Ary
Ar

Rysunek 32. Synteza soli piryliowych z analogéw fenyloacetylenu i chlorkéw arylowych
Figure 32.  Syntheis of pyrylium salts from analogues of phenylacetylene and aryl chlorides

Kationy piryliowe mozna takze otrzymac na drodze autokondensacji analogow
acetofenonu w $rodowisku kwasowym (Rys. 33) [48].
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}ii—

Rysunek 33.  Autokondensacja analogdéw acetofenonu, R - alkil
Figure 33.  Autocondensation of analogues of acetophenone, R - alkyl

3.7.SYNTEZY C

2+1+2

Metoda zostala odkrywa przez Dithey’a w 1919 roku i polega na reakcji alde-
hydéw z analogami acetofenonu [49]. W pierwszym etapie syntezy dochodzi do
utworzenia odpowiedniego chalkonu, a nastepnie reakcja biegnie wedlug metody
C,,, (Rys. 34).

An

2\ Ar1 Ar1
P I SN
Ar” Y0 -H;0 .

Ar O Ar O Ar

Rysunek 34. Otrzymywanie soli piryliowych z aldehyddéw i acetofenonu lub jego analogow
Figure 34.  Preparation of pyrylium salts from aldehydes and acetophenone or its analogues

Do s$rodkéw kondensujacych stosowanych w tej reakeji nalezg: chlorek zela-
za(III) [49], chlorek fosforylu w kwasie nadchlorowym [50], trifluorek boru [51],
oraz kwas nadchlorowy. Uzycie ostatniego wymienionego odczynnika prowadzi do
otrzymania podwdjnych soli piryliowych (Rys. 35) [52].

Ar Ar
/@/CHO HCIO, — —
+ CHggoa ——— O + 0 2ClOy
oHe W N/
Ar Ar

Rysunek 35.  Otrzymywanie podwéjnych soli piryliowych
Figure 35.  Preparation of bis-pyrylium perchloates
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W analogiczny sposéb reaguja acetale aldehydéw pod wptywem kwasu nad-
chlorowego lub jodu czasteczkowego (Rys. 36) [53].

R
Fe) O

HCIO,

R4< + 2

Ar

O b J,

/ o~

Ar O Ar

Rysunek 36. Synteza soli piryliowych z acetali aldehydéw i ketonéw w obecnosci HCIO, lub J,
Figure 36.  Synthesis of pyrylium salts from acetals of aldehydes with ketones in the presence of HCIO, or J,

PODSUMOWANIE

Sole piryliowe sg aktywnymi zwigzkami heterocyklicznymi, zawierajacymi
w swojej budowie trojwartosciowy atom tlenu, czyniac je wrazliwymi na odczynniki
nukleofilowe.

Réznorodna reaktywnos¢ soli piryliowych sprawia, ze stanowig warto$ciowe
potprodukty do dalszych przemian, m.in. pochodnych benzenu, weglowodoréow
cyklicznych, ketonéw niecyklicznych, ukladéw heterocyklicznych z jednym, dwoma
lub wigcej heteroatomami.

Ze wzgledu na mozliwo$¢ zastosowania ich w réznych dziedzinach przemy-
stu, z roku na rok obserwuje si¢ coraz wigksze zainteresowanie solami piryliowymi
i wykorzystaniem ich w szczegoélnosci w syntezach totalnych, gtéwnie do zwigzkow
biologicznie aktywnych. Wynika to z faktu, ze tak otrzymane zwiazki czesto sg nie-
dostepne innymi drogami lub ich synteza jest nieoplacalna.

W niniejszej pracy przedstawiono réznorodne metody syntezy soli pirylio-
wych przy uzyciu prostych i stosunkowo tatwo dostepnych odczynnikéw. Pierw-
sza z przedstawionych metod polegala na przeksztalceniu istniejacego ukladu
piranu w kation. Kolejna opierala si¢ na cyklizacji tancucha piecioweglowego
a,3-nienasyconych-1,5-diketonéw pod wpltywem kwaséw lub utleniaczy. Dalej opi-
sano metody syntezy typu C,, , oparte na kondensacji pochodnych krotonylowych
w $rodowisku kwasowym, a takze syntezy typu C,, ., polegajace gtéwnie na konden-
sacji nienasyconych ketonéw. Do metod charakteryzujacych sie wysokimi wydajno-
$ciami oraz czystoscig produktu nalezg syntezy C, , . Polegaja one na kondensacji
acetofenonu lub jego analogéw z kationami acylowymi w srodowisku kwasowym.
Ostatni rodzaj syntezy soli piryliowych polega na kondensacji analogéw acetofe-
nonu z aldehydami.
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Dr Adriana Litwinczuk-Mammadova ukonczyla studia magisterskie w 2010 roku
na kierunku Informatyka Chemiczna na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctaw-
skiego. Stopienn doktora nauk chemicznych uzyskala w roku 2016 po publicznej
obronie rozprawy doktorskiej pt. ,Chemometrycznie wspomagana analiza oddzia-
tywania a-laktoalbuminy z modelowa blong lipidowg”. Jej zainteresowania naukowe
obejmuja oddzialywania w ukladzie biatkowo-lipidowym, przejscia fazowe dwu-
warstw lipidowych, posrednie stany konformacyjne biatek i aplikacje metod che-
mometrycznych do analizy danych spektralnych.

Dr Katarzyna Cieslik-Boczula w roku 2002 ukonczyla studia na Wydziale Bio-
technologii Uniwersytetu Wroclawskiego. Praca magisterska dotyczyla fizyko-
-chemicznych badan cieni erytrocytéw modyfikowanych zwiazkami chemicznymi
o aktywnosci biologicznej. Prace doktorska pt. ,Wlasciwosci fotofizyczne i funkcje
biologiczne pochodnych fenoli” obronita z wyrdznieniem w 2007 roku pod kierun-
kiem prof. dr hab. Aleksandra Kolla na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctaw-
skiego. Aktualnie realizowane kierunki prac badawczych dotycza badan struktury
i wlasciwosci fizykochemicznych bton lipidowych i uktadéw biatkowych meto-
dami FTIR, FTIR-ATR, VCD, TEM, DSC i spektroskopii fluorescencyjnej. Jej zain-
teresowania obejmujg procesy fibrylogenezy i sposobéw jej modyfikacji oraz blo-
nowo -zalezne mechanizmy chemoprewencyjnej aktywnosci zwigzkéw z rodziny
fenotiazyn.

Prof. dr hab. Maria Rospenk absolwentka chemii Wydzialu Matematyki, Fizyki
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rozprawy ,,Badania wigzania wodorowego w kompleksach zasad tlenowych z HCI
i HBr oraz ich deuterowanymi analogami” wykonanej pod kierunkiem prof. Lucjana
Sobczyka. Habilitowala si¢ w zakresie chemii fizycznej i teoretycznej w 1992 r., tytut
rozprawy ,Réwnowaga przeniesienia protonu w wewnatrzczasteczkowym wigza-
niu wodorowym w zasadach Mannicha”. W 2004 r. otrzymata tytut naukowy Profe-
sora, nadany przez Prezydenta RP. Jej zainteresowania naukowe obejmuja badania
nad stanem wewnatrz— i miedzyczasteczkowego wigzania wodorowego oraz jego
wplywu na wlasciwosci fizykochemiczne réznorodnych uktadéw.



BADANIA FTIR-ATR I FLUORESCENCYJNE UKLADOW BIALKOWO-LIPIDOWYCH 111

ABSTRACT

Lipid-protein systems paly curtail roles in living systems [49]. Hence, a deter-
mination of their structure at different levels of organization is still one of the most
important tasks in many research projects. A study of lipid-protein systems is based
on many physicochemical techniques, such as spectroscopy of FTIR, Raman, fluo-
rescence, NMR, EPR, as well as DLS, DSC and TEM methods. In the presented
paper tow of the most frequently used methods, that is FTIR and fluorescence
spectroscopy, will be discussed in details. They are characterized by a relatively low
cost of sample preparation, a short measuring time, and they give a huge number
of structural and physicochemical information about lipid-protein systems. In the
FTIR-ATR spectroscopy many of vibrational bands are commonly used as very pre-
cise vibrational indicators of structural changes in lipids and proteins (Fig. 1) [1-6].
They allows to characterize lipid and protein components separately in mixed sys-
tems. Additionally, structural changes in lipid membranes can be monitored in one
FTIR-ATR experiment simultaneously in a region of hydrophilic lipid head-groups
(Fig. 5) [17, 18], in a hydrophobic part composed of hydrocarbon lipid chains (see
Figures 2 and 3) [7-9], and in a lipid membrane interface represented by ester lipid
groups (Fig. 4) [4, 6, 11, 12]. A secondary structure of proteins and peptides in diffe-
rent experimental conditions can be defined in the FTIR-ATR spectroscopy on the
base of amide I bands (Fig. 6 and Tabs 1, 2 and 3) [20-22]. A fluorescence spectro-
scopy is a complementary methods to FTIR spectroscopy in a study of lipid-protein
systems. It competes information about time-dependent and very fast (in a scale
of femtoseconds) structural processes in both lipids [41-45] and proteins [23, 27,
48]. The folding, denaturation, and aggregation of proteins and lipid membranes
accompanied by changes in an order, packing and hydration of the system under
study [23, 27, 41-45, 48].

Keywords: FTIR-ATR spectroscopy, fluorescence spectroscopy, anisotropy, REES
effect, fluorescence quenching, fluorescent probes, protein, lipid

Stowa kluczowe: spektroskopia FTIR-ATR, spektroskopia fluorescencyjna, anizo-
tropia, efekt REES, wygaszanie fluorescencji, model stanéw dyskretnych Trp, sondy
fluorescencyjne, biatko, lipid
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a-LA
AF
ATR
DPPC
FFT

FTIR-ATR

FRET

REES

RF
TEM

Tm

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

a-laktoalbumina (ang. a-lactalbumin)

anizotropia fluorescencji

technika ostabionego catkowitego odbicia (ang. atte-
nuated total reflectance, ATR)
dipalmitoilofosfatydylocholina (ang. dipalmitoilpho-
sphatidylcholine)

szybka transformata Fouriera (ang. fast Fourier trans-
form)

Fourierowska spektroskopia ostabionego catkowi-
tego odbicia w podczerwieni (ang. Fourier transform
infrared attenuated total reflectance)

fluorescencyjne rezonansowe przeniesienie energii
(ang. fluorescence resonance energy transfer), homo
FRET - efekt wystepujacy miedzy flouroforami jed-
nego rodzaju

heksagonalna symetria upakowania (ang. hexagonal
packing)

podczerwien (ang. infrared)

lamelarna faza cieklokrystaliczna (ang. lamellar liquid
crystalline)

lamelarna faza zelowa (ang. lamellar gel phase)
ortorombowa symetria upakowania (ang. orthorhom-
bic packing)

efekt czerwonego przesunigcia fal wzbudzenia (ang.
red edge excitation shift)

rezonans Fermiego

transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. trans-
mission electron microscopy), cryo-TEM — niskotem-
peraturowa odmiana TEM,

temperatura gtownego przejscia fazowego (ang. main
phase transition temperature)
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WPROWADZENIE

Uklady biatkowo-lipidowe stanowia podstawowe skladniki budulcowe kaz-
dej blony biologicznej. Dzigki duzej réznorodnosci w skladzie chemicznym bion
biologicznych, moga one petni¢ wiele zasadniczych funkcji biologicznych, np.
uczestnictwo w separacji komorek i organelli wewnatrzkomoérkowych, komunika-
¢ji biologicznej poprzez m.in. kontrole nad transportem energii i enzymow miedzy
oddzielonymi obszarami komorek, oraz wspétudzial w wielu szlakach metabolicz-
nych [49]. Ze wzgledu na zasadniczg rol¢ w funkcjonowaniu zywych organizmow,
systemy biatkowo-lipidowe staly si¢ przedmiotem szerokich badan, w ktérych zaan-
gazowano réznorodne metody fizykochemiczne, np. spektroskopi¢ FTIR, Ramana,
fluorescencyjna, NMR, EPR czy technike DLS, DSC i transmisyjng mikroskopie
elektronowg (TEM). W ramach niniejszej pracy zostang szczegélowo omdwione
dwie z wyzej wymienionych metod pomiarowych, tj. spektroskopia FTIR oraz flu-
orescencyjna. Metody te ze wzgledu na relatywnie niski koszt przygotowania prébek,
krotki czas pomiarowy a z drugiej strony bogactwo uzyskanych informacji o bada-
nym ukladzie sg szczegdlnie czesto stosowane do badan nad ukltadami biatkowo-
-lipidowymi. Zaletg spektroskopii FTIR jest mozliwo$¢ uzyskania na podstawie
analizy otrzymanych widm szczegétowych informacji strukturalnych o badanym
ukladzie. Wystepowanie szeregu pasm FTIR bedacych swoistymi markerami réz-
nych zmian strukturalnych pozwala na jednoczesny opis stanéw konformacyjnych,
odzialywan wewnatrz- i miedzyczasteczkowych w skali nie tylko catego uktadu ale
réwniez w odniesieniu do poszczegdlnych jego cze¢sci. Komplementarng metoda jest
spektroskopia fluorescencyjna, ktéra pozwala uzupelni¢ informacje strukturalne,
otrzymane na podstawie widm FTIR, o czasowo-zalezng charakterystyke bardzo
szybkich procesow, tzn. zachodzacych np. w skali femtosekundowych. Procesy fol-
dingu i agregacyjne bialek wynikajace ze zmiany w uporzadkowaniu, upakowaniu i
uwodnieniu ukladu moga by¢ z powodzeniem $ledzone z wykorzystaniem spektro-
skopii fluorescencyjne;j.

1. SPEKTROSKOPIA FTIR-ATR

Fourierowska spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni
(ang. Fourier transform infrared attenuated total reflectance, FTIR-ATR) jest jedna
z powszechnie stosowanych technik do badan uktadéw biologicznych, poczawszy
od peptydow zawierajacych jedynie kilka reszt aminokwasowych w czasteczce po
wyizolowane enzymy a nawet kompleksy peptyd-biatko i biatko-blona lipidowa
o duzych masach czasteczkowych. Metoda ta dostarcza informacji o strukturze
i oddziatywaniach miedzyczasteczkowych jak rowniez ujawnia zmiany strukturalne
wywolane zewnetrznym zaburzeniem (np. temperaturg lub pH) [1, 2]. Zastoso-
wanie w spektroskopii FTIR procedury szybkiej transformaty Fouriera (ang. fast
Fourier transform, FFT) umozliwia gromadzenie znacznej liczby interferogramow
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i zwigkszenie stosunku sygnatu do szumu (S/N), co sprawia, Ze zarejestrowane
widma odznaczajg sie zadawalajaca rozdzielczoscia [1] i moga by¢ z powodzeniem
stosowane przy badaniu ukladéw biologicznych w srodowisku wodnym.

Spektroskopia FTIR w polaczeniu z technikg ostabionego catkowitego odbicia
(ang. attenuated total reflectance, ATR) umozliwia rejestracje widm substancji nie-
transparentnych, probek o niskim stezeniu (< 0,3 mg/mL), zardwno w rozpuszczal-
niku wodnym jak i organicznym, w zawiesinie, czy tez w srodowisku btony lipidowej
[1-6]. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze metoda FTIR-ATR dostarcza informacji
o waskiej warstwie probki stycznej do powierzchni krysztatu [5].

1.1. DRGANIA FOSFOLIPIDOW

Wynikiem absorpcji §wiatla w zakresie $redniej podczerwieni przez czasteczki
fosfolipidéw, np. dipalmitoilofosfatydylocholina (DPPC) jest zbiér pasm drgan nor-
malnych w zakresie od 4000 do 700 cm™. Rysunek 1 przedstawia widmo FTIR-ATR
dwuwarstw DPPC w postaci suchego filmu wraz z przypisaniem pasm, ktorych
przewazajgca wiekszo$¢ stanowi powszechnie uzywanie markery zmian struktural-

nych badnych bton lipidowych.

Rysunek 1.~ Widmo FTIR-ATR suchego filmu DPPC o pH 8 zarejestrowane w temperaturze 25°C
Figure 1. FTIR-ATR spectrum of the dry DPPC film at pH 8 and 25°C

Drgania rozciggajace apolarnych tancuchow weglowodorowych tj. grup mety-
lenowych i metylowych, wystepuja w rejonie wysokoczestosciowym od 3100 do
2800 cm™'. Pasma drgan rozciaggajacych grupy metylenowej (v(CH,)), charakteryzuja
sie najwyzszg intensywnoscig z posréd wszystkich pasm fosfolipidu i leza przy okoto
29202850 cm™', odpowiednio dla drgania v, (CH,) i v(CH,). Parametry spektralne
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tych pasm jak polozenie i ksztalt, silnie koreluja z rodzajem fazy liotropowej i ter-
motropowej agregatow lipidowych. Ogrzewanie dwuwarstwy powyzej temperatury
glownego przejécia fazowego prowadzi do przesuniecia pasm v, (CH,) w strone
wyzszych liczb falowych i do ich wyraznego poszerzenia w wyniku wzrostu liczby
konformacji gauche wzduz wigzan C-C tancuchoéw alkilowych budujacych czasteczki
lipidowe. Pasma drgan grup metylowych wystepuja przy okoto 2956 cm™ (v, (CH,))
i 2870 cm™ (v,(CH,)). S3 to pasma o malej intensywnosci, przez co ich analiza
jest utrudniona. Ponadto, rozklad pasm wystepujacych w rejonie wysokoczestos-
ciowym (Rys. 2) pozwala na ujawniemie dwoch dodatkowych pasm, tj. REv (CH,)
i RFv(CH,) lezacych odpowiednio przy 2934 i 2900 cm™ i bedacych wynikiem
rezonansu Fermiego (RF) pomiedzy pierwszym nadtonem drgania § (CH,) i drgan
v(CH,) oraz v(CH,) [7]. PoloZenie pasm RFv (CH,) i RFv(CH,) silnie zalezy od
natury dwuwarstw lipidowych, tj. sktadu chemicznego, stopnia uwodnienia i fazy
termotropowej blony lipidowej [8].

Rysunek 2.  Dekonwolucja pasm wystepujacych w zakresie 3000-2800 cm™ dla dwuwarstw DPPC o pH 8
w postaci suchego filmu
Figure 2. Deconvolution of bands in the range of 3000-2800 cm™ for the DPPC dry film at pH 8

Drgania deformacyjne grup CH, i CH, daja pasma lezagce w obszarze
1500-1190 cm ™. Z poéréd drgan zginajacych grupy CH, nalezy wyrdzni¢ drgania:
nozycowe (8(CH,)), wachlarzowe (w(CH,)) oraz kotyszace (y(CH,)). Pasma pocho-
dzace od 6(CH,) i y(CH,) dominuja odpowiednio w zakresach 1480-1465 cm’™
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i 720-730 cm™. Ich potozenie i liczba odzwierciedlajg site oddziatywan miedzytan-
cuchowych i dostarczaja informacji o upakowaniu fancuchéw weglowodorowych
w hydrofobowej cze$ci blon lipidowych. Rysunek 3 przedstawia widma IR w zakre-
sie pasma drgan 0(CH,) zawiesiny liposoméw DPPC zarejestrowane w funkgji
temperatury. W miare wzrostu temperatury ukltadu, pasmo drgan §(CH,) przesuwa
sie w strone nizszych liczb falowych w wyniku zmiany symetrii upakowania blony
DPPC z heksagonalnej do zaburzonej heksagonalnej. Natomiast, wzrost tempera-
tury powoduje przesunigcie pasma drgan y(CH,) w strong przeciwna tj. w kierunki
wyzszych liczb falowych [8, 9].

Seria pasm drgan w(CH,) wystepuje w przedziale liczb falowych od 1370 do
1190 cm™ [8, 9]. Ich liczba koreluje z konformacja i ilociag grup CH, budujacych
tancuchy weglowodorowe czasteczek lipidowych. Dla fosfatydylocholin z uporzad-
kowanymi lancuchami mirystynowymi w konformacji all-trans pierwsze z sze-
$ciu pasm progresji pojawia sie przy 1325 cm™ a ostatnie przy 1204 cm™'. Nalezy
podkreslié, ze pasma te silnie pokrywajg sie z pasmem drgan v (PO,) [8].

Rysunek 3. Widma FTIR-ATR w zakresie pasma drgan §(CH,) uwodnionego filmu DPPC o pH 8 zarejestro-
wane w funkcji temperatury od 25 do 66°C

Figure 3. FTIR-ATR spectra in §(CH,) band range of the hydrated DPPC film at pH 8 collected from 25 to
66°C
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W przypadku wysokotemperaturowych faz termotropowych blon lipidowych,
drgania wachlarzowe grup CH, dajg takze pasma lezace powyzej 1330 cm™. Ich
polozenie odzwierciedla miejsce wystepowania konformacji typu gauche w lancu-
chu weglowodorowym. Konformacja gauche znajdujaca sie przy terminalnej grupie
CH, (ang. end gauche) daje pasmo przy okolo 1340 cm™. Z kolei, pasmo sekwencji
gauche-gauche (ang. double gauche) znajduje sie okoto 1350 cm™. W przypadku,
gdy dwie formy gauche oddziela konformacja trans (gauche-trans-gauche, gtg)
powstaje zgiecie (ang. kink) fancucha alkilowego, ktéremu odpowiada pasmo przy
~1370 cm™ [8]. Pasmo potozone przy ~1378 cm™' jest rezultatem symetrycznego
drgania deformacyjnego (6 (CH,), ang. methyl umbrella) konicowych grupy CH,
tancucha alifatycznego, za$, pasmo pochodzace od jego asymetrycznego odpowied-
nika (8, (CH,)) jest potozone przy okoto 1460 cm™. Poniewaz, absorbancja drgania
0,(CH,) jest niewrazliwa na konformacje fanicucha, jego pasmo jest czesto stosowne
jako standard wewnetrzny do normalizacji intensywnosci sgsiednich pasm drgania
w(CH,) [8].

Pasmo pojawiajace si¢ na widmie fosfatydylocholin w zakresie 1750-1700 cm™
pochodzi od drgan rozciagajacych grupy estrowej. Polozenie i liczba sktadowych
tego pasma silnie zalezg od sasiedztwa grup polarnych i liczby utworzonych wigzan
wodorowych. W przypadku dwuwarstwy w postaci suchego filmu, rozklad pasma
¥(C=0) odstania dwie skladowe z maksimum przy 1742 i 1725 cm™". Pierwsza skla-
dowa odpowiada drganiu grupy C=0 tancucha tluszczowego w konformacji sn-1
znajdujacej sie blizej hydrofobowych obszaréw zajmowanych przez tancuchy weglo-
wodorowe. Natomiast, drugie pasmo skladowe odpowiada grupie C=0 lancucha
tluszczowego w konformacji sn-2 ulokowanej w sasiedztwie fragmentu fosforano-
wego czesci polarnej dwuwarstwy [4, 6, 11, 12]. Pomimo wielu badan dotyczacych
pasma drgan v(C=0) uwodnionej dwuwarstwy lipidowej, jego analiza jest wcigz
tematem otwartym. Blume i wspotpracownicy [13] oraz Lewis i wspotpracownicy
[14], ktérzy zastosowali izotopowe podstawienie “C/"°C do badan nad konturem
pasma grupy C=0O dla uwodnionych dwuwarstw DPPC, zréznicowali skladowe
pasma v(C=0) ze wzgledu na liczbe utworzonych wigzan wodorowych z polarnymi
czasteczkami. Subpasmo przy wyzszych liczbach falowych (Rys. 4A) odpowiada
drganiu grupy C=0 cechujgcej sie stabyszymi i lub mniej licznymi kontaktami z cza-
steczkami wody. Natomiast subpasmo przesuniete w strone nizszych liczb falowych
pochodzi od drgan grupy C=0 zaangazowanej w wigksza liczbe wigzan wodorowych
z polarnymi czasteczkami wody. Przejscie z fazy zelowej do fazy cieklokrystalicznej
blony lipiodwej wiaze si¢ ze zmniejszeniem populacji pasma przy wyzszych liczbach
falowych na rzecz pasma przy nizszych liczbach falowych, co skutkuje przesunig-
ciem calej obwiedni pasma eksperymentalnego w strone dalekiej podczerwieni.
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Rysunek 4.  Widmo FTIR-ATR w zakresie pasma drgan v(C=0) uwodnionych filméw DPPC o pH 8 w fazie
zelowej
Figure 4. FTIR-ATR spectra in the range of v(C=0) band of the hydrated DPPC film at pH 8 in a gel phase

Pasma drgan v(COC) antysymetryczne i symetryczne wystepuja odpowiednio
przy 1180 i 1075 cm™ [15]. Pasmo drgan v _(COC) czesto ulega rozszczepieniu na
dwie skltadowe z maksimum przy 1190 i 1170 cm™' pochodzace od absorpcji grup
C-0-0 w poszczegdlnych tancuchach sn-1 i sn-2 [7, 15]. Binder i wspdtpracownicy
[16] sugeruja, ze zmiany w obrebie tych pasm s3 zwigzane ze wzrostem uwodnienia.

Najbardziej rozpoznawalnymi pasmami drgan czeéci polarnej fosfolipidowych
blon lipidowych sg pasma pochodzace od grupy fosforanowej. Asymetryczne i syme-
tryczne drgania grupy _ daja pasma odpowiednio w zakresach: 1255-1225 cm™
(v,(PO,))11095-1085 cm™" (v,(PO,)) [15]. Podobnie jak w przypadku pasma drgan
v(C=0), réwniez pasmo drgan v_(PO,) wykazuje duzg wrazliwo$¢ na zmiane polar-
nosci otoczenia i mozliwos¢ oddzialywania poprzez wigzanie wodorowe. Podczas
uwadniania dwuwarstwy lipidowej maksimum pasma drgania v_(PO,) przesuwa
sie w strone nizszych liczb falowych co jest nastepstwem zwigkszania populacji
lipidowych grup fosforanowych oddziatujacych z czasteczkami wody. Rysunek 5
pokazuje zalezno$¢ miedzy stopniem uwodnienia dwuwarstw DPPC a polozeniem
pasma v_(PO,). Ponadto, Lee i Chapman [17] wykazali, ze w przypadku uwod-
nionych dwuwarstw DPPC polozenie pasma drgan v _(PO,) nie ulega zmianie
w trakcie gléwnego przejscia fazowego. Jest to spowodowane wysyceniem wigzan
wodorowych przez grupe fosforanowa juz w fazie zelowej btony, gdzie mamy juz
do czynienia z utworzeniem pelnej powloki hydratacyjnej. W konsekwencji dal-
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sze uwodnienie blony lipidowej podczas przejscia do fazy ciektokrystalicznej nie
wplywa na wlasciwosci spektralne dragn grupy PO, Natomiast, potozenie pasma
pochodzacego od drgania v (PO,) przede wszystkim odzwierciedla zmiany konfor-
macji fragmentu fosforanowego [18].

Rysunek 5. Widma FTIR-ATR w regionie asymetrycznych drgan grupy PO, dla dwuwarstw DPPC o pH 8
w postaci suchego (kolor niebieski) i uwodnionego filmu (kolor czerwony)

Figure 5. FTIR-ATR spectra of asymmetric vibrations of PO, groups of DPPC bilayers at pH 8, in dry (blue
color) and hydrated film (red color)

Ponadto, fragment C-O-P-O-C czeéci fosforanowej czasteczki lipidu daje
pasma przy okolo 1145, 1120, 1055 i 985 cm™'. Dwa pierwsze pochodza od drgania
rozciggajacego wiazania pomiedzy atomem tlenu i wegla polaczonego w pierwszym
przypadku z czeécig cholinows (C°), a w drugim z fragmentem glicerynowym (C°).
Dwa kolejne pasma nalezg do drgania wigzania P-O od strony grupy cholinowe;j
(v(P-O(C%))) i glicerynowej (v(P-O(C%))) [15].

Pasma drgan grupy cholinowej tworzacej najbardziej zewnetrzng czes$¢ blony,
wystepuja w trzech rejonach widma FTIR. W zakresie od 3050 do 3000 cm ™' pojawia
si¢ mato intensywne pasmo pochodzace od drgan v (CH,), ; Podczas uwodnienia
suchego filmu, pasmo to przesuwa si¢ w kierunku dtuzszych fal na skutek ostabienia
oddzialywania miedzy cholinowa grupa metylowa i grupa fosforanowa [12]. Pasma
drgan §_(N"(CH,)) i 6 (N"(CH,)) wystepuja w sasiedztwie pasma drgan 6(CH,),
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odpowiednio przy 1485 cm™ i 1405 cm™'. Natomiast, pasma drgan v (C-N"(CH,))
i v (C-N*(CH,)) wystepuja przy 970 cm ™' i 920 cm ™" [15].

1.2. WIDMO FTIR-ATR BIALEK

Jedna z najcze$ciej stosowanych metod w badaniach nad strukturg i dynamika
bialek jest spektroskopia w podczerwieni, ktéra pozwala na rejestracje widm biatek
nie tylko w metnych zawiesinach, ale réwniez w $rodowisku dwuwarstwy lipido-
wej. Wymienione zalety czynia technike FTIR szczegélnie przydatng w poznawaniu
mechanizméw proceséw zachodzacych na poziomie bton biologicznych, stanowia-
cych uklady biatkowo-lipidowe [4].

Naswietlenie probki bialka promieniowaniem z zakresu $redniej podczerwieni,
wzbudza drgania grup amidowych tancucha polipeptydowego oraz reszt aminokwa-
sowych, ktorych charakterystyczne czestosci dla licznych grup bialek i peptydéw sg
opisane w literaturze [19, 20].

Drgania grup szkieletu polipeptydowego sa powszechnie charakteryzowane
na podstawie drgan wzrorca, tj. N-metyloacetamidu, najmniejszej czasteczki posia-
dajacej grupe amidowg w konformacji trans. Jesli przyjmiemy za masy punktowe
grupy metylowe, wowczas otrzymamy 6-atomowy uklad, ktéry powinien wykony-
wac¢ 12 drgan normalnych (9 drgan amidowych i 3 drgania szkieletowe) [19]. Rysu-
nek 6 przedstawia 5 najwazniejszych pasm amidowych na przykiadzie widma FTIR
ATR zarejestrowanego dla suchego filmu a-laktoalbuminy.

Rysunek 6.  Widmo FTIR-ATR dla suchego filmu o laktoalbuminy przy pH 8 w temperaturez 25°C
Figure 6. FTIR-ATR spectrum in of a laktalbumin dry film at pH 8 and 25°C
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Tabela 1. Charakterystyka pasm amidowych wystepujacych na widmie przedstawionym na Rysunku 6

Table 1. Characteristics of the amide bands present in the spectrum shown in Figure 6
Przyblizone polozenie (cm™) Symbol pasma amidowego Przypisanie [2, 19]
~3300 A v(NH) w rezonansie Fermiego
~3100 B z I nadtonem drgania Amid II
1610-1695 I (C=0)
1480-1575 il S(NH) & v(CN)
1220-1320 III v(CN) & 6(NH)

Pasma Amid A i B (Tab. 1) s3 najbardziej przesunietymi pasmami w strone
bliskiej podczerwieni. Pochodzga od drgania rozciagajacego grupy NH sprzezonego
rezonansem Fermiego z pierwszym nadtonem drgania Amid II. Polozenie pasma
Amid A zalezy od sily oddziatywania wodorowego grupy NH i lezy w przedziale od
3310 do 3270 cm™. Z kolei, pasmo Amid B polozone jest w zakresie 3100-3030 cm™,
jednak z powodu niskiej intensywnosci jest zwykle pomijane w analizach [19].

W zakresie liczb falowych 1610-1695 cm ™, wystepuje pasmo Amid I z dominu-
jacym wktadem od drgania v(C=0). Pozostale znacznie mniejsze wktady pochodza
od drgan: v(CN), 6(CCN) i (NH) w plaszczyznie wigzan. Analiza pasma Amid
I odgrywa kluczowa rol¢ w okresleniu rodzaju struktury drugorzedowej biatka
(Tab. 2). W obrebie pasma Amid I wystepuje szereg pasm skladowych, ktére mozna
wyodrebni¢ stosujac dekonwojucje Fouriera lub metode fitowania [19]. Ich potoze-
nie niemal wylgcznie zalezy od sity wigzania wodorowego spinajacego poszczegolne
elementy struktury drugorzedowej (Tab. 2) Podczas okreslania wkiadu struktury
B-kartki do struktury biatka, nalezy uwzgledni¢ réwniez fakt, ze drganie v(C=0)
cechuje wysoki molowy wspoétczynnik absorpcji, ktéry podwyzsza jego aktywnos¢
spektralng [19].

Tabela 2. Polozenie sktadowych pasma Amid I odzwierciedlajace rodzaj struktury drugorzedowej biatka
[2]. 1Warto$ci molowego wspdlczynnika absorpcji wyznaczono wzgledem wewnetrznego stan-
dardu TSPA [21].

Table 2. The position of amide component band and correlated types of protein secondary structure [2]
1Values molar absorption coefficient was determined relative to the internal standard TSPA [21]

. - 4 . . Molowe wspotczynniki
Przyblizone polozenie (cm™) Rodzaj struktury drugorzedowej absorpaji’ [21]
antyréwnolegta B-kartka

1675-1695 (sktadowa wysokoczesto$ciowa)

1660-1685 B-zgigcie 1,42+ 0,83
16601670 3,, helisa

1648-1660 a-helisa 2,96 £ 0,20
1652-1660 struktury nieregularne 1,61 + 0,07
1625-1640 antyrown?legla ﬁ—ka,rt.ka 427028

(sktadowa niskoczestosciowa)
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Molowe wspotczynniki

Przyblizone polozenie (cm™) Rodzaj struktury drugorzedowej absorpei [21]

1610-1628 forma zagregowana f-struktury

Pasmo Amid II wykazuje takze wrazliwo$¢ na zmiany w strukturze drugorze-
dowej badanych biatek, cho¢ nie jest ono w interpretacji tak jednoznaczne jak Amid
I, gtownie z powodu wplywu drgan fancuchéw bocznych. Pasmo Amid II pocho-
dzi gléwnie od drgania §(NH) w plaszczyznie wigzania i dgrania v(CN), natomiast
w mniejszym stopniu od drgan §(C-O) oraz v(CC) i v(NC). W zakresie liczb falo-
wych od 1400 do 1200 cm™ wystepuje pasmo Amid III, ktére jest wynikiem sprze-
zenia drgan §(NH) i v(CN) z niewielkim wkiadem od drgan §(C-O) oraz v(C-C).
Pasmo to wykazuje mniejsze powinowactwo do konformacji taiicucha polipepty-
dowego z powodu znacznego wplywu drgan szkieletu C-C i drgan reszt aminokwa-
sowych. Trzy pasma drgania v(C-C) szkieletu lezg w zakresie 1200-880 cm™ [19].

Pomimo, ze pasma Amid II i III wykazuja mniejsza specyficznos¢ wzgledem
przestrzennej konformacji tancucha polipeptydowego, s3 réwniez stosowane do
okreslenia typu struktury drugorzedowej (Tab. 3). W przypadku badan prowadzo-
nych metoda spektroskopii w podczerwieni, analizie poddaje si¢ gléwnie pasma
Amid I1i1II. Natomiast, podczas badan spektroskopig Ramana analizowane sg pasma
Amid IiIIL.

Tabela 3. Polozenie sktadowych pasm Amid II i III odzwierciedlajace rodzaj struktury drugorzedowej
biatka [22]

Table 3. The position of subcomponents of Amide II and III bands reflects a type of the protein secondary
structure [22]

Rodzaj struktury drugorzedowej Pasmo amidowe Przyblizone potozenie (cm™)
11 1545
a-helisa - 1293, 1300-1311, 1316-1320,
1331
11 1530
B-kartka - 1223-1225, 1231-1238, 1242,
1248-1251
B-zgiecie I 1528, 1577
struktury nieregularne 111 1244, 1259-1269, 1280-1290

Analiza widm FTIR wodnych roztworéw biatka moze stwarza¢ duze problemy
z powodu silnego nakladania si¢ pasm pochodzacych od drgan rozpuszczalnika
z pasmami amidowymi. W zakresie charakterystycznym dla pasm Amid A i B
wystepujg pasma drgan v, (OH) wody. Z kolei, pasmo Amid I jest zastaniane przez
silne pasmo drania §(OH) wody. W celu uzyskania widma czystego biatka nalezy
zastosowac procedure odjecia widma zarejestrowanego dla samego rozpuszczalnika
(1,2, 5].
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Dodatkowo badanie struktury drugorzedowej na podstawie pasm amidowych
jest utrudnione z powodu wystepowania w ich zakresach pasm drgan fancuchéw
bocznych. Oszacowano, ze 10-30% catkowitej absorpcji wystepujacej w zakresie
liczb falowych od 1610-1700 cm™ pochodzi od drgan taricuchéw bocznych. Sg to
przede wszystkim pasma drgan v(C=0) grupy Gln i Asn oraz v, (CN,H,) grupy
Arg [20]. Jednak, analiza pasm reszt aminokwasowych, moze takze dostarczy¢ waz-
nych informacji o mechanizmach reakcji, w ktorej badane bialko jest zaangazowane.
Zakresy charakterystyczne dla reszt aminokwasowych bialek zostaly szczegétowo
omoOwione w literaturze [20].

2. SPEKTROSKOPIA FLUORESCENCYJNA

Badania nad strukturg i dynamika ukladéw biatkowo-lipidowych mozna takze
przeprowadzi¢ stosujac metode spektroskopii fluorescencyjnej, ktora dostarcza
informacji o lokalnym otoczeniu fluoroforéw. Fluorofory to czgsteczki lub grupy
atomow, ktore po wzbudzeniu fluoryzuja, czyli emituja promieniowanie z najniz-
szego oscylacyjnego poziomu pierwszego elektronowego stanu wzbudzonego. Flu-
orofory mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza z nich obejmuje tzw. fluorofory
wewnetrze, czyli takie, ktore wystepuja naturalnie w badanej czgsteczce, np.: aroma-
tyczne reszty aminokwasowe bialek. Natomiast, drugg grupe stanowig fluorofory
zewnetrzne, ktore sg stosowane w badaniach prébek niefluoryzujgcych takich jak
blony lipidowe [23].

2.1. WEWNETRZNA FLUORESCENCJA BIALEK

Peptydy i bialka wykazuja wewnetrzng (inherentng) fluorescencje, ktéra
pochodzi od trzech aromatycznych reszt aminokwasowych: tryptofanu, tyrozyny
i fenyloalaniny. Dominujacy wktad w emisje bialka pochodzi od tryptofanu, kto-
rego wspolczynnik absorpcji ma najwickszg wartos¢ z posréd wymienionych wyzej
aminokwasow. Dodatkowo, energia zaabsorbowana przez tyrozyne i fenyloalanine
jest czesto przenoszona do tryptofanu. Aminokwas ten charakteryzuje sie takze naj-
dluzsza linig wzbudzenia, co pozwala na jego selektywne wzbudzenie dtugoscia fali
réwna lub wiekszg od 295 nm [23, 24].

Absorpcji promieniowania z zakresu 260-300 nm towarzysza elektronowe
przejscia absorpcyjne pomiedzy orbitalami 7->7* w obrebie pierscienia indolowego
tryptofanu oznaczane symbolami 'L i 'L, [23, 25, 26] zgodnie z nomenklaturg
zaproponowang przez Platt’a [27]. Ich wektory sa zorientowane prostopadle wzgle-
dem siebie jak przedstawia Rysunek 7.
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Rysunek 7. Struktura tryptofanu wraz z elektronowym przejsciem absorpcyjnym pierscienia indolowego
Figure 7. The structure of tryptophan with electron transition absorption of the indole ring

Widmo emisji tryptofanu jest bardzo wrazliwe na tworzenie wigzan wodoro-
wych do grupy iminowej. W rozpuszczalnikach niepolarnych, np. w cykloheksanie,
pasmo emisji tryptofanu jest niemal odbiciem lustrzanym pasma absorpcji przejscia
'L,. W przypadku rozpuszczalnikow polarnych, np. etanolu, pasmo emisji wykazuje
cechy pasma absorpcyjnego przejscia 'L. Powodem tego efektu, jest fakt, ze duzy
wplyw na przejscie 'L, ma polarno$¢ rozpuszczalnika, ktére obniza poziom jego
stanu energetycznego. W cykloheksanie, dominuje przejécie 'L,, poniewaz jego stan
ma nizsza energie w poréwnaniu z 1La [23, 25, 28].

Podobna zalezno$¢ miedzy emisja Trp a polarnoscia jego otoczenia ma miej-
sce w przypadku wodnych roztworéw bialek. Gdy fancuch boczny tryptofanu jest
zamkniety wewnatrz czasteczki w tzn. hydrofobowym pudle, utworzonym przez
apolarne reszty aminokwasowe, polozenie i struktura jego pasma emisyjnego jest
zdominowana przez wkiad od przejécia 'L,. Wraz ze wzrostem polarnosci otocze-
nia Trp, np. w wyniku ekspozycji na czasteczki wody lub polarne fancuchy boczne,
pasmo emisji Trp przesuwa sie w kierunku dtuzszych fal (ang. red-shift effect). Nalezy
jednak podkresli¢, ze w przypadku biatek wielo-tryptofanowych obserwowana flu-
orescencja obrazuje usrednione warunki otoczenia wszystkich reszt tryptofanowych
[23, 26, 29].

Burstein i wspotpracownicy przedstawili model standéw dyskretnych Trp wraz
z pigcioma najbardziej prawdopodobnymi formami spektralnymi [23, 26, 29, 30]:

+ Klasa A (A =308 nm) odpowiada fluoroforowi w izolowanym hydrofobo-
wym wnetrzu czasteczki biatka, bez mozliwosci tworzenia wigzan wodoro-
wych.

« Klasa S (A_ = 316 nm) obejmuje reszty Trp w apolarnym wnetrzu bialka,
ktdre tworzg eksipleksy w stechiometrii 1:1.

« KlasaI(A = 330-332 nm) reprezentuje reszty Trp w apolarnym wnetrzu
bialka, zdolne do formowania eksiplekséw w stechiometrii 2:1.

o Klasa II (A = 340-342 nm) obejmuja reszty Trp czesciowo wyekspono-
wane w kierunku polarnego rozpuszczalnika lub innych polarnych reszt
aminokwasowych.

o Klasa IIT (A= 350-353 nm) zawiera calkowicie wyeksponowane reszty
Trp, otoczone przez wysoce mobilne czasteczki wody generujace efekt
relaksacji rozpuszczalnikowej, co skutkuje przesunieciem maksimum emisji
w kierunku dtuzszych fal.
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Intensywno$¢ fluorescencji tryptofanu, podobnie jak polozenie jego mak-
simum, jest rdwnie czesto monitorowane w badaniach nad zmianami struktural-
nymi bialek wywolanych, np. zmiang pH czy oddzialywaniem z blong lipidowa.
Trp ukryty we wnetrzu natywnej czasteczki biatka moze znajdowac si¢ w kontakcie
z resztami aminokwasowymi, ktdre powoduja gaszenie statyczne jego fluorescen-
cji [31]. Chen i wspdlpracownicy [32] sklasyfikowali reszty aminokwasowe w dwie
grupy wedlug mechanizmu bezpromienistej dezaktywacji stanu wzbudzonego. Naj-
bardziej powszechnym procesem jest przeniesie elektronu w stanie wzbudzonym
(ang. excited-state electron transfer) katalizowane przez grupy: amidowg reszt glu-
taminowych i asparginowych, karboksylowg reszt kwasow glutaminowego i aspa-
raginowego, tiolowa cysteiny i imidazolowa histydyny. W tej klasie gaszenie moze
wystapi¢ nawet przy odlegtoéci powyzej 10 A. Drugim mechanizmem bezpromieni-
stym dezaktywacji stanu wzbudzonego jest przeniesienie protonu (ang. excited-state
proton transfer). W ten proces zaangazowane s3 grupy -NH, i ~OH reszt lizyny
i tyrozyny, ktére znajduja sie w odlegtosci nie wiekszej niz 8 A od pierscienia indo-
lowego [33, 34].

Ponadto, gaszenie moze nastgpowaé pomiedzy resztami tryptofanéw odda-
lonych nawet o 16 A przez wzajemne fluorescencyjne rezonansowe przeniesienie
energii oznaczane jako homo FRET (ang. homo-fluorescence resonance energy
transfer) [23, 31, 5]. Co wigcej, oslabienie fluorescencji moze nastgpowaé poprzez
oddzialywanie NHeeor ilekro¢ reszty fenyloalaniny lub tyrozyny znajda si¢ w odle-
glosci mniejszej niz 7 A od faiicucha bocznego tryptofanu [36, 37].

2.2. Efekt czerwonego przesuniecia fali wzbudzenia

Efekt czerwonego przesuniecia fal wzbudzenia (ang. red edge excitation
shift, REES) obserwowany jest gtéwnie w przypadku aromatycznych fluoroforéw
w polarnych roztworach o duzej lepkosci lub w skondensowanych fazach. Polega on
na przesuni¢ciu maksimum fluorescencji w kierunku dluzszy fal na skutek wzrostu
diugosci linii wzbudzenia [37, 38], co jest przykladem odstepstwa od reguly Kashy
[23, 39]. U podstaw efektu REES lezy zmiana oddzialywania fluorofor rozpuszczal-
nik w podstawowym i wzbudzonym stanie, ktéra wymusza reorientacje czasteczek
rozpuszczalnika wokoét wzbudzonego fluorofora [23, 37-39].

Tory oraz Merrill [38] wyjasnili efekt czerwonego przesuniecia na podstawie
dwustanowego modelu relaksacji rozpuszczalnikowej. Wzbudzenie uktadu w mak-
simum absorpcji powoduje przejscie fluoroforu do stanu wzbudzonego E. Jesli
w trakcie jego trwania nie nastgpi reorientacja czasteczek rozpuszczalnika w otocze-
niu fluoroforu, emisja zachodzi ze stanu wzbudzonego F. Natomiast, jesli dojdzie do
reorientacji wowczas energia stanu wzbudzonego F moze ulec obnizeniu do stanu
wzbudzonego R. Czas tej relaksacji jest zdeterminowany przez nature oddziatywa-
nia fluorofor rozpuszczalnik oraz przez szybkos¢ z jaka to oddzialywanie jest mody-
fikowane przez moment dipolowy nowego stanu wzbudzenia.
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W wyniku wzbudzenia uktadu do stanu F i R odpowiednio promieniowaniem
o dtugodciach fali A, i A, przy relacji A, >> A, emisja moze nastapi¢ wedtug trzech
mechanizméw w zaleznosci od wlasciwosci rozpuszczalnika. W przypadku, gdy
fluorofor znajduje sie¢ w otoczeniu czasteczek rozpuszczalnika o niskiej lepkosci
lub w podwyzszonej temperaturze, czas zycia staniu wzbudzonego F jest znacznie
dtuzszy od czasu reorientacji czasteczek rozpuszczalnika. W tej sytuacji, czasteczki
rozpuszczalnika ulegajg przeorganizowaniu zanim nastgpi fluorescencja, a obser-
wowana emisja nie zalezy od diugosci fali wzbudzenia. W konsekwencji, pasma
emisji ze stanu F jak rowniez ze stanu R lezg przy tej samej dtugosci fali A,

W warunkach posredniej lepkosci rozpuszczalnika lub temperatury, czas zycia
stanu wzbudzonego jest poréwnywalny z szybkoscia relaksacji rozpuszczalnika.
W tych okoliczno$ciach, wzbudzenie promieniowaniem o wyzszej energii prowadzi
do fluorescencji zar6wno ze stanu F jak i ze stanu R, co skutkuje wyraznie poszerzo-
nym pasmem z maksimum pomiedzy A, a A,

Gdy fluorofor znajduje si¢ w rozpuszczalnikach o duzej lepkosci lub w niskich
temperaturach, szybkos¢ fizycznej reorientacji dipoli rozpuszczalnika drastycznie
maleje i jest znacznie dtuzsza od czasu Zycia stanu wzbudzonego E W tym przy-
padku, po wzbudzeniu ukladu promieniowaniem o dtugosci A, nie nastepuje relak-
sacja do stanu R i fluorescencja nastepuje z wyzej energetycznego stanu F. Z tej
przyczyny, pasmo emisji przesuwa si¢ w kierunku krétszych fal (ang. blue-shift).
Natomiast, naswietlenie uktadu promieniowaniem o nizszej energii (Ex(R)) powo-
duje fotoselektywne wzbudzenie tylko tej czesci populacji fluoroforéw, w sasiedz-
twie ktorych orientacja dipoli rozpuszczalnika obniza réznice energetyczng miedzy
stanem podstawowym i wzbudzonym. W zwiazku z tym, ich pasma absorpcji i emi-
sji sg przesuniete w strong dluzszych fal i obserwujemy efekt REES.

Sledzenie efektu czerwonego przesuniecia fali wzbudzenia daje mozliwos¢
monitorowania lokalnego $rodowiska i dynamiki fluoroforu [31]. Dostarcza infor-
macji o wzglednej dynamice relaksacji czgsteczek rozpuszczalnika np. wody, ktora
jest ,optycznie cicha” w tej technice pomiarowej. Jest to szczegdlnie istotne w bada-
niach nad ukladami biologicznymi, gdzie hydratacja odgrywa kluczowa role w wielu
procesach biologicznych w tym fatdowaniu bialek i ich oddzialywaniu z btong lipi-
dowa [31, 39, 40].

2.3. SONDY FLUORESCENCY]JNE JAKO MARKERY BLON LIPIDOWYCH

Lipidy w przeciwienstwie do biatek, nie wykazuja inherentnej fluorescen-
cji [23]. Dlatego zastosowanie spektroskopii fluorescencyjnej w badaniach bton
lipidowych wymaga uzycia fluoroforéw zewnetrznych [41], ktore daja mozliwos¢
monitorowania mikroskopowej lepkosci, polarnosci, stopnia hydratacji jak réwniez
uporzadkowania czgsteczkowego, relaksacji rozpuszczalnikowej i potencjatu elek-
trostatycznego miejsca, gdzie znacznik jest ulokowany [42].
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Aby fluorofor mdgl petni¢ role sondy fluorescencyjnej, jego emisja powinna
cechowac si¢ wysoka wydajno$cia kwantowg, ktora zapewni widmo ,,dobrej jakosci”
przy niskim stezeniu sondy. Musi takze wykazywac si¢ wysoka ,,czutoscig’, co ozna-
cza, ze zmiana wlasciwosci spektralnych znacznika koreluje z przemianami zacho-
dzacymi w jego otoczeniu poprzez zmiany intensywnosci, potozenia maksimum
fluorescencji czy wartosci anizotropii wzbudzenia. Ponadto, ich struktura powinna
zapewni¢ specyficzne rozmieszczenie w danym rejonie blony [42, 43].

Najbardziej powszechnymi sondami stosowanymi w badaniach bton lipido-
wych sg dwie pochodne naftalenu: Laurdan (6 dodekanoylo 2 dimetyloaminona-
ftalen) i Prodan (6 propionyl 2 dimetyloaminonaftalen), ktérych fluorescencja jest
niezwykle czufa na zmiane polarnosci otoczenia (Rysunek 8) [44, 45]. Fluoryzuja-
cym elementem tych sond jest pierscien naftalenu, ktdry posiada moment dipolowy
postaly w wyniku cz¢sciowej separacji fadunku pomiedzy grupa 2 dimetyloaminowag
a 6 karbonylows, zachodzacej m.in. w satnie wzbudzonym w polarnym otoczeniu.
Podczas wzbudzenia wzrasta moment dipolowy, ktéry moze powodowa¢ reorien-
tacje dipoli polarnych czasteczek rozpuszczalnika. Energia wymagana na przeorga-
nizowanie rozpuszczalnika obniza stan wzbudzenia znacznika, co jest widoczne na
widmie jako przesuniecie maksimum emisji w kierunku diuzszych fal. Natomiast
w przeciwnym przypadku, gdy sonda znajduje si¢ w rozpuszczalniku apolarnym,
maksimum fluorescencjijest przy falach krétszych [43-45].

W blonie lipidowej polozenie maksimum emisji Laurdanu i Prodanu silnie
zalezy od stopnia uwodnienia dwuwarstwy, ktora ulega zmianie, np. podczas glow-
nego przejécia fazowego [45] (Rys. 9). W fazie zelowej, blona lipidowa jest zhydra-
towana w malym stopniu i relaksacja rozpuszczalnikowa nie zachodzi. Maksimum
pasma emisji omawianych sond w dwuwarstwie lipidowej w fazie L, wystepuje przy
~440 nm. Wzrost temperatury powoduje rozluznienie dwuwarstwy, co ulatwia
penetracje czasteczek wody w region wystepowania sondy fluorescencyjnej. Docho-
dzi wéwczas do przekazania energii stanu wzbudzonego na reorientacj¢ dipoli wody
wokot fluoroforu i pasmo jego emisji ulega przesunieciu w kierunku dluzszych fal
[43-45]. Do ilosciowej charakterystyki przesuniecia emisji sondy fluorescencyjnej
stosowany jest parametr zwany ,,generalng polaryzacja” [46].
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Rysunek 8.  Specyficzne rozlokowanie czasteczek Laurdanu i Prodanu w uwodnionej monowarstwie lipidowej
Figute 8. Specific deployment of Laurdanu and Prodanu molecules in a hydrated lipid monolayer

Pomimo opisanych powyzej podobienstw, Laurdan i Prodan réznig si¢ pod
wzgledem miejsca rozmieszczenia w blonie lipidowej. Laurdan dzieki dwunastowe-
glowemu tancuchowi alifatycznemu wbudowuje si¢ w apolarne wnetrze dwuwar-
stwy, a jego grupa fluoryzujaca znajduje si¢ wowczas na poziomie grup estrowych
lipidéw. Natomiast, krétki propylowy fancuch Prodanu uniemozliwia zakotwiczenie
sondy w czesci hydrofobowej, i czes¢ czasteczek Prodanu pozostaje w wodzie. Ich
pasmo emisyjne lezy w poblizu 520 nm. Dodatkowo, w poréwnaniu z Laurdanem,
Prodan jest ulokowany blizej grup fosforanowych lipidéw w bardziej polarnym oto-
czeniu. Dzieki temu jest zdolny do wykrycia subtelniejszych zmian uwodnienia cze¢-
$ci hydrofilowej btony spowodowanych np. przedprzej$ciem lub zmiang polarnosci
wywolanej inkorporacjg biatka w dwuwarstwe lipidowg [43, 45].
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Rysunek 9.  Widma emisyjne Laurdanu (A) i Prodanu (B) wbudowanego w dwuwarstwy liposoméw DPPC
w fazie zelowej (kolor niebieski) i cieklokrystalicznej (kolor czerwony)

Figure 9. Emission spectra of Laurdan (A) and Prodan (B) incorporated into a bilayer wall of DPPC liposo-
mes in the gel phase (blue color) and the liquid-crystal phase (red color)

2.4. ANIZOTROPIA FLUORESCENCJI

Anizotropia fluorescencji pozwala §ledzi¢ zmiany uporzadkowania i sztywnosci
lokalnego otoczenia fluoroforu spowodowanych procesem denaturacji, przej$ciem
fazowym lub asocjacja [23, 47, 48]. W wyniku wzbudzenia $wiatlem spolaryzowa-
nym, w wielu przypadkach emisja jest takze spolaryzowana, a jej stopien jest okre-
$lany przez anizotropie (RFL). Zrodtem anizotropii jest wystgpienie absorpcyjnego
i emisyjnego momentu przejscia wzdluz okreslonych kierunkéw w strukturze flu-
oroforu. Pomiar anizotropii opiera si¢ na fotoselektywnym wzbudzeniu fluoroforéw
wywolanym naswietlaniem spolaryzowana wigzka. W roztworach jednorodnych
fluorofory w stanie podstawowym sa losowo zorientowane. Jesli na taki uklad pada
$wiatlo spolaryzowane, wzbudzane beda preferencyjnie te fluorofory, ktérych wek-
tor momentu przejscia jest rownolegly do wektora elektrycznego promieniowania
wzbudzajgcego. Relaksacja promienista moze odbywac si¢ poprzez emisje $wiatla
spolaryzowanego wzdluz okreslonej osi czasteczki fluoroforu [23].

Pomiar RFL wymaga uzycia dwoch polaryzatoréw: wzbudzenia i emisji umiej-
scowionych odpowiednio przed i za probka. Wartos¢ anizotropii fluorescencji
wyznacza si¢ stosujac nastepujacy wzor [23, 47, 48]:

I =1,

R =—1
I +21,

gdzie, I to intensywnos¢ fluorescencji mierzona z polaryzatorem wzbudzenia
i emisji zorientowanymi wertykalnie, I, — intensywnos¢ fluorescencji zarejestro-
wana z uzyciem polaryzatora wzbudzenia skierowanego wertykalnie, a emisji hory-
zontalnie.
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Najczesciej wystepujacym zjawiskiem, ktéry obniza zmierzong warto$¢ RFL
jest dyfuzja rotacyjna. Polega na zmianie orientacji wektora momentu przejscia
emisji podczas trwania stanu wzbudzonego. Rotacja dyfuzyjna jest uwarunkowana
sztywnoscia otoczenia wzbudzonego fluoroforu. Jesli znajduje sie on w srodowisku
ograniczajacym ruchliwos¢, wowczas emisja jest takze spolaryzowana réwnolegle
do kierunku wektora elektrycznego promieniowania padajacego. Natomiast, gdy
fluorofor ma duzg swobodg rotacji i moze przeorientowywac sie¢ wielokrotnie pod-
czas stanu wzbudzonego, to kierunek $§wiatta emitowanego bedzie zrandomizowany,
a anizotropia fluorescencji bliska zeru [23]. Zatem, warto$¢ RFL odzwierciedla
wzgledne przemieszczenie sie fluoroforu w czasie trwania stanu wzbudzonego.

Z powodu przedstawionej zalezno$ci miedzy anizotropia fluorescencji a dyfu-
zja rotacyjng wzbudzonego fluoroforu, spektroskopia fluorescencyjna jest technika
chetnie stosowana w charakterystyce przemian zachodzacych w uktadach biologicz-
nych. Pomiar widma anizotropii oraz emisji fluorescencji pozwala uzyska¢ kohe-
rentny opis lokalnych zmian w wzbudzanym uktadzie [48].

UWAGI KONCOWE

Pomiary widm FTIR-ATR pozwalaja na $§ledzenie zmian strukturalnych zacho-
dzacych na trzech poziomach molekularnych bton lipidowych, tj. w rejonie wyste-
powania polarnych grup lipidowych, w hydrofobowym wnetrzu blony utworzonym
przez apolarne lancuchy weglowodorowe czasteczek lipidowych, oraz pomiedzy
obszarem hydrofilowym i hydrofobowym reprezentowanym przez lipidowe grupy
estrowe. Z kolei, widma fluorescencyjne sa zrédlem informacji o uwodnieniu,
sztywnosci i upakowaniu czgsteczek budujacych systemy bton lipidowych. Badanie
struktur drugorzedowych czasteczek biatek i peptyddéw jest domeng spektroskopii
FTIR. W zdobywaniu informacji o agregacji i foldingu biatek i peptydéw kluczowy
role pelni réwniez spektroskopia fluorescencyjna. Na podstawie analizy wynikow
z obu metod pomiarowych, uzyskuje si¢ komplementarny i spéjny obraz zmian
strukturalnych na poziomie molekularnym bialka, modelowej btony lipidowe;j
i mieszanych uktadéw bialkowo-lipidowych.
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Praca zbiorowa pod redakcja Kamili Zelechowskiej, Nanotechnologia w praktyce, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2016, wyd. pierwsze, oprawa migkka s. 265.

W roku 2016 ukazata si¢ nakladem Wydawnictwa naukowego PWN ksigzka pt. ,,Nanotechnolo-
gia w praktyce” pod redakcja Kamili Zelechowskiej. Ksiazka, jak to napisano w notce na oktadce, moze
by¢ przydatna w przygotowaniu ¢wiczen dla studentéw oraz, moim zdaniem w przypadku przynajmniej
niektdrych ¢wiczen, dla uczniéw szkot srednich. Wiele z tych opiséw jest stosunkowo prostych. Podaja
one na przyklad sposob otrzymywania grafenu w réznych formach chemicznych, nanoczastek metali
i tlenkow metali, a takze tzw. kropek kwantowych i struktur supramolekularnych. Mimo to wydaje sie,
ze zaproponowany tytul jest troche nieadekwatny, wlasciwie lepszy bytby ,Wtasciwosci fizykochemiczne
nanoczgstek”. Nanomaterialy opisane w ksigzce ,,Nanotechnologia w praktyce” sa przeciez bez watpienia
otrzymywane w skali makroskopowej. Réwniez ich wladciwosci fizykochemiczne okre$lane sg na pozio-
mie makroskopowym, za wyjatkiem moze mikrofotografii z mikroskopu elektronowego SEM (Scanning
Electron Microscope). Opisane sg takie wlasciwosci makroskopowe nanoczastek, jak przewodnictwo
elektryczne, spektroskopie UV-Vis, podczerwien i Raman oraz na poziomie ponizej 1 um - mikrofoto-
grafie otrzymane za pomocg mikroskopu optycznego.

Ksigzka ,,Nanotechnologia w praktyce” sktada si¢ z 12 rozdzialéw: 1. Tlenek grafenu i redukowany
tlenek grafenu, 2. Nanoczastki metaliczne. Otrzymywanie i wlasciwosci, 3. Otrzymywanie nanokrze-
mionki (SiO,) metodg zol-zel, 4. Kropki kwantowe. Synteza i wlasciwosci optyczne nanokrysztaléw pot-
przewodnikowych, 5. Fotokatalityczne wtasciwosci TiO,, 6. Zachwycajace nanostruktury ZnO, 7. Otrzy-
mywanie i wladciwosci nanoczastek magnetycznych, 8. Nanorurki weglowe, 9. Chemia powierzchni,
10. Struktury supramolekularne, 11. Otrzymywanie nanostruktur na drodze samoorganizacji, 12. Zwiazki
funkcjonalne; dendrymery, rotaksany, hydrozele (kapsuty molekularne).

Tresci zawarte w ksigzce sa na roznym poziomie ogoélnosci. Szczegdlowo opisane sg proste metody
otrzymywania materialéw, co rzeczywiscie moze by¢ przydatne w przygotowaniu ¢wiczen na pracowni
studenckiej. Pytanie tylko, na jakim poziomie ksztalcenia — podstawowym czy specjalizacyjnym - stu-
dent mialby wykonywac te eksperymenty. Rozpatrujac tres¢ podrecznika z tego punktu widzenia nalezy
zauwazy¢, ze material w nim prezentowany jest nadmiernie szeroki. Na wydziatach chemii uniwersytetow
wyklada sie przeciez osobno chemie organiczna, nieorganiczna i fizyczng. Tutaj mamy zagadnienia odpo-
wiadajgce wszystkim tym trzem dziedzinom. Skutkuje to bardzo powierzchownym i skrétowym potrak-
towaniem niektérych tematow, inne zagadnienia z kolei potraktowane sa bardzo szczegdtowo. Bardzo
powierzchownie na przyktad potraktowano opis modelu pasmowego dla monokrysztaléw pélprzewod-
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nikowych oraz nie wspomniano o wytwarzaniu kropek kwantowych metodami epitaksji i elektronolito-
grafii. Bardziej szczegdtowo potraktowano struktury samoorganizujace sie.

Przedstawione charakterystyki fizykochemiczne, oprocz prostych przyrzadéw, takich jak kieszon-
kowy multimetr, wymagaja takze uzycia zaawansowanego sprzetu, np. spektrometréw UV-Vis, FT-IR,
Ramana czy mikroskopdw optycznych i mikroskopu elektronowego. Istotng zaletg ksigzki jest przedsta-
wienie szczegélowych opiséw eksperymentéw, ktore, jak wszystko na to wskazuje, zostaly przerobione
przez Autoréw. Daje to gwarancje wykonalnoéci prezentowanych prostych ¢wiczen laboratoryjnych.
Cho¢ charakterystyki dotycza w duzej czeéci fazy cieklej lub mieszanin w fazie stalej, mozna réwniez
znalez¢ fragmenty dotyczace fazy krystalicznej czystych zwiazkow.

W ostatnim czasie znaczenie sfowa nanotechnologia uleglo znacznemu poszerzeniu. Wczesniej
nanotechnologia wigzana byla ze znacznym zmniejszeniem wymiardw przyrzadéw potprzewodnikowych
wytwarzanych w technologii uktadow scalonych wielkie skali integracji — VLSI (ang. Very Large Scale of
Integration). Chodzi glownie o tranzystory MOSFET - tranzystory polowe wykonywane w technologii
metal-tlenek-pélprzewodnik, ktore majg obecnie wymiary bramek ponizej 50 nm. Zatem pierwotne zna-
czenie stowa nanotechnologia dotyczylo technologii elektronowej, gdzie wytwarza si¢ w sposéb zamie-
rzony i kontrolowany przyrzady elektroniczne, gléwnie tranzystory, ktére pdzniej dzialaja, np. w pro-
cesorach czy pamieciach komputerowych. Nalezy tu tez wspomnie¢ o tzw. dyskach twardych, ktérych
wspolczesne komorki maja wymiary nanometryczne. Z drugiej strony obecnie uwaza sig, ze wszystkie
materiaty skfadajgce si¢ przynamniej w polowie z czgstek o wymiarach ponizej 100 nm sg wytwarzane w
procesach nanotechnologicznych. Ksiazka ma te zalete, Ze wymienia wiekszo$¢ materialéw wytwarzanych
w Polsce w ramach tzw. nanotechnologii. Przydaloby si¢ jednak troche wiecej informacji o osiagnieciach
$wiatowych w tej dziedzinie. Tak rozumiatabym poziom akademicki tej ksiazki. Brakuje mi opiséw otrzy-
mywania cienkich warstw, tak powszechnych w nanotechnologii czy metod otrzymywania kontaktow
elektrycznych, bedacych jednymi z podstawowych etapéw w technologii nanometrycznej uktadow elek-
tronicznych. Szkoda, ze nie wyjasniono dokfadnie wymagan stawianych materialom, zwlaszcza tych doty-
czacych ich zastosowania w nanoelektronice. Usprawiedliwieniem moze jest fakt, ze w Polsce praktycznie
nie ma przemystu zwigzanego z nanoelektronika, oprécz moze kilku laboratoriéw badawczych.

Na koniec nalezy podkresli¢, ze ksigzka jest bardzo tadnie wydana, zawiera wiele wykresow, rysun-
kéw, zdjec i tabel. W mojej ocenie moze stanowi¢ catkiem niezty podrecznik dla studentéw wydzialow
chemicznych politechnik, w tym takich kierunkow ksztalcenia, jak technologia chemiczna czy inzynieria
materialowa.

Grazyna Bator
Wydziat Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego
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PATRONAT MEDIALNY

»Wiadomosci Chemiczne” objely patronatem medialnym ostatnie publikacje
ksigzkowe Wydawnictwa Naukowego PWN SA, ktére moga by¢ niezwykle interesu-
jace i przydatne dla spolecznosci polskich chemikéw:

Wiktor Kubinski
»Wybrane metody badania materiatéw. Badanie metali i stopow.”

Praca zbiorowa pod redakcjg Kamilli Matek
»Spektroskopia oscylacyjna. Od teorii do praktyki”

Zdzistaw Migaszewski, Agnieszka Galuszka
,Geochemia $§rodowiska”

Robert J. Whitehurst, Marten Van Oort
»Enzymy w technologii spozywczej”

Jan F. Rabek
~Wspolczesna wiedza o polimerach. Tom 1. Budowa strukturalna polimeréw
i metody badawcze”

Jan F. Rabek
~Wspolczesna wiedza o polimerach. Tom 2. Polimery naturalne i syntetyczne,
otrzymywanie i zastosowania.”

Praca zbiorowa pod redakcja Anny Swiderskiej-Srody, Witolda Wojkowskiego,
Malgorzaty Lewandowskie i Krzysztofa J. Kurzydlowskiego
»Swiat nanoczastek”

Praca zbiorowa pod redakcjg Kamili Zelechowskiej
»Nanotechnologia w praktyce”

W najblizszych numerach czasopisma ukaza si¢ recenzje wyzej wspomnianych
ksigzek.
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KONFERENCJA NAUKOWA MLODZI DLA TECHNIKI 2017

EDYCJA TRZECIA
Organizator: Politechnika Warszawska Wydzial Budownictwa,
Mechaniki i Petrochemii w Plocku
Data: 7-8 wrzesnia 2017.
Miejsce: Politechnika Warszawska Filia w Plocku

ul. Lukasiewicza 17, Plock

Konferencja Mlodzi dla Techniki 2017 stanowi integralna czes¢ obchodow
50-lecia Filii Politechniki Warszawskiej w Ptocku.

Celem Konferencji jest prezentacja dorobku naukowego mlodych pracow-
nikéw nauki, doktorantéw i studentéw. Konferencja dedykowana jest nie tylko
poczatkujacym, ale takze dos§wiadczonym mlodym badaczom, dzialajacym w szero-
kim obszarze budownictwa i inzynierii ladowej, inzynierii srodowiska, inzynierii
mechanicznej i materialowej, jak réwniez inzynierii chemicznej i petrochemiczne;j.

Zalozeniem organizatordéw jest stworzenie okazji do wymiany doswiadczen,
pogladéw, jak réwniez integracji $rodowiska zainteresowanego wspdlczesnymi
problemami techniki.

Tematyka Konferencji Mlodzi dla Techniki 2017 obejmuje nastepujace zagad-
nienia:

+ konstrukcje budowlane i inzynierskie

 technologia i organizacja budowy

« mechanika budowli

o fizyka budowli

o cieplownictwo, ogrzewnictwo, wentylacja, gazownictwo

« inZynieria wodna i sanitarna

+ konwencjonalne i alternatywne zZrédla energii
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technologia chemiczna i petrochemiczna
inzynieria mechaniczna i materialowa
urzadzenia i systemy mechaniczne,
budowa maszyn,

ochrona $rodowiska.

Terminarz konferencji

1 grudnia 2016-31 stycznia 2017: rejestracja, przestanie abstraktu on-line
(wylacznie po rejestracji)

10 lutego 2017: akceptacja abstraktow

31 marca 2017: ostateczny termin nadsytania prac

05 maja 2017: ostateczna kwalifikacja referatow

15 maja 2017: termin uiszczenia oplaty konferencyjnej

7-8 wrzesnia 2017: KONFERENCJA

Przewodniczaca Komitetu Organizacyjnego — dr inz. Anna Krawczynska-Piechna
Przewodniczacy Komitetu Naukowego — prof. nzw. dr hab. inz. Roman Marcinkowski

Kontakt: mdt2017@pw.plock.pl
Wiegcej informacji na: www.mdt2017.pw.plock.pl
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INFORMACJE REDAKCJI ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2017

Redakcja miesiecznika PTChem ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze
wysoko$¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomos$ci Chemicznych” za 2017 r. bedzie wyno-
sifa 231 zt dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych. Dla
cztonkéw PTChem 20 z1. Nalezno$¢ za prenumerate prosimy przekazywac na konto:

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

Prenumerata ,Wiadomosci Chemicznych” dla czlonkéw PTChem, polaczona

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

- prenumerata ,Wiadomoséci Chemicznych” na rok 2017 wraz ze skladka

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

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

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

Cztonkowie PTChem, ktorzy zechcg zaprenumerowac ,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sg o wnoszenie opfat na konto:

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



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 zamknietych w zeolitach i zol-zelach,
cena 18 zt

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

Skorygowana nomenklatura rodnikow, 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¢ pierwsza,
cena 18 zt

M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwosé¢ jonow w podwaojnych uktadach stopionych soli,
cena § 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. Strek, cena 20 zt

Glosariusz nazw klas zwigzkow organicznych i reaktywnych produktow posrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. KaZzmierczak
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 zi.

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

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ II. 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 stalych strzezen spi-
nowo-spinowych. Teobald Kupka cena 20,00 zt.

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



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

1. Informacje ogolne

»Wiadomosci Chemiczne” 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 osiagnieciach 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.

sWiadomosci Chemiczne” wydawane s3 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 stosujg si¢ do wymagan praw autorskich tzn. w przypadku zamieszczania rysunkow, tabel
itp., pochodzacych z opracowan opublikowanych w innych czasopismach lub publikacjach zwartych,
posiadaja pisemng zgode na ich przedruk.

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

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

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

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

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

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

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

o Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyja¢ do
druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentéw moga by¢ powtérnie przestane do czaso-
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 zostat wymieniony w podziekowaniu
zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udzial 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,
wlacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autoréw.

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



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 kosztow 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 zrédel oryginalnych.

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

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

« Maszynopisy prac 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 bialej.

o Glowny tekst nadsylanych prac powinien by¢ napisany w edytorze Word, czcionka Times New Roman,
12p z zachowaniem interlinii 1,5 oraz z 5 cm marginesem z prawej strony. Przy podziale tekstu nalezy sto-
sowaé numeracje cyfrowa wielorzedows. Numerujemy tylko tytuly rozdzialéw, nie numerujemy dzialow:
Abstract, Wykaz stosowanych skrotow, Wprowadzenie, Uwagi koncowe, Podzigkowanie, Pismiennictwo
cytowane. Jednolity 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 o$rodkéw przypisane do autoréw pracy (wraz z adresem osrodka i adresem e-mail autora
korespondujacego (Times New Roman, 10,5, kursywa),

- spis tresci pracy z zastosowaniem nastgpujacego podziatu:

Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdziatu

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
autor6éw (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakgji),



- 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”. Przykiad: dla skrétu SSRI - selektywne inhibitory
zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. Selective Serotonin Reuptake Inhibitor),

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

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 tabela, pod rysunkiem, Times New Roman, 10 p).

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

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

« Pi$miennictwo cytowane

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

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

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

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

rok wydania, numer wolumenu zaznaczony 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 zawieraé: 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:

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

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

Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej nalezy przestaé
jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami 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 wskazywac autora, ktorego zdjecie
dotyczy (dobrowolne, przestanie plikow jest jednoznaczne ze zgoda na jego opublikowanie);

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

Prace nie odpowiadajace wyzej wymienionym wymaganiom nie beda przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrotow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania
korekty artykutu i jego zwrotu do Redakgji 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 skutkowal czarno-biatym wydru-
kiem wersji papierowej. W przypadku zmian w wersji drukowanej kolorowych rysunkéw na czarno-biafe,
prosimy o przestanie dostosowanych do tego celu rysunkéw.



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

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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