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ABSTRACT

The important role of palladium nanoparticles has been recently demonstrated
in many catalytic systems designed for C-C bond forming reactions [1-4]. There are
examples of catalytic systems described earlier as homogeneous in which Pd(0)
nanoparticles were now identified. In the article three different palladium catalytic
systems are discussed. In the first one, Pd(0) nanoparticles, obtained by chemical
reduction of PACl, and stabilized by polyvinylpyrrolidone, were used for Heck coup-
ling in [Bu,N]Br medium. Decrease of nanoparticles size in reaction conditions was
explained as a result of dissolution of Pd(0) colloid and simultaneous formation of
catalytically active monomolecular anionic palladium complexes [33]. The second
example presents application of Pd(II) and Pd(0) supported on alumina-based oxi-
des in Suzuki-Miyaura reaction [36]. Reduction of Pd(Il) to Pd(0) nanoparticles
under reaction conditions was confirmed. In contrast to the first described case, in
Suzuki-Miyaura reaction the size of Pd(0) nanoparticles was the same before and
after the catalytic cycle. The catalytic activity of both palladium forms was quite high,
however Pd(0) formed in situ was slightly more efficient as catalyst. In the third part
of the article studies of palladium reduction in anionic complexes of [IL],[PdX ]
type are shown, where IL = imidazolium cation [37]. These complexes catalyzed
well Suzuki-Miyaura cross-coupling, but they were not stable under reaction condi-
tions and decomposed to Pd(0) nanoparticles and Pd black. Using ESI-MS method
it was possible to identify polynuclear (Pd,, Pd;) intermediate forms, stabilized with
imidazolium cations or N-heterocyclic carbenes. In all systems discussed in the ar-
ticle co-existence of Pd(0) nanoparticles and monomolecular complexes was obse-
rved. That is important for understanding of the nature of catalytically active forms
in C-C bond forming reactions.

Keywords: C—C bond forming reactions, Heck reaction, Suzuki-Miyaura reaction,
Pd(0) nanoparticles, palladium colloid, N-heterocyclic carbene

Stowa kluczowe: tworzenie wigzan C—C, reakcja Hecka, reakcja Suzuki-Miyaura, nano-
czastki Pd(0), koloid palladowy, karben N-heterocykliczny
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WSTEP

Reakcje tworzenia wigzan C—C katalizowane zwiazkami metali przejsciowych
naleza do waznych proceséw syntezy organicznej, ktore czgsto umozliwiaja otrzy-
manie skomplikowanych zwiazkéw wielofunkcyjnych w prostszy sposéb niz kla-
syczne metody syntezy organicznej [1-6]. Zainteresowanie tymi reakcjami jest zwia-
zane glownie z szerokimi mozliwo$ciami zastosowania ich produktéw do otrzymy-
wania farmaceutykoéw czy srodkow ochrony roslin [3]. W poréwnaniu z metodyka
typowej syntezy organicznej, wprowadzenie katalizatorow pozwala zwykle na uzys-
kanie produktow w krotszym procesie, ztozonym z mniejszej liczby etapdw, czgsto
bez koniecznosci wydzielania zwiazkow posrednich. Wazna cecha reakcji katali-
tycznych jest takze duza tolerancja na obecnos¢ grup funkcyjnych, ktére w stosowa-
nych warunkach nie ulegaja reakcjom, co pozwala unikna¢ klopotliwych procedur
ich blokowania [7, 8]. Szczegdlnie atrakcyjne wydaje si¢ zastosowanie reakcji katali-
tycznych w syntezie ztozonych produktow naturalnych, zawierajacych w czasteczce
kilka r6znych grup funkcyjnych. Produkty tego typu sa bardzo cenne i wytwarza si¢
je przewaznie w niewielkich ilo$ciach. Zastosowanie odpowiednich katalizatoréw
umozliwia takze selektywna synteze okreslonych izomerow optycznych, co jest takze
wykorzystywane w produkcji farmaceutykow.

Przyktady reakcji tworzenia wigzan C—C przedstawiono na Rys. 1.

R — R
\ R4©7

=R
Heck
Sonogashira

Ar ArsnBu; ArB(OH), R Af
R StlIIe Suzuki

R-MgBr

Hlyama O or\ROH
ArS|R

R 4@*0%)

Rysunek 1. Reakcje tworzenia wigzan C—C katalizowane przez pallad
Figure 1. Palladium catalyzed C—C bond forming reactions

Kumada
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Wspolnag cecha tych reakcji jest ten sam substrat, halogenek arylowy. Wiadomo
takze, ze najlepszych katalizatorow omawianych reakcji nalezy poszukiwa¢ wsrdd
zwiazkow palladu, poniewaz wlasnie pallad jest najbardziej aktywny w reakcjach
tworzenia wigzan C—C. Jedna z lepiej poznanych i szeroko stosowanych reakcji jest
reakcja Hecka [4, 9, 10]. Produktami tej reakcji sa arylowane olefiny, w szczegolno-
$ci moga to by¢ pochodne kwasu cynamonowego, jesli R’ jest grupa estrowa. Sub-
stratami reakcji Hecka oprocz estrow, bywaja inne funkcjonalizowane olefiny, jak
np. alkohole czy nitryle. Uzycie pochodnych styrenu jako substratéw w reakcji Hecka
z halogenkiem arylowym jest dogodna metoda otrzymywania stilbenow.

W reakcji Sonogashira otrzymuje si¢ arylowe pochodne alkinow, a modelowa
reakcja jest zwykle synteza difenyloacetylenu w wyniku sprzggania halogenoben-
zenu z fenyloacetylenem [11]. Reakcje Suzuki, Stille, Kumada i Hiyama prezentuja
rozne drogi prowadzace do produktéw diarylowych, od najprostszego bifenylu do
jego roznie podstawionych pochodnych. Wsrdd tych reakcji najwigkszym zaintere-
sowaniem cieszy si¢ reakcja Suzuki (Suzuki-Miyaura), ze wzgledu na tatwa dostep-
nos$¢ i stosunkowo niskie ceny kwaséw fenyloboronowych [12—15].

Intensywny rozwoj chemii zwiazkéw krzemu i ich coraz wigksza dostgpnos¢
w ostatnich latach spowoduje prawdopodobnie upowszechnienie reakcji Hiyamy
[16, 17]. Pewna wada tej reakcji jest koniecznos¢ stosowania ko-katalizatorow fluor-
kowych, ktore, jak wykazaty badania, utatwiaja aktywacjg wiazania Si—C w substra-
cie silanowym. Ostatnio jednak pojawiaja si¢ doniesienia wskazujace na mozliwos¢
efektywnego zastosowania samych katalizatorow palladowych, bez wspomagania
solami fluorkowymi, co znacznie upraszcza uktad katalityczny [18].

Reakcje karbonylacji halogenkéw arylowych przedstawiaja dogodny sposéb
otrzymywania kwasow i estréw, zaczynajac od najprostszych benzoesanéw [19-21].
Synteza kwaséw karboksylowych na drodze karbonylacji moze by¢ prowadzona
w wodzie, jest wigc dodatkowo przyjazna dla srodowiska [22].

1. KATALIZATORY PALLADOWE

Pallad okazat si¢ metalem najbardziej przydatnym jako katalizator reakcji two-
rzenia wigzan C—C, m.in. ze wzgledu na tatwos¢ aktywacji halogenkow arylowych
w reakcji utleniajacego przytaczenia, ktora stanowi kluczowy etap wszystkich oma-
wianych reakc;ji.

Katalizatory, a raczej prekursory katalizatorow palladowych, mozna podzieli¢
na trzy gléwne grupy:

1. Zwiazki monomolekularne, rozpuszczalne w srodowisku reakcji, bedace pre-

kursorami katalizatorow homogenicznych.

a) PdCI,P,—kompleksy Pd(II) z ligandami fosforowymi, gdzie P = ligandy
mono- lub bidentne, ligandy typu pincer,

b) PdCL,L,, PA(OAc), - prekursory palladowe bez ligandow fosforowych,

2772

L =cod, PhCN, ligandy azotowe.
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2. Nanoczastkowe koloidy Pd(0) stabilizowane rozpuszczalnymi polimerami,

np. PVP (PVP = poliwinylopirolidon).

3. Prekursory heterogenizowane

a) kompleksy Pd(Il) lub Pd(0) naniesione na no$niki nieorganiczne, gtow-
nie tlenki, np. Al,O,,

b) Pd(0) naniesiony na nos$niki nieorganiczne lub nierozpuszczalne poli-
mery.

Podstawa przedstawionego podziatu prekursorow palladowych jest ich rozpusz-
czalno$¢ w srodowisku reakcji. Mozna oczywiscie dokonaé takze klasyfikacji
wedlug innych kryteriow, na przyktad ze wzgledu na obecno$¢ ligandow fosforo-
wych w uktadach katalitycznych.

Wigkszos¢ aktywnych uktadow zawiera ligandy fosforowe, skoordynowane do
palladu lub wprowadzane jako wolne, cz¢sto w znacznym nadmiarze w stosunku do
metalu. Wiadomo, ze poprzez modyfikacje ligandow fosforowych mozna w istotny
sposob wplywaé na wydajnos¢ i selektywno$¢ reakeji i dlatego synteza nowych,
odpowiednio funkcjonalizowanych ligandéw fosforowych, jest przedmiotem inten-
sywnych prac [23, 24]. Jednak z punktu widzenia wymagan zwiazanych z zielona
chemia, ostatnio rekomendowane sa przede wszystkim uktady, ktére nie zawieraja
ligandow fosforowych [25].

Stosujac klasyfikacje prekursoréw palladowych oparta na ich rozpuszczalnosci
warto zwroci¢ uwage na nanoczastkowe koloidy Pd(0), ktore mozna uzna¢ za postacé
posrednia pomigdzy kompleksami monomolekularnymi i zwiazkami heterogenizo-
wanymi. Nanoczastki Pd(0) aktywne w reakcjach katalitycznych maja zwykle wiel-
kos$¢ 2—20 nm i strukture krystaliczng widoczna m.in. w pomiarach TEM. Tworza
regularny wielo$cian ztozony z kilkuset atoméw metalu, do ktérych moga si¢ przy-
facza¢ ligandy i zwiazki organiczne. Interesujacymi przyktadami takich struktur sa
opisane przez Moiseeva klastery o sktadzie Pd (OAc¢),,, (L = phen, bipy)
i Pd,, (phen), O, (PF)),, [26].

Co ciekawe, wyniki wspolczesnych badan pokazuja, ze nanoczastki Pd(0) moga
tworzy¢ si¢ in situ w uktadach reakcyjnych zaréwno w wyniku redukcji palladu
w kompleksach Pd(II), jak i z prekursorow heterogenizowanych w efekcie wymywa-
nia palladu z no$nika i nastgpnie jego redukcji [27, 28]. Redukcja palladu przebiega
zwykle dos¢ tatwo, takze w warunkach reakcji katalitycznych, i moze konczy¢ sig
utworzeniem nieaktywnej czerni palladowej. Na Rys. 2 przedstawione s3 rozne
mozliwosci stabilizacji Pd(0) przeciwdzialajace tworzeniu czerni. Redukcja palladu
w obecnosci ligandow fosforowych prowadzi do utworzenia kompleksow typu PdP,
lub PdP,, w zaleznosci od zawady sterycznej liganda fosforowego. Jesli ligandow
fosforowych nie ma w uktadzie, to produktem redukcji palladu, moga by¢ nano-
czastki palladu, pod warunkiem obecnosci czynnika stabilizujacego, ktory moze
efektywnie zapobiegaé aglomeracji nanoczastek. Czynnikami stabilizujacymi
poprzez tworzenie zawady sterycznej wokol nanoczastek sa polimery i surfaktanty,
natomiast sole amoniowe i ciecze jonowe sa stabilizatorami elektrostatycznymi.

5611J60 180
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Jesli stabilizujacy polimer jest rozpuszczalny w srodowisku reakceji katalitycznej
(np. PVP =poliwynylopirolidon jest rozpuszczalny w wodzie i w wigkszosci rozpusz-
czalnikéw organicznych), to tworzy sig¢ koloidalny roztwor nanoczastek.

Pd"
redukcja
P
0 0 :
PdP;,, Pd? koloid
stabilizacja ligandami stabilizacja polimerami, surfaktantami,
fosforowymi (L) solami amoniowymi, cieczami jonowymi

kompleks monomolekularny

warstwa steryczna stabilizacja
polimer elektrostatyczna

Rysunek 2. Tworzenie i stabilizacja Pd(0)
Figure 2. Formation and stabilization of Pd(0)

2. REAKCJA HECKA W STOPIONEJ SOLI [Bu,N|Br

Pozytywny wplyw dodatku soli tetraalkiloamoniowych na wydajnos$¢ reakcji
Hecka zostat opisany po raz pierwszy przez Jeffery’a [29, 30]. Prowadzenie reakcji
w stopionej soli, podobnie jak w cieczy jonowej, ma dodatkowa zaletg polegajaca
na wyeliminowaniu z uktadu rozpuszczalnika organicznego. Ponadto mozliwy jest
efektywny rozdzial katalizatora (rozpuszczalnego w stopionej soli) od substratow
1 produktéw organicznych, co sprzyja otrzymaniu czystych produktéw wolnych od
zanieczyszczen zwiazkami palladu. Oddzielony katalizator moze by¢ ponownie zasto-
sowany, co obniza koszt calego procesu. W modelowej reakcji Hecka (Rys. 3) zasto-
sowano nadmiar bromobenzenu w stosunku do akrylanu butylu, co pozwolito na
otrzymanie dwoch produktéw — cynamonianu butylu (1) i fenylocynamonianu butylu
(2) [31]. Katalizatorami reakcji byly proste zwiazki Pd(II) bez ligandéw fosforo-
wych, kolid Pd(0) stabilizowany PVP oraz Pd(II) i Pd(0) naniesione na Al,O,. Wszyst-
kie reakcje prowadzono w takich samych warunkach w stopionym [Bu,/N]Br i nie-
oczekiwanie uzyskano bardzo podobne wyniki (Rys. 4) [30, 32, 33].
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Br
+ :\
CO,Bu

RS

[Bu4N]Br zasada
CO Bu

trans

M

O CO,Bu

()

[Pd] = PdCL(PhCN),, [Bu,N],[PdBr,], Pd(0)/PVP, Pd(0)/Al,0,, Pd(ll)/Al,O,

Rysunek 3. Schemat reakcji Hecka
Figure 3. Heck reaction scheme

POCZATKOWA POSTAC PREKURSORA KATALIZATORA

HOMO(geniczna) NANO(rozmiarowa) HETERO(genizowana)
PdCL(PhCN), Pd®/PVP Pd"/ALO;

4% monoarylowy 5% monoarylowy 13% monoarylowy
96% diarylowy 95% diarylowy 87% diarylowy
[BusN],[PdBry| Pd“/ALO;

2% monoarylowy 17% monoarylowy
98% diarylowy 83% diarylowy

ROZPUSZCZALNE NIEROZPUSZCZALNE

Rysunek 4. Wydajno$¢ reakcji Hecka z roznymi katalizatorami palladowymi
Figure 4. The yield of Heck reaction with different palladium catalysts

Glownym produktem reakcji, ktorego wydajnos¢ wynosita od 83 do 98%, byt feny-
locynamonian butylu (2), natomiast cynamonian butylu otrzymano z wydajnoscia
4-17%.

Podobna aktywnos¢ katalityczna badanych uktadéw sugerowata, ze we wszyst-
kich przypadkach aktywna forma katalizatora jest taka sama, to przypuszczalnie
potwierdzity badania przeprowadzone in situ w uktadach katalitycznych. Okazalo
sig, ze w obecnosci soli tetrabutyloamoniowej i halogenku arylowego koloid palla-
dowy tworzy rozpuszczalne kompleksy anionowe typu [Bu,N],[PdX,Ar] (X = Cl,
Br, I) (Rys. 5). Tworzenie tych kompleksow powoduje zmniejszenie Srednich roz-
miaréw nanoczastek palladu, a wielkos$¢ tego efektu zalezy od rodzaju halogenku
arylowego ArX i jest najwigkszy dla X = I. W modelowej reakcji koloidu Pd/PVP
z Arl w $rodowisku [Bu,N]Br $rednica nanoczastek zmniejszylta sig od 19,8 nm do
7,6 nm (Rys. 6). Rd6wnocze$nie badania metodami XPS i UV-VIS wykazaty obec-
nos¢ anionowych kompleksow Pd(II), [Bu,N],[PdX Ar] i [Bu,N],[PdX ] [33].
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ArX [Bu,N],[PdX;(Ar)]
P
+
[Bu,N]Br [Bu,NL[PdX,]

rozpuszczalne zwiazki Pd™

koloid Pd(® stabilizowany [Bu ,N]X

Rysunek 5. Tworzenie monomolekularnych komplekséw Pd(1l) z koloidu Pd(0)
Figure 5. Formation of monomolecular Pd(II) complexes from Pd(0) colloid

Ar
i ’/;‘ ! Al?
[BusN|X 5 X JARRN

+AX - + o~ X

19,8 nm 7,6 nm

Rysunek 6. Redyspersja koloidu Pd(0) w obecnosci halogenku arylowego i soli tetrabutyloamoniowej
Figure 6. Redispersion of Pd(0) colloid in the presence of aryl halide and tetrabutylammonium salt

Podobna reakcja, z udziatem halogenku arylowego i bromku tetrabutyloamonio-
wego oraz palladu naniesionego na Al,O,, powodowata wymywanie palladu z nos-
nika do roztworu [32]. Przyczyna tego zjawiska bylo, podobnie jak w poprzednim
przypadku, tworzenie najpierw produktu utleniajacego przytaczenia na powierzchni
no$nika, a nastepnie lepiej rozpuszczalnych, kompleksoéw anionowych. Warto pod-
kresli¢, ze tworzenie anionowych zwiazkéw palladu moze by¢ tylko jednym z eta-
pow procesu katalitycznego. Zwiazki te moga ulega¢ redukcji do nanoczastek
w srodowisku reakcji katalitycznej lub osadzaé si¢ ponownie na nosniku. Proces
readsorpcji zwiazkow palladu byl intensywnie badany m.in. przez Kohlera, ktory
wykazal, Ze na koncu reakcji katalitycznej praktycznie caty pallad jest zwiazany
ponownie przez nos$niki typu tlenkow [34, 35].

Podsumowujac mozna stwiedzié, ze w §rodowisku soli tetraalkiloamoniowe;j
wszystkie prekursory palladowe, ktore nie zawieraja ligandow fosforowych, tworza
takie same rozpuszczalne zwiazki anionowe. Nie mozna jednak wykluczyé¢, ze
w reakcji katalitycznej biora udziat, oprocz tych zwiazkow, takze nanoczastki Pd(0)
oraz Pd(0) zwiazany z no$nikiem.
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3. Pd(0) I Pd(II) NANIESIONY NA TLENKI NIEORGANICZNE

Tlenki nieorganiczne, np. tlenki glinu, krzemu, cyrkonu, tytanu, a takze tlenki
mieszane, zawierajace Al + Zr, Al + Mg, Al + Fe, stanowia bardzo dobre nosniki dla
katalizatorow palladowych. Sa to materialy porowate o powierzchniach wlasciwych
ok. 200 m?/g i porach o wielko$ci 2-20 nm. Tlenki nieorganiczne otrzymane metoda
zol-zel mozna nastgpnie podda¢ obrobce hydrotermalnej lub kalcynacji (Rys. 7),
co powoduje modyfikacjg powierzchni [36]. Tak przygotowane no$niki wiaza PdCl,,
ktoéry w wyniku redukcji hydrazyna tworzy nanoczastki Pd(0) rozmieszczone na
powierzchni lub w porach nosnika (Rys. 8).

AIO(OH) + ZrO(NO,)H,0  (10% ZrO,)

l

AlLO,- Zr0, (A)

1% Eu,0,
H,0, 200°C

Al,O.- ZrO,- Eu,0, (D)
Al,0,- Zr0, (B)

500°C

Al,0,- Zr0, (C)

Rysunek 7. Synteza no$nikéw nieorganicznych
Figure 7. Synthesis of inorganic supports

10 nm

Rysunek 8. Obraz TEM nanoczastek Pd(0) na nosniku Al,0,-ZrO,
Figure 8. TEM picture of Pd(0) nanoparticles on Al,0,~ZrO, support



NANOCZASTKOWE KATALIZATORY PALLADOWE W REAKCJACH TWORZENIA WIAZAN C-C 11

Nanoczastki Pd(0) na nosnikach tlenkowych okazaty si¢ dobrymi katalizato-
rami reakcji Suzuki-Miyaury (Rys. 9) juz w temperaturze 40°C [36]. Po 4 h reakcji
uzyskiwano od 50 do 90% 2-metylobifenylu. Interesujace, ze $rednica nanoczastek
nie ulegata istotnej zmianie podczas reakcji i pozostawata rowna ok. 11 nm. Katali-
zator zachowywat si¢ wigc zupehie inaczej niz w warunkach reakcji Hecka w §rodo-
wisku soli tetraalkiloamoniowe;j. Jeszcze lepsze wyniki w reakcji Suzuki—-Miyaury
uzyskano stosujac Pd(II) naniesiony na tlenki Al,O, + ZrO,, ale bez wcze$niejszej
redukcji hydrazyna. Analiza katalizatorow po reakcji pokazata, ze na nos$nikach znaj-
duja si¢ nanoczastki Pd(0) o $redniej wielkosci ok. 7 nm, ktore powstaly in situ. Ten
sposOb prowadzenia reakcji umozliwial otrzymanie produktu z wydajnoscia ponad
95% juz w temperaturze 40°C. Otrzymane wyniki pokazuja, ze redukcja palladu
w warunkach reakcji katalitycznej prowadzi do mniejszych i bardziej aktywnych
nanoczastek niz redukcja hydrazyna lub metanolem.

CH
CH, © ’
Pd()/AL0,
+ B(OH), — 2> >
Br or Pd/Al,O,
Rysunek 9. Schemat reakcji Suzuki-Miyaury
Figure 9. Scheme of Suzuki-Miyaura reaction

4. WPLYW CIECZY JONOWYCH
NA TWORZENIE NANOCZASTEK Pd(0)

Redukcje palladu w warunkach reakcji Suzuki-Miyaury zaobserwowano nie
tylko dla palladu naniesionego na nosnik, ale takze wtedy, gdy jako prekursoréw
katalizatorow uzyto kompleksy anionowe typu [IL],[PdX, ], gdzie IL = kation imida-
zoliowy [37]. Badania aktywnosci katalitycznej tych kompleksow pokazaty, ze wydaj-
nos$¢ produktu zalezy od rodzaju kationu imidazoliowego. Najwyzsze wydajnosci
2-metylobifenylu otrzymano dla kompleksu z kationem IL = dmiop zawierajacym
grupg eterowa zwiazana z azotem imidazoliowym (Rys. 10). Zaobserwowany wplyw
kationu imidazoliowego na wydajnos¢ reakcji Suzuki-Miyaury byt poczatkowo trudny
do zrozumienia, poniewaz wydawato sig, ze kompleksy [IL],[PdX,], prekursory reak-
cji Suzuki-Miyaury, ulegaja rozktadowi w taki sam sposob. Pojawienie si¢ ciemne;j
barwy roztworu sugerowato tworzenie si¢ czerni palladowej. Dalsze badania poka-
zaty jednak, ze proces jest bardziej skomplikowany.
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Prekursor katalizatora Wydajnosé (%)
[bmim],[PdCl] 52
[bdmim],[PdBry] 58
[dmiop],[PdCl4] 70
[mioe],[PdCl4] 36

[Pd] 1-107° mol; PhBrCH; 1-10~° mol; PhB(OH), 1.1-10™ mol;
KOH 1.95102 mol; 2-propanol 3 ml; temp 40°C
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Rysunek 10. Wydajno$¢ 2-metylobifenylu otrzymanego w reakcji Suzuki-Miyaury
z r6znymi prekursorami palladowymi
Figure 10. The yield of 2-methylbiphenyl obtained in Suzuki-Miyaura reaction
with different palladium precursors
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Wydajnos¢ 2-Me-bifenylu/% mol

Rysunek 11. Wydajno$¢ 2-Me-bifenylu w reakcji Suzuki-Miyaury w zaleznosci od czasu redukcji prekursora
[dmiop],[PdC],] przed wprowadzeniem substratow

Figure 11. The yield of 2-Me-biphenyl obtained in the Suzuki-Miyaura reaction over different reduction time
of [dmiop],[PdCl,] before introduction of substrates
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Kompleksy palladu [IL],[PdX,] ulegaly rozktadowi z utworzeniem Pd(0) juz
w obecno$ci samego rozpuszczalnika (ROH) i zasady (KOH). Wptyw tego procesu
na przebieg reakcji Suzuki-Miyaury jest widoczny na Rys. 11, gdzie przedstawiono
zalezno$¢ wydajnosci reakeji od czasu przechowywania roztworu [IL] [PdX,], w tem-
peraturze 40°C, przed dodaniem reagentow (halogenku arylowego i kwasu fenylobo-
ronowego). Wydtuzanie tego czasu powodowato obnizenie wydajnosci. Otrzymano
70% 2-Me-bifenylu w reakcji, w ktorej substraty dodano od razu do roztworu zawie-
rajacego [IL][PdX,] 1 KOH w ROH, a tylko 10% kiedy przed wprowadzeniem sub-
stratow roztwor zawierajacy prekursor palladowy byt pozostawiony na 1 h.

Badania metoda XRD wykazaly obecno§¢ w mieszaninie nanoczastek Pd(0),
ktorych rozmiar wzrastat od 4 do 7 nm wraz z wydtuzaniem czasu przechowywania
roztworu katalizatora bez substratow. Wyniki tego eksperymentu §wiadcza o aglome-
racji nanoczastek palladu w czasie i rownoczesnym obnizeniu ich aktywnosci. Jed-
nak mimo to, uzyskiwano stosunkowo wysokie wydajnosci reakcji Suzuki-Miyaury
katalizowanej przez kompleksy [IL],[PdX,], co sugerowato dziatanie czynnikow
stabilizujacych nanoczastki i ograniczajacych ich aglomeracj¢. Badania metoda
ESI-MS pokazaty, ze w obecnosci ROH/KOH kompleksy [IL],[PdX, ] ulegaja prze-
ksztalceniu w kompleksy Pd(0) monomeryczne ([bmim],Pd(OH),) i wielordzeniowe
([bmim] Pd,(H,0).).

Szczegolnie interesujace jest tworzenie form wielometalicznych, poniewaz
mozna je uzna¢ za prekursory nanoczastek palladu. W zidentyfikowanych formach
pallad znajduje si¢ w otoczeniu kationéw imidazoliowych lub karbenow N-hetero-
cyklicznych, utworzonych przez deprotonacj¢ kationu imidazoliowego. Na przy-
ktad, jon o tadunku +1 i skfadzie [[bmim],Pd,(H,0)]" prawdopodobnie zawiera
jeden kation imidazoliowy i cztery ligandy karbenowe: [[bmim][bmim-y], Pd,(H,0)]".
Propozycja taka wynika z faktu, ze tylko kation imidazoliowy posiada tadunek, pod-
czas gdy karben jest czasteczka obojetna. W obecnosci kwasu fenyloboronowego
udato sig zidentyfikowac¢ zwiazek fenylowy, [[bmim],PdPh]" w ktorym pallad jest
na+2 stopniu utlenienia. Alternatywnie moze to by¢ kation Pd(0) o sktadzie [[bmim]-
[bmim-y],PdPh]". Zwiazek fenylowy odgrywa wazna rolg w cyklu katalitycznym
reakcji Suzuki-Miyaury, mozna go okresli¢ jako jedna z form aktywnych.

Waznym rezultatem przedstawionych badan jest stwierdzenie, ze kationy imida-
zoliowe sa tatwo transformowane do karbenow i odwrotnie: karbeny N-heterocyk-
liczne moga ulega¢ protonacji tworzac kationy imidazoliowe. Obie formy oddzia-
luja z palladem zredukowanym tworzac odpowiednie kationy (Rys. 12), a samo
oddziatywanie ma stabilizujacy wptyw na tworzenie si¢ nanoczastek palladu, co
przeciwdziata ich aglomeracji.
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Rysunek 12. Rozne sposoby stabilizacji nanoczastek Pd(0)
Figure 12. Different examples of stabilization of Pd(0) nanoparticles

PODSUMOWANIE

Nanoczastki Pd(0) mozna uzna¢ za katalizatory o wtasciwosciach posrednich
pomigdzy rozpuszczalnymi kompleksami palladu, ktore tworza uktady homogeniczne,
a katalizatorami heterogenicznymi. Reakcje katalityczne moga zachodzi¢ na powierz-
chni nanoczastek, prawdopodobnie gtéwnie na krawedziach Iub miejscach zdefek-
towanych, co przypomina dziatanie katalizatorow heterogenicznych. Znane sa takze
liczne przyktady uktadow, w ktorych nanoczastki stanowia zrodto rozpuszczalnych
komplekséw palladu, prekursorow katalizatoréw homogenicznych.

W artykule przedstawiono przyktad uktadu katalitycznego, w ktorym nanoczastki
Pd(0) powstaja z kompleksu Pd(Il) uzytego jako prekursor. Podobnie, tworzenie
nanoczastek Pd(0) zaobserwowano podczas reakcji Suzuki-Miyaura z Pd(II) nanie-
sionym na no$nik tlenkowy. W swietle tych wynikdéw mozna przyjaé, ze niezaleznie
od rodzaju uzytego prekursora palladowego, nanoczastki Pd(0) odgrywaja istotna
role w reakcjach tworzenia wiagzan C-C.
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ABSTRACT

In the last decades, free radicals have been discussed to play a key role in the
pathology of several diseases, such as cancer, artheriosclerosis or inflammatory disea-
ses [1, 2]. Numerous dietary antioxidants, e.g. vitamin C, phenolic and polypheno-
lic compounds as well as carotenoides are considered as effective agents in preven-
tion of these diseases [4]. The chemical diversity of antioxidants occurring in food
makes it difficult to separate individual antioxidant compounds from the animal or
vegetable matrix and quantify them. Antioxidant activity is widely used as a para-
meter to characterize the redox status of different biological or dietary samples.
Many analytical methods for determining of total antioxidant activity (TAA) have
been proposed in the literature of the last decade.

The present review deals with the methods involving electron-transfer reac-
tions with chromogen compounds: the trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)
[6-29], the DPPH assay [31-41], the ferric reducing antioxidant power (FRAP)
assay [42—48], the cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC) assay [49-55],
and the Folin-Ciocalteu (FC) method [56]. These assays enable to measure the acti-
vity of an antioxidant through the reduction of an oxidizing agent, which changes
colour during the redox reaction. The degree of colour change corresponds to the
concentration of antioxidant in the sample. The main purpose of this review is to
describe and discuss the chemical fundamentals of these methods. The applications
of voltammetry and other electroanalytical methods were also demonstrated [S8—71].
In addition, properties and the use of reference compounds in the antioxidant acti-
vity assessment was considered [72-85].

The summary contains conclusions on the scope of application, the most impor-
tant advantages and shortcomings of the methods described [50, 86—88].

Keywords: antioxidants; free radicals; total antioxidant capacity

Stowa kluczowe: antyoksydanty (przeciwutleniacze); wolne rodniki; catkowita aktywnno$¢
antyoksydacyjna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ABTS — 2,2’-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)

DPPH — 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl

FRAP — ang. ferric reducing antioxidant power

RFT — reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species,
ROS)

SHE — standardowa elektroda wodorowa (ang. standard hydro-
gen electrode)

TAA — catkowita aktywno$¢ antyoksydacyjna (ang. fotal antioxi-
dant activity)

TEAC — ang. trolox equivalent antioxidant capacity

Troloks — kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochromano-2-karbo-

ksylowy
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WSTEP

Wolne rodniki uczestnicza w procesach biochemicznych i fizjologicznych zacho-
dzacych w zywych organizmach. Gtéwna role w powstawaniu wolnych rodnikow
w komorkach odgrywa tlen, ktérego rozne reaktywne formy biora udziat w proce-
sach metabolicznych. Nalezy do nich anionorodnik ponadtlenkowy (O;"), rodnik
wodoronadtlenkowy (HO;), rodnik hydroksylowy (OH"), tlenek azotu (NO"), jak row-
niez indywidua, ktore nie sa wolnymi rodnikami: nadtlenek wodoru (H,0,), nad-
tlenoazotan(IlI) (ONOO") oraz tlen singletowy ('O,). Reakcje wolnych rodnikow
z kwasami nukleinowymi, biatkami oraz lipidami komoérek organizmu prowadza
z kolei do powstania wolnych rodnikéw organicznych. Zagadnienie to zostato obszer-
nie opisane w monografii Bartosza [1].

W zdrowym organizmie zachowana jest rownowaga migdzy wytwarzaniem
a usuwaniem wolnych rodnikow. Naruszenie tej rownowagi na korzy$¢ wolnych
rodnikow i innych reaktywnych form tlenu (RFT) wytwarza tzw. stres oksydacyjny,
mogacy prowadzi¢ do szeregu chordb degeneracyjnych i nowotworowych, a takze
przyspieszajacy procesy starzenia si¢ organizmu [2].

Organizmy zywe bronig si¢ przed nadmiarem wolnych rodnikéw za pomoca
rozmaitych mechanizméw antyoksydacyjnych. Ochrona antyoksydacyjna zywej
komérki wykorzystuje szereg zwiazkow, ktore mozna ogoélnie podzieli¢ na nasteg-
pujace grupy: (1) enzymy ochronne, (2) inne zwiazki wielkoczasteczkowe oraz
(3) antyoksydanty (przeciwutleniacze) niskoczasteczkowe. Do pierwszej grupy naleza
przede wszystkim enzymy rozktadajace RFT na drodze katalitycznej i przyspiesza-
jace dysproporcjonowanie wolnych rodnikéw. Do drugiej grupy zalicza si¢ szereg
protein, m.in. albuming i ferrytyng, oraz szereg polipeptydow.

Dzialanie ostatniej grupy omawianych substancji, antyoksydantow (przeciw-
utleniaczy) niskoczasteczkowych, polega na wchodzeniu w reakcje redoks z czynni-
kami utleniajacymi. Wedtug Halliwella i Gutteridge’a [3] pod pojeciem antyoksy-
danta nalezy rozumie¢ substancje, ktora wystepujac w matych stezeniach, w porow-
naniu z substratem (substancja ulegajaca utlenieniu), znacznie opdznia lub zapo-
biega utlenieniu tegoz substratu.

Antyoksydanty niskoczasteczkowe mozna podzieli¢ na endogenne i egzogenne.
Pierwsza grupa obejmuje zwiazki wytwarzane przez organizm ludzki, w tym tripep-
tyd glutation, koenzym Q , a wsréd hormonéw estron i estradiol oraz melatoning.
Niektore z antyoksydantéw endogennych, jak kwas moczowy, bilirubina i kwas
o-liponowy, sa produktami metabolizmu. Antyoksydanty egzogenne sg dostarczane
z zywnoscia lub w postaci suplementéw (jako nutraceutyki). Wigkszo$¢ z nich stano-
wia zwiazki naturalne pochodzenia roslinnego.

Z analitycznego punktu widzenia bardzo istotny jest podziat antyoksydantow
pod wzgledem ich rozpuszczalno$ci, gdyz ona warunkuje wybor rozpuszczalnika
do prowadzenia oznaczen. Najliczniejsza grup¢ stanowia antyoksydanty rozpusz-
czalne w wodzie, m.in. kwas askorbinowy i1 kwas moczowy. Do tej grupy nalezy
zaliczy¢ flawonoidy, mimo ze ich rozpuszczalno§¢ w wodzie jest znacznie ograni-
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czona. Kolejna grupe tworza antyoksydanty o stosunkowo duzych rozmiarach czaste-
czek, a w konsekwencji o wlasciwosciach hydrofobowych, rozpuszczalne w thusz-
czach. Wsrdd nich znajduja si¢ tokoferole i tokotrienole (sktadniki witaminy E),
koenzym Q , retinol (witamina A) oraz kalcyferole (witamina D). Substancje te
odgrywaja wazna rol¢ w ochronie lipidowych membran komorek przed dziataniem
reaktywnych form tlenu. Przeglad dziatania antyoksydantéw pochodzenia natural-
nego mozna znalez¢ w artykule Sroki i in. [4].

Oznaczenie zawarto$ci poszczegodlnych antyoksydantéw w badanym materiale
i zsumowanie ich aktywnosci jest czynno$cia bardzo pracochtonna, mato skuteczna
i nie zawsze mozliwa. Dodatkowe komplikacje moze spowodowac¢ wystgpowanie
efektu synergetycznego, w przypadku obecnoéci kilku antyoksydantow. Bardziej
skuteczne wydawato si¢ zatem oznaczenie catkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej
(ang. total antioxidant activity, TAA) danego materialu. Metody oznaczania TAA
mozna ogdlnie podzieli¢ na dwie grupy, oparte na: (1) reakcjach wymiany elektronu
(ang. electron transfer, ET) oraz (2) reakcjach przeniesienia atomu wodoru (ang.
hydrogen atom transfer, HAT).

Przedmiotem tego przegladu sa metody oznaczania TAA obiektu na podstawie
jego wihasciwosci redukujacych. Oznaczanie opiera si¢ na reakcji redoks z chromo-
genem wykazujacym tagodne zdolnoS$ci utleniajace, zachodzacej wedlug schematu:

chromogen + elektron (z antyoksydanta) — zredukowany chromogen + utleniony
antyoksydant.

Jezeli chromogen redukuje si¢ do substancji bezbarwnej, to przebieg reakcji
mozna sledzi¢ spektrofotometrycznie obserwujac zanik absorpcji przez badana probke.
Im wigcej antyoksydantow zawiera probka, tym tatwiej nastgpuje zanik barwy.

Opisany przebieg reakcji mozna réwniez monitorowac spektrofluorymetrycz-
nie, jezeli substancja indykatorowa lub produkt jej redukcji ma wiasciwosci fluory-
zujace. Do tej grupy, ktorej nie bedziemy blizej omawiaé, nalezy m.in. metoda ORAC
(ang. oxygen radical absorbance capacity) [5]. Uwaza sig, ze jest ona oparta na
reakcji przeniesienia atomu wodoru.

1. METODA TEAC

Najczgsciej stosowana w praktyce metoda oznaczania TAA polega na wykorzy-
staniu zaniku barwy rodnika generowanego przez utlenianie 2,2’-azynobis((3-etylo-
benzotiazolino-6-sulfonianu) amonowego, znanego pod akronimem ABTS. W roz-
tworze wodnym dominujaca forma tego zwiazku jest anion ABTS?*". W silnie zakwa-
szonych roztworach nastgpuje iloSciowe przylaczenie protonu z utworzeniem
HABTS". Stata réwnowagi reakcji dysocjacji
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HABTS <> ABTS* + H* (1)

zostala wyznaczona przez Scott i in. [6] jako pK_= 2,08 + 0,02.

Wiasciwosciom elektrochemicznym ABTS w roztworach wodnych byly po§wig-
cone dos$¢ liczne publikacje, stanowiac klucz do wtasciwosci redoks form tego zwiazku
na r6znych stopniach utlenienia. Podstawowe badania przeprowadzili autorzy cyto-
wanej juz pracy [6]. Postugujac si¢ woltamperometria cykliczng na elektrodach
ze szklistego wegla wykazali, Ze anodowe utlenianie formy protonowanej HABTS",
w 1,5 mol L' roztworze HCIO,, przebiega przez dwa dobrze rozdzielone, odwra-
calne stadia jednoelektronowe:

HABTS <> ABTS + H* + ¢ 2)
ABTS™ <> ABTS" + ¢ 3)

Na tej podstawie zostaly wyznaczone potencjaty formalne par redoks HABTS/
ABTS oraz ABTS/ABTS", ktore wynosza odpowiednio 0,81 i 1,09 V wzgledem
SHE.

Anodowe utlenianie ABTS w buforze octanowym, pH 4-5, daje przebieg pierw-
szego piku anodowego i katodowego podobny jak w Srodowisku silnie kwasnym,
jezeli zmiana kierunku skanowania nast¢puje przed osiagnigciem drugiego piku
anodowego. Zmienia si¢ tylko potozenie pierwszej pary pikdéw, zwigzanej w tym
przypadku z reakcja elektrodowa

ABTS? <> ABTS" +e. (4)

Jest to zgodne ze znana w elektrochemii regula, ze anodowe utlenianie form
nieprotonowanych zachodzi przy potencjatach nizszych niz sprz¢zonych z nimi form
protonowanych. Wyznaczony na tej podstawie potencjat formalny uktadu ABTS?*/
ABTS" wynosi 0,68 V wzgledem SHE. Schemat procesu utleniania ABTS?* przed-
stawia Rys. 1.

Jezeli w roztworach stabo kwasnych skanuje si¢ potencjal rowniez w zakresie
reakcji (3), to przebieg krzywych woltamperometrycznych jest podobny jak w §rodo-
wisku silnie kwasnym, lecz tylko przy matych stgzeniach ABTS i bardzo duzych
szybko$ciach skanowania, v [6—11]. Wzrost st¢zenia, jak rowniez zmniejszenie
v powoduja czgSciowy zanik piku katodowego zwiazanego z reakcja elektrodowa
(3), przy jednoczesnym wzro$cie wysokosci piku katodowego odpowiadajacego reak-
cji odwrotnej w stosunku do (4). Prawdopodobna przyczyna jest homogeniczna
reakcja reproporcjonowania

ABTS® + ABTS? <> 2 ABTS™ (5)

ktora prowadzi do regeneracji rodnika ABTS*. Sytuacje przej$ciowa obrazuje cyk-
liczna krzywa woltamperometryczna ABTS w metanolu, przedstawiona na Rys. 2
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[12]. W przebiegu powrotnym (po zmianie kierunku polaryzacji) obserwuje si¢
zmniejszony pik redukcji ABTS? (pik Ilc) oraz powigkszony pik redukcji rodnika
ABTS" (pik Ic). Jednoczesnie ksztatt 11 piku anodowego (pik Ila) wskazuje na staba
adsorpcje produktu reakcji elektrodowe;.
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Rysunek 1. Mechanizm utleniania anionu ABTS*
Figure 1. Oxidation mechanism of the ABTS?" anion
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Rysunek 2. Cykliczne krzywe woltamperometryczne | mm ABTS w metanolu na dyskowej elektrodzie
z wegla szklistego ($rednica 1,0 mm). Elektrolit podstawowy 0,1 M NaClO, i 0,1 M CH,COOH.
Szybkos¢ skanowania potencjatu 2 V s7!. Strzatki wskazuja kierunek zmian potencjatu
Figure 2. Cyclic voltammograms of | mM ABTS in methanol on a glassy carbon electrode (diameter 1 mm).
Background electrolyte 0,1 M NaClO, and 0,1 M CH,COOH. Potential scan rate 2 V s'.
Arrows indicate directions of potential scanning

Widma elektronowe réznych form ABTS zbadali i opisali Scott i in. [6]. Anion
ABTS? jest bezbarwny, gdyz absorbuje $wiatlo tylko w zakresie nadfioletowym,
z maksimum przy dtugosci fali 340 nm (¢ =3,66-10*1 mol™' cm™"). Wraz z zakwa-
szeniem roztworu pasmo to przesuwa si¢ w strong fal krotszych tak, ze 1 M roztwo-
rze HCIO, jego maksimum potozone jest przy 310 nm (¢ =2,09-10*I mol™' cm™).
Przesunigcie to jest zwiazane ze zmiana rownowagi kwasowo-zasadowej w ukta-
dzie HABTS/ABTS?*. Rodnik ABTS", ktéry powstaje w wyniku utraty jednego
elektronu przez HABTS™ lub ABTS?", wykazuje w roztworach wodnych cztery mak-
sima absorpcji: przy 417, 645, 728 1 810 nm. Do celéw analitycznych wykorzystuje
sig¢ na ogot pasmo przy A_ =728 nm (¢_ = 1,50-10% Imol"' cm™). Nie jest ono
wprawdzie najbardziej intensywne, lecz jego potozenie w zakresie dos¢ dtugich fal
zmniejsza interferencje z barwnymi sktadnikami matrycy.

W pierwotnej procedurze zaproponowanej przez Millera i in. [13] rodnik ABTS
byt generowany na drodze reakcji (4) przez utlenianie nadtlenkiem wodoru, w obec-
no$ci metmioglobiny spetniajacej rolg katalizatora. Produktem przejSciowym pro-
cesu jest ferrylmioglobina, a omawiany rodnik jest koncowym produktem sekwen-
cji reakcji. Do wytwarzania rodnika ABTS™ moga by¢ wykorzystane rowniez inne
reakcje enzymatyczne, np. z udziatem peroksydazy chrzanowej [14, 15] lub lakkazy
[16]. Uzywa sig takze utleniaczy silniejszych niz H,O, lub rozpuszczony tlen. Jed-
nym z nich jest staty MnO, [17], ktorego nadmiar oddziela si¢ przez odsaczenie.
Van den Berg i in. [18] jako prekursor utleniacza wprowadzili ABAP (2,2’-azobis-
amidynopropan), ktéry w obecnosci tlenu ulega w podwyzszonej temperaturze roz-
padowi z wytworzeniem wolnych rodnikéw alkilowych wedtug schematu
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R-N=N-R 5N, +2 R’ (6)

Rodniki powstate podczas tej reakcji z kolei generuja rodnik ABTS. W prak-
tyce najczesciej uzywanym utleniaczem jest K,S O, zaproponowany przez zespot
Rice-Evans [19]. W tym przypadku utleniacz powinien by¢ wprowadzony w nie-
wielkim niedomiarze w stosunku do ABTS, gdyz nadmiar spowoduje dalsze utle-
nianie rodnika ABTS" do bezbarwnego ABTS’. Wytwarzanie rodnika ABTS™~
z wykorzystaniem reakcji enzymatycznych ma tg zaletg, ze zachodzi szybko. W prze-
ciwienstwie do tego, bezposrednie generowanie ,,chemiczne”, chociaz z pozoru prost-
sze, wymaga dluzszego czasu do zupelnego przereagowania (w przypadku K. S,0,
powyzej 6 godz.) lub podwyzszonej temperatury (60°C przy zastosowaniu ABAP
jako utleniacza).

Jezeli w probce znajduja sig¢ antyoksydanty, to reaguja one w pierwszej kolej-
nosci z obecnymi w uktadzie wolnymi rodnikami, a dopiero po ich wyczerpaniu
pojawia si¢ nadmiar zielononiebieskiego rodnika ABTS . Ten sposéb postepowa-
nia, okreslany jako addycyjny, jest przedstawiony schematycznie na Rys. 3. Zaktada
sig przy tym, ze czas inkubacji (indukcji), Z, jest proporcjonalny do zawartosci antyok-
sydantow w badanej probce. Ogdlna stusznos¢ tego zatozenia potwierdzili Yu i Ong
[20] na przyktadzie szeregu antyoksydantow, m.in. kwasu askorbinowego, kwerce-
tyny, i kemferolu, ktore reagowaty szybko z rodnikiem wskaznikowym. Niektore
antyoksydanty reagujace zbyt wolno, np. genisteina, nie spetnialy tego zatozenia.

Absorbancja

Czas

Rysunek 3. Schematyczny wykres kinetyki utleniania ABTS? (a) w nieobecnosci
oraz (b) w obecnosci antyoksydantow. ¢ oznacza czas indukcji
Figure 3. Schematic representation of the kinetics of ABTS?" oxidation (a) in the absence
and (b) the presence of antioxidants. ¢ is the incubation time

Opisana poprzednio kolejno$¢ wprowadzania odczynnikoéw byta krytykowana,
gdyz antyoksydanty moga od razu reagowac ze stosunkowo silnym utleniaczem,
bez posrednictwa rodnika, a wskutek tego wyniki beda obarczone dodatnim btedem
systematycznym. W zwiazku z tym, pierwotne postgpowanie zostato w nastgpnych
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latach zmodyfikowane przez wprowadzanie antyoksydanta do roztworu zawieraja-
cego wytworzony wezesniej rodnik ABTS™ (procedura postaddycyjna) [21]. Roz-
twory zawierajace rodnik ABTS'™ mozna przechowywac przez wiele dni w stanie
zamrozonym (—20°C). Przed pomiarem rozciencza si¢ wyjsciowy roztwor rodnika
roztworem buforu fosforanowego albo metanolem lub etanolem (w przypadku anty-
oksydantow lipofilowych). Rozcienczenie ma na celu stworzenie optymalnych warun-
kow do pomiaru spektrofotometrycznego, tj. uzyskania poczatkowej absorbancji
ok. 0,70. Po uplywie okreslonego czasu oznacza si¢ spektrofotometrycznie ilo§¢
rodnika, ktory nie przereagowal z badanym antyoksydantem, zwykle w temp. 30°C.

Opisana metodg powszechnie okresla si¢ akronimem TEAC (ang. trolox equi-
valent antioxidant capacity) z powodu zastosowania w niej troloksu jako substancji
wzorcowej. Poniewaz rodnik ABTS ™ moze by¢ generowany zarowno w srodowisku
wodnym, jak tez w rozpuszczalnikach organicznych i mieszanych, metoda TEAC
nadaje si¢ do oznaczania udziatu sktadnikow zaréwno hydrofilowych, jak i lipofilo-
wych w TAA [22]. Jak wynika z opisanych wczes$niej wlasciwosci elektrochemicz-
nych ABTS w roztworach wodnych, zdolno$ci utleniajace rodnika ABTS*~ sg uwarun-
kowane przez pH. Oznaczenia metoda TEAC w $rodowisku wodnym prowadzi si¢
na og6él w tzw. warunkach fizjologicznych, tj. w buforze fosforanowym przy pH
w granicach od 7,1 do 7,4. W temperaturze pokojowej rodnik ABTS"" jest stosun-
kowo nietrwaty i ulega powolnemu rozktadowi, wskutek czego absorbancja roztworu
dos¢ szybko samorzutnie maleje (ok. 30% na godz.). Zatem, w przypadku antyoksy-
dantéw reagujacych powoli zABTS ", zachodzi konieczno$¢ korekty wynikow TAA,
gdyz w przeciwnym przypadku beda one obarczone dodatnim btedem systematycz-
nym. Ponadto nie mozna zapomina¢ o tym, ze musi uptyna¢ dostatecznie dtugi czas
do ustalenia réwnowagi rodnika ABTS*~ z antyoksydantem. Do§wiadczenia kine-
tyczne, ktore przeprowadzili Labrinea i Georgiou [23] metoda przeplywu zatrzyma-
nego, wykazaly, ze szereg antyoksydantow o charakterze fenoli reaguje w roztwo-
rach wodnych powoli z tym rodnikiem, zwtaszcza w kwasnych roztworach (pH 4,6).
W niektorych przypadkach, np. BHT, kwasu galusowego i kwasu p-kumarowego,
rOwnowaga nie zostaje w petni osiagnigta w czasie 10 min nawet przy pH 7,4.

W ostatnich latach zaproponowano automatyzacj¢ metody TEAC przez zasto-
sowania techniki wstrzykowo-przeptywowej, ktora pozwala na wielokrotne powta-
rzanie pomiarow analitycznych w krotkim czasie. Ubytek wskaznikowego rodnika,
generowanego na drodze chemicznej, monitorowano zarowno spektrofotometrycz-
nie [24-26], jak i amperometrycznie [27, 28]. W jednej z opublikowanych prac zasto-
sowano elektrochemiczne generowanie ABTS ™ [29].

Analogiczna do poprzednio opisanej jest metoda z wykorzystaniem rodnika
wytwarzanego z dimetylo-p-fenylenodiaminy, DMPD, (w postaci dichlorowodorku)
[30]. W kwasnych roztworach wodnych zwiazek ten, pod wptywem utleniaczy, two-
rzy kationorodnik DMPD™" zabarwiony purpurowo (4 = 505 nm). Oznaczanie
TAA opiera si¢ tu na pomiarze zmiany absorbancji rodnika pod wpltywem dodanego
antyoksydanta.
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2. METODA DPPH

W poréwnaniu z metoda TEAC, nieco mniej rozpowszechniona jest metoda
zaproponowana przez Berseta i in. [31, 32], opierajaca si¢ na zmiataniu trwalego,
silnie zabarwionego na purpurowo rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu, DPPH",
ktorego niesparowany elektron jest zlokalizowany przy atomie azotu (patrz wzor na
Rys. 4). W metanolu DPPH" wykazuje pasmo absorpcji w zakresie widzialnym
z maksimum przy 515 nm (¢_ = 12,5 mmol' cm™'). Niewatpliwa zaleta metody
jest uzycie gotowego rodnika (tatwo dostgpnego w handlu), bez potrzeby generowa-
nia go z prekursora, jak w przypadku ABTS. Inna jego zaleta jest znaczna stabilnos¢
jego roztwordw. Niestety DPPH rozpuszcza sig¢ wylacznie w rozpuszczalnikach orga-
nicznych oraz ich mieszaninach z woda, co znacznie ogranicza jego zastosowanie
do oznaczania TAA.

NO:

N—N NO2

NO;

Rysunek 4. Wzor strukturalny rodnika DPPH*
Figure 4. Molecular structure of DPPH radical

Trwaly rodnik DPPH" od dawna przyciagat uwagg elektrochemikéw. Wyniki
podstawowych badan elektrochemicznych na elektrodzie platynowej w acetonitrylu,
metanolu, etanolu, acetonie i DMSO opublikowali Solon i Bard [33] juz w 1964 r.
stwierdzajac, ze rodniki te ulegaja zarowno redukcji, jak i utlenieniu:

DPPH' + ¢ <> DPPH" (7)
DPPH' <> DPPH" + ¢ ®)

Obydwie reakcje elektrodowe maja charakter odwracalny lub guasi-odwracalny.
Elektrochemiczna i spektralna charakterystyke DPPH" w 11 rozpuszczalnikach orga-
nicznych podali réwniez Kalinowski i Klimkiewicz [34]. Warto doda¢, ze zbadano
takze wtasciwosci elektrochemiczne rodnika DPPH® unieruchomionego na elektro-
dzie grafitowej, znajdujacej si¢ w kontakcie z roztworem wodnym [35].

Berset i in. [32] zaproponowali, aby TAA wyraza¢ jako ilo$¢ antyoksydanta
potrzebna do zmniejszenia poczatkowego stezenia DPPH' o potowe, w jednostkach
EC,, (ang. efficient concentration 50%). Czas niezbgdny do osiggnigcia tego poziomu
oznacza si¢ symbolem ¢, ... Nalezy podkresli¢, ze z powodow sterycznych szereg

EC50°
antyoksydantow reaguje bardzo powoli z rodnikiem DPPH". Sanchez—Moreno i in.
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[36] wprowadzili kolejny parametr, AE (ang. antiradical efficiency), do wyrazenia
TAA. Jest on definiowany jako

AE=1/(EC 1) ©)

Spektrofotometryczna metoda oznaczania TAA na podstawie zaniku absorpcji
rodnika DPPH" zostata sprawdzona do§wiadczalnie na licznych przyktadach przez
Molyneux [37]. Niedawne badania przeprowadzone przez Oscelika i in. [38] wyka-
zaly, ze roztwory DPPH sa bardzo wrazliwe na §wiatto. Tak np. zanik absorbancji
w roztworach metanolowych i acetonowych, przechowywanych przy swietle w 25°C,
mierzony przy A= 517 nm, wynosit po 120 min odpowiednio 20 i 35%, podczas gdy
w ciemnos$ci nie obserwowano zauwazalnych zmian nawet po 150 min. Wskazuje
to na konieczno$¢ przestrzegania odpowiednich warunkéw doswiadczalnych pod-
czas dokonywania oznaczen analitycznych. Ostatnio podjgto roéwniez proby wyko-
rzystania tej reakcji do automatyzacji oznaczania TAA zaré6wno technika spektrofo-
tometryczna [39], jak rowniez amperometryczna [40, 41].

3. METODY FRAP I CUPRAC

Kolejna metodg oznaczania TAA, znana pod akronimem FRAP (ang. ferric
reducing antioxidant power), zaproponowali Benzie i1 Strain [42]. Metoda opiera
si¢ na redukcji kompleksu Fe(Ill) z 2,4,6-tris(2-pirydylo)-s-triazyna, Trtz, stanowia-
cego analog powszechnie znanej ferroiny. Produktem reakcji

[Fe(Trtz),]** + ¢ ¢> [Fe(Trtz), J** (10)

jest kompleks Fe(II), intensywnie zabarwiony na niebiesko, A_ = 593 nm. Trwa-
os¢ kompleksu zalezy od pH. Optymalne warunki do oznaczania TAA na podsta-
wie wzrostu absorbancji w wyniku powstawania kompleksu Fe(Il) wystgpuja przy
pH 3,6 (bufor octanowy). Uktad redoks [Fe(Trtz),]*"/[Fe(Trtz),]** wykazuje w opisa-
nych warunkach potencjat formalny ok. 0,70 V wzgledem SHE, a wigc zblizony do
ABTS*/ABTS (0,68 V). Mimo ze metoda FRAP nie moze by¢ stosowana w warun-
kach ,,fizjologicznych” (pH = 7), to niewatpliwa jej zaleta jest prostota i niski koszt
uzywanych odczynnikéw. Zastosowanie metody FRAP, pierwotnie przeznaczone;j
do oznaczania TAA w osoczu krwi [43], zostalo pozniej rozszerzone na badanie
sktadnikéw zywnosci [44—46].

Ostatnio zaproponowano pewne warianty metody FRAP, oparte na zastosowa-
niu jonu [Fe(CN),J*" lub powszechnie znanego kompleksu Fe(III) z 1,10-fenantro-
ling, czyli ferroina, [Fe(Phen),]*" [47]. Ostatnia metode zastosowali Szydtowska-
-Czerniak i in. [48] do oznaczania TAA olejow jadalnych (w ekstraktach acetono-
wych lub metanolowych).
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Kolejna modyfikacja, opatrzona przez autoréw akronimem CUPRAC (ang.
cupric reducing antioxidant capacity) [49], wykorzystuje redukcje¢ Cu(Il) do Cu(l).
Jon Cu(I) wystepuje tu w postaci kompleksu z neokuproinag, 2,9-dimetylo-1,10-fenan-
troling (Nc). Kompleks [Cu(Nc),]" jest intensywnie zabarwiony na z6tto, A_ =450 nm.
Potencjal formalny uktadu [Cu(Nc),]*"/[Cu(Nc),]" wynosi okoto 0,6 V [50], a wigc
jestnizszy od potencjatu uktadu [Fe(Trtz),]*/[Fe(Trtz),]**. W konsekwencji utlenianie
przez Cu(Il) jest bardziej wybidrcze niz przez Fe(IlI) w metodzie FRAP. Ponadto,
w odroznieniu od FRAP, metod¢ CUPRAC stosuje si¢ w roztworach o pH ok. 7,
awigc w warunkach zblizonych do metody TEAC. Oznaczanie mozna réwniez prowa-
dzi¢ w rozpuszczalnikach niewodnych lub mieszanych, przez co staje si¢ uzyteczne
przy badaniu antyoksydantow hydrofobowych (lipofilowych). Dotychczas spraw-
dzono mozliwo$¢ zastosowania metody do oznaczania ¢-tokoferolu [51], kwasu
askorbinowego [52, 53] oraz roznych zwiazkéw fenolowych [50, 54, 55].

4. METODA FOLIN-CIOCALTEU (FC)

Metoda Folin-Ciocalteu (FC) jest uzywana od dawna do oznaczania ogdlnej
zawartosci grup fenolowych na podstawie ich utleniania za pomoca soli heteropoli-
kwasow fosforowolframomolibdenowych. Obecnie metoda jest stosowana na ogot
w zmodyfikowanej postaci, opracowanej przez Singletona i in. [56]. Potrzebny do
tego odczynnik przygotowuje si¢ przez dlugotrwate gotowanie wodnego roztworu
Na,WO,-2H,0 z Na,MoO,-2H,0 oraz stgzonych kwaséw solnego i1 fosforowego
w odpowiednich proporcjach. Nastgpnie do mieszaniny dodaje si¢ Li,SO,-4H,0,
otrzymujac w ten sposob odczynnik FC o intensywnie zottym zabarwieniu. Dokladny
wzor chemiczny odczynnika nie jest znany, lecz uwaza sig, ze jego dzialanie opiera
si¢ na redukcji molibdenu(VI)

Mo(VI) + & <> Mo(V) (11)

prowadzacej do powstania zielonego i niebieskiego zabarwienia. Reakcja ta jest
chemicznie odwracalna.

Oznaczanie fenoli (i innych reduktorow) przeprowadza si¢ w srodowisku alka-
licznym, doprowadzajac pH do ok. 10 przez dodatek Na,CO,. W tych warunkach
fenole wystepuja w postaci fenolanéw, ktore wykazuja nizszy potencjat utleniania
niz ich molekularne odpowiedniki, a zatem reaguja z utleniaczami tatwiej i zwykle
szybciej. Oznaczenia dokonuje si¢ na podstawie pomiaru wzrostu absorbancji przy
A_.. = 765 nm. Jako substancja wzorcowa, zalecany jest kwas galusowy. Nalezy
zaznaczy¢, ze odczynnik FC nie jest specyficzny w stosunku do fenoli i utlenia caty
szereg innych reduktoréw, jak np. kwas askorbinowy. Mimo ze odczynnik stoso-
wany w metodzie FC nie ma $cisle okreslonego sktadu, stata si¢ ona jednym ze
standardow oznaczania aktywno$ci antyoksydacyjnej, gdyz jest prosta, wygodna
i dostarcza odtwarzalnych wynikow.
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W literaturze pojawiaja si¢ propozycje zastosowania do oznaczania TAA takze
innych silnych utleniaczy. Ostatnio Ozyurt i in. [57] zaproponowali uzycie do tego celu
soli Ce(IV) w wodnym roztworze H,SO,. Metoda jest w swej istocie bardzo prosta,
gdyz opiera si¢ na pomiarze zmniejszeniu absorbancji ceru(IV) przy A_ = 320 nm
w wyniku reakcji z antyoksydantami. Z powodu wysokiego potencjatu redoks uktadu
Ce(IV)/Ce(IIT) metoda wymaga Scistego przestrzegania warunkow pH, aby nie dopus-
ci¢ do utlenienia innych substancji organicznych zawartych w badanej probce. Auto-
rzy cytowanej pracy wyprobowali skuteczno$¢ metody na kilku pojedynczych sub-
stancjach z grupy flawonoidow oraz na wodnych ekstraktach z pokrzywy. Wyniki
zostaly poréwnane z uzyskanymi rownolegle przy uzyciu metod TEAC oraz CUPRAC.

5. METODY ELEKTROCHEMICZNE

Za pokrewne w stosunku do ,,chemicznych” metod oznaczania TAA za pomoca
reakcji redoks nalezy uzna¢ metody elektroanalityczne, a zwlaszcza woltampero-
metri¢. Analiza danych dostarcza tu dwoch parametrow: (a) potencjatu potfali (lub
piku) anodowego utleniania oraz (b) natezenia pradu granicznego lub pradu piku,
ktore odzwierciedlaja stezenie antyoksydanta. Wykorzystanie obydwu tych paramet-
row do oceny antyoksydantow zaproponowali po raz pierwszy Chevion i in. [58, 59].

Potencjat piku (lub potfali) jest bezposrednio zwiazany z potencjatem formal-
nym uktadu redoks, £°°, do ktoérego nalezy antyoksydant, i pozwala ocenié, czy
zajdzie reakcja z danym odczynnikiem utleniajacym. Potencjal formalny mozna zatem
uzna¢ za miar¢ mocy antyoksydacyjnej (ang. antioxidant power). Postugujac si¢
tym kryterium, Blasco i in. [60] wyrdznili antyoksydanty o duzej (£°° = 0,3 V)
i$redniej mocy (E°°=0,5 V). Yang i in. [61] zaproponowali ocen¢ mocy antyoksyda-
cyjnej flawonoidow na podstawie wartosci potencjatu potfali (£, ,) pierwszej fali
anodowego utlenienia. Niezaleznie od nich, Kilmartin i in. wykorzystali potencjaty
pierwszego piku anodowego w woltamperometrii cyklicznej do charakterystyki poli-
fenoli wystepujacych w winach [62] oraz w naparach herbaty i kawy [63].

Do oznaczania aktywno$ci antyoksydacyjnej (w sensie stgzenia lub zawartos$ci
antyoksydantow w probce) wykorzystuje si¢ pomiar natgzenia pradu granicznego
lub pradu piku. Rzadziej stosuje si¢ odczyt fadunku na podstawie powierzchni pod
fala lub pikiem anodowym. Nalezy na wstepie zaznaczy¢, ze zastosowanie woltampe-
rometrii w tej dziedzinie nie ma jednolitego charakteru. Metoda umozliwia oznaczenie
indywidualnych antyoksydantdw, jezeli ich potencjaty poétfali roznia si¢ w istotny
sposob. Szczegdlnym przypadkiem jest zastosowanie woltamperometrii w urzadze-
niach detekcyjnych przy zautomatyzowanej analizie metoda ABTS lub DPPH,
o czym byta mowa we wczesniejszych rozdziatach.

Oryginalng metodg posrednia oznaczania TAA za pomoca réznicowej woltam-
perometrii pulsowej, oparta na zaniku pradu redukcji tlenu na cienkowarstwowej
elektrodzie rteciowej, opracowata Korotkova i in. [64—66]. Pod wzgledem teore-
tycznym metoda zostala opracowana przez Tur’yana i in. [67]. Elektrochemiczna
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redukcja tlenu na rteci jest wprawdzie procesem jednostopniowym z przylaczeniem
4 elektronéw, lecz zachodzi wieloetapowo. W pierwszym etapie powstaje aniono-
rodnik ponadtlenkowy

0,+¢ <0, (12)

ktéry w roztworze wodnym czg$ciowo (zaleznie od pH) przechodzi w rodnik wodo-
ronadtlenkowy

0, +H" <> HO; (13)

Anionorodnik O, jest bardzo reaktywny i moze utleni¢ wiele substancji orga-
nicznych (antyoksydantow). Tym samym zmniejsza si¢ jego udziat w dalszych eta-
pach redukcji tlenu, co obniza mierzony katodowy prad piku i przesuwa pik w strong
dodatnich potencjatéw. Oznaczenie TAA wymaga zatem trzykrotnego pomiaru pradu
piku w elektrolicie podstawowym: (1) w obecnosci tlenu bez antyoksydanta, (b) po
dodaniu antyoksydanta, (c) po usunigciu tlenu za pomoca gazu obojetnego.

Oprocz woltamperometrii, proponowano zastosowanie innych metod elektro-
analitycznych. Niedawno Budnikov i in. [68, 69] opracowali metod¢ oznaczania
TAA krwi oraz osocza krwi przez miareczkowanie kulometryczne bromem genero-
wanym anodowo. Do monitorowania przebiegu miareczkowania zostata uzyta tech-
nika biamperometryczna. Niestety, autorzy nie przeprowadzili zadnych badan porow-
nawczych z wykorzystaniem innych metod oznaczania TAA, zwlaszcza ze brom
nalezy do silnych utleniaczy.

Nalezy rowniez zanotowac¢ probe zastosowania potencjometrii do oznaczania
TAA, podjeta przez Braining i in. [ 70, 71]. Autorzy wykorzystali przesunigcie poten-
cjatu uktadu redoks [Fe(CN),J*/[Fe(CN),]*, stuzacego jako mediator, pod dziata-
niem reduktora, ktérym jest antyoksydant. Potencjal uktadu nalezy zmierzy¢ dwu-
krotnie, tj. przed

E =E°+(RT/F)In[c_ /c ] (14)
oraz po wprowadzeniu badanej probki
E,=E® + [RT/IF)In[(c, - c)c ,+c)] (15)

c, orazc,_ oznaczaja tu poczatkowe stgzenia formy utlenionej i zredukowanej media-
tora, £°’ jego potencjal formalny, a ¢_jest stgzeniem antyoksydanta, wyrazonym
w réwnowaznikach na litr. Metoda, chociaz bardzo prosta, jest jednocze$nie mato
czula i wymaga starannego doboru stosunku stezenia mediatora do antyoksydanta.
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6. SUBSTANCJE WZORCOWE

Intensywnosci sygnatow analitycznych mierzonej w roznych procedurach do
oznaczania TAA (np. absorbancja lub prad piku w woltamperometrii) nie mozna
przewidzie¢ na podstawie przestanek teoretycznych i z tego powodu wymagana jest
kalibracja przy uzyciu substancji wzorcowych. Musza nimi by¢ umiarkowanie silne
reduktory, rozpuszczalne zard6wno w wodzie, jak i w niektorych rozpuszczalnikach
organicznych oraz w ich mieszaninach z woda. Wazna jest tez znajomos¢ mecha-
nizmu reakcji utlenienia i zwiazanej z tym liczby wymienianych elektronow. W lite-
raturze do oznaczania TA A proponowano wiele substancji wzorcowych, m.in. kwas
galusowy, kwas kawowy, eugenol, izoeugenol, kwas moczowy, troloks oraz kwas
askorbinowy. Nenadis i in. [72] dokonali krytycznej oceny szeregu substancji wzor-
cowych. Autorzy stwierdzili, ze wzorce powinny by¢ indywidualnie dostosowane
do okreslonej matrycy i trudno jest zaleci¢ wzorzec uniwersalny. W praktyce pow-
szechnie stosuje si¢ dwie substancje wzorcowe: troloks i kwas askorbinowy.

troloks: R = COOH
o-tokoferol: R = C4gHa3 (tancuch fitylowy)

Rysunek 5. Struktura troloksu i o~tokoferolu
Figure 5. Molecular structure of trolox and o~tocopherol

Troloks (Rys. 5) jest analogiem o~tokoferolu, gtéwnego sktadnika witaminy E,
rozpuszczalnej w thuszczach. Zastapienie dtugiego tancucha fitylowego, wystepuja-
cego w czasteczee o-tokoferolu, grupa karboksylowa powoduje wzrost wiasciwosci
hydrofilowych, co z kolei polepsza rozpuszczalno$¢ w wodzie. Rozpuszczalno$¢ ta
jest wprawdzie nadal dosy¢ ograniczona i wynosi zaledwie ok. 0,2 mM [73], lecz
ros$nie ze wzrostem pH, wskutek stopniowego tworzenia si¢ lepiej rozpuszczalnej
soli. Czasteczka troloksu zawiera dwie grupy funkcyjne: karboksylowa i fenolowa.
Stata dysocjacji kwasowej grupy fenolowej podali Steenken i Neta [74] jako
pK,, = 11,9, podczas gdy analogiczna warto$S¢ dla grupy karboksylowej wyznaczyli
Matyszko i Mechanik [75] (pK,, = 3,6) na podstawie miareczkowania potencjomet-
rycznego. Nieco inny zestaw tych statych opublikowali ostatnio Mitrai i in. [76]
(pK,, = 5,0, pK , = 11,5).



34 J.MALYSZKO, M. KARBARZ

Analiza przebiegu reakcji troloksu z rodnikiem ABTS, dokonana przez Artsa
i in. [77], wykazala, Ze substancje te reaguja w stosunku stechiometrycznym jak
1:1,9, awigc zblizonym do 1:2. Wynika stad, ze rodnik fenoksylowy troloksu, wytwo-
rzony w wyniku reakcji z rodnikiem ABTS, jest jedynie produktem przejsciowym
i reaguje z kolejnym rodnikiem ABTS. Fakt, ze do§wiadczalna liczba stechiome-
tryczna jest nieco mniejsza od 2, wskazuje na mozliwo$¢ czg¢sciowego zuzywania
produktu przejsciowego (rodnika) w reakcji ubocznej, np. dimeryzacji.

Kinetyke reakcji troloksu z rodnikiem DPPH® w etanolu Friaa i Brault [78]
badali metoda przeptywu zatrzymanego i otrzymali stala szybkosci 3,2-10*> mol™ dm s
Zblizona warto$¢ tej statej (3,6:10> mol™! dm s') uzyskali Santosh i in. [79] w meta-
nolu. Przej$cie z bezwodnego etanolu do mieszaniny z woda (1:1) powoduje znaczne
przyspieszenie tej reakcji.

20 I
15 C
< i
= 10r
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5 i b
O 1 I 1 1 h I f 1 ! 1 ! 1 !
-400 -200 O 200 400 600 800 1000
E / mV vs Ag/AgCI

Rysunek 6. Stacjonarne krzywe woltamperometryczne anodowego utleniania 2 mM troloksu w metanolu
zawierajacym 0,2 M NaClO, jako elektrolit podstawowy. St¢zenie (C,H,),NOH: (a) 0, (b) 4,0 mM.
Krzywe zarejestrowano na mikroelektrodzie dyskowej z wtdkna weglowego o $rednicy 35,4 um
przy szybkosci skanowania potencjatu 5 mV s!

Figure 6. Steady-state voltammograms of the anodic oxidation of 2 mM trolox in methanol containing
0,2 M NaClO, as a background electrolyte. Concentration of (C,H,), NOH: (a) 0, (b) 4,0 mM.
Curves were recorded on a carbon fiber disc microelectrode of 35,4 um diameter at a scan rate of 5 mV s

W ostatnich latach przeprowadzono réwniez systematyczne badania nad mecha-
nizmem elektrochemicznego utlenienia troloksu w réznych rozpuszczalnikach
[75, 80-83], gtownie na elektrodach weglowych. Wynika z nich, ze proces ten zacho-
dzi w dwu etapach, kazdorazowo z utrata jednego elektronu i wytworzeniem rod-
nika fenoksylowego, jako produktu przejsciowego. Produkt utleniania (jon fenokso-
niowy) moze wchodzi¢ w reakcje chemiczne ze sktadnikami roztworu. Na Rys. 6
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przedstawiono stacjonarne krzywe woltamperometryczne utlenienia troloksu w meta-
nolu na mikroelektrodzie z widkna weglowego (wg danych [84]). Krzywa (a) odpo-
wiada jednostopniowemu, dwuelektronowemu utlenieniu w niebuforownym roz-
tworze, zawierajacym 0,2 M NaClO, jako elektrolit podstawowy. Wprowadzenie
rownowaznej ilosci silnej zasady, (C,H,), NOH, powoduje dosy¢ wyrazne rozdziele-
nie procesu na dwa odregbne stopnie jednoelektronowe (krzywa (b)). Jednoczesnie
zamiana formy czasteczkowej troloksu na anionowg utatwia utlenianie anodowe, co
przejawia si¢ znacznym przesunigciem krzywej w kierunku ujemnych potencjatow.
Forma anionowa jest silniej solwatowana od czasteczkowej, co znajduje odzwier-
ciedlenie w zmniejszeniu wspotczynnika dyfuzji, a w konsekwencji spadku natgze-
nia pradu granicznego.

Na drugim miejscu wsrod substancji wzorcowych do oznaczania TAA nalezy
wymieni¢ kwas askorbinowy, ktorego zaleta w poréwnaniu z troloksem jest szybsza
reakcja z wigkszo$cia utleniaczy. Kim 1 in. [85] zaproponowali stosowanie jednostki
VCEAC (ang. vitamin C equivalent antioxidant capacity), wyrazonej w mg kwasu
askorbinowego na 100 g probki, jako rownowaznika aktywnosci antyoksydacyjne;j.

PODSUMOWANIE

Jest rzecza godna zastanowienia, ze mimo opracowania i szerokiego stosowa-
nia kilku metod oznaczania TAA, zadna z nich nie stala si¢ dotychczas obowiazuja-
cym standardem. Przedstawione metody pozwalaja na oznaczanie TAA w roztwo-
rach wodnych i rozpuszczalnikach mieszanych o r6znych zakresach pH, a mianowi-
cie w roztworach kwasnych (FRAP), obojgtnych (ABTS i DPPH) oraz zasadowych
(FC). Roznorodnos¢ reakeji redoks stosowanych do oznaczania TAA moze nasu-
wacé watpliwosci, czy uzyskiwane za ich pomoca wyniki beda zgodne. Przyczyny
rozbieznosci, wynikajace z btedow systematycznych, moga by¢ zaréwno natury kine-
tycznej (r6zna szybkos¢ reakcji redoks), o czym wspomniano juz w rozdziale o meto-
dzie TEAC, jak i termodynamicznej (zbyt mata rdznica potencjatow formalnych anty-
oksydanta i utleniacza). Wspomniane juz réznice pH moga powodowac, ze w po-
szczegolnych procedurach oznaczane antyoksydanty moga wystgpowac¢ pod roz-
nymi postaciami, np. molekularnymi (w roztworach kwasnych) i jonowymi (w roztwo-
rach zasadowych). W przypadku materiatléw biologicznych, zywnosci oraz jej suple-
mentow rozbiezno$ci moga takze wynikac z interferencji ze sktadnikami matrycy.

W literaturze jest niewiele publikacji poswigconych porownaniu wynikdéw ozna-
czania TAA indywidualnych substancji réznymi metodami. Gliszczynska-Swigto
[86] wyznaczyta wartosci TAC kilku witamin rozpuszczalnych w wodzie, stosujac
rownolegle metode TEAC oraz FRAP. Zgodnos¢ wynikéw (w granicach ok. 1%)
uzyskata autorka jedynie w przypadku kwasu askorbinowego. Pirydoksyna, piry-
doksal, pirydoksamina i tiamina nie wykazywaly zdolnosci do redukcji Fe(III)
w metodzie FRAP, a w przypadku kwasu foliowego wyniki uzyskane metoda FRAP
byty ok. 30% mniejsze niz w metodzie TEAC. Apak i in. [50] poréwnali wyniki
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oznaczania TAA szeregu antyoksydantow, w tym polifenoli, o~tokoferolu oraz kwasu
askorbinowego, przy uzyciu trzech metod: CUPRAC, ABTS i FC. Najbardziej zblizo-
nych wynikow dostarczyly metody CUPRAC i ABTS (w mieszaninach etanolu
z woda), natomiast wyniki uzyskane metoda FC sa znacznie wyzsze (nawet powyzej
100%). Zdaniem autorow, jest to zwiazane z podwyzszeniem mocy redukcyjnej sub-
stancji fenolowych z powodu ich przej$cia w postac¢ anionow.

Prior i in. [87] rozpatrywali zalety i wady r6znych metod oznaczania TAA
majac na uwadze te, ktore nalezaloby zaleci¢ do stosowania w praktyce jako wzor-
cowe. Autorzy stwierdzili, ze odpowiednie wymagania spetniaja metody: ORAC, FC
i TEAC. Nalezy przypomnie¢, ze mechanizm pierwszej z nich jest oparty na reakcji
przeniesienia atomu wodoru. Do nieco odmiennych wnioskéw doszli Stratil i in.
[88], zalecajac jako wzorcowe trzy metody oparte na reakcjach wymiany elektronu:
TEAC, DPPH oraz FRAP.

Do oznaczania TAA uzywa si¢ rowniez innych metod [89, 90], ktorych omo-
wienie wykracza poza ramy tematyczne tego artykutu. Ogélny opis innych metod
oznaczania aktywnosci antyoksydacyjnej mozna znalez¢ w specjalistycznych arty-
kutach przegladowych [91-93]. Szereg praktycznych wskazowek na temat ozna-
czania TAA wybranymi metodami zawiera monografia pod red. Grajka [94].
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ABSTRACT

Allelopathy has been defined by the International Allelopathy Society as ,,any
process involving secondary metabolites produced by plants, microorganisms, viru-
ses and fungi that influence the growth and development of agricultural and biologi-
cal systems, including positive and negative effects [1]”. Allelochemicals can be
released into the environment and despite what effect they evoke towards living
organisms this kind of specific chemical interactions is known as ,,allelopathy”.

Allelopathic phenomena have been observed and studied from ancient times.
Theophrastus from Eresos, a disciple of Aristotle, reported an inhibitory effect of
pigweed Polygonum spp. on alfalfa in ca. 350 B.C., whereas Pliny described the
harmful effects of several plants on cropland in ca. 1 A.D. [2-5]. Although chemical
interactions between plants have been known for thousands years, the term allelo-
pathy was used for the first time in 1937 [5]. It derives from Latin words allelon (,,of
each other”) and pathos (,.to suffer”) and refers to the chemical interactions among
species. In recent years there has been an increasing interest towards the perspective
of exploiting allelopathy and allelochemicals as an alternative strategy for control-
ling weeds in particular, but also for controlling insects and plant diseases.

Plants produce a wide variety of secondary metabolites that play important
roles in ecological interactions. This is one, probably the most pronounced, of
a variety of ways in which certain plants can protect themselves against competi-
tion, infection or feeding in their natural habitats. Some of secondary metabolites
may also play an important role in chemical mediation of growth and development
of plant communities. These substances are called ,,allelochemicals” and are relea-
sed into the environment in order to interfere with the growth of competing plants or
act as chemical defence against pathogens and animals. Therefore such compounds
might be considered as constituents of plant defence system and could be treated as
a kind of chemical weapons. Originally, compounds like allelochemicals were tho-
ught to occur exclusively in higher plants. Ongoing research, however, has revealed
them also to be synthesized by bacteria, lower plants and fungi.

Allelochemicals may furnish an entirely new generation of naturally produced
weed-controlling compounds, replacing synthetic herbicides and other pesticides
with non-acumulatting easy-degradable substances.

Keywords: allelopathy, allelochemicals, terpenes, phenolic compounds, natural pesticides

Stowa kluczowe: allelopatia, allelozwiazki, terpeny, zwiazki fenolowe, naturalne pestycydy
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1. ALLELOPATIA — TERMINOLOGIA I RYS HISTORYCZNY

Termin allelopatia wprowadzony zostal w pierwszej potowie XX wieku; wywo-
dzi si¢ on z jezyka greckiego i jest potaczeniem dwoch stow: allelon — wzajemny
1 pathos — oddziatywanie, cierpienie, wrazliwos¢. Pojecie to wprowadzit do termi-
nologii biochemicznej austriacki fizjolog Hans Molisch, w 1937 roku. Obejmowato
ono oddzialywania typu inhibitorowego (hamujacego) i stymulatorowego (pobu-
dzajacego) pomigdzy gatunkami roslin wyzszych, glonoéw, grzyboéw wyzszych oraz
mikroorganizmoéw [1, 2]. Definicja wprowadzona przez Molischa nadal znajduje
uznanie, niemniej jednak ulega zmianom wraz z rozwojem wiedzy dotyczacym zja-
wiska allelopatii [3—5]. Obecnie istnieje tendencja do poszerzania zakresu pojecia
allelopatii, dlatego tez wielu autorow do zjawisk allelopatycznych zalicza takze inter-
akcje pomigdzy wydzielinami albo produktami biotransformacji sktadnikow struk-
turalnych czgsci organizmow (opadle liscie, resztki pozniwne) a innymi organiz-
mami. Obecnos$¢ tych zwiazkéw chemicznych moze mie¢ wptyw na rozw¢j innych
osobnikéw gatunku wydzielajacego, np. potomstwa [6].

Zwiazki, ktore uczestnicza w oddziatywaniach pomigdzy organizmami, nazy-
wane sa zwigzkami allelopatycznymi (allelozwiazkami) lub allelopatynami. Pojecie
»allelozwiazki” zostato wprowadzone do literatury przez Whittakera i Feeny’ego
[7]. Z kolei Law i Regnier zaproponowali termin ,,semiochemikalia”. P6zniej wpro-
wadzono podzial na feromony i allelozwiazki, w zaleznos$ci od tego, czy substancje
biora udzial w oddzialywaniach migdzy osobnikami tego samego, czy tez réznych
gatunkoéw. W miarg postepu badan zaleznosci ekologicznych pomigdzy organizmami,
wsrod zwiazkow allelopatycznych wyrozniono:

— allomony, zwiazki chemiczne produkowane badz pozyskiwane przez orga-

nizm, korzystne dla tego organizmu;

— kairomony, zwiazki chemiczne korzystne dla organizmu odbierajacego je;

— synomony, zwiazki chemiczne korzystne zarowno dla organizmu, ktory je

produkuje, jak i odbiera.

Z kolei, w zaleznosci od przynalezno$ci taksonomicznej organizmu wydziela-
jacego, a takze odbierajacego allelozwiazek, wprowadzono do literatury pojgcia odno-
szace si¢ do konkretnych przypadkow interakc;ji, i tak:

— koliny to substancje chemiczne wytwarzane przez rosliny wyzsze i oddzia-

hujace na inne rosliny wyzsze;

— marazminy to substancje chemiczne wytwarzane przez mikroorganizmy

1 wplywajace na rozwoj roslin wyzszych;
— fitoncydy to metabolity roslin wyzszych, hamujace rozwo6j mikroorganizméow;
— antybiotyki, czyli substancje wytwarzane i uwalniane w wyniku oddziaty-
wan allelopatycznych pomigdzy mikroorganizmami [2].

Ponadto w oddziatywaniach roslin wyzszych z mikroorganizmami wyrdznia
si¢ fitoaleksyny, grupe zwiazkéw chemicznych produkowanych de novo przez ros-
liny, w odpowiedzi na infekcj¢ przez mikroorganizmy [2].
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Oddziatywanie jednych roslin na inne obserwowano od momentu, gdy czto-
wiek rozpoczat uprawg roslin oraz w miarg nabywania dos§wiadczenia i dokonywa-
nia zmian w ekosystemach. Za autora pierwszych spostrzezen dotyczacych zjawiska
allelopatii uwaza si¢ Teofrasta z Eresos (372-285 p.n.e.). Okoto 350 lat p.n.e. ten
uczen Arystotelesa, zwany ojcem ekologii, podal przyktad wptywu roslin rdestu
(Polygonum L.) na wzrost i rozw¢j lucerny [2]. Znacznie pdzniej, stawny chinski
botanik i farmaceuta Lee Shi-Yen, zyjacy w latach 1518—1593, opisat podobne zja-
wiska, dotyczace gatunkéw roslin wykazujacych wiasciwosci lecznicze i wykorzy-
stywanych w medycynie [2]. W 1832 roku szwedzki botanik Augustyn de Candolle,
jako jeden z pierwszych zaobserwowat i opisat przypadki, w ktoérych mialy miejsce
chemiczne oddziatywania pomigdzy gatunkami roslin wyzszych [2, 3, 8]. Zauwa-
zyl, ze osty rosnace w kukurydzy oddziatywaty niekorzystnie na wysiewany jako
kolejny w ptodozmianie owies [8]. De Candolle opisat rowniez doswiadczenia,
w ktorych korzenie fasoli, zanurzone w wodzie zawierajacej substancje wydzielone
przez korzenie innych ro$lin tego samego gatunku, stably i obumieraty [8]. Ponad
50 lat p6zniej (1881 rok) P.R. Hoy i J.S. Stickney opisali podobny efekt powodo-
wany przez wydzieliny korzenia orzecha wloskiego Juglans nigra L. [2]. W 1925
roku Massey przeprowadzit klasyczne juz dzisiaj do§wiadczenie, w ktorym spraw-
dzat oddzialywanie orzecha wioskiego na pomidory i lucerng. Zaobserwowat on
mianowicie, iz na powierzchni kota o $rednicy okoto 30 m od pnia drzewa, wiele
ro$lin stabo si¢ rozwija i zamiera [8]. Obszar, w ktorym ro§liny pomidoréw byty
ostabione, wyraznie pokrywat si¢ z zasiggiem korzeni drzewa. Toksyna wydzielana
przez orzech okazat si¢ 4-glukozyd-1,4,5-trihydroksynaftalenu (1), ktory poprzez
hydroliz¢ i utlenianie zostaje przeksztatcony do juglonu (5-hydroksy-1,4-naftochi-
nonu) (2) (Rys. 1). Juglon jest jednym z silniejszych fitotoksycznych allelozwiaz-
kéw — hamuje wzrost wielu roslin w stezeniu nizszym niz 1 uM [9—11].

1) OH o
1)hydroliza
—_—
2)utlenianie
OH OGlc oOH o (@
Glc - glukoza juglon (5-hydroksy-1,4-naftochinon)

Rysunek 1. Schemat powstawania juglonu
Figure 1. Release of juglon into environment

Rosliny wyzsze sa grupa organizmow, ktorej poswigcono najwigcej uwagi
w badaniach zjawiska allelopatii. Fakt ten nie powinien budzi¢ zdziwienia, gdyz to
wlasnie rosliny, aby zapewni¢ sobie odpowiednie warunki do zycia w zajmowanych
niszach ekologicznych, konkuruja pomigdzy soba o wode, $wiatto i sktadniki pokar-
mowe. Musza réwniez broni¢ si¢ przed patogenami i fitofagami, a wszystko to przy
bardzo ograniczonych mozliwosciach aktywnego poruszania sig. Dlatego tez, w toku
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rozwoju ewolucyjnego, rosliny wyksztatcity rozne strategie zard6wno obrony, jak
i ataku [8]. Jedna z najbardziej uniwersalnych jak si¢ wydaje jest wydzielanie do
srodowiska réznego typu zwiazkéw chemicznych.

2. LOKALIZACJA ALLELOZWIAZKOW W TKANKACH ROSLIN
ORAZ SPOSOBY ICH PRZEDOSTAWANIA SIE DO SRODOWISKA

Wigkszo$¢ roslin jest na state zwiazana z miejscem, w ktorym rozpoczat sig ich
rozwoj 1 wzrost. To ograniczenie jest jednym z powodow, dla ktorych wydzielanie
zwiazkéw chemicznych do $rodowiska zycia moze by¢ traktowane jako efektywny
sposob indukowania procesOw sprzyjajacych rozwojowi rosliny, natomiast percep-
cja znajdujacych si¢ tam substancji postrzegana jest jako rownie efektywny sposob
rejestrowania zmian zachodzacych w obrgbie siedliska. Mimo iz hamowanie roz-
woju roslin konkurujacych o zasoby srodowiska jest jedynie jedna ze strategii optyma-
lizacji warunkow zycia, to wigkszos¢ dostgpnych informacji dotyczy takich wtasnie
oddziatywan, noszacych nazwg allelopatii.

Zjawisko allelopatii zostato opisane w réznych ekosystemach zarowno natural-
nych, jak i zagospodarowanych [4]. Jednakze szczegdlnym zainteresowaniem,
ze wzgledu na mozliwosci wykorzystania tego zjawiska w praktyce rolniczej, a szcze-
golnie w zintegrowanej ochronie plondw, ciesza sig¢ allelozwiazki funkcjonujace
w agroekosystemach.

Naturalnymi Zzrédtami substancji o tak interesujacych wlasciwosciach sa zazwy-
czaj rosliny, ktore skutecznie konkuruja o zasoby srodowiska, a rOwnoczesnie opie-
rajq si¢ atakom fagow i patogenow. Allelozwiazki wykryto we wszystkich zaréwno
wegetatywnych, jak i generatywnych organach roslin, [4], niemniej jednak najwigk-
sze znaczenie allelopatyczne przypisuje sig substancjom zawartym w organach wege-
tatywnych. Najbogatszym zrodlem allelozwiazkow sa liscie, gdzie allelochemikalia
wystepuja w najwigkszych ilosciach. W organach tych allelozwiazki gromadzone sa
w wyspecjalizowanych gruczotach wydzielniczych, zwanych trichomami, ktore
umiejscowione s3 zazwyczaj w najbardziej zewngtrznej warstwie komorek tkanki
okrywajacej, epidermie lub tez w glebszych warstwach, pod epiderma [12].

Liczne prace dowodza takze obecnosci tych substancji w nasionach [13]. Sub-
stancje wydzielone do podtoza przez nasiona moga je zabezpieczy¢ przed atakiem
patogenow grzybowych, a rownoczesnie ,,kontrolowaé” termin ich kietkowania
poprzez narzucenie im spoczynku bezwzglednego.

Stwierdzono rowniez, iz zawarto$¢ allelozwiazkow zalezy od wieku ro$liny.
W znacznie wigkszych ilo$ciach uwalniane sa one z roslin mtodych, anizeli z ro$lin
dojrzalych i starzejacych sig.

Wigkszo$¢ roslin produkuje, a nastgpnie magazynuje produkty wtornej prze-
miany materii, w tym allelozwiazki, w specjalnie do tego celu przeznaczonych struk-
turach. Przypuszcza sig, iz lokalizacja tych substancji w wyspecjalizowanych tkan-
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kach badz komorkach roslin jest czesto powiazana z ich funkcja biologiczna. Obec-
no$¢ wielu metabolitow wtdrnych stwierdzono w gruczotach wydzielniczych zew-
ne¢trznej warstwy naskorka. Substancje tam zmagazynowane wlaczane sa w oddzia-
tywania roslin z owadami lub mikroorganizmami w trakcie bezposredniego kon-
taktu tych organizméw z zawarto$cia gruczotéw. Stanowia one niejako odpowiedz
rosliny na atak okreslonego czynnika zewnetrznego. Stwierdzono takze, iz substan-
cje wydzielane i lokalizowane w gruczotach wytworzonych w epidermie charakte-
ryzuja si¢ silniejsza aktywnoscia fitotoksyczna niz te umiejscowione w giebszych
warstwach komorek. Zwiazkom znajdujacym si¢ w epidermie czgsto przypisuje sig
udzial w allelopatycznych oddziatywaniach pomigdzy roslinami. Do grupy takich
substancji zalicza si¢ przede wszystkim terpeny, ktoére produkowane przez jedne
gatunki ro$lin hamuja wzrost i rozwdj roslin zyjacych w sasiedztwie. Z kolei gle-
biej, w wakuolach komorek znajdujacych si¢ pod pojedyncza warstwa epidermy,
stwierdzono znaczna zawartos¢ zwiazkéw fenolowych. Podczas uszkodzenia
komorki przez fitopatogeny, w plastydach nastepuje szybka synteza chinonoéw ze
zwiazkow fenolowych przy udziale oksydazy polifenolowej. Powstale w tych warun-
kach chinony wchodza w sktad systemu obronnego roslin. Tego typu przemiany sa
typowe dla substancji zlokalizowanych pod epiderma [12, 14].

Rosliny, wyksztatcajac specyficzne struktury, w ktorych moga gromadzi¢ sub-
stancje allelopatyczne, zabezpieczaja w ten sposdb swoj organizm przed autointok-
sykacja. Przyktadem moga by¢ silnie fitotoksyczne allelozwiazki artemizinina i hi-
perycyna, ktore produkujace je ro§liny magazynuja w specyficznych organellach, w
bezpiecznym dla siebie miejscu, unikajac w ten sposdb autointoksykacji [12, 14].

Allelozwiazki wyprodukowane przez rosling w okreslonym miejscu i celu moga
przedostawaé si¢ do srodowiska wieloma sposobami. Substancje allelopatyczne
bardzo czgsto sa wydzielane zardwno przez korzenie, jak i przez czgsci nadziemne
rosnacej rosliny, moga tez by¢ wymywane z rozkladajacego si¢ materialu roslin-
nego [1]. Uwalnianie substancji allelopatycznych z czg$ci nadziemnych odbywa si¢
badz przez emisj¢ lotnych zwiazkow, badz tez poprzez tugowanie z pedow i ulist-
nienia przez deszcz, mgte czy krople rosy. Zwiazki te sa wydzielane przez gruczoty
znajdujace si¢ najczescie] w mezofilu roslin lub sa uwalniane z uszkodzonych wtos-
kow gtowkowatych albo pgcherzykowatych, znajdujacych si¢ na powierzchni ros-
liny, w warstwie epidermy. Nieco rzadziej opisuje si¢ wydzielanie do ryzosfery przez
system korzeniowy roslin. W opinii wielu badaczy, najwazniejszym zroédlem emisji
allelozwiazkoéw jest wymywanie tego rodzaju substancji albo ich prekursorow
z obumartych tkanek roslinnych. Opisano tez przypadki, w ktorych substancje allelo-
patyczne powstaty jako produkty uboczne mikrobiologicznego rozktadu materii orga-
nicznej gleby [15, 16].

Allelozwiazki wydzielane do gleby moga by¢ przeksztatcane do form mniej
aktywnych lub wrecz do zwiazkow nieaktywnych. Moga by¢ szybko wiazane przez
potaczenia mineralne wystepujace w glebie, tworzac kompleksy organiczno-mine-
ralne traktowane jako cz¢$¢ substancji humusowych. Te z kolei sa dalej przeksztat-
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cane w procesach biologicznych. Przyktadem tego typu przemian jest zdolno$¢ zwiaz-
kow fenolowych do polimeryzacji w glebach ilastych. Naturalny kompleks glebowy
moze bra¢ udziat w detoksykacji substancji allelopatycznych wydzielanych przez
ro$liny. Caly ten proces zalezy jednak od fizykochemicznej natury gleby oraz od
wystepujacych w niej mikroorganizmow i ich aktywnosci.

Zwiazki allelopatyczne, pobierane z gleby przez korzenie roslin, sa prawdopo-
dobnie transportowane takze do innych organdw, dlatego tez ich dzialanie moze
ujawnic si¢ w obrebie roznych tkanek i komorek [1].

3. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA ALLELOZWIAZKOW
PRODUKOWANYCH PRZEZ ROSLINY

Substancje aktywne allelopatycznie sa w wigkszo$ci niskoczasteczkowymi
metabolitami wtdrnej przemiany materii o relatywnie prostej budowie chemiczne;j.
Blyskawiczny rozwoj technik analitycznych, ktory nastapil w ostatnich latach, umoz-
liwit wyizolowanie oraz okreslenie struktury chemicznej ogromnej liczby (okoto
100 000) allelozwiazkéw [17-20]. Réwnoczesnie trwajace, rozlegle badania zjawi-
ska allelopatii z wykorzystaniem szerokiego spektrum testow biologicznych pozwolity
zdefiniowa¢ aktywnos¢ wigkszosci tych roznorodnych strukturalnie allelozwiazkow.

Wiele ze zwiazkow wykazujacych wiasciwosci allelopatyczne wchodzi w sktad
systemu obronnego roslin i bierze udziat w interakcjach z innymi organizmami.
Wszystkie gatunki roslin produkuja substancje bgdace wtornymi metabolitami
i nalezace do réznych strukturalnie klas zwiazkow chemicznych. Wiasciwosciami
allelopatycznymi charakteryzuja si¢ nie tylko rosliny powszechnie uwazane za tok-
syczne, ale rowniez ro$liny uprawne, w tym warzywa.

Szczegolng grupe wérod substancii o wasciwosciach allelopatycznych zajmuja
mono- i seskwiterpeny. Wigkszo$¢ z nich wchodzi w sktad olejkow eterycznych.
Mieszaniny te nadaja wydzielajacym je roslinom charakterystyczny aromat, dlatego
tez zardwno one, jak i ich sktadniki znalazty szerokie zastosowanie w przemysle
spozywczym i perfumeryjnym. Przyktad stanowia migdzy innymi olejki otrzymy-
wane z oregano (Origanum vulgare), z majeranku (Origanum majorana), z tymianku
(Thymus capitatus, Thymus vulgaris) lub z lawendy (Lavandula angustifolia).
Od niedawna wzrosto rowniez zainteresowanie olejkami eterycznymi i ich terpeno-
wymi sktadnikami jako czynnikami odgrywajacymi szczegolna rolg w systemie
obronnym roslin. Stwierdzono, ze moga one petni¢ funkcje obronne przeciwko pato-
genom grzybowym i bakteryjnym [21-27], owadom [28, 29], jak réwniez przeciw
ro$linom konkurencyjnym [30-32].

Wiele sposrod monoterpendw i ich pochodnych zostato opisanych jako inhibi-
tory kietkowania nasion i wzrostu niektorych gatunkow roslin, czyli substancje posia-
dajace whasciwosci herbicydowe [33—37]. Tworkoski [38] zbadat aktywnos$¢ herbi-
cydowa 25 olejkow eterycznych. Stwierdzil, ze sposrod przetestowanych najwyzsza
aktywnoscia charakteryzowat si¢ olejek cynamonowy (Cinnamomum zeylanicum
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Blume) zawierajacy 84% eugenolu. Z oleju eterycznego z nawtoci pospolitej (Soli-
dagio virgaurea L.), charakteryzujacego si¢ aktywno$cia herbicydowg i przeciw-
grzybowa, wyizolowano miedzy innymi: o~-pinen, -pinen, sabinen, limonen,
o-humulen czy S-kariofilen. Z kolei olej pozyskany z gatunku Ageratum conyzoi-
des L., jest bogaty w takie zwiazki, jak prekocen I, prekocen II, nalezace do fenylo-
propenoidéw oraz terpeny S-kariofilen, y~bisabolen i inne. Zbadano wptyw tego
olejku na wzrost roslin testowych: ogorka, rzodkiewki i pomidora. Okazato sig, ze
jest on inhibitorem wzrostu, hamuje zaréwno przyrost masy, jak i wzrost korzenia
i hypokotyla badanych roslin. Wiadomo roéwniez, ze glowny sktadnik oleju, preko-
cen, wykazuje aktywno$¢ antybakteryjna [39]. Monoterpeny, takie jak o- i B-pinen,
limonen oraz citronelol wyekstrahowano rowniez z lisci Citrus aurantium L.
W testach in vitro hamowaty one wzrost szartata szorstkiego (Amaranthus retrofle-
xus L.) jednego z bardziej odpornych na syntetyczne herbicydy chwastow [40].

Monoterpeny cykliczne, ze wzgledu na sprzyjajacy uktad atomoéw w czasteczce,
moga tatwo tworzy¢ epoksydy. Mostek tlenowy albo spina pierscien wewnatrz, albo
wiaze tancuch boczny z pierscieniem. Przyktadami takich struktur sg 1,8-cineol oraz
jego naturalny analog 1,4-cineol wchodzace w sktad olejkow eterycznych wielu
gatunkow roslin, miedzy innymi z ruty zwyczajnej (Ruta praveolus L.) oraz z szatwi
(Salvia spp.). Zwiazki te sa gtownymi sktadnikami odpowiedzialnymi za wiasci-
wosci allelopatyczne tych olejkow. Bardzo silnie ograniczaja kietkowanie i wzrost
wielu gatunkow chwastow zaroéwno jedno-, jak i dwuli§ciennych [32, 41]. Ich zasto-
sowanie praktyczne w rolnictwie jest jednak niemozliwe ze wzgledu na duza lot-
nos$¢ tych potaczen.

Odpornos¢ roslin na infekcje przez grzyby jest wynikiem wytwarzania w tkan-
kach substancji uniemozliwiajacych inwazj¢ patogena. Przyktadem zwiazku o takim
charakterze jest ipomeamaron, seskwiterpen wystgpujacy w batatach (Ilpomea bata-
tas). Jego poziom w tkankach rosliny wyraznie wzrasta po zakazeniu grzybem Cera-
stomella fimbriata [1]. Zatem jest to fitoaleksyna. Kolejnym przyktadem jest gwaja-
nolidynowy seskwiterpen letucenina A, ktoéra wyizolowano z lisci sataty porazone;j
przez Pseudomonas chichorii [42, 43].

Waznym zwiazkiem zapobiegajacym zakazeniom bakteriami i grzybami, a takze
odstraszajacym owady jest seskwiterpenowy dimer gossypol. Zwiazek ten wyste-
puje w niektorych odmianach bawelny [1]. Warto dodac, ze gossypol jest chemoste-
rylantem i powoduje czasowa nieptodnos¢ mezczyzn. Stwierdzono to w Chinach,
gdy uzywano oleju z bawelny do przyrzadzania potraw [44]. Z kolei seskwiterpe-
nowa ryzytyna uczestniczy w oddziatywaniu ziemniak—zaraza ziemniaczana Phyto-
phtora infestans, ograniczajac rozw0j grzyba w poczatkowym okresie infekcji [3].

Dehydroazulanina C jest gwajanolidowym laktonem seskwiterpenowym, ktory
wyizolowano z korzeni wielu gatunkéw roslin z rodziny Compositae. Substancja ta
wykazuje aktywno$¢ fitotoksyczna w stosunku do roznych gatunkow roslin zarowno
jedno-, jak i dwulisciennych [44, 45], co jest wynikiem dwojakiego mechanizmu
dziatania tego zwiazku. Uktad a-metylenolaktonowy jest odpowiedzialny za hamo-
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wanie kietkowania i wzrostu roslin, natomiast ugrupowanie cyklopentenonowe pet-
niace rolg akceptora Michaela, odpowiada za plazmoliz¢ oraz zaktdcanie funkcji
membran plazmatycznych [46]. Do tej samej klasy zwiazkdéw nalezy partenina wyizo-
lowana z Parthenium hysterophorus L. Substancja ta oraz jej strukturalne analogi
wykazuja silng aktywno$¢ fitotoksyczna [47—51]. Ponadto partenina jest selektywna
fitotoksyna, ktora ogranicza kondensacje chlorofili, hamuje procesy fotosyntezy oraz
aktywno$¢ niektorych enzymow, na przyklad proteaz i amylaz w tkankach Agera-
tum conyzoides L. [41].

Artemizining, rowniez nalezaca do klasy laktonow, i jej strukturalne analogi
otrzymano z pedow bylicy rocznej (Artemisia annua L.). Substancja ta znana jest
przede wszystkim jako efektywny $rodek stosowany przeciwko malarii. Jednakze
artemizinina wykazuje réwniez silng aktywno$¢ fitotoksyczna. Substancja ta w steze-
niu 33 uM hamuje w 50% wzrost korzeni testowanych ro$lin dwuli$ciennych.
Podobna aktywno$¢ zardwno w stosunku do roslin jedno-, jak i dwulisciennych wyka-
Zujq syntetyczne analogi artemizininy, ktore ograniczaja kondensacj¢ chlorofili
i karotenoidéw w tkankach testowanych roslin [52]. Z kolei ailantom, nalezacy do
klasy laktonow kwasinoidowych, zidentyfikowany zostat w bozodrzewie (4ilanthus
altissima (Mill.)), gatunku z rodziny rutowatych, jako gtowny sktadnik ekstraktu
posiadajacy aktywnos$¢ herbicydowa [53]. Zwiazek ten okazat si¢ jednak bardzo
szybko biodegradowany przez mikroorganizmy glebowe i w trakcie tych procesow
tracit swa aktywnos¢ [53].

Wigkszo$¢ naturalnych laktonéw seskwiterpenowych wykazuje silng aktyw-
no$¢ herbicydowa wytacznie w warunkach laboratoryjnych; w warunkach polowych
jest ona znacznie nizsza. Dlatego tez stuza one przede wszystkim jako wzorce struk-
tur, na bazie ktorych tworzone sg syntetyczne analogii wykazujace wyzsza aktyw-
nos$¢ pestycydowa w warunkach polowych.

Odmienna strukturalnie grupa substancji o potencjalnych wtasciwosciach alle-
lopatycznych sa saponiny. Substancje te sa glikozydowymi pochodnymi triterpe-
néw, a doktadniej steroli. Obecnos$¢ w czasteczee saponin hydrofobowej czesci triter-
penowej (steroidowej) i hydrofilowej reszty cukrowej nadaje tym substancjom cha-
rakter amfifilowy. Moga one zatem dziata¢ jako surfaktanty destabilizujac btony
biologiczne, z czym, jak si¢ przypuszcza, zwiazana jest migdzy innymi ich aktyw-
no$¢ herbicydowa oraz przeciwgrzybowa [54].

Szczegolnie bogatym zrodtem saponin sa rosliny nalezace do niektoérych rodza-
jow lucerny (Medicago sativa). RoSliny te posiadaja wlasciwosci allelopatyczne,
ktore przypisuje si¢ obecnosci saponin, a doktadnie glikozydowi kwasu medikage-
nowego [55, 56].

Substancje allelopatyczne wydzielane przez organy roslinne do roztworu glebo-
wego moga oddziatywaé na organizmy konkurencyjne. Wérdd substancji allelopa-
tycznych rozpuszczalnych w wodzie najczedciej wymienia si¢ zwiazki fenolowe,
benzoksyazynoidy, glukozynolany i ich pochodne, jak rowniez niektore kwasy orga-
niczne.
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Do grupy prostych fenoli naleza migdzy innymi fenylopropenoidy i ich po-
chodne, ktére pelnia w roslinach zazwyczaj rolg ochronna przed infekcja mikroor-
ganizmow; wiele z nich ma charakter fitoaleksyn. Na przyktad, niektére odmiany
cebuli (Alium cepa L.) zawierajace kwas protokatechowy, wykazuja duza odpor-
no$¢ na porazenie grzybem Colletotrichum circinans [1].

Silnymi inhibitorami wzrostu ro$lin sg takze kwasy fenolowe zidentyfikowane
w wielu gatunkach ro$lin, migedzy innymi nalezacych do rodzin: liliowatych (Lilia-
ceae), rdestnicowatych (Potamogetonaceae), rozowatych (Rosaceae) oraz psianko-
watych (Solanaceae). Wsrdd tych allelopatyn najczesciej wymienia si¢ kwasy: kuma-
rynowy, ferulowy, wanilinowy, syrenowy i p-hydroksybenzoesowy [57]. Wymieniony
wyzej kwas ferulowy wraz z kwasem kofeinowym zostaty opisane jako allelozwiaz-
ki powszechnie wystepujacej paproci orlica pospolita (Pteridium aquilinum L.). Jak
wykazaly badania, w stanowiskach tego gatunku trudno znalez¢ inne ro$liny, a przy-
czyna takiej dominacji jest aktywnos¢ fitotoksyczna obu kwaséw wymywanych przez
deszcz z obumartych pedow [8]. Kwasy benzoesowy i cynamonowy hamuja wzrost
i wywoluja znieksztatcenia morfologiczne korzeni soi [58].

Ze wzgledu na obecnosé kwasu p-hydroksybenzoesowego i wanilinowego,
wydzieliny z korzeni czerwonej papryki, wykazuja dzialanie autotoksyczne, hamuja
wzrost korzeni zarodkowych papryki rosnacej w uprawie monokulturowej [59].

Jedna z lepiej poznanych silnych toksyn roslinnych jest sorgoleon (2-hydroksy-
-5-metoksy-3-[(8°z,11°2)-8’,11°,14’-pentadekatrieno]-p-benzochinon) [60—-62]. Zwia-
zek ten nalezacy do benzochinonéw oraz jego hydrochinonowa pochodna sa allelo-
zwiazkami zidentyfikowanymi w wydzielinach z korzeni sorgo (Sorgum spp.).
Wyniki szczegdbtowych badan aktywnosci sorgoleonu wskazuja, iz hamuje on cen-
tra reakcji fotochemicznych, szczegdlnie fotosystemu II (PS II). Jest on kompety-
cyjnym inhibitorem dioksygenazy hydroksyfenylopirogronianowej, a rezultatem jego
dziatania jest ograniczenie syntezy plastochinonu [63, 64]. W testach in vitro okazat
si¢ duzo bardziej aktywny niz powszechnie stosowany herbicyd — atrazyna [65].

Kumaryna oraz jej pochodne, migdzy innymi skopoletyna, sa silnymi inhibito-
rami zaréwno kietkowania nasion, jak i wzrostu wielu gatunkow roslin [66]. Z kolei
psoralen, jeden z gtéwnych sktadnikéw ekstraktu z ruty zwyczajnej Ruta grave-
olens (Rue) oraz popularnego warzywa, selera (Apium graveolens L.), nalezacy do
klasy furanokumaryn, hamuje kietkowanie nasion salaty w stgzeniu 1ppb [66]. Pso-
laren i jego pochodne interkaluja z DNA i pod wptywem promieniowania ultrafiole-
towego ulegaja fotochemicznej reakcji z DNA, tworzac z nim kowalencyjne adduk-
ty — sieciuje on DNA [67].

Z metanolowego ekstraktu z roslin groszku zielonego (Pisum sativum) wyizo-
lowano izoflawonoidowy allelozwiazek — pizatyng. Substancja ta hamowata wzrost
ro$lin testowych, migdzy innymi rzezuchy i sataty, w zakresie stgzen migdzy 10 uM
a 30 uM. Wyniki tych badan sa pierwszymi, ktore dotycza substancji allelopatycz-
nych produkowanych przez groszek [68].
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Do produktow wtérnej przemiany materii, odgrywajacych znaczaca rolg w
oddziatywaniach ro$lina—ro$lina oraz ros§lina—mikroorganizm, zalicza si¢ szereg
substancji, ktore w swej strukturze posiadaja azot. Do substancji tych zalicza si¢
migdzy innymi alkaloidy, benzoksyazynoidy, betalainy, glikozydy cyjanogenne, glu-
kozynolany oraz aminokwasy niebiatkowe. Wigkszo$¢ z tych zwiazkow wywodzi
si¢ od aminokwasdw iich pochodnych, wiele z nich to glikozydy zawierajace reszty
cukrowe.

Interesujaca grupa zwiazkéw zarowno pod wzgledem budowy strukturalne;j,
jak iréznorodnej aktywnosci biologicznej sg alkaloidy. Zainteresowanie grupa alka-
loidow sigga czasow antycznych i bylo zwiazane gtéwnie z aktywnoscia tych zwiaz-
kéw w stosunku do organizmu ludzkiego oraz ich wptywem na zwierzgta. Obecnie
rezultaty wigkszej liczby badan wskazuja rowniez, ze alkaloidy petnia rolg substan-
cji chroniagcych rosling przed infekcja mikroorganizmoéw oraz petniag funkcje dete-
rentdw pokarmowych odstraszajacych zwierzgta roslinozerne. Istnieja rowniez przy-
ktady alkaloidow, ktore wykazuja aktywnos¢ fitotoksyczna w stosunku do wielu
gatunkow roslin [69, 70]. Z pieprzu diugiego Piper longum L. wyizolowano pipery-
dynowy alkaloid — pipernonaling, ktéra wykazata aktywno$¢ fungitoksyczna w sto-
sunku do kilku patogenicznych grzybow [71].

Jednym z popularniejszych alkaloidow, zawartym w nasionach kawy (Coffea
spp.), kakaowca (Theobroma cacao), kola (Cola spp.) oraz lisciach herbaty chin-
skiej (Thea sinensis), shuzacych do przemystowego przygotowywania uzywek pobu-
dzajacych funkcje organizmu czlowieka jest alkaloid purynowy — kofeina (1,3,7-
-trimetyloksantyna). Stwierdzono, iz substancja ta jest silna fitotoksyna, ktéra mozna
byloby wykorzysta¢ jako naturalny herbicyd. W stezeniu okoto 2000 ppm catkowi-
cie hamuje ona kietkowanie oraz w znacznym stopniu ogranicza wzrost chwastow
[72, 73].

Glukozynolany, zwane takze glikozydami olejkow gorczycznych, sa kolejna
grupa metabolitow wtornych wystepujacych w wielu gatunkach roslin nalezacych
do rodziny krzyzowych (Brassicaceae=Cruciferae) i pokrewnych. W czasteczkach
tych zwiazkow glukoza potaczona jest wiazaniem S-glikozydowym z rodnikiem alifa-
tycznym badz aromatycznym. Rosliny bogate w glukozynolany zawieraja w komor-
kach idioblastycznych enzym mirozynazg (tioglikozydaza — EC 3.2.3.1.) bioracy
udziat w reakcjach hydrolizy glukozydu do wolnej glukozy oraz lotnych zwiazkéw
o charakterze tiocyjanianu, izotiocyjanianu czy nitrylu. Enzym ten jest uwalniany
podczas niszczenia struktur komorkowych, na przyktad przez rozdrabnianie. W nie-
ktérych roslinach, obok mirozynazy, wystepuje rowniez specyficzna izomeraza, ktdra
po odlaczeniu glukozy katalizuje izomeryzacj¢ uktadu izotiocyjanianowego w tio-
cyjanianowy (rodankowy) [74].

Badania aktywnosci lotnych produktow enzymatycznych przemian glukozyno-
lanow dowiodly, iz zwiazki te mogtyby zosta¢ wykorzystane jako potencjalne herbi-
cydy i fungistatyki. Substancje te w znacznym stopniu hamuja bowiem kietkowanie
nasion wielu gatunkéw chwastow [75, 76], jak rowniez ograniczaja rozwdj fitopato-
genow [77].
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Wysoki potencjat allelopatyczny posiadaja takze niektére aminokwasy, gtow-
nie aminokwasy niebiatkowe. Zwiazki te moga w rdznoraki sposob zaktdcac prawi-
dlowy wzrost i rozwoj roslin, na ktére beda oddziatywac. Jako analogi aminokwa-
s6w bialkowych, aminokwasy niebiatkowe moga by¢ wlaczane zamiast nich w struk-
tury biatka i powodowac utrat¢ pierwotnej aktywnosci biologicznej tych biatek (pow-
staja tak zwane biatka niefunkcjonalne). Taki mechanizm dzialania prezentuja mig-
dzy innymi kanawanina oraz kwas 2-amino-4-metyloheksenowy. Niebiatkowe amino-
kwasy moga takze hamowa¢ aktywno$¢ syntetazy aminoacylo-tRNA, jak réwniez
inne etapy biosyntezy biatek. Przyktadem moze by¢ asparagina wydzielana przez
korzenie mtodych siewek lucerny (Medicago) do gleby, gdzie hamuje wzrost sie-
wek pszenicy i lucerny [78].

3.1. KAROTANY (DAUKANY) — SESKWITERPENOIDY Z NASION MARCHWI

Karotany, zamiennie nazywane rowniez daukanami, to niezbyt liczna grupa
zwiazkow nalezacych do seskwiterpendw. Do klasy tej zalicza sig substancje posia-
dajace charakterystyczny pigtnastoweglowy szkielet (Rys. 2).

Rysunek 2. Szkielet weglowy karotanow/daukanow
Figure 2. Skeleton of carotanes/daucanes

Substancje te wyizolowano z roslin wyzszych, nalezacych migdzy innymi do
rodziny baldaszkowatych (Umbelliferae), rozowatych (Rosaceae) oraz ztozonych
(Compositae) (Rys. 3, struktury 3—15). Ponadto zidentyfikowano je w niektorych
grzybach. Z grzybni Aspergillus terreus wyizolowano na przyklad kwas (3),
a z Glocladium virens fulwoferugining (4) wykazujaca aktywnos$¢ przeciwbakte-
ryjna oraz przeciwgrzybowa. Innym Zrodtem tych seskwiterpenow sa watrobowce
(5) oraz gabki morskie z rodzaju Higginsia (6) [79].

Pierwsza zidentyfikowana substancja, posiadajaca charakterystyczna daukanowa
strukture weglowa, byla laserpetyna (7), wyizolowana z okrzymu szerokolistnego
(Laserpitium latifolium L.), roliny nalezacej do rodziny baldaszkowatych. Kolej-
nym seskwiterpenem, wyizolowanym w 1909 roku z oleju z nasion marchwi i posia-
dajacym charakterystyczny bicykliczny szkielet weglowy, byt daukol (5,8-epoksy-
-9-daukanol) 8). W roku 1925 z tego samego zrddta pozyskano kolejny karotanowy
seskwiterpen, a mianowicie karotol (8-dauken-5-ol) (9) Alkohole te, jak stwierdzono,
odpowiadaja za charakterystyczny, swiezy zapach marchwi [80, 81]. Niewielkie
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ilosci karotolu zidentyfikowano réwniez w korzeniach marchwi [82], ale wyniki te
nie zostaly potwierdzone w kolejnych badaniach [83—85].

Jednym z cz¢$ciej wymienianym zrodet karotanow sa rosliny z rodziny baldasz-
kowatych. Na przyktad, kilka nicopisanych wcze$niej seskwiterpenoidow o struktu-
rze daukanéw wyizolowano z suchych owocow, korzeni i todyg roslin Ferula kuh-
stanica: (10), (11), (12). Substancje te stosowane w dawkach poréwnywalnych do
dawek standardowo uzywanych antybiotykow, takich jak ampicylina czy chloram-
fenikol, wykazaty aktywnos$¢ przeciwko Gram(—) bakteriom, migdzy innymi Sta-
phylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis i Bacillus subtilis [86].

Badania dotyczace wlasciwosci allelopatycznych wodnego ekstraktu z lisci rozy
Rosa rugosa Thunb., oraz jego wptywu na drobnoustroje dowiodty, ze w lisciach tej
rosliny, po uszkodzeniu, wytwarzana jest substancja hamujaca rozw6j mikroorganiz-
mow [87]. Zwiazkiem odpowiedzialnym za tg aktywnos$¢ okazat si¢ rugozal A (13),
réwniez seskwiterpen o strukturze karotanu, zawierajacy ,f3-nienasycona grupe
aldehydowa, W trakcie dalszych badan dotyczacych wiasciwosci allelopatycznych
r6zy ogrodowej wyizolowano i zidentyfikowano prekursor rugozalu A, ktérym oka-
zat si¢ karota-1,4-dien-14-al. (14) [88]. Zwiazek ten tatwo ulegat utlenianiu tlenem
atmosferycznym, w wyniku czego tworzyt si¢ szereg jego utlenionych pochodnych.
Rugozal A okazat si¢ gtlbwnym produktem tych przemian [89-91]. Stwierdzono row-
niez, iz karota-1,4-dien-14-al jest biosyntetyzowany w wyspecjalizowanych komor-
kach sekrecyjnych (trichomach), gdzie ulega utlenieniu do rugozalu A, a ten z kolei
utlenia si¢ do kwasu rugozowego A (15), ktory nie posiada juz wlasciwosci hamuja-
cych rozwdj mikroorganizméw. Wysokie st¢zenie rugozalu A (500 ppm i wyzsze)
w lisciach r6zy sugeruje, iz jest on gtownym allelozwiazkiem odpowiedzialnym za
odporno$¢ tej rosliny na porazenia przez fitopatogeny. Ponadto rugozal A wykazuje
réwniez wlasciwosci antyfidantne w stosunku do gasienic zerujacych na lisciach
tytoniu [91].

Pochodne daukanowe zostaty wyizolowane i zidentyfikowane rowniez w oleju
z nasion marchwi. Olej ten stanowi mieszaning terpenoidoéw, ktore produkowane sa
rowniez przez inne rosliny. Godnym uwagi jest jednak karotol (9), gtowny i specy-
ficzny dla roslin marchwi, seskwiterpenowy alkohol nalezacy do klasy daukanow.
Fungicydowa aktywnos$¢ karotolu, porownywalna z aktywno$cia surowego oleju,
wskazuje, iz zwiazek ten jest glownym allelopatycznym skladnikiem nasion mar-
chwi [92]. Ponadto karotol oraz drugi gtowny sktadnik oleju z nasion marchwi,
kariofilen, wykazuja silne wtasciwosci hamujace kietkowanie i wzrost ro$lin testo-
wych [93]. Z kolei z wodnego ekstraktu z nasion marchwi wyizolowano wykazujacy
fitotoksyczna aktywnos¢ kwas krotonowy [94].



ALLELOPATYCZNE WLASCIWOSCI METABOLITOW WTORNYCH ROSLIN UPRAWNYCH 53

ﬂ\
/g% ™ ® ©®

o oM :tj,
f z— HO™, ’

OMe OH

CHO
CHO

a3 (14)

Rysunek 3. Struktury seskwiterpenow karotanowych
Figure 3. Structures of carotane-like sesquiterpenes

3.2. FENOLOWE I TERPENOWE ZWIAZKI ROSLIN ZBOZOWYCH

Kolejna dobrze poznana grupa substancji wykazujacych wtasciwosci allelopa-
tyczne sa zwiazki zidentyfikowane w roslinach zbozowych. Naleza do nich benzoksy-
azynoidy (Rys. 4), a wérdd nich cykliczne kwasy hydroksamowe: 2,4-dihydroksy-
-1,4-benzoksazy-3-on (DIBOA) oraz 2,4-dihydroksy-7-metoksy-1,4-benzoksazy-
-3-on (DIMBOA), ktérych obecno$¢ po raz pierwszy stwierdzono w ro$linach
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z rodziny traw Gramineae. Kwasy te zidentyfikowano takze w gatunkach roslin
nalezacych do rodzin Acanthaceae i Ranunculaceae, gdzie jak stwierdzono, petnia
gtéwnie funkcje obronne przeciwko owadom oraz mikroorganizmom [95-97].
DIMBOA jest dominujaca forma w roslinach pszenicy i kukurydzy, natomiast
DIBOA jest gtéwnym kwasem hydroksamowym wystepujacym w zycie. W wod-
nym ekstrakcie z ziaren zyta zidentyfikowano jeszcze BOA, benzoksazolinon, ktory
jest produktem rozpadu DIBOA. Badania aktywnosci biologicznej zarowno kwa-
sow hydroksamowych, jak rowniez ich potaczen w formie 3-D-glikozyddw, dowio-
dly, iz wszystkie badane substancje okazaly si¢ inhibitorami wzrostu testowanych
ro$lin, jednakze najwigksza aktywnos¢ wykazywat DIBOA [98, 99]. Stwierdzono
réwniez, ze podczas infekcji roslin przez grzyba Pucinia graminis dochodzi do roz-
padu glukozydu DIMBOA. Natomiast powstaty po tym rozpadzie wolny DIMBOA
powoduje zamieranie porazonych komorek, a tym samym hamuje rozwdj grzyba.
Obecnosci kwasdéw hydroksamowych w ro$linach kukurydzy przypisuje sig jej odpor-
no$¢ na infekcje bakteryjne, szczegdlnie powodowane przez bakterie z rodzaju
Erwinia spp. [100]. Liczne badania wykazaty takze, ze kwasy te hamuja kietkowa-
nie i wzrost wielu gatunkéw chwastow [101, 102].

O-Glc
-glukozyd
@ l @ Ji—» o

H

R=H:DIBOA-D-B-glukopiranozyd R=H:DIBOA R=H:BOA
R=0CH,:DIMBOA-D-B-glukopiranozyd =~ R=OCH,:DIMBOA  R=0CH,:MBOA

Rysunek 4. Struktury benzoksyazynoidow
Figure 4. Structures of benzoxyazinoids

W ro$linach ryzu (Orisa sativa L.) system obronny sktada si¢ z biblioteki okoto
15 zwiazkow. Fitotoksyny te nalezg do diterpendéw i sa to momilaktony (16), fitoka-
zany (17), oryzoaleksyny (18) oraz sekunaretyny (19) (Rys. 5). Substancje te wyka-
zuja silne wiasciwosci herbicydowe w stosunku do popularnych w uprawach ryzu
chwastow Echinochloa crusgalli L. i Cyperus difformis L. [103].
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Rysunek 5. Wybrane allelozwiazki wystepujace w roslinach ryzu (Oryza sativa L.)
Figure 5. Chosen allelochemicals fund in rice (Oryza sativa L.)

3.3. ALLELOZWIAZKI ZAWARTE W ROSLINACH SLONECZNIKA

Stonecznik (Helianthus spp.) jest roslina, ktéra w uprawach doskonale elimi-
nuje konkurencyjne rosliny. W réznych odmianach stonecznika zidentyfikowano
ponad 200 substancji o silnych wtasciwos$ciach allelopatycznych. Substancje feno-
lowe: kulkulanina B (20), heliannony A (21) i B (22) oraz tambulina (23) wykazaty
silng inhibicj¢ wzrostu pedow pomidora i jeczmienia, ktoérych to gatunkéw roslin
uzyto do testow aktywnosci biologicznej [104—-106].

Z roélin stonecznika Helianthus sp. wyodrebniono szereg laktonéw seskwiter-
penowych o aktywnosci allelopatycznej [107, 108]. Wiele sposrdd nich wykazuje
bardzo interesujaca aktywno$¢ fitotoksyczna w niskich st¢zeniach, jak na przyktad
lakton o strukturze (24), wyizolowany z wydzielin kietkujacych nasion stonecznika,
ktory w stezeniu 30 ppm w 50% ogranicza wzrost siewek roslin testowych. Zwiazek
ten nalezy do klasy gwajanolidow, ktore to substancje wraz z laktonami o strukturze
germakranolidéw zwracaja szczeg6lna uwage badaczy, ze wzgledu na obiecujace
wlasciwosci herbicydowe (Rys. 6).
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Rysunek 6. Wybrane allelozwigzki wyizolowane z roslin stonecznika (Helianthus sp.)
Figure 6. Selected allelochemicals isolated from sunflower (Helianthus sp.)

4. ALLELOZWIAZKI JAKO POTENCJALNE PESTYCYDY

Wiedza gromadzona w miar¢ postepu badan oddziatywan pomigdzy organiz-
mami pozwala na lepsze zrozumienie przyczyn zmian w ich fizjologii i zachowaniu
si¢. Dzigki temu mozna coraz efektywniej kontrolowac¢ liczebno$¢ i obszar wystg-
powania tych sposrod nich, ktore uwaza si¢ za niepozadane w danym miejscu
i czasie. Zagadnienie to nabiera szczeg6lnego znaczenia w rolnictwie traktowanym
jako podstawowy sposob pozyskiwania pozywienia. W sytuacjach, kiedy rozwoj
szkodliwych organizméw zaczyna zagraza¢ interesom ludzi, podejmujemy z nimi
walke.

Od czasu rozpoczgcia badan skutkow ubocznych stosowania pestycydow, znacz-
nie rozszerzono zakres testow toksykologicznych i badan transformacji tych zwiaz-
kow w $rodowisku. Nowo rejestrowane substancje aktywne sa znacznie czgsciej
rezultatem syntez prowadzonych metodami chemii kombinatoryjnej albo efektem
racjonalnego projektowania, jak rowniez prob wykorzystania zjawiska allelopatii
1 allelozwiazkow.

Badania nad chemicznymi i biologicznymi wiasciwosciami allelozwiazkéw
ros§linnych ciesza sig szczegdlnym zainteresowaniem ze wzgledu na mozliwosc¢
wykorzystania ich jako potencjalnych pestycydow. Zwiazki produkowane przez ros-
liny i mikroorganizmy jako metabolity wtdrne stanowia niewyczerpalne niemalze
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zrédto struktur do produkeji farmaceutykow, insektycydow, a szczegdlnie fungicy-
dow oraz herbicydow. Ponadto, substancje te bardzo czg¢sto prezentuja nowe, nie-
znane dotad mechanizmy dziatania, co w dobie pojawiania si¢ wcigz nowych gatun-
kéw roslin odpornych na stosowane, syntetyczne herbicydy jest faktem niezmiernie
waznym i interesujacym.

Z toksykologicznego punktu widzenia, niewatpliwa zaleta, ktora przemawia za
wykorzystaniem allelozwiazkoéw w praktyce, jest krotki czas potowicznego rozpadu
tych substancji oraz ich szybka biodegradacja przez mikroorganizmy.

Wobec mnogosci przyktadow substancji allelopatycznych hamujacych rozwéj
roslin, wydawac¢ by si¢ moglo, ze zastosowanie tych substancji jako herbicydow lub
innych pestycydow, to jedynie kwestia czasu. Tymczasem liczba przyktadow ich
zastosowania jako srodkéw komercyjnych nie jest zbyt duza. Stosowanie allelo-
zwiazkoéw jako herbicydéw w praktyce napotyka bowiem na wiele trudnosci. Prze-
szkody te w duzej mierze zwiazane sa ze zlozona struktura samych substancji natu-
ralnych. Zazwyczaj sa to zwiazki o duzej masie czasteczkowej, nie bedace polime-
rami, posiadajace kilka centrow chiralnych. Wszystkie te wymienione cechy substan-
cji pochodzenia naturalnego sprawiaja, ze ich synteza bywa trudna, wieloetapowa
1 przysparza chemikom wielu probleméw. Z kolei pozyskiwanie tych substancji —
ich izolacja z naturalnych zrédet oraz identyfikacja — jest procesem czasochtonnym,
a przede wszystkim kosztochtonnym i nieoptacalnym z ekonomicznego, a co za tym
idzie uzytkowego punktu widzenia. Przeprowadzanie wszelkich modyfikacji w struk-
turze substancji naturalnych, czyli tworzenie ich analogdéw, prowadzi bardzo czgsto
do utraty pierwotnej aktywnosci lub zmiany jej charakteru [109].

Kolejna przeszkoda w stosowaniu substancji o wlasciwo$ciach allelopatycz-
nych jest niewielki zasieg oddziatywan oraz wymagane, bardzo precyzyjne dobra-
nie dawki, zalezne nie tylko od gatunku rosliny — celu dziatania, ale tez od jej fazy
rozwojowej. Czgsto rowniez zdarza sig, iz izolowane sa i identyfikowane substancje
juz znane.

Roéwnie waznym ograniczeniem w praktycznym zastosowaniu allelochemika-
liow jest toksycznos¢ tych substancji w stosunku do ssakdéw, w tym réwniez do
cztowieka. Substancje produkowane przez rosliny badz grzyby, niejednokrotnie sa
silniejszymi toksynami niz popularne syntetyczne trucizny [110].

Pomimo wymienionych trudnosci, istnieja przyktady zastosowania allelozwiaz-
kéw jako herbicydow. Jednym z naturalnych herbicydow, ktory znajduje nabywcow
ijest stosowany zarowno w Europie, jak i w Azji jest cinmetylina (Argold®, Cinch®).
Substancja ta jest strukturalnym analogiem 1,4-cineolu, naturalnej toksyny ro$lin-
nej bedacej sktadnikiem olejkow eterycznych wielu gatunkow roslin (Rys. 7).
Zostata ona odkryta i zbadana przez Shell Chemicals. Wyniki tych badan wykazaty,
ze 1,4-cineol jest bardzo silnym inhibitorem syntetazy asparaginowej, enzymu biora-
cego udziat w biosyntezie aminokwasow [111]. Podstawnik benzyloeterowy, ktory
zostat podtaczony do pierscienia 1,4-cineolu spowodowal zmniejszenie lotnosci cine-
olu, a co za tym idzie mozliwo$¢ wlasciwego zastosowania go w warunkach polo-
wych. Cinmetylina jest umiarkowanie efektywnym inhibitorem wzrostu roslin, sto-
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sowanym glownie w kontroli chwastow jednolisciennych. Wyniki ostatnio prowa-
dzonych badan [32] dowiodty réznic w aktywnosci 1,4-cineolu i 1,8-cineolu.
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Rysunek 7. Podobiefistwa strukturalne pomigdzy wybranymi allelozwiazkami roslinnymi
a komercyjnymi herbicydami
Figure 7. Structural similarities between selected plant allelochemicals and commercially available herbicides

Kolejna klasa stosunkowo nowych bioherbicydow sa triketony, zwiazki bedace
pochodnymi leptospermonu, toksyny produkowanej przez rosliny z rodzaju Cali-
spermon spp. [112, 113]. Triketony sa inhibitorami enzymu bioracego udziat w bio-
syntezie karotenoidow i plastochinonu — dioksygenazy p-hydroksyfenylopirogro-
nianu (HPPD), ich aktywno$¢ objawia sig¢ niedoborem chlorofilu w roslinach, co
powoduje powstanie charakterystycznych nekrotycznych plam. Na bazie struktur
tych naturalnych toksyn powstaty syntetyczne herbicydy sulkotrion i mezotrion, silne
inhibitory HPPD [114]. Rysunek 7 przedstawia podobienstwa w strukturach stosun-
kowo prostych allelosubstancji, produkowanych przez rosliny i syntetycznych, komer-
cyjnie dostgpnych herbicydow [112, 114, 115].

Aktualne mozliwosci wykorzystania allelopatii w rolnictwie zwiazane sa zatem
przede wszystkim z synteza analogow allelochemikaliéw jako substancji aktywnych
pestycydow. Ogromne mozliwos$ci zastosowania allelozwiazkéw w praktyce daja
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genetyczne modyfikacje roslin prowadzace do wytwarzania pozadanych ilosci tych
zwiazkow w ich tkankach. W wielu o$rodkach prowadzone sa badania nad pro-
dukcja gatunkow roslin charakteryzujacych sig takimi cechami.
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ABSTRACT

Studies on properties and function of nucleic acids constitute the most fascina-
ting cognitive area in biology, chemistry and medicine. Dynamic development of
the required techniques, primarily Nuclear Magnetic Resonance (NMR) [4], or cry-
stallization techniques, allowed to obtain a detailed information about structural
diversity of complicated biological compounds, for example peptides and nucleic
acids.

The replacement of one of the nonbonding oxygens of internucleotide bond by
sulfur, selenium, methyl or other functionalized alkyl groups creates a stereogenic
centre at the modified phosphorus atom [16]. This arises a question about availabi-
lity of stereoregular, P-defined analogues of DNA and RNA.

Short synthetic oligonucleotides are indispensable tools in biomolecular and
structural studies [5, 6]. They also have potential as therapeutics [13, 14] for manipu-
lation of genes expression in a sequence specific manner.

The block synthesis assuming incorporation of P-chiral, diastereomerically pure
dimeric building blocks is attractive, reliable and patent for automated approach to
the synthesis of ,,chimeric oligonucleotides”, both in solution and on solid support
[23].

The attention of researches turned toward chimeric constructs of 16 containing,
in successive internucleotide positions, phosphates and methanephosphonates.

Reynolds et al. [34] found that for therapeutic applications, only chimeric oligo-
nucleotides 16 with incorporated R -dinucleoside methanephosphonates had accep-
table binding affinity towards complementary template of DNA and RNA. Isosequen-
tial chimeric oligomers, constructed either from diastereomeric mixtures of dinucleo-
side methanephosphonates, or from those with S,-configuration, form less stable
duplexes with the same complementary RNA templates. The preparation of the afore-
mentioned chimeras utilized a ,, dimeric building blocks " approach [23]. The corres-
ponding dinucleoside (3°,5’)-methanephosphonates 17 were separated into diastere-
omers by chromatographic methods. After removal of the 3’-O-protecting group,
the required R,-isomers were activated at the 3’-O-position, and used as such for
condensation via the phosphoramidite method [25]. Attempts towards their P-epime-
rization and recycling have failed. Such situation was notwithstanding the require-
ment of a cost-effective synthesis of new potential therapeutics. Therefore, Stec
et al. [36-38], and efforts were undertaken in the design of a cost-effective synthesis
of R,-dinucleoside (3°,5”)-methanephosphonates 17.

Keywords: block synthesis, chimeric oligonucleotides, phosphoramidite approach,
H-phosphonate approach, phosphotriester approach

Stowa kluczowe: synteza blokowa, chimeryczne oligonukleotydy, metoda amido-
fosforynowa, metoda H-fosfonianowa, metoda fosfotriestrowa
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

DNA — kwas deoksyrybonukleotydowy
RNA — kwas rybodeoksynukleotydowy
DMT — grupa4,4’-dimetoksytrytylowa
FAST — 3’-nieblokowane dinukleotydy, szybciej eluowane z ko-

lumny wypehionej zelem krzemionkowym w mieszani-
nie rozpuszczalnikow CHCI, ze wzrastajaca zawartoscia

EtOH)

SLOW — 3’-nieblokowane dinukleotydy wolniej eluowane z kolumny
w mieszaninie rozpuszczalnikow CHCI, ze wzrastajaca
zawartoscia EtOH)

DBU — 1,8-diazabicyklo[5.4.0]-undec-7-ene

Oligo-PMe — oligonukleotyd zawierajacy przynajmniej jedno metano-

fosfonianowe wiazanie internukleotydowe



PERSPEKTYWY STOSOWANIA METODY BLOKOWEJ 67

WSTEP

Obecne we wszystkich komorkach organizméw kwasy nukleinowe (DNA i RNA)
determinuja poprawny przebieg wielu procesow zyciowych. To one zawieraja infor-
macje genetyczna w sekwencji zasad nukleinowych zlokalizowanych w dwunicio-
wej helisie DNA oraz biora udziat w jej przekazywaniu. Czasteczki DNA stanowia
matrycg dla syntezy RNA o sekwencji komplementarnej do sekwencji genomowego
DNA. Utworzony w wyniku transkrypcji mRNA zawiera informacje wykorzysty-
wang bezposrednio do syntezy biatek w procesie translacji [1]. Zaktocenie ktorego-
kolwiek z tych procesow moze prowadzi¢ do syntezy zmutowanych bialek, czego
efektem moze by¢ onkogeneza lub witaczenie innych niekorzystnych proceséw
w organizmach zywych [2]. Kluczowe wydaje si¢ wigc posiadanie mozliwie najpet-
niejszej wiedzy dotyczacej kwasow nukleinowych, ich struktur in vivo, oraz funkc;ji.
Dlatego, od blisko trzydziestu lat, wysitki wielu laboratoriéw koncentruja si¢ na
opracowaniu metod sekwencyjnie zaleznej inhibicji syntezy patogennych bialtek
z wykorzystaniem genetyki molekularnej i komorkowej [3].

Rozwoj nowoczesnych technik spektroskopowych, w tym magnetycznego rezo-
nansu jadrowego (NMR) [4], pozwolil na badanie struktury oligonukleotydéw,
zaroéwno jednoniciowych, jak i tworzacych struktury dwu- i wigcej niciowe. Rozwoj
technik wielowymiarowych NMR [5] umozliwit ustalenie konformacji reszt cukro-
wych w roztworze (3’-endo, 2’-endo), ustalenie potozenia zasad azotowych wzgle-
dem wiazania N-glikozydowego, a takze odlegtosci pomigdzy poszczegolnymi ato-
mami w strukturze [6]. Techniki te daja réwniez mozliwos¢ okreslenia, czy podwojna
helisa, utworzona pomigdzy syntetycznym oligonukleotydem a komplementarna
matryca DNA lub RNA, przyjmuje form¢ B-DNA, A-DNA, czy Z-DNA, oraz pozwa-
laja bada¢ wptyw modyfikacji zasad lub wiazania internukleotydowego na strukturg
i wlasciwosci takich dupleksow.

Syntetyczne oligonukleotydy moga by¢ stosowane jako sondy molekularne,
ktore posiadaja zdolno$¢ specyficznego wiazania si¢ za pomoca wigzan wodoro-
wych (typu Watsona-Cricka) z wykrywana nicia DNA Iub RNA, przez co umozli-
wiajq ich identyfikacjg [1]. Sondy molekularne wykorzystuje si¢ m.in. w celu wezes-
nego wykrycia choréb o podtozu genetycznym, takich jak anemia sierpowata czy
fenyloketonuria [7, 8].

Innym zastosowaniem syntetycznych oligonukleotydow jest wykorzystanie ich
jako starterow w tancuchowej reakcji polimerazy (ang. Polymerase Chain Reac-
tion, PCR) [1]. Jest to metoda enzymatycznego powielania fancuchow DNA w warun-
kach laboratoryjnych.

Syntetyczne oligonukleotydy i ich modyfikowane analogi (np. tiofosforany)
moga stanowic¢ potencjalne terapeutyki w terapiach opartych na sekwencyjnie zalez-
nym wyciszaniu okreslonych gendéw (onkogendéw, genow wirusowych). Strategia
antysensowa np. zaklada sekwencyjnie zalezng inhibicje¢ syntezy patogennych bia-
ek [9] poprzez asocjacje komplementarnego (antysensowego) oligonukleotydu do
okreslonej sekwencji cytoplazmatycznego dojrzatego mRNA i zahamowanie syn-
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tezy biatka na etapie translacji, w wyniku zablokowania dostepu rybosomu lub utwo-
rzenia heterodupleksu rozpoznawanego i degradowanego przez RNazg H [10, 11].

Syntetyczne oligonukleotydy wykorzystuje sig¢ réwniez do wyciszania ekspre-
sji genu o0 homologicznej sekwencji. Do tego celu odpowiednie sa czasteczki siRNA
(ang. small interfering RNA). Powstaja one przez pocigcie na fragmenty dwunicio-
wego RNA (np. wirusowego) w komorce, przez enzym Dicer. Krotkie siRNA wiaza
si¢ z kompleksem biatkowym o aktywnos$ci rybonukleazy zwanym RISC [12]. Kom-
pleks ten wiaze si¢ z komplementarna do siRNA czasteczka mRNA i tnie ja na
fragmenty, uniemozliwiajac w ten sposob powstanie biatka kodowanego przez to
mRNA.

Syntetyczne siRNA wykorzystywane sa w biologii molekularnej, prowadzone
sa tez badania nad zastosowaniem ich w medycynie [13, 14].

Syntetyczne oligonukleotydy, wykorzystywane w terapii genowej lub antysen-
sowej, musza spetniaé szereg wymogow dotyczacych ich struktury i wlasciwosci.
Powinny:

» przenika¢ przez btony komorkowe tak, aby dotrze¢ do wyselekcjonowanej

sekwencji docelowej,

* specyficznie i z wysoka wydajno$cia hybrydyzowaé¢ do wybranych sekwen-

cji RNA, aby zminimalizowa¢ ewentualne oddziatywania niespecyficzne,

* by¢ odporne na dziatanie enzymow nukleolitycznych zar6wno wewnatrz-,

jak i zewnatrzkomorkowych, oraz by¢ trwate chemicznie w medium komor-
kowym,

* nie powinny oddziatywa¢ z biatkami komorkowymi,

* nie moga by¢ toksyczne.

Najlepiej poznanymi i najczegsciej stosowanymi analogami w badaniach biolo-
gicznych i medycznych sa analogi tiofosforanowe (Oligo-PS) [4, 15].

Inna grupa analogdéw o potencjalnych zastosowaniach terapeutycznych i diag-
nostycznych sa oligonukleozydo-(3°,5”)-metanofosfoniany (Oligo-PMe) [16]. Wpro-
wadzenie niejonowego ugrupowania metanofosfonianowego pozbawionego tadunku
elektrycznego zmniejsza tadunek ujemny modyfikowanych oligonukleotydow (co
w konsekwencji obniza réwniez rozpuszczalno$¢ w mediach komérkowych), zwigk-
sza lipofilowos¢ tych czastek (polepsza transport do komorki) i zapewnia catkowita
odporno$¢ na dzialanie enzymow nukleolitycznych [17].

Poniewaz niemodyfikowane oligonukleotydy nie spetniaja czg$ci powyzszych
warunkoéw, wprowadzane modyfikacje mialy na celu m.in. poprawe transportu oligo-
nukleotydow przez btony komorkowe, np. poprzez zmniejszenie catkowitego tadunku
elektrostatycznego, a przede wszystkim zwigkszenie odpornos$ci na dziatanie endo-
i egzonukleaz [18, 19].

Na Rysunku 1 przedstawiono szereg przyktadowych modyfikacji szkieletu fosfo-
ranowo-cukrowego w kwasach nukleinowych i ich analogach.
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Rysunek 1. Wybrane przyktady modyfikacji szkieletu fosforanowo-cukrowego kwaséw nukleinowych
Figure 1. Different modifications of oligonucleotides

Pierwszym i dotychczas jedynym lekiem dziatajacym wedtug mechanizmu anty-
sensowego jest tiofosforanowy 19-mer (Vitravene®), zatwierdzony w roku 1998
w USA przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow (ang. Food & Drug
Administration, FDA) jako lek przeciw §lepocie wywotanej przez cytomegalowirus
(HCMYV) u 0s6b zakazonych wirusem HIV [20].

Obecnie w roznych fazach badan klinicznych znajduje sig kilkanascie oligonu-
kleotydow I generacji (Oligo-PS) i Il generacji (czyli oligonukleotydéw dodatkowo
modyfikowanych w pozycji 2°) [21].

Mozliwos¢ roznorodnego zastosowania oligonukleotydow spowodowata dyna-
miczny rozwo6j metod syntetycznych analogéw kwaséw nukleinowych [22].

Czynnikiem decydujacym o wyborze metody syntezy jest skala produkeji, dtu-
gos¢ oligonukleotydu oraz wprowadzone modyfikacje. Ilosci zwiazku potrzebne do
badan strukturalnych sa nieporownywalnie mniejsze w stosunku do ilo$ci potrzeb-
nych do badan klinicznych, stad tez konieczny jest wlasciwy wybor metod syntezy.

W prezentowanym opracowaniu omowiono aktualny stan wiedzy na temat
mozliwos$ci 1 ograniczen syntezy oligonukleotydow na fazie stalej, syntezy oligonu-
kleotydéw w roztworze oraz mozliwosci taczenia obydwdch metod, jak ma to miej-
sce w przypadku syntezy oligonukleotydow chimerycznych [23].
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1. METODA SYNTEZY OLIGONUKLEOTYDOW W ROZTWORZE

W poczatku lat siedemdziesiatych XX w. opracowano fosfotriestrowq metode
syntezy oligonukleotydow w roztworze [24]. Opiera si¢ ona na reakcji kondensacji
3’-O-fosforanu nukleozydu, zawierajacego 2-chlorofenylowa lub -cyjanoetylowa
grupe protekcyjna, z 5’-O-nukleozydem lub 5’-O-oligonukleotydem posiadajacym
wolna grupg 5’-hydroksylowa. Reakcja ta zachodzi w obecnosci 1-(mezytyleno-2-
-sulfonylo)-3-nitro-1,2,4-1H-triazolu (MSNT, Rys. 2) jako odczynnika kondensuja-
cego.

! R'O
R'O 10 11 o
8 i- MSNT

ii- chromatografia kolumnowa R'O
iii- detrytylacja L 12 —n
Cl e
ﬁ /=N
R= @ lub —CH,CH,CN MSNT = Me ﬁ_"\ /*
0 N"o,
Me

Rysunek 2. Synteza oligonukleotydow metoda fosfotriestrowa w roztworze [24]
Figure 2. The phosphotriester approach to oligonucleotide synthesis

Deprotekcja grupy 5’-hydroksylowej pozwala na przytaczenie kolejnego nukle-
otydu. Wszystkie etapy syntezy przeprowadza si¢ w roztworze. Po kazdym z nich
konieczne jest chromatograficzne oczyszczanie produktu na zelu krzemionkowym.

Metode t¢ mozna zaadoptowac do syntezy oligonukleotydow na skale przemy-
stowa. Mimo pracochtonnosci zwiazanej z oczyszczaniem, jest ona najdogodniejsza
metoda do syntezy krotkich oraz $redniej dtugosci oligonukleotydow.

2. METODY SYNTEZY OLIGONUKLEOTYDOW NA FAZIE STALEJ

Metody syntezy na fazie stalej zrewolucjonizowaty podejscie do syntezy biopo-
limerow, w tym peptydow [7] i oligonukleotydow [22, 25]. W syntezie oligonukleo-
tydow na ztozu metodq amidofosforynowq [25], pierwszy 5’-O-DMT-nukleozyd
przytaczony jest poprzez grupe 3’-hydroksylowa do nierozpuszczalnego ztoza za
pomoca tacznika, ktdrym najczesciej sa kwasy dikarboksylowe (np. kwas burszty-
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nowy). Lacznik pozostaje trwaty w czasie wszystkich etapow syntezy i zostaje
odciety od syntetyzowanego oligonukleotydu po zakonczeniu syntezy tancucha [22].

Synteza na fazie stalej jest wieloetapowa. W przypadku metody amidofosfory-
nowej [25], pierwszym etapem jest odblokowanie grupy 5’-hydroksylowej zwiaza-
nego ze ztozem nukleozydu za pomoca 2% kwasu dichlorooctowego w CH,CL,.
Nastepnie przeprowadzona jest reakcja kondensacji z uzyciem 5°-O-DMT-nukleo-
zydo-3’-0O-amidofosforynu, aktywowanego za pomoca etylo-S-tetrazolu lub 1H-tetra-
zolu [22]. Jako rozpuszczalnik stosuje si¢ gtdéwnie acetonitryl (Rys. 3).

DMTO o B' HO o B

1. Detrytylacja
H+

DMTO\SiVB
2. Kondensacja (

o
\/P— N(iPr),

3. Utlenianie I,/ H,0 / Py RO
( lub przytaczenie siarki / selenu )

DMTO B 4. Kapowanie
\ﬁ Ac,0 1Py DMTO\QB

o_ X oL
P
7 \ ,
RO fo) B RO o

X=0, S lub Se
R =-CH,CH,CN

Rysunek 3. Synteza oligonukleotydéw metoda amidofosforynowa na fazie statej.
W przypadku syntezy n-meru cykl powtarza sig (n—1) razy [22]
Figure 3. The phosphoramidite approach to oligonucleotide synthesis.
The synthetic cycle is repeated (n—1) times to obtain the n-mer

Reakcja kondensacji przebiega zwykle z wydajno$ciami powyzej 99,8%,
co stanowi warunek powodzenia syntezy. Po kazdym etapie kondensacji nastepuje
utlenianie fosforynu do fosforanu, co gwarantuje stabilnos¢ produktu w warunkach
prowadzenia reakcji. W celu uniemozliwienia kondensacji z grupa 5’-OH nukleo-
tydu, ktory nie przereagowal w tym etapie, blokuje si¢ t¢ grupe poprzez acylowanie
za pomoca roztworu bezwodnika octowego, w obecnos$ci 4-dimetyloaminopirydyny
(DMAP). Etap ten nazywany jest ,.kapowaniem”.
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Optymalizacja warunkoéw reakcji oraz dobor odpowiednich grup ochronnych
doprowadzily do szerokiego wykorzystania tej metody w zautomatyzowanej synte-
zie oligonukleotydow na fazie statej zarowno w warunkach laboratoryjnych, jak
i w skali przemystowe;.

Standardowe 3’-O-amidofosforyny nukleozydow sa obecnie dostgpne hand-
lowo, a opracowane szczegdtowe protokoty moga by¢ wykorzystane zaréwno do
syntez standardowych, jak i do syntezy oligonukleotydow modyfikowanych [26].

Alternatywnie stosowana metoda syntezy oligonukleotyddéw na zlozu jest
metoda H-fosfonianowa [27]. W metodzie tej jako monomery stosuje si¢ 3’-O-H-
-fosfoniany 5’-O-DMT-N-blokowanych-nukleozydow, ktore otrzymac¢ mozna mig-
dzy innymi w reakcji tris(1,2,4-triazolido)fosfiny, generowanej in situ, z odpowied-
nio blokowanym nukleozydem (Rys. 4) lub z wykorzystaniem difenylofosforynu
jako odczynnika fosfitylujacego [28].
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Rysunek 4 Synteza monomeréw w metodzie H-fosfonianowej [27]
Figure 4. The synthesis of monomers for H-phosphonates approach

Aktywacja monomeru odbywa si¢ za pomoca chlorkow kwasowych o duzej
zawadzie sterycznej (np. chlorku piwaloilu, chlorku adamantoilu), ktore w reakcji
z monomerem tworza aktywne mieszane bezwodniki fosfonowo-karboksylowe, ule-
gajace podstawieniu nukleofilowemu wytacznie na atomie fosforu, ze wzgledu na
zawadg przestrzennag przy karbonylowym atomie wegla.

Nieprzereagowane grupy 5’-OH tancucha oligonukleotydu immobilizowanego
na ztozu sa acylowane (kapowane), podobnie jak w metodzie amidofosforynowe;j,
a z wydhuzonego o jednostke nukleotydowa tancucha olignukleotydu usuwana jest
grupa dimetokstrytylowa.
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W przypadku metody H-fosfonianowej etap utleniania lub przylaczenia siarki
(selenu) nastgpuje po zakonczeniu reakcji wydtuzania tancucha. Zastosowanie fagod-
nych odczynnikéw utlenianiajacych, takich jak hydroksynadtlenek terz-butylu,
pozwala na wprowadzanie do tancucha oligonukleotydu réwniez modyfikacji wraz-
liwych na utlenianie. Wykazano, ze w przypadku wariantow tej metody, nie jest
konieczne blokowanie grup egzoaminowych zasad nukleinowych [29, 30] (Rys. 5).
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Rysunek 5. Synteza oligonukleotydow metoda H-fosfonianowa na fazie statej [24]
Figure 5. The H-phosphonate approach to the oligonucleotides synthesis

Otrzymany oligonukleotyd odcina si¢ od ztoza w warunkach zasadowych (ste-
zony roztwor amoniaku). Jezeli do syntezy uzyto monomerow z zablokowanymi
grupami egzoaminowymi, na tym etapie nastgpuje rownoczesne odblokowanie grup
zasadolabilnych [22].

Synteza oligonukleotydéw na fazie stalej eliminuje konieczno$¢ izolowania
i oczyszczenia produktu metodami chromatograficznymi po kazdym etapie wydtu-
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zenia tancucha. Pozwala na automatyzacjg procesu, ktéry wymaga bardzo wysokich
wydajnosci wszystkich etapéw oraz krotkich czaséw reakcji. Aby spetni¢ ten wymog,
w reakcji kondensacji stosowane sa duze nadmiary monomeréw i aktywatorow,
a kluczowe dla wysokiej wydajnosci jest zachowanie warunkéw bezwodnych.

3. POROWNANIE METOD SYNTEZY OLIGONUKLEOTYDOW

Tabela 1. Poréwnanie metod wykorzystywanych w syntezie kwaséw nukleinowych
Table 1. Comparison methods used in synthesis of nucleic acids

W roztworze

na fazie stalej

* stosowana gtownie do syntezy krotkich
oligonukleotydéw oraz oligonukleotydow
modyfikowanych

* przydatna do syntezy w duzej skali

* zdecydowanie pracochtonna; po zakonczeniu
kazdego etapu produkt nalezy oczysci¢ metodami
chromatograficznymi na zelach krzemionkowych

* dlugi czas syntezy

* trudna do automatyzacji

* pozwala na zastosowanie prawie

stechiometrycznego stosunku reagentow

« klasyczne oznaczenie wydajnosci kazdego etapu
syntezy

* stosowana do syntezy diugich tancuchow
oligonukleotydow, gtéwnie do badan biologicznych

uzywana do otrzymywania niewielkich ilosci
oligonukleotydu (skala od nano- do milimoli,
w warunkach laboratoryjnych

mato pracochtonna; oparta na tatwym oddzieleniu
produktu od pozostatych reagentow poprzez
przemycie ztoza rozpuszczalnikiem

krétki czas poszczegdlnych etapow syntezy

pozwala na wprowadzenie automatyzacji

stwarza wymog prawie ilosciowego przereagowania
na wszystkich etapach, co osiaga si¢ za pomoca
stosowania duzego nadmiaru reagentow

ocena wydajnosci kazdego cyklu reakeji
za pomoca spektroskopii w §wietle widzialnym
(esej trytylowy)

Dynamiczny rozw6j metod syntezy kwaséw nukleinowych pozwala na precy-
zyjne wykorzystanie roznych strategii, w zalezno$ci od sekwencji i modyfikacji syn-

tetyzowanego oligonukleotydu.

4. MODYFIKOWANE OLIGONUKLEOTYDY

W zaleznosci od tego, jaki oligonukleotyd planuje si¢ otrzymaé, dobiera si¢
najefektywniejsza metodg syntezy biorac pod uwage:

» dhlugos¢ syntetyzowanego oligonukleotydu;

* ilo$¢ modyfikacji wprowadzonych do oligonukleotydu;

* potozenie modyfikacji w fancuchu;
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* typ modyfikacji (wiazanie internukleotydowe, modyfikowana zasada, post-
syntetyczne modyfikacje oligomeru, np. wprowadzenie ligandow fluorescen-
cyjnych).

Modyfikacje oligonukleotydow moga polega¢ m.in. na wprowadzeniu nietypo-
wej zasady heterocyklicznej w jednym lub kilku miejscach tancucha, na wprowa-
dzeniu modyfikacji do pierscienia cukrowego np. grupy aminowej w pozycji 3’ lub
modyfikacji wigzania internukleotydowego.

W przypadku modyfikacji zasady heterocyklicznej czy reszty cukrowej, naj-
czgsciej przygotowuje sig¢ odpowiednio zmodyfikowane monomery i wykorzystuje
si¢ je w standardowej metodzie np. amidofosforynowej. W takim przypadku nalezy
wzia¢ pod uwage trwato$¢ modyfikowanego monomeru w warunkach syntezy oraz
trwato$¢ modyfikacji w warunkach reakcji i pod tym katem dobiera¢ warunki prowa-
dzenia syntezy lub zastosowa¢ odpowiednio dobrane grupy ochronne tak, aby po
zakonczeniu calej syntezy mozna je byto usuna¢ bez szkody dla otrzymanego oligo-
nukleotydu.

5. METODA SYNTEZY BLOKOWEJ OLIGONUKLEOTYDOW
CHIMERYCZNYCH

Od lat dziewigcdziesiatych XX w. obserwuje si¢ wzrost zainteresowania chime-
rycznymi oligonukleotydami. Oligonukleotydy chimeryczne moga zawiera¢ wbudo-
wane w okreslonej pozycji dinukleotydy modyfikowane, np. na centrum fosforo-
wym, zawierajace rozne modyfikacje wigzania internukleotydowego. Stanowia one
dogodne narzedzia w biologii molekularnej i strukturalnej [31-34] (Rys. 6).

W przypadku modyfikacji wiazania inernukleotydowego pojawia si¢ zasadni-
czy problem, zwiazany z wlaczeniem modyfikowanego dinukleotydu do oligonu-
kletydu, z utworzeniem P-chiralnego, modyfikowanego wiazania internukleotydo-
wego.

Jezeli w syntetyzowanym w sposob niestereospecyficzny oligonukleotydzie
znajduje si¢ n modyfikowanych wiazan internukleotydowych, w ktérym kazdy
z atomow fosforu bgdzie stanowit centrum chiralnosci, to moze on wystapi¢ w skraj-
nym przypadku w postaci mieszaniny 2" diastereomerdw, ktore roznia sig¢ wlasci-
wosciami fizykochemicznymi [35]. Stosowane podej$cia w syntezie chemiczne;j stere-
ozdefiniowanych oligonukleotyddéw o znanej konfiguracji na atomie fosforu wyma-
gaja uzycia diastereomerycznie czystych substratow, o okreslonej konfiguracji na
kazdym centrum chiralnym, a reakcje kondensacji musza by¢ stereospecyficzne.
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Rysunek 6. Modyfikacja metanofosfonianowa wbudowana w tancuch chimerycznego oligonukleotydu
Figure. 6. The methanephosphonate modification incorporated in to oligonucleotide

Jedna z alternatywnych metod syntezy chimerycznych oligonukeotydow o zdefi-
niowanej konfiguracji na atomie fosforu jest synteza blokowa [23]. Jej podstawa
jest synteza dimerow (dinukleotydow), zawierajacych modyfikowane wigzania inter-
nukleotydowe, lub relatywnie krotkich oligonukleotydéw w roztworze, a nastgpnie
wykorzystanie ich jako reagentow do syntezy dtuzszego oligonukleotydu, przy czym
dimeryczne bloki syntetyczne (ang. dimeric building blocks) traktowane sa tak jak
inne monomery w zautomatyzowanej syntezie na statym no$niku.

Dimeryczne bloki syntetyczne, mozna otrzymac stosujac niestereospecyficzne
reakcje kondensacji dajace w efekcie obydwa P-diastereoizomery, a nastepnie roz-
dzieli¢ je metodami chromatograficznymi, jak w metodzie triazolidowej [36] (Rys. 7).

Mozna rowniez postuzy¢ si¢ metoda stereospecyficznej kondensacji prowadzacej
do otrzymania pozadanego P-diastereoizomeru [23, 37]. Obydwie te metody mozna
jednak stosowac do relatywnie krotkich oligonukleotydow.

Stec et al. zaproponowali metod¢ pozwalajaca na otrzymanie stereozdefinio-
wanych Oligo-PMe [37]. Wykorzystali oni rozdzielone na diastereomery, zabloko-
wane 3’-O-anilidotio (seleno)metanofosfoniany nukleozydowe (21) (Rys. 8).
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Rysunek 7. Synteza dinukleozydo (3°,5’)-metanotio(seleno)fosfonianéw metoda triazolidowa [34]
Figure 7. The synthesis of dinucleoside (3°,5’)-methanethio(seleno)phosphonate via triazolide approach
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Rysunek 8 Stereokontrolowana i stereokonwergencyjna synteza
R,-dinukleozydo (3°,5)-metanofosfonianéw 25 [35]
Figure 8. Stereocontrolled and stereoconvergent synthesis of
R,-dinucleoside (3°,5’)-methanephosphonate 25 [35]

W metodzie tej izomer FAST-R-21 przeprowadza si¢ na drodze stereospecy-
ficznej reakcji Steca (PN—PO) [38] w odpowiedni diastercomerycznie czysty
3’-O-metanotio(seleno)fosfonian nukleozydowy (R,-23) (Rys. 8A), ktory jest alkilo-
wany za pomoca Mel w sposdb chemoselektywny (reakcja zachodzi wytacznie na
atomie siarki lub selenu), dajac odpowiedni 3’-O-(S-metylo) metanotiofosfonian
nukleozydowy (lub jego analog selenowy) SLOW-R -24, ktéry wykorzystywany
jest jako monomer do syntezy (3°,5)-metanofosfonianu dinukleozydowego FAST-
R,-25 (Rys. 8B).
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Drugi izomer, 3’-O-anilidotio(seleno)metanofosfonian nukleozydowy SLOW-
S,-21, utlenianiany jest w sposob stereospecyficzny, z retencja konfiguracji na ato-
mie fosforu, za pomoca Oksonu [39] (Rys. 8C). Otrzymany w ten sposéb 3°-O-
-anilidometanofosfonian nukleozydowy SLOW-R-22 poddawany jest nastepnie reak-
cji Steca (PN—PS, jako odczynnik elektrofilowy wykorzystuje sig CS,) i otrzymuje
si¢ odpowiedni 3’-O-metanotiofosfonian nukleozydowy R-23, ktory po alkilowa-
niu za pomocg Mel, tworzy monomer SLOW-R,-24. Autorzy wykazali, ze opisana
powyzej procedur¢ mozna stosowaé zarowno do syntezy 2’-deoksynukleotydow, jak
i 2’-OMe-rybonukleotydow [37].

Metoda ,,anilidowa” pozwala na ,,bezodpadowa” syntez¢ diastercomerycznie
czystych (3°,5’)-metanofosfonianéw dinukleozydowych o konfiguracji R, lub S,
z wykorzystaniem w kazdym przypadku obydwoch rozdzielonych na diastereomery
prekursorow anilidowych 21, co ma istotne znaczenie w przypadku syntezy na duza
skale [37].

Autorzy pokazali rowniez wariant omawianej metody, w ktorym diastereome-
rycznie czysty 3’-O-anilidometanofosfonian 21 wykorzystywany byt jako prekursor
do zawiazania wiazania internukleotydowego (Rys. 8) [23]. Jednocze$nie grupa
3’-0-anilidometanofosfonianowa stanowita grupe protekcyjna.

Dzigki uzyciu silnej zasady organicznej (DBU) oraz dodatku chlorku litu jako
aktywatora, w reakcji substytucji nukleofilowej nastgpuje zawigzanie metanofosfo-
nianowego wiazania internukleotydowego. W podanych warunkach nie zachodza
reakcje konkurencyjne, w ktorych uczestniczytaby grupa anilidowa, co potwierdzono
metodami NMR [2]. Grupa 3’-O-anilidometanofosfonianowa moze by¢ przeksztal-
cona w sposob chemoselektywny i stereospecyficzny (PN—PS) w odpowiednia grupe
kwasowa, ktora nastepnie poddaje si¢ reakcji S-alkilowania, otrzymujac w ten spo-
sob substrat do dalszych reakcji wydhluzania tancucha oligonukleotydu.

Wykazano réwniez mozliwos$¢ syntezy krotszych oligonukleotydow, posiada-
jacych wylacznie modyfikowane wiazania internukleotydowe z pozadana konfigu-
racja na kazdym chiralnym atomie fosforu. Syntetyzuje si¢ wowczas w roztworze
dinukleotyd z modyfikowanym wiazaniem internukleotydowym, np. (3°,5”)-metano-
fosfonian dinukleozydowy, a nastepnie taczy si¢ go, rowniez w roztworze, z odpo-
wiednim monomerem tak, by powstat trinukleotyd [23]. Metoda ta mozna réwniez
kondensowac¢ blokowo ze soba dwa (3”,5)-metanofosfoniany dinukleozydowe, otrzy-
mujac w ten sposob tetranukleotyd, ktory moze stuzy¢ jako substrat do dalszych
reakcji wydtuzania tancucha oligonukleotydu. Taka metoda zostat zsyntetyzowany
(3°,5”)-metanofosfonian pentanukleozydowy (Rys. 9) [23].
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Rysunek 9. Synteza modyfikowanego dinukleotydu o ustalonej konfiguracji na chiralnym atomie fosforu [23]
Figure. 9. The synthesis of modified dinucleotide with a defined configuration
at the chiral phosphorus atom [23]

Dogodnymi substratami do syntezy dimerycznych blokow syntetycznych, acz-
kolwiek rzadko stosowanymi, sa (3°,5”)-H-fosfoniany dinukleozydowe o zdefinio-
wanej konfiguracji na atomie fosforu. Wykazano, ze diastereomery (3°,5”)-H-fosfonia-
noéw dinukleozydowych uzyskane na drodze niestereospecyficznej syntezy metoda
H-fosfonianowa [40], mozna rozdzieli¢ i ze wzgledu na ich stosunkowo wysoka
reaktywnos¢, wykorzystac do syntezy innych analogow, w tym tiofosforanow, seleno-
fosforanow, metanofosfoniandéw i sfunkcjonalizowanych fosfonianow [41].

Prowadzac reakcje analogicznie jak w metodzie H-fosfonianowej na fazie stalej
[42], zuzyciem jonowych -H-fosfonianéw nukleozydowych jako monomerdw, i sto-
sujac jako aktywatory chlorki kwasowe (chlorek adamantoilu, chlorek piwaloilu),
otrzymuje si¢ odpowiednie (3°,5”)-H-fosfoniany dinukleozydowe, ktore w reakcji
utleniania lub przytaczenia siarki lub selenu, przeprowadza si¢ w odpowiednie fos-
forany oraz tiofosforany i selenofosforany [43].

Wykazano, ze z rozdzielonych na diastereomery (3’,5”)-H-fosfonianéw dinu-
kleozydowych 37 mozna otrzymaé odpowiednie (3°,5’)-metanofosfoniany dinukleo-
zydowe 20 w sposob stereospecyficzny [40]. W reakeji alkilowania R-(3°,57)-H-
-fosfonianu dinukleozydu 37 za pomoca Mel, w obecnosci butylolitu, otrzymuje si¢
R,~(3’,5’)-metanofosfonian dinukleozydu 20, co oznacza, ze proces ten przebiega
z retencja konfiguracji na atomie fosforu (Rys. 10).

Reakcja przytaczenia siarki i selenu do diastereomerycznie czystych dinukleo-
tydow 37 prowadzi do diastereomerycznie czystych, odpowiednio — tio- i selenofos-
foranéw 38, 1 rowniez przebiega z retencja konfiguracji na atomie fosforu [40]
(Rys. 11).
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Rysunek 10. Syntezy pentanukleozydo (3°,5”)-metanofosfonianu metoda anilidowa [23]
Figure 10. The synthesis of pentanucleoside (3”,5’)-methanephosphonate [23]
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Rysunek 11. Wykorzystanie diastereomerycznie czystych dinukleozydo-(3°,5”)-H-fosfonianéw 37
jako substratow do syntezy diastereomerycznie czystych metanofosfonianow 20 i tiofosforanow 38 [38]
oraz funkcjonalizowanych alkilofosfonianow 39 [42]

Figure 11. The use of dinucleoside (3°,5”)-H-phosphonates 37 as universal precursors
for the synthesis of diastereomericaly pure methanephosphonates 20 and thiophosphoranes 38 [38]
and alkilophosphonates 39 [42]
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Ostatnio, rozdzielone na diastereomery (3°,5”)-H-fosfoniany dinukleozydowe
37 zastosowano takze jako substraty do tworzenia wigzania P-C w reakcji addycji
do podwojnego wiazania [44]. Jako zwiazki nienasycone, do badan wyselekcjono-
wano akrylonitryl i akryloamid, biorac pod uwage mozliwos¢ dalszego funkcjonali-
zowania uzyskanych fosfonianow w oparciu o ligandy propanonitrylowy i propiono-
amidowy w produkcie 39.

Uzyskane w powyzszych reakcjach addycji (3°,5”)-alkilofosfoniany dinukleo-
zydowe 39 mozna wykorzystac¢, po 3’-fosfitylacji, jako 3’-O-amidofosforyny, do
syntezy oligonukleotydoéw na fazie stalej, wprowadzajac do tancucha syntetyzowa-
nego okreslony dinukleotyd w standardowej procedurze amidofosforynowej. W ten
sposob uzyskuje si¢ mozliwos¢é syntezy oligonukleotyddéw chimerycznych, posiada-
jacych niemodyfikowane oraz modyfikowane wiazania internukleotydowe zar6wno
na nos$niku statym, jak i w roztworze.

PODSUMOWANIE

Metoda blokowa jest bardzo dogodnym rozszerzeniem standardowych metod
syntezy oligonukleotydéw. Istotnym etapem jest synteza odpowiedniego dimerycz-
nego bloku syntetycznego, wykorzystywanego jako monomer w syntezie na fazie
statej chimerycznego oligonukleotydu. Wykorzystanie dimerycznego bloku synte-
tycznego zardbwno w syntezie na fazie stalej, jak rowniez w roztworze, pozwala na
otrzymanie dtuzszych tancuchow oligonukleotydow chimerycznych zawierajacych
jedna lub wiecej modyfikacji, takze wystgpujacych na sasiadujacych wiazaniach
internukleotydowych.

Dostgpnos¢ wielu metod syntezy oligonukleotydow umozliwia wytworzenie
dowolnego fragmentu kwasu nukleinowego zardéwno wystgpujacego naturalnie, jak
i nie majacego swojego odpowiednika w przyrodzie, przy czym otrzymywane ilosci
wystarczaja nie tylko do badan laboratoryjnych, ale i do zastosowan praktycznych.
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ABSTRACT

Vanadium is a trace element, which may be beneficial for human and develo-
ped as clinically useful metallopharmaceutical. Over the last 20 years a wide range
of medicinal aspects of various compounds of vanadium have been investigated and
documented [10-21]. Vanadium displays relevant biological actions such as insu-
lin-mimicking or spermicidal [5-7] as well as it shows antitumor activity [3, 4].
This review has focused on vanadium inorganic compounds and organic complexes
which have insulin-mimetic and anti-diabetic properties. Vanadium-based thera-
peutic agents belong to the class of compounds in which active is the metal ion and
the ligand plays only an ancillary role — delivers active metal to target tissues what
may have important implications for the bioavailability and pharmacokinetic pro-
perties of vanadium.

Vanadium salts such as oxovanadium(IV) sulphate (vanadyl sulphate) VOSO,
or sodium orthovanadate(V) NaVO, and some vanadium organic complexes are
potent insulin-mimetic compounds for treating both type I and type Il in animal
model, cell culture systems and human diabetes. Many studies have demonstrated
that the oral administration of vanadium compounds normalizes blood glucose
levels, stimulates glucose intake into cells and causes inhibition of glikoneogenesis
and lypolysis. Vanadyl sulphate and other simple salts are effective but unfortuna-
tely have poor uptake through gastrointestinal system and have some toxic effects.
Complexation with organic ligands may improve vanadium efficacy and decrease
toxic side effects. Since 1990 several vanadium compounds (vanadyl, vanadate and
peroxovanadate) with organic ligands have been proposed for this purpose. This
review describes vanadyl complexes with ligand such as maltol and its derivatives,
picolinate ion, flavonoids, sulphur containing compounds and hypoglycemic drugs
(metformine and thiazolidenodiones). In recent years some VO(IV) complexes with
maltol — bis(maltolato)oxovanadium (BMOV) and ethylmaltol (BEOV) have been
proposed for clinical use in humans. BEOV has in 2000 completed I-st phase of
human clinical trials. To asses the insulinomimetic and anti-diabetic activities of
vanadium(IV) complexes several in vitro- and in vivo systems have been perfor-
med. Hypoglycemic and glucose normalizing activity were investigated in vivo in
both type I and II diabetic animal (mice and rats) models. In vitro insulinomimetic
activity was examined in isolated rat adipocytes.

Alternatively for improving bioavailability and anti-diabetic efficacy of vana-
dium several novel drug delivery systems such as chitosan-hydrogel or enteric-coa-
ted capluses containing vanadium [55, 56, 60] compounds have been tested.

Keywords: vanadium compounds, diabetes

Stowa kluczowe: zwiazki wanadu, cukrzyca
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

acac — acetyloacetonian

AUC — pole powierzchni pod krzywa

BCM-EPR — monitoring krwiobiegu metoda paramagnetycznego rezo-
nansu elektronowego

BEOV — bis(etylomaltolo)oksowanad(I'V)

BMOV — bis(maltolo)oksowanad(I'V)

CIR — klirens nerkowy

cym — metylocysteina

EPR — paramagnetyczny rezonans elektronowy

ERK1/2 — kinazy regulujace pozakomorkowe przekazywanie sygnatu

Hddp — 1,2-dimetylo-3-hydroksy-4-pirydynon

Hema — etylomaltol (3-hydroksy-2-etylo-4H-piran-4-on)

Hkoj — kwas kojowy

Hma — maltol (3-hydroksy-2-metylo-4H-piran-4-on)

ICP-MS — spektrometria mas ze wzbudzeniem w plazmie indukcyj-
nie sprz¢zonej

mal — malonian

MAPKs — kinazy biatkowe aktywowane przez mitogeny

metf — metformina

MTT — bromek 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenylo-tetrazolowy

NAA — metoda aktywacji neutronowej

ox — szczawiany

phen — fenantrolina

PI3-K — 3-kinaza fosfatydyloinozytolu

pic — pikolinian

PTP — biatkowa fosfataza tyrozynowa

sal — aldehyd salicylowy

STZ — streptozotocyna

t ), — biologiczny okres pottrwania

tart — winian

T — maksymalne stezenie we krwi

max
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WSTEP

Wanad (liczba at. 23, konfiguracja elektronowa [ Ar]3d*4s?) jest metalem przejs-
ciowym, wystepujacym na réznych stopniach utlenienia, od —1 do +5. W organiz-
mach zywych, w warunkach fizjologicznych, przewazaja dwa stopnie utlenienia: +4
i+5. Na +4 stopniu utlenienia wanad wystepuje w formie jonu wanadylowego VO3*,
natomiast na +5 stopniu utlenienia wanad tworzy wanadany: HVO;", VO;, VO;,
H,VO, [1]. Oprocz wymienionych monomerow, wanadany tworza dimery (szcze-
golnie H,V,02"), tetramery (V,07,), pentamery (V.O},) oraz dekamery (V, 05,
ktérych wzajemny stosunek zalezy glownie od pH srodowiska wewnatrzkomorko-
wego [2].

Zwiazki koordynacyjne wanadu, ktére moga mie¢ potencjalne wtasciwosci far-
makologiczne, zawieraja w czasteczce wanadany [VVOXLy], oksowanady (wanadyle)
[VIVOL ], a takze peroksowanadany [VYO(O,),(L-L’)]", n=1,2,3i[VYO(O,)(H,0)-
(L-L)],n=0, 1.

Medyczne zastosowanie zwiazkow wanadu skupia si¢ glownie na ich wykorzy-
staniu in vitro 1 in vivo w leczeniu cukrzycy typu I i II. Poza tym zwiazki wanadu
wykazuja takze wlasciwosci cytostatyczne i cytotoksyczne [3, 4] oraz plemnikoboj-
cze [5-7].

Cukrzyca (tac. diabetes mellitus) jest przewlekla choroba metaboliczna, charak-
teryzujaca si¢ brakiem lub nieprawidlowym dziataniem wytwarzanego przez trzustke
hormonu — insuliny. Wyrdéznia si¢ dwa podstawowe typy cukrzycy: cukrzyce typu I
(tzw. mlodziencza, insulinozalezna) oraz typu II, insulinoniezalezna. Typ I spowodo-
wany jest brakiem w organizmie insuliny, wynikajacym z uszkodzenia komorek beta
trzustki, i moze by¢ skutecznie leczony wylacznie iniekcjami insuliny [8]. Cukrzycg
typu Il leczy sig¢ odpowiednia dieta i ¢wiczeniami fizycznymi oraz stosuje si¢ doustne
srodki farmakologiczne, obnizajace poziom cukru we krwi [9]. Juz w koncu XIX
wieku zwiazki wanadu byly zalecane w stanach niedozywienia, anemii, a takze
w przypadku gruzlicy i cukrzycy. W roku 1899 zaobserwowano obnizenie wydziela-
nia glukozy z moczem u pacjentdow z cukrzyca leczonych wanadanem sodu [10, 11].
Jak stwierdzono przez ostatnie 30 lat badan, zwiazki wanadu moga zachowywac si¢
w organizmie podobnie jak insulina, w odniesieniu do wybranych fizjologicznych
i biochemicznych objawdéw obu rodzajoéw cukrzycy.

Duza zaleta tych zwiazkow, w pordwnaniu z insuling, jest to, ze moga by¢ poda-
wane doustnie. Zatem celem badan w tym zakresie jest zsyntetyzowanie zwiazkéw
wanadu, ktére beda wchianiaty si¢ 1 osiagaty tkanki docelowe z odpowiednio wysoka
skuteczno$cia. Zwiazki o takich wlasciwos$ciach powinny posiadaé niski cigzar czas-
teczkowy, optymalna lipofilowos¢ i brak fadunku w celu tatwego przenikania przez
btony biologiczne.

W niniejszej pracy przedstawiono przeglad zwiazkow wanadu, wykazujacych
wiasciwosci insulinonasladowcze.
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1. MECHANIZM DZIALANIA WANADU

Dziatanie wanadu okreslane jest w pismiennictwie jako: insulinonasladowcze
(ang. insulin-mimetic), insulinopodobne (ang. insulin-like), przeciwcukrzycowe
(ang. anti-diabetic) oraz wzmacniajace insuling (ang. insulin enhancing), przy czym
ostatnie z wymienionych okreslen uznawane jest przez niektorych autoréw za mylace
i niezalecane. Mechanizm przeciwcukrzycowego i insulinonasladowczego dziata-
nia wanadu oraz jego biologiczna rola jest szeroko dyskutowana w pracach [10-21].

Insulina jest hormonem regulatorowym, wytwarzanym przez komorki beta wyse-
pek Langerhansa w trzustce. Insulina wiaze sie z podjednostka f receptora insuli-
nowego (IR) na powierzchni komorek thuszczowych i migéniowych, aktywujac jedno-
czes$nie kinazeg tyrozyny. Powoduje to autofosforylacje reszt tyrozynowych, rozpo-
czynajac transdukcje sygnalizowania insuliny, a tym samym szereg fizjologicznych
efektow, jak pobudzenie poboru glukozy przez komorki watroby, migéni i adypo-
cyty oraz zahamowanie watrobowej produkcji glukozy. Wygaszanie dziatania insu-
liny nastgpuje w wyniku defosforylacji reszt tyrozynowych pod wptywem biatkowe;j
fosfatazy tyrozynowej — PTP (glownie PTP-1B), co prowadzi do unieczynnienia
enzymow wchodzacych w sktad kaskady. Nadmierna aktywnos¢ biatkowych fosfa-
taz tyrozyny moze by¢ jedna z przyczyn insulinoopornosci postreceptorowej, prowa-
dzacej do hiperglikemii, a w konsekwencji do m.in. otytosci i cukrzycy. W zwiazku
z tym zablokowanie aktywnosci PTP mogtoby prowadzi¢ do potencjalizacji dziala-
nia insuliny u 0s6b dotknigtych insulinooporno$cia oraz zmniejszy¢ ryzyko wysta-
pienia zwiazanych z tym powiktan [19]. Sugeruje si¢, ze wlasnie taka rolg moglyby
spetnia¢ zwiazki wanadu [20]. Wanad jest potencjalnym niespecyficznym inhibito-
rem biatkowych fosfataz tyrozyny [12, 22], w tym rowniez PTP-1B. Molekularny
mechanizm, odpowiedzialny za insulinonasladowcze wtasciwosci zwiazkow wana-
du, zwiazany jest z aktywacja wielu sktadnikéw kaskady przekaznictwa insulino-
wego, do ktorych naleza m.in. kinazy biatkowe aktywowane przez mitogeny
(MAPKSs), kinazy regulujace pozakomoérkowe przekazywanie sygnatu (ERK1/2),
3-kinaza fosfatydyloinozytolu (PI3-K) czy kinaza biatkowa B [13, 15, 22].

Wanad moze nasladowa¢ wiele funkcji metabolicznych insuliny zaréwno
w warunkach in vivo, jak i in vitro [23-25]. Sole wanadu aktywuja transport heksoz
w komorkach thuszczowych i tkance migsniowej wptywajac pobudzajaco na transpor-
ter glukozy — biatko GLUT4 oraz ograniczajg uwalnianie wolnych kwasow thuszczo-
wych (FFA) [26]. Zwiazki wanadu, powodujac uwrazliwienie tkanek na insuling,
moga poprawiac jej wtasciwosci metaboliczne. Poza tym normalizuja wtdrne powi-
ktania cukrzycy przez obnizenie poziomu biatka w moczu, zapobieganie zmianom
histopatologicznym w nerkach oraz kardiomiopatii i retinopatii. Ponadto poprawiaja
wlasciwosci wydzielnicze trzustki i trzustkowy zapas insuliny.
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2. NIEORGANICZNE ZWIAZKI WANADU

Przeciwcukrzycowe wlasciwosci wanadu zostaly po raz pierwszy opisane
w 1985 r. przez Heyligera i in. [2]. Autorzy stwierdzili, ze podawanie w wodzie
pitnej ortowanadanu sodu, w stezeniu 0,8 mg/ml, szczurom z cukrzyca indukowanag
streptozocyna (STZ) powoduje wyrdwnanie poziomu glukozy we krwi [2]. Odkry-
cie to spowodowato wzrost ilosci doswiadczen z wykorzystaniem nieorganicznych
zwiazkow wanadu, glownie siarczanu oksowanadu(IV) (siarczanu wanadylu) VOSO,
oraz wanadanow sodu Na,VO, i NaVO,.

W innych badaniach zaobserwowano hipoglikemizujacy efekt siarczanu wana-
dylu podawanego dootrzewnowo szczurom z STZ-cukrzyca w dawce 9,3 mg/kg m.c.
przez 12 dni; efekt ten utrzymywat si¢ jednak tylko do zakonczenia podawania leku
[24]. Ze wzgledu na stosunkowo stabe wchianianie tych zwiazkow w przewodzie
pokarmowym oraz efekty niepozadane (utrata wagi, bole brzucha, wymioty), zaczgto
poszukiwaé nowych nieorganicznych i organicznych pochodnych wanadu o lep-
szych wilasciwosciach fizykochemicznych oraz fizjologicznych.

3. ZWIAZKI KOMPLEKSOWE WANADU(IV) I WANADU(V)
O WEASCIWOSCIACH PRZECIWCUKRZYCOWYCH

Szereg zwiazkow wanadu z ligandami organicznymi charakteryzuje si¢ lepszymi
wlasciwosciami przeciwcukrzycowymi niz proste sole nieorganiczne zarowno
w badaniach in vitro, jak i in vivo, dzigki lepszej przenikalnosci do tkanek droga
dyfuzji biernej i podniesieniu skutecznosci dziatania wanadu. Do takich zwiazkow
naleza m.in. kompleksy z maltolem, etylomaltolem czy pikolinianami. Ligandy orga-
niczne stosowane w kompleksach wanadu réwniez obnizaja toksyczno$¢ wanadu,
ograniczajac lub likwidujac gtdéwnie zaburzenia ze strony uktadu pokarmowego.

3.1. KOMPLEKSY Z MALTOLEM I JEGO POCHODNYMI

Do szeroko przebadanych zwiazkéw koordynacyjnych wanadu naleza kompleksy
oksowanadu(IV) z pochodnymi hydroksypiranu i hydroksypirydynonu [26-33]:

* maltol — 3-hydroksy-2-metylo-piran-4-on — Hma (1)

* etylomaltol — 3-hydroksy-2-etylo-piran-4-on — Hema (2)

» kwas kojowy — (5-hydroksy-2-hydroksymetylo-piran-4-on) — Hkoj (3)

e 1,2-dimetylo-3-hydroksy-4-pirydynon — Hdpp (4) (Rys. 1).
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Rysunek 1. Struktura chemiczna maltolu i jego pochodnych
Figure 1. Chemical structure of maltol and its derivatives

We wszystkich kompleksach VO(IV) z tego typu ligandami wystepuje uktad
koordynacyjny (ang. coordination mode) VO(O,). Maltol i etylomaltol (stosowane
w wielu krajach jako dodatki do zywno$ci) oraz ich pochodne jako ligandy charakte-
ryzuja si¢ umiarkowana wewnetrzna aktywnoscia biologiczng oraz niska toksycz-
noscia. Ponadto maltol tworzy trwate, obojgtne kompleksy z jonami metali posiada-
jace optymalne wtasciwosci hydro- i lipofilowe oraz umiarkowang zdolno$¢ hydro-
lizy.

Zastosowanie ligandow strukturalnie podobnych do maltolu, a mianowicie
kwasu kojowego czy 1,2-dimetylo-3-hydroksy-4-pirydynonu pozwala na uzyskanie
komplekséw o innej rozpuszczalnosci w wodzie, lipofilowosci i trwato$ci hydroli-
tycznej. Zainteresowanie tymi ligandami wynika tez z ich zdolnos$ci do tatwej depro-
tonacji; wartosci pKa dla Hma, Hema i Koj wynosza odpowiednio 8,38; 8,78 oraz
7,72.

Jednym z szeroko i intensywnie badanych kompleksow wanadu jest bis(malto-
lato)oksowanad(IV), BMOV (Rys. 2) zawierajacy kation wanadylu potaczony z dwoma
anionami maltolu, a takze bis(etylomaltolato)oksowanad(IV), BEOV. We wszyst-
kich badaniach na zwierzgtach BMOYV byt 2-3 razy bardziej skuteczny w obnizaniu
stezenia glukozy we krwi niz siarczan(VI) wanadylu, ponadto byt rowniez lepiej tole-
rowany.

= O\n/ 2
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CH,

Rysunek 2. Struktura kompleksu bis(maltolato)oksowanadu(IV), BMVO (5)
Figure 2. The structure of bis(maltolato)oxovanadium(IV), BMOV (5)
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Poréwnanie wynikéw badan z udziatem *V-BMOV i ¥VOSO, wykazato
podobna biodystrybucje wanadu z obu zwiazkéw. Po doustnym podaniu ¥V-BMOV
wanad najdhuzej zatrzymywany byt w kos$ciach (biologiczny okres pottrwania > 10
dni), nastepnie w nerkach i w watrobie. BMOV charakteryzuje si¢ jednak ponad
dwukrotnie wyzszym czasem eliminacji z kosci, w porownaniu z VOSO,. Niewat-
pliwa przewaga BMOV nad siarczanem(VI) wanadylu bylo osiagnigcie w wigkszo$ci
tkanek ponad 2-3-krotnie wigkszych stezen “*V po 24 godz., po doustnym podaniu
dawki rownowaznej 10 pmoli wanadu.

BEOV charakteryzuje sig nieco wigksza odpornoscia na hydrolizg oraz lipofilo-
woscia niz BMOV. W roku 2000 zakonczono dla BEOV pierwsza fazg badan klinicz-
nych z udziatem ludzi. Celem tych badan byto oszacowanie bezpieczenstwa i tole-
rancji pojedynczej, wzrastajacej doustnej dawki BEOV, badania farmakokinetyczne
dla srednich dawek (oznaczenie stezenia wanadu w surowicy krwi, moczu i kale)
oraz porownanie dostgpnosci biologicznej BEOV i siarczanu(VI) wanadylu. Bada-
nia przeprowadzono na 40 zdrowych ochotnikach w wieku 1845 lat [34].

Podczas badan nie zaobserwowano u zadnego z ochotnikow dziatan niepoza-
danych; stan uktadu pokarmowego, nerek, watroby oraz parametréw krwi pozosta-
wal na fizjologicznie prawidtowym poziomie.

Badania farmakokinetyczne wykazaty nieproporcjonalna zaleznos¢ migdzy
dawka a polem powierzchni pod krzywa (AUC) oraz zawartoscia wanadu (% daw-
ki) w moczu. Z kolei parametry, takie jak czas, po ktorym wystepowato maksymalne
stezenie we krwi (T ), biologiczny okres pottrwania (t,,) oraz klirens nerkowy,
byty niezalezne od dawki. Wartos¢ T dla VOSO, jest ok. 2-krotnie wyzsza niz dla
BEOYV, co $wiadczy o znacznie wolniejszym wchianianiu wanadu ze zwiazku nie-
organicznego. Biodostepno$¢ BEOV jest ok. 3 razy wigksza, w pordwnaniu do siar-
czanu(VI) wanadylu. Bardzo negatywny wptyw na dostgpnos¢ biologiczng BEOV
ma obecnos¢ pokarmu w zotadku. Stwierdzono, ze absorpcja wanadu po doustnym
podaniu 75 mg BEOV byta 13-krotnie wyzsza na czczo niz z zotadka wypetionego
pokarmem. Ten niepozadany efekt mozna wyeliminowaé lub ograniczy¢ podajac
lek przed positkiem [34].

3.2. PIKOLINIANY

Kolejna grupg dwudonorowych ligandow stanowia pikoliniany, ktoére tworza
kompleksy z wanadem na +3, +4 oraz +5 stopniu utlenienia [26-28]. Z jonami V(IV)
tworza kompleksy typu V'VOL, o ukladzie koordynacyjnym VO(N,O,). Synteze
bis(pirydyno-2-karboksy)-oksowanadu(IV) — VO(pic), (6) (Rys. 3) opisano juz
w 1964 roku [28]. Insulinopodobny efekt dziatania komplekséw oksowanadu(IV)
z pikolinianami zalezy od dawki oraz metody podania. Podczas podawania szczu-
rom z indukowanag streptozotocyna cukrzyca zaobserwowano wyréwnanie poziomu
glukozy we krwi oraz znaczacy wzrost poziomu insuliny. W innych badaniach (poda-
wano wigksze dawki) zanotowano zgodny z przewidywaniami spadek poziomu glu-
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kozy we krwi i brak podniesienia st¢zenia insuliny oraz niepozadane dziatanie draz-
niace na ukfad pokarmowy. Dootrzewnowe podanie VO(pic), w dawkach 10-50
razy mniejszych niz doustnie powodowato obnizenie poziomu glukozy we krwi.
Przy wyzszych dawkach wanadu towarzyszyto temu podniesienie poziomu biliru-
biny.
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Rysunek 3. Kompleks wanadu(IV) z pikolinianem — VO(pic), (6)
Figure 3. Vanadium(IV) picolinate complex — VO(pic), (6)

Takino i in. zaproponowali di(5-jodopikoliniano)oxovanad(IV) — VO(Ipic), jako
potencjalny zwiazek hipoglikemiczny [35]. Wprowadzenie atomu jodu do liganda
(pikolinianu) spowodowato zwigkszenie skutecznosci obnizania poziomu glukozy
we krwi, w poréwnaniu do VO(pic),; staly poziom glukozy utrzymywat si¢ przez
14 dni od momentu podania (dootrzewnowo) ostatniej dawki. Efekt ten spowodo-
wany jest prawdopodobnie wolniejszym wydalaniem wanadu podanego w tej for-
mie. VO(Ipic), wiaze sig¢ we krwi z blona erytrocytow i albuminami.

Dipikolinian oksowanadu(V) — VO,(pic),, a doktadniej jego polaczenie z jonem
amonowym, podawany doustnie kotom z naturalna cukrzyca, okazat si¢ skuteczny
jako $rodek hipoglikemiczny [27]. Poza tym zwiazek ten nie wykazywal dziatan
niepozadanych, jak wymioty, biegunka czy odwodnienie, oraz nie zaobserwowano
hepato- i nefrotoksycznosci. Jest to pierwszy organiczny zwiazek wanadu na +5
stopniu utlenienia skuteczny w badaniach na zwierzgtach.

Dla trzech pikolinianowych komplekséw wanadu na réznym stopniu utlenie-
nia, a mianowicie H[V(III)(dipic), H,0]3H,0, H[V(IV)O-dipic(H,0),] 2H,0 oraz
NH,[V(V)O,-dipic] przeprowadzono badania przenikalnosci przez btony zotadka
z wykorzystaniem linii komérkowej Caco-2. W warunkach in vitro Caco-2 tworzy
monowarstwe¢ komorek strukturalnie i funkcjonalnie podobnych do ludzkich entero-
cytow. Badano takze cytotoksyczno$¢ tych kompleksow w stosunku do komorek
nabtonka jelitowego testem oceniajacym aktywnos$¢ metaboliczna komorek (test
MTT). Przenikalno$¢ komplekséw byta niezalezna od stgzenia zwiazku i nadmiaru
liganda w stosunku do metalu. Wszystkie kompleksy wykazywaty przenikalno$¢
>10"% cm/s i niskg kumulacje w komorkach (< 1%) w trakcie 60 min inkubacji.
Ponadto wszystkie kompleksy charakteryzuja si¢ podobna cytotoksyczno$cia w sto-
sunku do komorek Caco-2 [36].
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3.3. B-DIKETONY

Bis(2,4pentanodionato-0,0)oksowanad(IV) VO(acac), (7) oraz jego analogi —
metylowy VO(Me-acac), (8) i etylowy VO(Et-acac), (9) (Rys. 4) byly czgsto badane
jako zwiazki insulinonasladowcze [27, 37, 38].
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Rysunek 4. Budowa kompleksow wanadu z f-diketonami:
R=H (7), CH; (8), C,H, (9) R= OCH, (10), OC,H, (11)
Figure 4. The structure of vanadium complexes with S-diketone:
R=H (7), CH; (8), C,H, (9) R= OCH, (10), OC,H, (11)

W badaniach in vitro z wykorzystaniem izolowanych komorek thuszczowych
(adypocytow) VO(acac),, przy stezeniach 5-100 uM, byt znacznie bardziej efek-
tywny w stymulowaniu lipogenezy niz siarczan(VI) wanadylu. Kompleksy VO(acac),
oraz VO(Et-acac), podawane doustnie w ilo$ci 0,4 mmola przez 8 tygodni wywoty-
waly niewielkie, fagodne obnizenie poziomu glukozy we krwi, jednak istotnie r6zne
od siarczanu(VI) wanadylu podawanego w tej samej dawce. Stosunek dawki poda-
nej do stezenia wanadu we krwi byt dla organicznych kompleksow oksowanadu(I'V)
znaczaco nizszy niz dla VOSO,, co oznacza lepsze wchlanianie wanadu ze zwiaz-
kow kompleksowych.

Sheela i in. zaproponowali nowe kompleksy wanadu(IV) z diketonami: bisdi-
metylomalonian oksowanadu(IV) — VO(dmmal), (10) oraz bisdietylomalonian okso-
wanadu(IV) —VO(demal), (11) (Rys. 4). Zbadano strukturg tych kompleksow oraz
ich wlasciwosci przeciwcukrzycowe. Obydwa kompleksy wykazuja skutecznosé
porownywalna do leku przeciwcukrzycowego glibenklamidu [39].

3.4. KOMPLEKSY Z FLAWONOIDAMI

Niektore z flawonoidow, jak myrycetyna, kemferytryna czy hesperydyna, wyka-
zuja in vitro przeciwcukrzycowe dziatanie [40]. Cazarolli i in. porownali whasci-
wosci hipoglikemizujace wolnych pochodnych glikozydowych flawonoidow (kemp-
ferol-3,7-O-(¢)-diramnozyd — kempferytryna i kempferol-3-neohesperydozyd) oraz
ich kompleksow z wanadem(1V). Kompleksy te charakteryzowaty si¢ uktadem koor-
dynacyjnym typu VO(0O4).

Wyrazne obnizenie st¢zenia glukozy we krwi zaobserwowano dla 0,0294 mmol
kompleksu VO(IV) z kempferytryna (Rys. 5) (17,8%) oraz dla 0,0286 mmol kom-
pleksu z kempferolo-3-neohesperydozydem (56%) trzy godziny po dootrzewnowym
podaniu szczurom z cukrzyca indukowang alloksanem. Dla poréwnania: 0,0146 mmol
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siarczanu(VI) wanadylu powoduje efekt hipoglikemiczny na poziomie 16,8%, a 0,5 IU
insuliny obniza poziom glukozy we krwi o 67,5%. Jak wida¢, kempferolo-3-neohe-
sperydozydo-VO(IV) jest ok. dwukrotnie efektywniejszy w obnizaniu stezenia glu-
kozy we krwi od wolnego VO(IV) i1 3-krotnie od drugiego z badanych kompleksoéw
[41].

HO OH
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HO OH
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Rysunek 5. Struktura kompleksu VO(IV) z kempferytryna (w fizjologicznym pH)
Figure 5. The structure of VO(IV) with kaempferitrin complex (at physiological pH)

Gltowna zaleta stosowania kompleksu kempferolo-3-neohesperydozydo-VO(IV)
jest zdolno$¢ jondow wanadu do zwigkszenia insulinopodobnych wlasciwos$ci flawo-
noidow, a takze wydhluzenie okresu hipoglikemii porownywalne do endogennej in-
suliny.

3.5. POCHODNE SALEN-U (SALICYLIDENOIMINY)

Jako potencjalne zwiazki o insulinopodobnych wtasciwosciach zaproponowa-
no réwniez kompleksy wanadu (IV) z salicylidenoiming (Rys. 6) — dianionowa czte-
rodonorowg zasada Schiffa i jej pochodnymi [28, 42]. Kompleksy te charakteryzuja
si¢ uktadem koordynacyjnym typu VO(N,0,). VOSALEN podawany doustnie w
dawce 7,5 mmolkg!d"! (przez 30 dni) szczurom z cukrzyca indukowana aloksanem
skutecznie obnizat st¢zenie glukozy we krwi, aczkolwiek zaobserwowano wystepo-
wanie hipoglikemii. Poza tym, po zaprzestaniu dawkowania, stezenie glukozy wzra-
stato bardzo szybko do poziomu sprzed leczenia [43].
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Rysunek 6. Struktura kompleksu SALEN-u z jonami wanadu(IV)
Figure 6. The structure of SALEN with vanadium(IV) ions

W pracy [44] opisano syntezg i charakterystyke strukturalna oraz wtasciwosci
przeciwcukrzycowe kompleksu — [N,N’-1,3-propylo-bis(salicyladimino)] oksowa-
nadu(IV). Zwiazek ten podawano w réoznych dawkach szczurom STZ dozotadkowo,
raz dziennie, przez 2 tygodnie. Po uptywie czasu dawkowania stwierdzono obnize-
nie stezenia glukozy we krwi. Autorzy sugeruja, ze badany kompleks moze zwigk-
sza¢ klirens glukozy i poprawia¢ tolerancje glukozy u szczurdéw z cukrzyca (wywo-
tang STZ).

3.6. KOMPLEKSY Z LIGANDAMI ZAWIERAJACYMI SIARKE

Sakurai i in. [45, 46] zsyntetyzowali kompleksy oksowanadu(IV) z ligandami
zawierajacymi siarke i ocenili ich insulinonasladowcza aktywnos$¢ w warunkach
in vitro 1in vivo (na szczurach STZ). Najskuteczniejszym sposrdd szesciu komplek-
sow o uktadzie koordynacyjnym VO(S,) okazat si¢ bis(pirolidino-N-karboditiola-
to)oksowanad(IV) [VO(pcd),]. Z kolei bis(1-oksy-2-pirydynotiolato)oksowanad(IV)
[VO(opt),] (Rys. 7) z uktadem koordynacyjnym VO(S,0,) wykazuje silne wtasci-
wosci insulinonasladowcze in vitro oraz normalizuje (po podaniu doustnym i doot-
rzewnowym) poziom glukozy we krwi u szczuréw z indukowana STZ cukrzyca.
Z kolei u myszy ob/ob (model zwierzecy cukrzycy typu II) w trakcie 15-dniowego
okresu podawania kompleksu stwierdzono obnizenie poziomu glukozy, insuliny
i triglicerydow we krwi.

Inny, obiecujacy pod wzgledem witasciwosci insulinonasladowych, kompleks
oksowanadu(IV) z ligandem siarkowym to VO-(o-aminotiofenolan), (VO(tioan),
z uktadem koordynacyjnym VO(S,N,) (Rys. 7) [47].
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Rysunek 7. Budowa chemiczna kompleksow oksowanadu(I1V):
a) bis(1-oksy-2-pirydynotiolato)oksowanad(IV), b) VO(IV)-(o-aminotiofenolan),
Figure 7. Chemical structure of oxovanadium(IV) complexes:
a) bis(1-oxy-2-piridynothiolato)oxovanadium(IV), b) VO(IV)-(o-aminothiofenolate),

3.7. PORFIRYNOWE KOMPLEKSY WANADU

Do zwiazkéw o potencjalnych wlasciwosciach insulinonasladowczych naleza
takze kompleksy jonow oksowanadu(IV) z porfirynami. Sakurai i in. [48] stwier-
dzili, ze kompleksu mezo-tetrakis(1-methylpirydyno-4-yl)porfiryny (tmpp) z VO(IV)
wykazuje insulinopodobng aktywnos¢, jesli podawana jest szczurom STZ jedno-
cze$nie z askorbinianem sodu. Najprawdopodobniej jest to wynikiem synergistycz-
nego dziatania kompleksu i askorbinianu sodu. Dziatanie in vitro VO(I'V )tmpp oce-
niono na podstawie wartosci stezenia (IC)) powodujacego 50% zahamowanie uwal-
niania wolnych kwasow ttuszczowych (FFA) z izolowanych szczurzych adypocy-
tow. Kompleks VO(tmpp), podany samodzielnie lub tez w potaczeniu z askorbinia-
nem sodu (IC, ok. 3,38 mmol), okazat sig 3-krotnie mniej aktywny niz VOSO, (IC,,
ok. 1,00 mmol) i az 10-krotnie niz VOSO, + askorbinian sodu (IC,, ok. 0,34 mmol).

Silng aktywnos¢ insulinonasladowcza zarowno w warunkach in vitro, jak i in vivo
wykazuje kompleks mezo-tetrakis(4-sulfofenylo)porfiryny (tspp) z jonami VO(IV)
[49, 50]. VO(tspp) skutecznie obnizal, po podaniu doustnym, poziom glukozy we
krwi zaréwno w modelu zwierzecym cukrzycy typu 1 (myszy z cukrzyca induko-
wang streptozocyna), jak i typu 2 (myszy KKAY). Stwierdzono takze, ze VO(tspp)
wykazuje insulinonasladowcze wlasciwosci dzigki zdolnosci pubudzenia receptora
insulinowego (IRB) w adypocytach i fosforylacji pierwszego substratu receptora
insulinowego (IRS1) i kinazy biatkowej B. Ponadto kompleks stymuluje przemiesz-
czenie transportera glukozy GLUT4 z cytozolu do blony komoérkowe;.
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3.8. KOMPLEKSY Z INNYMI LIGANDAMI

Na poczatku lat 90. zaproponowano kompleksy wanadylu z metylocysteina
VO(cym),, szczawianami VO(0x),, aldehydem salicylowym VO(sal),, malonianem
VO(mal), oraz dwurdzeniowy kompleks z jonami winianowymi (VO) (tart),, ktore
wykazywatly wysoka skuteczno$¢ w normalizacji hiperglikemii u szczuréw z cuk-
rzyca indukowana streptozotocyna (STZ) [28].

Z kolei Noblia i in. zsyntetyzowali i1 scharakteryzowali strukturalnie trzy nowe
kompleksy — pochodne chinoksaliny (Rys. 8) [51]. Do oceny wtasciwosci przeciw-
cukrzycowych in vitro zastosowano test zahamowania lipolizy, w ktérym oznaczano
stopien zahamowania uwalniania wolnych kwasow tluszczowych z adypocytow pod-
danych dziataniu adrenaliny. Wszystkie trzy kompleksy wykazywaty wlasciwosci
hamujace lipolizg. Na podstawie wartosci IC | stwierdzono, ze kompleksy VO(L,),
1 VO(L,), maja jednak silniejsze wlasciwosci hamujace niz VO(L,), oraz bis(mety-
lopikolinianu) oksowanadu(IV) uzyty jako wzorzec (odnosnik).

Rysunek 8. Budowa ligandéw — pochodnych chinoksaliny L1 — R = H (3-amino-chinoksalino-2-nitrylo N',N*
ditlenek) (16), L2 — R = Br (3-amino-6(7)-bromochinoksalino-2-nitrylo N',N* ditlenek) (17), L3 - R=CH,
(3-amino-6(7)-metylochinoksalino-2-nitrylo N!',N* ditlenek) (18)

Figure 8. The ligands structure — derivatives of quinoxaline, L1 — R=H
(3-amino-quinoxaline-2-carbonitrileN',N*-dioxide) (16); L2 — R = Br,
(3-amino-6(7)-bromogquinoxaline-2-carbonitrile N',N*-dioxide) (17); L3 — R = CH,
(3-amino-6(7)-methylquinoxaline-2-carbonitrile N',N*-dioxide) (18)

W pracy [52] przedstawiono wyniki badan nad przeciwcukrzycowymi witasci-
wosciami potaczen wanadu(V) z witaming B ,. W pierwszym etapie zsyntetyzowano
pochodna witaminy B, , — alkilokobalaming (3-(3-hydroksy-2-metylo-1H-pirydyno-
-4-on)-propylokobalaming). Nastgpnie, w wyniku reakcji alkilokobalaminy z meta-
wanadanem sodu (NaVO,) otrzymano dwa kompleksy zawierajace jedna lub dwie
czasteczki liganda: VO,(OH(H)),L oraz VO,L,, gdzie L oznacza alkilokobalaming.
Do oceny wtasciwosci hipoglikemizujacych otrzymanych zwiazkéw wykorzystano
szczury z cukrzyca typu 1 wywotana streptozocyna. Po 7 dniach od dootrzewnowe;j
iniekcji streptozocyny szczury podzielono na 4 grupy i podano dozylnie wodg (grupa
kontrolna), alkilokobalaming (grupa 2), roztwor wodny NaVO, grupie trzeciej oraz
grupie 4-¢j rownomolowa mieszaning NaVO, i pochodnej witaminy B, ,. Pod wpty-
wem mieszaniny NaVO,-alkilokobalamina poziom glukozy we krwi stopniowo obni-
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zat si¢ do prawie 50%, po 7 dniach od podania, a po 21 dniach wzrdst do ok. 75%.
Skuteczno$¢ obnizania poziomu glukozy we krwi byta statystycznie istotnie wyzsza
w poréwnaniu do samego NaVO,, natomiast podanie samej pochodnej witaminy
B,, nie powoduje zmiany stgzenia glukozy.

3.9. ZWIAZKI HIPOGLIKEMIZUJACE JAKO LIGANDY

Podjeto rowniez proby zastosowania istniejacych na rynku lekow hipoglikemi-
zujacych jako ligandow w kompleksach z jonami wanadu, oczekujac addytywnego
lub synergistycznego efektu. Woo i in. badali kompleksy VO(IV) z metforming —
pochodna biguanidu, lekiem przeciwcukrzycowym o wielokierunkowym dziataniu.
W Polsce jest to obecnie jedyny przedstawiciel tej grupy lekow. Metformina hamuje
glukoneogeneze i glikogenoliz¢ w watrobie, zmniejsza wchlanianie glukozy z jelita
natomiast zwigksza jej wykorzystanie w mig$niach. VO(metf), H,O wykazuje sku-
teczno$¢ obnizania poziomu glukozy we krwi, podobna jak BMOV i BEOV, nato-
miast efekt utrzymuje sig¢ krocej w przypadku komplekséw z maltolem i etylomalto-
lem [53].

Duza grupg badanych kompleksow stanowia kompleksy wanadu z pochodny-
mi tiazolidynodionu [53, 54]. Tiazolidynodiony (TZDs) stosowane sa w leczeniu
cukrzycy typu II od 1997 roku. TZDs tacza sig, gtownie w tkance tluszczowej,
z jadrowym receptorem aktywowanym przez proliferatory peroksyméw PPAR Yy, wpty-
wajac na metabolizm lipidow i aktywnos¢ insuliny.

(6] 0 (0]
OH OH OH
| | |
(6] 0 (6]
Y 0 HN 0 HN o]
S‘( SA( S‘(
— NH NH NH
(0] (0] (0]
L1(19) L2 (20) L3 (21)

Rysunek 9. Ligandy zawierajace w strukturze tiazolidynodion:
5-[4-(hydroksy-4-okso-4H-piran-2-ylmetoksy)benzylideno]-tiazolidyno-2,4-dion (19),
5-{4-[(hydroksy-4-okso-4H-piran-2-ylmetylo)amino]benzylo}-tiazolidyno-2,4-dion (20),
5-{4-[(5-hydroksy-1-metylo-4-okso-1,4-dihydro-pirydyno-2-ylmetylo)amino]benzylo} tiazolidyno-2,4-dion (21)
Figure 9. Ligands containing thiazolidinenodione:
5-[4-(hydroxy-4-oxo-4H-pyran-2-ylmethoksy)benzylidene]-thiazolidine-2,4-dion (19),
5-{4-[(hydroxy-4-oxo-4H-pyran-2-ylmethyl)amino]benzyl}-thiazolidine-2,4-dion (20),
5-{4-[(5-hydroxy-1-methyl-4-oxo-1,4-dihydro-pyridin-2-ylmethyl)amino]benzyl} thiazolidine-2,4-dione (21)
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Storr i in. [54] zsyntetyzowali kompleksy wanadu(I'V) z pochodnymi tiazolidy-
nodionu jako ligandami (Rys. 9). Badania z udzialem szczuréw z cukrzyca induko-
wang STZ przeprowadzono dla samych ligandéw, ich kompleksow z oksowana-
dem(IV) oraz BMVO (jako substancji referencyjnej). Najskuteczniejszym w obniza-
niu poziomu glukozy we krwi byt ligand (19) (ok. 49% po 24 godz.) oraz jego kom-
pleks z jonami wanadylu — VO(L1), (ok. 57%, po 24 godz.). Jak wida¢, w przy-
padku kompleksu VO(L1), uzyskano pozadany efekt synergistyczny. Dla porowna-
nia, BMVO po takim samym czasie od podania obniza st¢zenie glukozy we krwi
o ok. 57%.

4. NOWE FORMY PODANIA LEKU (ANG. DRUG DELIVERY SYSTEM)

Siarczan wanadylu VOSO, byt testowany zaréwno u pacjentow z cukrzyca
typu I, jak i typu II. W przypadku obu rodzajow cukrzycy stwierdzono u pacjentow
wzrost wrazliwosci tkanek watroby 1 migé$ni na insuling. Wada tego zwiazku jako
leku jest jego niska dostepnosé biologiczna oraz objawy niepozadane, wystgpujace
przy wigkszych dawkach. W celu zwigkszenia efektywnosci dziatania wanadu i bez-
pieczenstwa pacjentow, Fugono i in. [55] zaproponowali zastosowanie siarczanu
wanadylu w formie powlekanych dojelitowych kapsutek (ang. enteric-coated capsu-
les, ECC). Badania wykazaty, ze staty VOSO, podawany w formie ECC wykazuje
dwukrotnie wyzsza dostgpnos¢ biologiczna niz wodny roztwor siarczanu wanadylu,
co pozwala na stosowanie dwukrotnie mniejszych dawek i osiagnigcie takiego
samego poziomu leku we krwi. Lek podany w postaci dojelitowych kapsutek prze-
chodzi przez zotadek nie wywotlujac dziatania drazniacego. Zastosowanie zwiaz-
kéw wanadu w postaci ECC opisano takze w pracy [56].

W celu zwigkszenia absorpcji leku, przetestowano takze in vitro na izolowa-
nych szczurzych adypocytach oraz in vivo na myszach z cukrzyca typu 1, kompleks
VOSO, z wielkoczasteczkowym kwasem poli(y-glutaminowym) [57]. Zaobserwo-
wano znaczaco wigksza aktywno$¢ kompleksu, w poréwnaniu do samego siarczanu
wanadylu. Inne metody polegaja na jednoczesnym podaniu soli wanadu i dodatko-
wej substancji np. hydrofobowych no$nikow, gldownie monohydroksamianow [34,
58] lub rozpuszczalnego w wodzie Tironu (kwasu 4,5-dihydroksy-1,3-benzenosul-
fonowego) [34]. Monohydroksamiany stosowano jako nosnik dla siarczanu wana-
dylu, natomiast Tiron podawano z metawanadanem sodu.

Z kolei kompleks peroksowanadu z 1,10-fenantroling probowano podawaé
szczurom przezskornie (w formie plastrow). Wzrost stezenia wanadu we krwi byt
zauwazalny, natomiast obnizenie poziomu glukozy byto niewielkie.

Edel i in. zaproponowali podawanie ortowanadanu sodu jako zawiesiny
w wyciagu z czarnej herbaty. Glowna zaleta tej formy podania leku, w porownaniu
do konwencjonalnej zawiesiny w wodzie, byto znaczace ograniczenie objawow niepo-
zadanych [59]. Badania przeprowadzono na szczurach z cukrzyca indukowana strep-
tozotocyna (STZ); po 4 dniach od dozylnej iniekcji STZ dwom grupom szczuréw
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podano doustnie 40 mg ortowanadanu sodu jako zawiesiny w wodzie destylowane;j,
jako zawiesiny w wyciagu z czarnej herbaty, a grupie trzeciej podano sam wyciag
z herbaty. Nastepnie mierzono stgzenie wanadu we krwi i réznych tkankach w prze-
ciagu 24 godz. od rozpoczecia eksperymentu. W tkankach zwierzat, ktorym podano
wodna zawiesing zwiazku wanadu, stwierdzono podobne lub wyzsze stezenia wanadu,
w poréwnaniu do zwierzat, ktdre otrzymaty zawiesing w herbacie. W obu przypad-
kach stezenie wanadu byto najwyzsze w kosciach i malato w szeregu kosci > nerki >
watroba > trzustka > pluca > serce > mig$nie > mozg. Obnizenie stopnia kumulacji
wanadu w tkankach, dzigki zastosowaniu zawiesiny w wyciagu z czarnej herbaty,
moze ograniczac jego toksycznos¢ przy przewlektym leczeniu cukrzycy.

Jednym ze sposobdw kontroli uwalniania wanadu w organizmie i zwigkszenia
jego dostepnosci biologicznej jest zastosowanie adsorpcyjnego kompleksu wanadu
z chitosanem (CS) lub dodatkowo — wbudowanie kompleksu V-CS w strukture hydro-
zelu chitosanu [60].

5. TOKSYCZNOSC WANADU

Zwiazki wanadu o wlasciwos$ciach przeciwcukrzycowych powoduja w wigk-
szych dawkach i przy dluzszym stosowaniu objawy niepozadane. Badania na zwie-
rzg¢tach wykazuja, ze na toksyczno$¢ zwiazkdéw wanadu wpltywa szereg czynnikow,
jak forma organiczna czy nieorganiczna zwiazku, stopien utlenienia wanadu, droga
i czas ekspozycji oraz dawka [61]. Do najczesciej wystepujacych objawdw niepoza-
danych u zwierzat naleza zaburzenia ze strony uktadu pokarmowego, biegunka,
odwodnienie, utrata przyrostu wagi. Wigkszo$¢ z tych objawdéw mozna byto zneu-
tralizowa¢ przez podanie w wodzie pitnej NaCl lub przez stopniowe zwigkszanie
dawki wanadu. Podczas stosowania zwiazkow wanadu (soli nieorganicznych) u ludzi
przez okres 2-4 tygodni wystepowatly takze wymioty, wzdecia, nudnos$ci [62].

Goldfine i in. przeprowadzili badania z udzialem ludzi chorych na cukrzyce
typu I, podajac jednej grupie placebo, a trzem pozostatym siarczan wandylu w daw-
kach 75 mg, 150 mg i 300 mg dziennie (w trzech podzielonych dawkach) przez
6 tygodni. U pacjentdw przyjmujacych najmniejsza dawke nie zanotowano zadnych
objawdw niepozadanych, natomiast wraz ze wzrostem dawki nasilily si¢ skurcze
i dyskomfort w uktadzie pokarmowym [63].

W badaniach, w ktorych stosowano zarowno sole nieorganiczne, jak i kom-
pleksy wanadu z organicznymi ligandami, zaobserwowano, ze podawanie szczurom
zwiazkow organicznych nie wywolywalo zadnych efektéw ubocznych ze strony
uktadu pokarmowego.

Poza niekorzystnymi objawami w uktadzie pokarmowym, udokumentowano
szereg innych efektow toksycznych m.in. hepatotoksycznos$¢, nefrotoksycznos¢ oraz
teratogennos$¢ [61].
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6. SPOSOBY TESTOWANIA ZWIAZKOW WANADU

W przeciagu ostatnich 20 lat przeprowadzono badania wielu zwiazkow kom-
pleksowych wanadu, szczegolnie oksowanadu(IV), w celu oceny ich wlasciwos$ci
przeciwcukrzycowych. Wykorzystywane sg przede wszystkim in vivo modele zwie-
rzece ze sztucznie indukowana (streptozotocyna, aloksanem i in.) cukrzyca typu I
i II, na ktorych testuje si¢ zdolno$¢ zwiazkéw wanadu do skutecznego obnizania
stezenia glukozy we krwi. W badaniach zwiazkow o wlasciwosciach przeciwcuk-
rzycowych stosuje si¢ takze gryzonie (szczury) z genetycznie uwarunkowana otytoscia
i cukrzyca — szczury typu Zucker fatty (ZF) oraz Zucker diabetic fatty (ZDF). Typ
ZF charakteryzuje si¢ hiperinsulinemia, ale prawidlowym poziomem glukozy we
krwi, natomiast u szczuréw ZDF wystepuje hipoinsulinemia i hiperglikemia (model
cukrzycy typu II) [63, 64].

W wielu laboratoriach stosowane sa takze modele zwierzgce z genetycznie
indukowana cukrzyca typu Il — insulinooporne gryzonie, a mianowicie myszy ob/ob
[65] 1 db/db (charakteryzujace si¢ odpowiednio hiperglikemia i hiperinsulinemia)
oraz szczury BB (z tendencja do tycia) i fa/fa (ze zmniejszong odpowiedzia na insu-
ling na poziomie receptorowym).

Do oceny wtasciwos$ci insulinopodobnych stosuje si¢ roéwniez in vitro izolo-
wane szczurze adypocyty. Testuje si¢ wowczas wptyw badanego zwiazku na efek-
tywnos¢ uwalniania wolnych kwasow tluszczowych z adypocytow [ 14, 66—68].

Do badania farmakokinetyki wanadu wykorzystuje sig in vivo monitoring krwio-
biegu metoda paramagnetycznego rezonansu elektronowego (BCM-EPR), oraz elek-
tronowego rezonansu jadrowego (BCM-ESR) z udziatem kompleks6w wanadu zna-
kowanych izotopem “*V [33, 34, 69], a takze monitoring stezenia metalu we krwi
zuzyciem neutronowej analizy aktywacyjnej (NAA) oraz spektrometrii mas ze wzbu-
dzeniem w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej ICP-MS. Uzupetienie badan nad wtas-
ciwo$ciami zwiazkéw kompleksowych wanadu stanowig badania rownowag w roz-
tworze, badania spektroskopowe oraz analiza rentgenograficzna kompleksow sta-
tych.

Aktywnos¢ wielu zwiazkow wanadu testowana jest przez pomiar wzrostu aktyw-
nosci metabolicznej mitochondriow wywotanej przez zwigkszone zuzycie glukozy
w mysich fibroblastach pozbawionych insuliny. Aktywnos¢ kompleksow wanadu
stanowi ok. 30—70% aktywnosci insuliny. Zwiazki VO(IV) wykazuja nieco wyzsza
aktywno$¢ niz kompleksy wanadanow(V), ale zaréwno jedne, jak i drugie kompleksy
posiadaja znaczaca aktywnos¢ biologiczna w zakresie stezen 1-10 umola. Przy wyz-
szych stezeniach moga wystapi¢ objawy toksyczne; nieco silniejsze dla komplek-
sow VO(IV), w poréwnaniu do zwiazkéw wanadu(V) [26, 34].
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PODSUMOWANIE

Z roku na rok obserwuje si¢ wzrost liczby zachorowan na cukrzyce, szczegol-
nie u 0s6b w coraz mtodszym wieku. WHO szacuje, ze w 2030 roku liczba chorych
na cukrzyce wyniesie ok. 366 milionow na catym $wiecie [70]. Powoduje to poszu-
kiwanie skutecznych i nietoksycznych doustnych §rodkéw farmakologicznych regu-
lujacych poziom glukozy we krwi, czy tez zwigkszajacych wrazliwos¢ tkanek na
insuling mogacych stanowi¢ alternatywe dla codziennych iniekcji insuliny. Takie
nadzieje wiaze si¢ m.in. z wanadem i jego zwiazkami, gtownie kompleksami
z ligandami organicznymi.

Aktywno$¢ antyproliferacyjna i cytotoksyczna niektorych kompleksow wanadu
sugeruje, ze zwiazki te moglyby by¢ wykorzystane rowniez w chemioterapii nowo-
tworow.
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ABSTRACT

Nowadays the battle with tumor diseases and bacterial infections is an impor-
tant test for the scientists. Therefore a lot of attention is focused on obtaining novel,
more effective, selectively acting and less toxic drugs. Because of that reason, com-
pounds with wide range of action like acridines/acridones are of great interest for
scientists. This study contains synthesis and biological activity of acridine/acridone
derivatives which are used in medicine as an antitumor agents and those which are
at clinical trials. Among the synthetic methods there are modifications of Ullmann
synthesis [2, 3, 9]. Lately Belmont et al. [11, 12] described a new methodology for
the synthesis of 1,3,7-trisubstituted acridines, 1-amino-acridine and tetrahydro-cyclo-
penta[cJacridine-2,5-diones (Scheme 5). The starting materials are commercially
available quinolines. Among acridine/acridone group there are compounds with diffe-
rent molecular targets, e.g. topoisomerase inhibitors [1, 19-33], telomerase inhibi-
tors [1, 34], protein-kinases inhibitors [36—40], P-glycoproteine inhibitors [56, 57,
76], conjugates with metals [1] and hypoxia-selective derivatives [2, 41-55]. This
paper also describes compounds useful in Alzheimer disease [5, 16], antibacterial
[2, 5], antiparasites [4, 5] and antiviral infections [5, 13, 14].

Keywords: acridine/acridone derivatives, biological activity, synthesis, clinical applica-
tion

Stowa kluczowe: pochodne akrydyny/akrydonu, aktywno$¢ biologiczna, synteza, zastosowa-
nie kliniczne
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WPROWADZENIE

Walka z chorobami nowotworowymi i zakazeniami bakteryjnymi jest jednym
z gtéwnych celow stawianych srodowiskom naukowym. Dlatego tez sporo uwagi
poswigca si¢ otrzymaniu nowych, skutecznych, selektywnie dziatajacych i mniej
toksycznych lekéw. Duzym zainteresowaniem naukowcow ciesza si¢ analogi akry-
dyny/akrydonu, zwiazki o szerokim spektrum aktywnos$ci biologiczne;j.

Akrydyna 1 (Rys. 1) jest zwiazkiem heteropolicyklicznym. Jej struktura che-
miczna wywodzi sig z trojpierscieniowego zwiazku aromatycznego, bedacego ana-
logiem antracenu zawierajacego atom azotu w pier§cieniu B.

8 9 1
7 X 2
B/ 3
6
5 N 4
1

Rysunek 1. Struktura akrydyny
Figure 1. Acridine structure

Juz w XIX wieku pochodne akrydyny stosowane byly jako pigmenty i barwni-
ki, ale dopiero po I wojnie swiatowej odkryto ich wlasciwosci lecznicze. Poczat-
kowo wykorzystywano je jako leki przeciwbakteryjne oraz przeciwpasozytnicze
(np. w leczeniu malarii czy leiszmaniozy), a dopiero w latach 70. XX w. odkryto ich
wlasciwosci przeciwnowotworowe [1].

Mimo iz do tej pory zsyntetyzowano na $wiecie caly szereg analogéw w tej
grupie zwiazkow [1-8], to nadal poszukuje si¢ nowych, bardziej aktywnych i o lep-
szych wlasciwosciach farmakologicznych pochodnych. W artykule przedstawiono
metody syntez i aktywno$¢ biologiczna najciekawszych z dotychczas otrzymanych
pochodnych akrydyny/akrydonu.

1. METODY SYNTEZ POCHODNYCH AKRYDYNY/AKRYDONU

W literaturze opisano kilka réznorodnych metod syntezy pochodnych akrydy-
ny/akrydonu [2, 3]. Wigkszo$¢ z nich polega na otrzymaniu w pierwszej kolejnosci
prekursora pier§cieni akrydynowych — kwasu N-fenyloantranilowego 6 (Schemat
1). Najstarsza i najbardziej popularna metoda jego otrzymywania jest reakcja Ull-
manna-Jourdana przebiegajaca pomi¢dzy pochodna kwasu o-halogenobenzoesowego
2 apochodna aniliny 3 badZ kwasem antranilowym 4 i pochodnymi halogenobenze-
nu 5, w obecnosci pytu miedzi jako katalizatora [2, 9].

W celu udoskonalenia metody Ullmanna wprowadzono katalizatory palladowe
i skandowe. Aminacja Buchwalda-Hartwiga wykorzystuje katalizator palladowy
wytwarzany in situ w obecnosci toluenu, w temperaturze 95°C [10]. Reakcja bie-
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gnie pomigdzy estrem kwasu o-jodobenzoesowego a pochodnymi aniliny. Inng droga
otrzymywania kwasu 6 jest termochemiczne wygenerowanie benzynu 7 z soli ben-
zenodiazoniowej-2-karboksylanu 7a, zwykle w dichloroetanie w 80°C [3b], a nastgp-
nie saponifikacja powstalego estru (Schemat 1) [2, 3a].

COOH

AN N

= X — Cu
HoN

2 3 T NH-_

N

X
= P
COOH C/r R/ CO,H \R1
. 0

X
4 5

A

NH, 6
X=Cl, Br, F
COOCH NH
/I[ii f I|©I 1. CH,CH4Cly, 80°C _ | A \©
b =
NH _ _ /
R 2 2. NaOH aq R/ COH
(e} 7
[ ) 6

G

7a

Schemat 1. Synteza kwasu N-fenyloantranilowego 6 [2, 3, 9]
Scheme 1. Synthesis of N-phenylantranilic acids 6 [2, 3, 9]

Cyklizacja kwasu N-fenyloantranilowego 6 moze przebiega¢ w dwodch kierun-
kach, dajac pochodne akrydyny lub akrydonu (Schemat 2). Dodanie POCI, prowa-
dzi do otrzymania 9-chloroakrydyn 8, produktow, ktore sa niestabilne, wigc zaleca
si¢ szybkie przeprowadzenie dalszych etapoéw syntezy. W celu otrzymania pochod-
nych akrydonu 9, wymagane jest uzycie silnego kwasu lub zwiazku dehydratuja-
cego. Kwas siarkowy moze by¢ stosowany, jesli w czasteczce nie ma obecnych grup
wrazliwych na jego dziatanie. W takich przypadkach lepszym odczynnikiem sa estry
kwasu polifosforowego w srodowisku chloroformu. Otrzymany akrydon w wyniku
redukcji, a nastgpnie utlenienia mozna przeksztatci¢c w pochodna akrydyny [2].
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Schemat 2. Cyklizacja kwasu N-fenyloantranilowego 6 [2]
Scheme 2. Cyclization of N-phenylantranilic acids 6 [2]

Na przebieg reakcji Ullmanna maja wptyw nastepujace czynniki: rodzaj sub-
stratow, katalizator, rozpuszczalnik, §rodowisko reakcji, temperatura oraz czas reak-
cji. Obecnos¢ grup elektronoakceptorowych w pozycji orto lub para, w stosunku do
atomu chlorowca w pochodnych kwasu benzoesowego, wptywa na wzrost wydaj-
nosci, podobnie jak grupy elektronodonorowe w aminie, takze w pozycjach orto lub
para. Natomiast grupy elektronodonorowe w tych pozycjach w pochodnych kwasu
benzoesowego utrudniaja reakcje, podobnie jak grupy elektronoakceptorowe w pozy-
cji orto lub para w aminie. Jako katalizatory stosuje si¢ najczgSciej rozne zwiazki
miedzi, najlepsze rezultaty daje swiezo stracona miedz. Jezeli reakcja prowadzona
jest w roztworze, stosuje si¢ alkohol izoamylowy lub inne rozpuszczalniki organiczne,
jak np. nitrobenzen, DMSO, chlorobenzen, w zaleznosci od temperatury, w ktorej
prowadzi si¢ reakcje. Dodatek rownowaznej ilosci zasady (weglanu sodu lub potasu)
wiaze wydzielajacy si¢ w reakcji halogenowodor. Zbyt wysoka temperatura jak row-
niez zbyt dtugi czas reakcji moze doprowadzi¢ do powstania produktéw smolistych
i obnizenia wydajnosci.

Sposrod innych znanych metod otrzymywania akrydyny 12 mozna wymienic¢
metode Bernthsena [2], ktora polega na ogrzewaniu difenyloaminy 10 i kwasu orga-
nicznego 11, w obecnosci chlorku cynku, w temperaturze 200-270°C (Schemat 3).
W celu podniesienia wydajnosci reakcji aktywuje si¢ reagenty za pomoca mikrofal.

ZnCI2
@L J@ + R-COOH
11

Schemat 3. Metoda Bernthsena [2]
Scheme 3. Bernthsen method [2]

12
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Do syntezy pochodnych 1,3-dihydroksy-9-karboksyakrydyny 15 wykorzystuje
si¢ zmodyfikowana metodg syntezy chinoliny Pfitzingera (Schemat 4) [2], polega-
jaca na wielogodzinnym ogrzewaniu reagentow 13 i 14 w roztworze wodorotlenku

sodu.
[0) OH
0 OH OH
NS
(e} + —_—
N Z
H HO OH N OH
13 14 15

Schemat 4. Metoda Pfitzingera [2]
Scheme 4. Pfitzinger method [2]
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b. AllyiIMgBr, THF, -78 °C
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Schemat 5. Synteza pochodnych tetrahydrocyklopenta[c]akrydyn 18, 1-aminoakrydyn 20
i 1,3,7-tréjpodstawionych akrydyn 22 [11, 12]
Scheme 5. Synthesis of tetrahydrocyklopenta[c]acridine 18, 1-aminoacridine 20
and 1,3,7-trisubstituted acridine 22 [11, 12]
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Przedstawione powyzej metody wymagaja stosowania drastycznych warunkow
reakcji i nie moga by¢ uzyte do otrzymywania pochodnych akrydyny zawierajacych
grupy wrazliwe na wysoka temperature i/lub dziatanie silnych kwasow. To spowo-
dowato poszukiwanie alternatywnych drog otrzymywania zwiazkow akrydynowych.
Przyktadem sa prace Belmonta i in. [11, 12], ktorzy do syntezy tetrahydrocyklo-
penta[c]akrydyn 18, 1-aminoakrydyn 20 i 1,3,7-trojpodstawionych akrydyn 22 wyko-
rzystali pochodne chinoliny 16a,b (Schemat 5).

2. POCHODNE AKRYDYNY O AKTYWNOSCI PRZECIWBAKTERYJNEJ
I PRZECIWPASOZYTNICZEJ

Pierwsze kliniczne zastosowania akrydyn skierowane byly przeciwko zakaze-
niom bakteryjnym. Z czasem przestano si¢ nimi interesowac¢ z powodu odkrycia
bardziej skutecznych i mniej toksycznych lekéw. Wzrost opornosci wielolekowe;j
wsrod szczepow bakterii spowodowat ponowne zainteresowanie zwiazkami akry-
dyny, wsrod ktorych aktywno$¢ przeciwbakteryjna wykazuje akryflawina 23, bedaca
mieszaning proflawiny i euflawiny (w stosunku 1:1) (Rys. 2). W latach 40. XX w.
zastapione zostaty one 9-aminoakrydyna 24 oraz etakrydyna (rivanol) 25 (Rys. 2).
Wszystkie wyzej wymienione zwiazki sa stosowane w medycynie do dzis [5].

Zdolnos¢ akrydyn do wiazania si¢ z DNA wykorzystana zostata do inaktywacji
genomoéw patogendw wirusowych i bakteryjnych obecnych w cytoplazmie i czer-
wonych krwinkach preparatow uzywanych do testow klinicznych oraz transfuzji.
Do takich zwiazkow nalezy S-303 26 (Rys. 2), zawierajacy fragment czasteczki ipe-
rytu azotowego. Wystepujace tu wiazanie estrowe ulega szybkiej hydrolizie, zapew-
niajac krotki okres poltrwania zwiazku [4].

NH,
Z 2 Z
HaN N NHy / HoN N N
24

cr
2 HCl é%

Cl

-
/\)k AN

26

23

Rysunek 2. Pochodne akrydyny o aktywnosci przeciwbakteryjnej
Figure 2. Antibacterial acridine derivatives
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W zwalczaniu infekcji spowodowanych przez pierwotniaki typu: malaria, try-
panosomia i leiszmanioza, szczegdlnie uzyteczne okazaty si¢ pochodne 6-chloro-2-
metoksy-9-aminoakrydyny, takie jak: akranil 27, chinakryna (mepakryna) 28 i pyro-
nakrydyna 29. Zaczeto je stosowaé w latach 40. XX wieku i do dzi$ sa obecne w kli-
nikach (Rys. 3) [5].

: N
OH
OH

N/\ A O
L \ N

NH NH - HIN

X OMe O OMe AN N\ OMe

COC L A
al N cl N Cl
27 28 29

Rysunek 3. Pochodne akrydyny o aktywnosci przeciwpasozytniczej
Figure 3. Antiprotozoal acridine derivatives

3. AKRYDONY JAKO LEKI PRZECIWWIRUSOWE

Wiele naturalnych i syntetycznych pochodnych akrydonu jest aktywnych prze-
ciwko takim wirusom, jak: HIV, wirus opryszczki zwyklej (HSV), wirus coxackie
typu B1, adenowirus typu 6, wirus cytomegalii (HCMYV), wirus Epstein-Barr (EBV)
[13].

Otrzymano tez potaczenia akrydyn z aminoglikozydowymi antybiotykami, np.
neomycyna B, ktore daty oczekiwane rezultaty w badaniach przeciwko AIDS i wiru-
sowi HIV [14].

W 2006 roku [15] pojawily si¢ nowe pochodne akrydonu 30a—j (Rys. 4),
aktywne w stosunku do wirusa biegunki bydta i bton sluzowych (BVDV). BVDV
powoduje powazne straty w hodowli bydta. Uwaza sig, ze wirus ten jest surogatem
wirusa zapalenia watroby typu C (HCV). Najbardziej aktywna pochodna 30j jest
zdolna nie tylko do ochrony komorki przed cytopatologiczna dziatalnoscia wirusow
(tak jak inne analogi), ale takze hamuje replikacje HCV.
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Rysunek 4. Pochodne akrydyny o aktywnosci przeciwwirusowe;j
Figure 4. Antiviral acridine derivatives

4. CHOROBA ALZHEIMERA

Alzheimer to choroba dotykajaca w wigkszosci ludzi starszych. Objawia sig
postepujacym spadkiem zdolnos$ci intelektualnych, wywotanym zanikiem komorek
nerwowych. Leki stosowane w chorobie Alzheimera to inhibitory cholinesterazy
(cholinesteraza — enzym rozktadajacy acetylocholing), ktore zwigkszaja neurotrans-
misje w synapsach cholinergicznych w mézgu, a co za tym idzie — zwigkszaja czyn-
nosci intelektualne. Takim zwiazkiem jest takryna (1,2,3,4-tetrahydro-9-aminoakry-
dyna) 31 oraz zwiazek 32, bedacy hybryda takryny 31 i melatoniny 33 (Rys. 5),
posiadajacy 8000-krotnie lepsze dziatanie jako inhibitor cholinesterazy niz takryna
[5, 16].
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Rysunek 5. Pochodne akrydyny stosowane w leczeniu choroby Alzheimera
Figure 5. Acridine derivatives used in treatment of Alzheimer’s disease

5. POCHODNE AKRYDYNY O AKTYWNOSCI
PRZECIWNOWOTWOROWEJ

Wielkos¢ i ksztatt czasteczki, utozenie pierscieni oraz zdolnosci akceptorowo/
donorowe atomu azotu to wlasciwosci pochodnych akrydyny, pozwalajace na ich
wiazanie si¢ do kwasow nukleinowych DNA i RNA, a zatem na wykorzystanie ich
jako potencjalnych zwiazkoéw przeciwnowotworowych [17]. Uzytecznos¢ akrydyn
jako chemoterapeutykow wynika z ich biologicznej stabilnosci, zdolnosci do efek-
tywnego wiazania si¢ do DNA oraz do zaburzenia jego funkcji w komorkach.

Mechanizm interkalacji do DNA polega na wpasowaniu si¢ heterocyklicznego,
trojpierscieniowego, plaskiego uktadu pomiedzy pary zasad w dwuniciowej struk-
turze DNA. Biologiczna konsekwencja interkalacji jest zaklocenie prawidtowego
funkcjonowania DNA w komorkach.

Zdolnos¢ akrydyn do interkalacji do DNA jest warunkiem podstawowym do
posiadania przez nie aktywnoS$ci przeciwnowotworowej, a sita i kinetyka wigzania
akrydyna-DNA roznicuja jako$¢ oddziatywan pochodnych akrydynowych z kwasami
nukleinowymi. Badania wielu pochodnych wykazaty, ze istnieje duza zalezno$¢ pomig-
dzy sita powyzszego wiazania oraz czasem trwania tego polaczenia, a aktywnoscia
biologiczna zwiazkoéw badanych [4, 18].

Pochodne akrydynowe uniemozliwiaja prawidtlowe funkcjonowanie komorek
nowotworowych, rowniez poprzez zaburzanie dziatania istotnych dla DNA enzy-
mow: topoizomeraz, telomeraz oraz cyklinozaleznych kinaz.

5.1. INHIBITORY TOPOIZOMERAZY (TOPO)

Topoizomerazy DNA sa grupa homodimerycznych enzyméow zwiazanych z repli-
kacja DNA, transkrypcja, rekombinacja i kondensacja chromatyny. Dziataja one
poprzez wprowadzenie ,,pekni¢c” w jedno- i dwuniciowym DNA i tworza z DNA,
tzw. ,.kompleksy rozszczepiajace”. Inhibitory topoizomerazy to zwiazki stabilizu-
jace potaczenia enzym-DNA: nastgpuje uformowanie nowego potrojnego kompleksu
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inhibitor-enzym-DNA. Kompleksy enzym-DNA sa obecne w matym stgzeniu row-
niez w zdrowych komorkach. Leczenie inhibitorami topoizomeraz powoduje znaczny
ich wzrost. Powstaja ,,przerwy” w niciach DNA, ktorych obecnos¢ stymuluje wiele
proceséw metabolicznych komorki i ostatecznie prowadzi do jej ,.,$mierci”. Glowna
wada inhibitoréw topoizomeraz jest ich mutagenno$é, ktéra moze uodpornic¢ topo-
izomerazg na leki lub doprowadzi¢ do wtérnego nowotworu [1].

Amsakryna (m-AMSA) 34 (Rys. 6), otrzymana przez zespot Denny’a [19, 20],
jest pierwszym syntetycznym lekiem z grupy inhibitorow topoizomerazy wykazuja-
cym skutecznosc¢ kliniczna. Stosowana od 1976 roku w leczeniu biataczki, jest pierw-
szym lekiem, ktoremu udowodniono oddziatywanie z kompleksem topo II-DNA.
Badania SERS (spektroskopia ramanowska ze wzmocnieniem powierzchnio-
wym) [21] wykazaty, ze amsakryna ma zdolno$¢ do specyficznego oddzialywania
z enzymem, niezaleznie od tworzenia si¢ kompleksu ,,rozszczepiajacego”. To oddzia-
lywanie zawdzigcza tancuchowi bocznemu, ktory wptywa na jej wlasciwosci inhi-
bitujace [22]. Metabolizm amsakryny moze pociagac za soba produkcje wolnych
rodnikow, co skutkuje m.in. uszkodzeniem DNA, nie tylko w komoérkach rakowych,
ale rowniez w zdrowych tkankach. W wyniku jej biooksydacji powstaje reaktywna
chinonodiimina, ktéra reaguje z wewnatrzkomorkowymi nukleofilami [23].

Otrzymano wiele pochodnych m-AMSA o silniejszych wlasciwosciach prze-
ciwnowotworowych i pozbawionych wielu szkodliwych efektow ubocznych [2].

Su i in. [24] zsyntetyzowali seri¢ zwiazkéw zawierajacych podstawniki w czgsci
anilinowej, w pozycji meta wzglegdem grupy 9-amino. Najwazniejszym zwiazkiem
z tej grupy jest pochodna 5’-hydroksymetyloanilinowa (AHMA) 35 (Rys. 6). Poto-
zenie grup aminowych w pozycji meta zapobiega powstawaniu chinonodiimino-
wego polproduktu. AHMA jest inhibitorem topo II, wykazujacym wigksza skutecz-
no$¢ w leczeniu biataczki i guzéw litych u gryzoni niz m-AMSA; posiada takze
dtuzszy okres poltrwania w ludzkim osoczu.

W 2003 roku zespot Su [25] opisat synteze dalszych analogow AHMA 36 (Rys. 6),
ktore wykazuja wigksza cytotoksycznos$c¢ in vitro niz AHMA. Ponadto, w badaniach
in vivo na myszach, zawierajacych ludzkie komorki raka piersi MX-1, byly one
bardziej aktywne i mniej toksyczne niz AHMA. Otrzymano tez zwiazki, ktore zamiast
grupy metylowej zawieraja grupg metoksylowa w pozycji orto, meta i para, w sto-
sunku do grupy aminowej, dajac kolejno: AOA, AMA, APA (Rys. 6), z ktorych
pochodna AOA wykazywata najwyzsza cytotoksyczno$é [26].

AMCA 37 (Rys. 6) jest pochodna amsakryny, ktora powstata w wyniku podsta-
wienia grupy sulfonoamidowej grupa karbaminianowa. Zwiazek ten jest inhibito-
rem topo II. Wykazuje on duzg toksyczno$¢ w stosunku do komorek nieproliferuja-
cych oraz zdolnos$¢ do pokonania bariery blonowej opornych na inne leki linii komor-
kowych [1].
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Rysunek 6. Pochodne akrydyny — inhibitory topoizomerazy
Figure 6. Acridine derivatives — topoisomerase inhibitors

Inna grupa pochodnych akrydyny, bedacych inhibitorami topoizomerazy, sa
4-karboksyamidoakrydyny. DACA 38 (Rys. 7), otrzymana w 1987 roku, jest jednym
z nielicznych zwiazkéw, ktore dziataja blokujaco na dwa enzymy (topo 11 1) [27].
W celu poznania tej niezwyktej wiasciwosci DACA, kompleksy DACA oraz jej
pochodnych 39-41 z oligonukleotydami DNA scharakteryzowano za pomoca analizy
rentgenostrukturalnej. Z badan wynika, ze czasteczka akrydyny interkaluje miedzy
parg zasad d(CG),, grupa NMe,H" 4-karboksy-amidu tworzy w wigkszym rowku
wigzania wodorowe z atomem N7 guaniny (to samo dzieje si¢ z grupa NH™ morfo-
liny). Brak aktywnosci morfolino-9-amino-DACA prawdopodobnie spowodowana
jest obecnoscia grupy morfolinowej, ktora przez swoje ,,gabaryty” przeszkadza
w tworzeniu stabilnego kompleksu rozszczepialnego [28, 29].

Triazoloakrydon (C-1305) 42 (Rys. 7), zsyntetyzowany na Politechnice Gdan-
skiej, jest inhibitorem topo II. Mimo Ze mechanizm dziatania nadal jest w fazie
badan wiadomo, ze zwiazek ten wykazuje silniejsze whasciwosci inhibitujace topo 11
in vitro niz amsakryna 34 (Rys. 6). C-1305 oddzialujac z DNA komoérek nowotwo-
rowych, powoduje zahamowanie cyklu komoérkowego w fazie G,, po czym naste-
puje $mier¢ komoérki. Udowodniono, ze triazoloakrydon wywotuje zmiany struktu-
ralne w sekwencjach DNA zawierajacych tryplety guaniny. To strukturalne zaktoce-
nie, specyficzne dla C-1305, moze wyjasnia¢ cytotoksyczno$¢ i efekt przeciwnowo-
tworowy tego zwiazku [30, 31].
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W 1990 roku [32] zsyntetyzowano rowniez na Politechnice Gdanskiej imida-
zoakrydon C-1311 43 (Rys. 7), ktory wszedt do badan klinicznych. Tak jak triazolo-
akrydon, hamuje on cykl komorkowy w fazie G, w komorkach rakowych. Mecha-
nizm molekularny wskazuje na interkalacj¢ z parami zasad DNA i tworzenie kom-
pleksu stabilizujacego topo II-DNA. Obecnos¢ grupy 8-OH w imidazoakrydonie
moze thumaczy¢ przeciwnowotworowa aktywnos¢ tego typu zwiazkow, poniewaz
jest on duzo wrazliwszy na procesy utleniajace niz zwiazek zawierajacy grupe
8-OMe (ktora jest mniej aktywna biologicznie). Mozna zatem wnioskowaé, ze akty-
wacja pierscienia heterocyklicznego jest konieczna dla wykazania wysokiej aktyw-
nosci przeciwnowotworowej imidazoakrydonu [33].
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Rysunek 7. DACA 38 i jej pochodne 3941, triazoloakrydon 42 oraz imidazoakrydon 43
Figure 7. DACA 38 and its derivatives 39—41, triazoloacridone 42 and imidazoacridinone 43

5.2. INHIBITORY TELOMERAZY

Telomery to jednoniciowe zakonczenia chromosomow o powtarzajacej si¢ sek-
wencji TTAGGG. Ich dlugos¢ zwiazana jest z dtugoscia zycia komorki. Telomery
skracaja si¢ podczas kazdego kolejnego podzialu komorki, a ich catkowita utrata
indukuje mechanizm apoptozy. W komoérkach nowotworowych proces skracania
telomeréw zaburzony jest poprzez enzym telomeraze, nicaktywna w wigkszosci
zdrowych komorek. Enzym wydtuza 3’-konce telomerowego DNA, zapobiegajac
W ten sposob skracaniu telomerow i — w efekcie — nadajac komorce ,,nieSmiertel-
nos¢” [34].

Ludzkie telomery to bogate w guaning sekwencje, ktore moga formowac czte-
roniciowe wewnatrzmolekularne struktury, zwane G-kwadrupleksami lub G-4.
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Te G-kwadrupleksy hamuja aktywnos¢ telomerazy in vitro, dlatego tez rozpatruje
si¢ je jako cel molekularny w projektowaniu lekéw przeciwnowotworowych. Stabi-
lizacja G-4 w telomerycznym DNA przez mate molekuty moze wptywac ujemnie na
aktywnosc¢ telomerazy i ostatecznie prowadzi¢ do §mierci komoérki. Pochodne akry-
dyny sa jednymi z nielicznych zwiazkoéw wielopierscieniowych, ktore stabilizuja
G-kwadrupleksy [1].

Najbardziej obiecujaca grupa sa pochodne 3,6,9-triaminoakrydynowe, zsynte-
tyzowane przez Neidle’a i in. [35, 36]. Zwiazek o nazwie BRACO 19 44 (Rys. 8)
wykazuje aktywno$¢ wobec telomerazy w stezeniu 0,1 mM, a dzialajac nim na
komorki raka piersi, posiadajace krotkie telomery, znacznie zmniejszono liczbg komo-
rek nowotworowych po 15 dniach kuracji [1].

Pigciopierscieniowe sole chinolino[4,3,2-k/]akrydyny stanowia grupg inhibito-
réw telomerazy, ktorych przedstawicielem jest difluorowy analog RHPS4 45 (Rys. 8).
Zwiazek ten jest rozpuszczalny w wodzie, stabilny przy pH 5-9 i efektywnie trans-
portowany do komorek nowotworowych. RHPS4 rozpatruje si¢ takze jako podsta-
wowa strukture dla dalszego opracowywania nowych inhibitoréw telomerazy [1].
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Rysunek 8. Pochodne akrydyny — inhibitory telomerazy i kinaz biatkowych
Figure 8. Acridine derivatives — telomerase and protein-kinase inhibitors
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5.3. INHIBITORY KINAZ BIALKOWYCH

Komorki rakowe roznia si¢ od normalnych komoérek m.in. sposobem komuni-
kowania si¢ ze swoimi sasiadami, z powodu oddalenia w ich sieci sygnalizacyjne;j.
Kinazy biatkowe, przede wszystkim tyrozynowe i serynowo/treoninowe (CDK), sa
mediatorami w szlakach sygnatowych sterujacych kazda z faz cyklu komoérkowego.
Mutacje w ich ekspresji lub funkcjonowaniu prowadza do nowotworéw. Dlatego tez
inhibitory kinaz biatkowych staly si¢ celem dla zaprojektowania nowych lekow prze-
ciwnowotworowych [37, 38].

Skutecznymi inhibitorami kinaz okazaty si¢ tioakrydony. Nalezacy do tej grupy
3-ATA 46 (Rys. 8), jest selektywnym inhibitorem CDK4. Atenuuje on indukowana
przez kwas kainowy apoptoz¢ w neuronach oraz moze zapobiega¢ indukowane;j
doksorubicyna $mierci neuronowej komorki [39-41].

5.4. NITROAKRYDYNY I INNE HIPOKSJA-SELEKTYWNE ZWIAZKI

Z powodu wadliwego unaczynienia guzow nowotworowych, komorki nowo-
tworowe cechuje niedobor tlenu. Komorki takie, moga by¢ celem dla substancji
normalnie nietoksycznych, ulegajacych transformacji do postaci czynnej w $rodo-
wisku beztlenowym. Takimi substancjami sa zwiazki aromatyczne zawierajace grupe
nitrowa, ktore sa aktywowane w wyniku redukcji grupy NO, [42-45].

Do tej rodziny nalezy migdzy innymi nitrakryna (Ledakrin, C-283) 47 (Rys. 9),
ktoéra zostata zsyntetyzowana na Politechnice Gdanskiej przez zesp6t Ledochow-
skiego w latach 70. XX wieku [46a]. Aktywnos¢ zwiazku oraz jego cytotoksyczno$é
znaczaco uzalezniona jest od obecnosci grupy NO,. Nitrakryna tworzy wigzania
kowalencyjne z DNA i innymi makromolekutami, przez co daje potaczenia krzy-
zowe z DNA, DNA-biatko oraz przerwy w pojedynczych niciach DNA. Produkty
jej metabolicznej aktywacji w warunkach in vitro zostaty szczegdtowo opisane [46b].
Ledakrin skuteczny jest w leczeniu nowotwordw jajnika, ktorym towarzysza wysieki,
nie wykazuje natomiast dziatania przeciwbiataczkowego. Ze wzgledu na swoje nie-
korzystne dziatania uboczne i toksyczne, zostal wycofany z klinik.

Posrod innych hipoksja-selektywnych zwiazkow na uwage zastuguja te zawie-
rajace N-tlenek, np. N-tlenkowe pochodne nitrakryny 48 i DACA 49 (Rys. 9). Sa
one selektywnie bioaktywowane w niedotlenionych komorkach nowotworowych,
w wyniku redukcji enzymatycznej grupy N-tlenkowej w warunkach beztlenowych,
w jedno- lub dwu-elektronowym procesie. N-Utlenianie czasteczki ledakrinu czy
DACA, w ktorej trzeciorzedowa grupa aminowa jest przeksztatlcana w N-tlenek,
maskuje tadunek kationowy tancucha bocznego, tworzac prolek o stabszym powi-
nowactwie do DNA, mniejszej toksycznosci anizeli odpowiednie aminy (ledakrin
i DACA), lepszych wlasciwosciach transportowych w uktadzie naczyniowym oraz
wykazujacy znaczny wzrost cytotoksycznosci w warunkach beztlenowych [1].
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Rysunek 9. Nitrakryna 47, N-tlenki nitrakryny 48 i DACA-NO 49 oraz C-1748 50
Figure 9. Nitrarine 47, N-oxide nitracrine 48 and DACA-NO 49 or C-1748 50

Ze wzgledu na do$¢ wysoka toksycznosé ledakrinu, poszukiwano nowych pochod-
nych 1-nitroakrydyny. Okazato sig, ze wprowadzenie podstawnika metylowego lub
metoksylowego w pozycji 4 pierScienia akrydyny sprawia, ze grupa nitrowa staje si¢
mniej podatna na redukcjg, co istotnie obniza toksycznos¢ zwiazkow i zwigksza ich
aktywnos¢ przeciwnowotworowa, w porownaniu z niepodstawionymi pochodnymi
I-nitroakrydyny. Zwiazek C-1748 50 (Rys. 9) wykazuje wysoka aktywnos¢ prze-
ciwko komoérkom raka prostaty i znajduje si¢ w zaawansowanych badaniach in vivo
[47].

Pirazoloakrydyna (PZA) 51 (Rys. 10) posiada wigcksza selektywnos¢ w stosunku
do linii komérkowych litych nowotworow, niz do linii komorkowych biataczki, oraz
wysoka cytotoksycznos¢ ukierunkowang na niedotlenione komorki. Zwiazek ten
wykazuje aktywnos$¢ przeciwko opornym na wiele lekéw liniom komoérkowym ner-
wiaka [48, 49]. PZA aktualnie przechodzi I i Il faze testow klinicznych, w potacze-
niu z karboplatyna, na pacjentach z litymi nowotworami opornymi na inne leki
i cisplatyna u pacjentéw z nawracajacymi glejakami. Synergizm PZA z lekami prze-
ciwnowotworowymi, takimi jak: doksorubicyna, etopozyd, topotekan powoduje duza
cytotoksycznos¢ w opornych na leczenie komorkach nowotworowych SW-620
i SW620/AD300 [50, 51].

Antonini i in. [52] otrzymali pochodne 10-aza-PZA 52 (Rys. 10), ktore tak jak
PZA wiaza DNA oraz posiadaja redukujaca si¢ grupe nitrowa. Pochodna 52a
ponadto wykazuje aktywnos$¢ przeciwko linii komorkowej gruczolakoraka prostaty,
powodujac fragmentacje DNA 1 $§mieré komorki.

Bazujac na strukturze PZA, zaprojektowano zwiazki, w ktorych pierscien pira-
zolowy zostat zastgpiony pierscieniem pirymidynowym. Antonini i in. [53] zsynte-
tyzowali kilka nowych struktur pirymidoakrydyny. Wszystkie otrzymane zwiazki sa
aktywne na liniach komérkowych opornych na dziatanie wielu lekow. Modyfikacja
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pierscienia pirymidyny prowadzi do powstania pochodnej o aktywnos$ci cytotok-
sycznej porownywalnej z cisplatyna przeciwko szesciu liniom komérkowym, w tym
ludzkiego raka okreznicy (HT29) i raka jajnika [54].

Pirydazyloakrydyna 53 (Rys. 10), pochodna niezawierajaca grupy nitrowej, jest
bardziej aktywna niz doksorubicyna i mitoksantron, w stosunku do linii komorko-
wych opornych na leki np. L1210 (komoérki mysiej biataczki limfocytowej), K562
(ludzka biataczka erytrocytowa), K562/DX, HL-60 (ludzka bialaczka promielocy-
towa), HL-60/VINC i HL-60/DX [55].

Opierajac si¢ na strukturze amonafidu (inhibitor topo II), otrzymano pochodne
pirymidoakrydyny 54 (Rys. 10), ktorych biologiczna aktywno$¢ przeciw mysiej bia-
faczce P388 jest poréwnywalna z dobrze znanymi lekami przeciwnowotworowymi
(etopozydem i amonafidem) [56].
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Rysunek 10. PZA 51 i jej pochodne 52, pirydazyloakrydyny 53, pirymidoakrydyny 54
oraz inhibitor P-glikoproteiny GF 120918 55

Figure 10. PZA 51 and its derivatives 52, pyridazinoacridine 53, pyrimidoacridine 54
and P-glycoproteine inhibitor GF 120918 55

5.5. INHIBITORY P-GLIKOPROTEINY (P-gP)

Stabe dziatanie lekow cytostatycznych spowodowane jest migdzy innymi opor-
noscia wielolekowa (MDR). Znanych jest kilka mechanizméw wyksztatcania opor-
nosci komoérek nowotworowych. Najwicksze znaczenie wérdd tych mechanizméw
ma wystgpowanie w blonie plazmatycznej komoérek rakowych specjalnych biatek
transporterowych, ktore kosztem energii zgromadzonej w ATP przeciwstawiajq si¢
wniknigciu stosowanych lekow [57].
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Zbadano wptyw modulatorow MDR1 na chemioterapi¢ (cisplatyna i doksoru-
bicyna) czterech linii komorkowych (trzy linie hepatoblastomy HB i jedna linia raka
watrobowokomoérkowego HCC). Wsrdod testowanych modulatoréw zwiazek GF
120918 (GG 918, elakridar) 55 (Rys. 10) okazat si¢ najlepszym inhibitorem P-gP
w terapii linii komérkowej HCC. Okazalo sig, ze pochodna ta podnosi stgzenie doce-
takselu w mozgu o 59% bez wigkszego wplywu na organizm, co daje podstawy do
dalszych badan klinicznych [57, 58].

5.6. KOMPLEKSY PLATYNY Z POCHODNYMI AKRYDYNY

Leki zawierajace platyng sa od lat 60. XX w. powszechnie stosowane jako leki
przeciwnowotworowe. Cisplatyna zostata zatwierdzona do stosowania przez FDA
(Agencja ds. Zywnosci i Lekow) w 1978 roku. Od tego czasu stopien wyleczenia
0s0b z szybko zdiagnozowanym nowotworem jader byt wyzszy niz 90%. Cisplatyna
jest zdolna do tworzenia réznych typow usieciowania DNA (ang. cross-links)
poprzez wiazanie do pozycji N7 guaniny i adeniny, co powoduje zahamowanie
replikacji DNA. Wada zwiazkow platyny jest ich toksycznos¢. Reaguja one z wie-
loma biomolekutami, szczeg6lnie z zawierajacymi reszty metioninowe i cysteinowe
(powoduje to zatrucie nerek). Mozna ominac¢ ten problem przytaczajac platyne do
odpowiedniego no$nika [2].

Otrzymano i scharakteryzowano nowe kompleksy metali przejsciowych tj. Ni(Il),
Pt(II), Pd(Il) ze zwiazkami akrydyny [4-hydroksyakrydyna 56, oranz akrydyny 57
(Rys. 11)]. Analiza rentgenostrukturalna kompleksu Ni(Il) z 4-hydroksyakrydyna
wykazata potaczenie dwoch czasteczek akrydyny z niklem poprzez atomy tlenu
i azotu (podobna struktura mozliwa jest dla platyny) [2].

Zespot Bierbacha [2] opisal w 2001 roku nowy typ sprzgzenia migdzy akry-
dyna a platyna, polegajacy na chelatowaniu platyny poprzez tiomocznik przyta-
czony do czasteczki akrydyny ACRAMTU 58 (Rys. 11). Nowy kompleks nazwano
PT-ACRAMTU 59 (Rys. 11). PT-ACRAMTU wykazuje wigksza cytotoksycznosé¢
niz ACRAMTU w stosunku do linii komérkowych biataczki HL-60, zwiazek ten
posiada takze zwigkszona cytotoksycznos¢, w poréwnaniu z cisplatyna w komor-
kach glejaka SNB19 i US7MG.

Modyfikacje struktury PT-ACRAMTU przyczynity si¢ do powstania nowych
pochodnych. Reakcja PIFACRAMTU z 2’-dezoksyguanozyna (dGuo) zaowoco-
wata zwiazkiem [Pt(en)(ACRAMTU)(dGuo)]** 60 (Rys. 11). Oddziatywanie z przy-
padkowa sekwencja DNA powoduje powstanie monofunkcyjnych adduktéw gua-
niny (80%) 1 adeniny (20%), ktére tamia paradygmat unikalnego wiazania cispla-
tyny do guaniny w pozycji N7 [2].

Kompleksy di(akrydyna)platyna (II) 61a i 61b (Rys. 11), silnie oddzialuja
z DNA, prawdopodobnie przez di-interkalacj¢. Przeprowadzone badania pokazaty,
ze zwiazki platyny z bisakrydynami wykazuja aktywno$¢ w stosunku do komorek
glejaka SNB19 i normalnych komoérek mézgu (astrocytow szczurow) [2].
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Rysunek 11. Kompleksy platyny z pochodnymi akrydyny
Figure 11. Acridine-platinum complexes

Przy kompleksowaniu z zastosowaniem PtCI2(en), uzyskano trzy nowe koniu-

gaty platyny 62a—c (Rys. 11). Zwiazek 62a, ze wzgledu na swoja niestabilnose,
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zostal wykluczony z dalszych badan. Cytotoksycznos¢ dla pochodnych 62b i 62¢
oraz PT ACRAMTU zostata zbadana na liniach komérkowych nowotwordéw jajnika
(A2780,A2780/CP), ptuc (NCI-H460) i okreznicy (RKO). Zwiazki 62b i 62¢ wyka-
zaty aktywnos$¢ zblizona do cisplatyny. Pochodna 62d z dodatkowa grupa metyle-
nowa przy tiomoczniku cechuje si¢ podobna aktywnoscia co PT-ACRAMTU. Zwia-
zek 62e z tiomocznikiem przytaczonym do wegla C9 rdzenia akrydyny nie wykazuje
aktywnosci w testowanych liniach komérkowych [2].

5.7. ALKILUJACO-INTERKALUJACE ZWIAZKI AKRYDYNY

Pochodne aminoakrydyny

Demeunynck i in. [59] zsyntetyzowali dwadziescia pochodnych aminoakrydy-
ny, 3-amino- i 3-alkiloamino-4-hydroksymetyloakrydyny 63 (Rys. 12) posiadaja-
cych réznorodne podstawniki w pierScieniu. Wiele z tych zwiazkow wykazuje ak-
tywnos¢ cytotoksyczna przeciwko liniom komoérkowym biataczki mysiej L1210,
ludzkiego nowotworu pluc A549 oraz nowotworu okreznicy HT29. Zwiazki te re-
aguja z DNA poprzez interkalacj¢. Niektore z nich moga wiazac si¢ kowalencyjnie
z makromolekutami poprzez wewnatrzczasteczkowa katalize kwasowo-zasadowa.
W odroéznieniu od innych analogdéw przeciwnowotworowych akrydyny, takich jak
DACA czy m-AMSA, pochodne te nie sa inhibitorami topoizomerazy. Najbardziej
cytotoksyczne zwiazki 63a i 63b sa aktywne w nanomolarnym stgzeniu i posia-
daja inny mechanizm dziatania. Pochodna 63b jest rozprowadzana réwnomiernie
w komorce zarowno w cytoplazmie, jak i w jadrze, podczas gdy pochodna 63a jest
zlokalizowana gléwnie w ziarnistosciach cytoplazmatycznych, co w tym wypadku
wydaje sig, ze jadrowe DNA nie jest celem. Zwiazek 63a przeksztalca si¢ w prolek
63c¢ poprzez zastapienie grupy 3-aminowej oraz dodatkowo grupy 4-hydroksymety-
lenowej, czasteczka karbaminianu nitrobenzylu [60].
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Figure 12. Aminoacridine derivatives 63 and derivatives containing sulfur 64

Pochodne akrydyny zawierajace siarke

Otrzymano siarkowe pochodne 9-akrydyny 64 i 64a,b (Rys. 12) zawierajace
rézne grupy funkcyjne w tancuchach bocznych, a ich aktywnos$¢ zostata oceniona
w ramach programu Narodowego Instytutu Raka (NCI, Bethesda, USA). Badania
prowadzono na 60 liniach ludzkich komoérek nowotworowych. Zwiazki, ktére
w lancuchu bocznym zawieraly iperyt siarkowy, siarczek epoksydowy i sulfotlenek,
byly najbardziej aktywne. Ponadto zwiazek 64c wykazal aktywnos$¢ w 41 z 60 linii
komérkowych [61].

Pochodne 9-anilinoakrydyny

Posrod znanych lekow przeciwnowotworowych znajduje si¢ iperyt azotowy
N(CH,CH,CI),, bedacy analogiem iperytu siarkowego, chemicznego trujacego srodka
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bojowego. Byt on pierwszym preparatem zastosowanym do leczenia zmian nowo-
tworowych juz w latach 40. XX wieku. Do niedawna stosowano go jeszcze w lecze-
niu ziarnicy zlosliwej. Stal si¢ zwiazkiem macierzystym dla grupy cytostatykoéw
o whasciwosciach alkilujacych, np. cyklofosfamidu czy ifosfamidu. Zsyntetyzowano
wiele pochodnych, w ktérych fragment iperytu azotowego zostat przylaczony do
wegla C4 pierscienia akrydyny poprzez grupe O-etylowa, O-propylowa lub O-buty-
lowa. Zwiazki te wykazaly cytotoksycznos$¢ przeciwko biataczce oraz wielu litym
nowotworom in vitro. Wiele z tych pochodnych sieciuje DNA bardziej niz inhibi-
tory topo 1. Analogi 65a 1 65b (Rys. 13) okazaly si¢ aktywne przeciwnowotworowo
w badaniach na myszach, ktérym przeszczepiono komorki ludzkiego raka piersi
MX-1 [62].

Bioaktywne kompleksy akrydyny

DC-81 66 (Rys. 13) nalezy do rodziny pirolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin, ktora
jest grupa antybiotykdw otrzymywanych z bakterii Streptomyces, potencjalnie oddzia-
lujacych z DNA. Ich interakcja z DNA jest dobrze udokumentowana i unikalna,
poniewaz tacza si¢ one z mniejszym rowkiem DNA, tworzac kowalencyjne wiaza-
nie aminowe z grupa N2-aminowa guaniny. Hybrydy pirolobenzodiazepinowe 67
(Rys. 13) zwiazku DC-81, przytaczone do wegla C4 pierScienia akrydyny/akrydonu
poprzez grupe amidowa, wykazuja zdolno$¢ wiazania DNA oraz biologiczna aktyw-
no$¢. Zwiazek 67a jest aktywny w stosunku do linii komérkowych raka ptuc NCI-
H23, czerniaka M14 1 UACC-62 oraz nerek A498 [63].

Pochodne 68 otrzymane w wyniku potaczenia 2,5-diazyrydylo-benzochinonu
(DZQ) 69 (Rys. 14) z 9-karbonyloakrydyna, poprzez grupg polimetylenowa (n = 2-6),
sa przyktadem kompleksow akrydyny z innymi zwiazkami przeciwnowotworo-
wymi. Ich aktywno$¢ zostata przebadana na kilkunastu liniach komérkowych roz-
nych typow nowotwordw, m.in. przewleklej biataczki szpikowej K562, raka ptuc
H596 i H460 oraz raka okrgznicy BE i HT29 [64].

W celu udoskonalenia dziatania przeciwnowotworowego tirapazaminy (TPZ)
70 (Rys. 14), zwiazek ten polaczono z 9-aminoakrydyna za pomoca grupy alkilo-
wej. Otrzymano pochodna SN26955 71 (Rys. 14), ktora jest zwiazkiem silniej dzia-
lajacym niz TPZ [65].
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Borowane akrydyny rozpuszczalne w wodzie (WSA)

WSA 72 (Rys. 14) to zwiazki znaczone, stosowane w terapii borowo-neutrono-
wej (BNCT) (atomy 10B sa napromieniowane neutronami termicznymi, co powo-
duje formowanie sig czastek rozszczepieniowych, toksycznych dla komérek). Zwiazki
te sa dostarczane do komoérek nowotworowych za pomoca stabilizowanych gliko-
lem polietylenowym liposoméw epidermalnego czynnika wzrostu (EFG). Poniewaz
receptory EFG sa nadmiernie wyraziste w wielu komorkach rakowych, czynnik ten
stosowany jest jako srodek wykrywajacy nowotwory. WSA jest transportowana gtow-
nie do cytoplazmy i posiada dtuga retencje w komorce (po 48 godzinach zawiera
80% boru) [66].

5.8. BIS-AKRYDYNY/AKRYDONY

Diimidazoakrydony

Przeciwnowotworowe diimidazoakrydony (WMC26) 73 (Rys. 15) sa dwufunk-
cyjnymi zwiazkami wiazacymi DNA, ktore wykazuja aktywnos¢ cytotoksyczna
in vitro 1 in vivo, w stosunku do komorek raka okrgznicy. Badania mikroskopem
wspologniskowym, wykorzystujace fluorescencje chromoforu WMC26, okreslity
lokalizacje tego bisakrydonu w cytoplazmie w przestrzeni okotojadrowej. Stad przy-
puszczenia, ze celem tych zwiazkow jest cytoplazmatyczne DNA. Nieodwracalne
magazynowanie si¢ WMC26 powoduje stopniowa wakuolizacje cytoplazmy i $mierc¢
komorki [67].

Difenazon

Difenazon (MLN944) 74 (Rys. 15) posiada wysoka aktywno$¢ przeciwnowo-
tworowa in vitro i in vivo w stosunku do wielu ludzkich i mysich nowotworow.
Mechanizm dziatania tego zwiazku polega na hamowaniu transkrypcji DNA, w
przeciwienstwie do jego monomerycznej pochodnej DACA, ktora jest inhibitorem
topoizomerazy [68].

Pochodne izochinolino[4,5-bc]akrydyny

Sposréd zsyntetyzowanych izochinolino[4,5-bc]akrydyn, pochodna 75a (Rys. 15)
wykazuje najwyzsza aktywnos¢ in vitro przeciw komoérkom raka ptuc (A549). Nato-
miast pochodna 75b jest aktywna w stosunku do mysiej biataczki (P388) [69].
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Rysunek 15. Diimidazoakrydony 73, difenazon 74 i pochodne izochinolino[4,5-bc]akrydyny 75
Figure 15. Diimidazoacridone 73, diphenazon 74 and isoquinolino[4,5-bc]acridine derivatives 75

6. ALKALOIDY AKRYDYNOWE I ICH POCHODNE

Akronycyna 76 (Rys. 16) jest naturalnym alkaloidem akrydynowym, wyizolo-
wanym z australijskiego drzewa Acronychia baueri (Rutaceae) w 1948 roku [70].
Zwiazek ten wykazuje znaczna aktywnos$¢ przeciwko wielu guzom litym. Jednakze
podczas badan klinicznych nie otrzymano zadowalajacych rezultatow. Zwiazane to
byto migedzy innymi ze staba rozpuszczalnoscia leku w wodzie. Zalezno$¢ struk-
tura-aktywnos$¢ pochodnych akronycyny pokazata, ze dla zachowania aktywnosci
biologicznej konieczna jest obecno$¢ 1,2-podwdjnego wiazania zlokalizowanego
w pierscieniu dimetylochromenu. Epoksydacja tego wiazania powoduje powstanie
niestabilnego epoksydu 77 (Rys. 16), ktory jest postrzegany jako aktywny metabolit
akronycyny in vivo i jest odpowiedzialny za wiazanie kowalencyjne z nukleofilo-
wymi czynnikami w komérkach nowotworowych. Te obserwacje doprowadzity do
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powstania szeregu bardziej aktywnych diestrowych pochodnych cis- i trans-1,2-
dihydroksy-1,2-dihydroakronycyny 77a,b [ 70-72]. I1zolacja epoksydu akronycyny z
drzewa Sarcomelicope sp zapoczatkowala syntezg serii zwiazkow o zwigkszonej
aktywnosci in vivo, w poréwnaniu z akronycyna. Tillequin i in. [73] zsyntetyzowali
szereg 1,2-diestrowych pochodnych akronycyny (Rys. 16), reagujacych z nukleofi-
lami w pozycji 1, a badania aktywnosci potwierdzity stusznos¢ zatozenia.

O OMe

(0]

83

Rysunek 16. Akronycyna 76 i jej pochodne oraz alkaloidy pirydoakrydynowe 83
Figure 16. Acronycine 76 and its derivatives or pyridoacridine alkaloids 83
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Sposréd benzo[b]akronycyn szczegolnie interesujacy wydaje sie S23906-1 81
(Rys. 16), ktory okazal si¢ wyjatkowo skuteczny wobec komorek biataczki P-388
i nowotworu okreznicy. Dawka 6,25 mg/kg w 96% hamowata rozw6j nowotworu,
a 2 z 7 badanych myszy po 43 dniach byly zdrowe [74]. Zwiazek ten trafit do badan
przedklinicznych.

Z organizméw morskich wyizolowana zostala rodzina alkaloidow pirydoakry-
dynowych. Zwiazki te charakteryzuje wyrazista barwa, a ich struktura oparta jest
o 11H-pirydo[4,3,2-mn]akrydyng lub 8 H-pirydo[4,3,2-mn]akrydon. Przyktadem jest
amfimedyna 83 (Rys. 16), otrzymana z gabki pacyficznej Amphimedon sp. [75].

Dzigki swojej planarnej budowie, pirydoakrydyny zdolne sa do interkalacji do
DNA. Poza tym ich aromatyczna struktura pozwala na oddziatywanie z enzymami,
np. z topoizomerami: ascydemina, displamina, cystodytyna J. Chociaz mechanizm
dziatania tych alkaloidow nie zostat do konca poznany, ich silna aktywnos$¢ biolo-
giczna czyni je interesujacymi zwiazkami dla naukowcow poszukujacych czaste-
czek o dziataniu przeciwnowotworowym.

PODSUMOWANIE

Akrydyny/akrydony stanowia grupe zwiazkow o bardzo szerokim spektrum
aktywnosci biologicznej, stosowanych jako leki przeciwbakteryjne, przeciwpaso-
zytnicze, przeciwmalaryczne, anty-HIV oraz przeciwnowotworowe. Obecnie duzym
zainteresowaniem ciesza si¢ aminokwasowe i peptydowe analogi akrydyny/akry-
donu, ktore moga znalez¢ zastosowanie w leczeniu chorob opartych na terapii geno-
wej oraz w nowoczesnych metodach diagnostycznych (np. jako fluorescencyjne
markery w diagnostyce nowotworowej) [8]. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa tej
grupy zwiazkéw skierowana jest nie tylko na hamowanie topoizomerazy, enzymu
uczestniczacego w prawidtowym procesie replikacji DNA, ale rowniez telomerazy
czy kinaz biatkowych. Zsyntetyzowano wiele analogdéw przeciwdziatajacych opor-
nosci wielolekowej (MDR), ktéra powoduje utratg aktywnosci przeciwnowotworo-
wej wigkszosci stosowanych lekow o réznej budowie i r6znych mechanizmach dzia-
fania. Naleza do nich imidazoakrydony, triazoloakrydony, pirymidoakrydyny, pyra-
zoloakrydony oraz pirydazynoakrydony [76]. Duze nadzieje wiaze si¢ z zastosowa-
niem pochodnych akrydyny 84a—h (Rys. 17) w leczeniu malarii [77, 78], tropikalne;j
choroby pasozytniczej, na ktora co roku zachorowuje wiele milionow 0sob, a umiera
1-3 mln, gtoéwnie dzieci ponizej 5 roku zycia z Afryki.
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Rysunek 17. Pochodne akrydyny o aktywnosci przeciwmalarycznej [77, 78]
Figure 17. Antimalarial acridine derivatives [77, 78]

Walka z chorobami nowotworowymi oraz zakazeniami bakteryjnymi stanowi
powazny problem dla wielu dyscyplin wspolczesnej nauki. Jest ona zmudna i dtu-
gotrwala. Synteza nowych analogdéw akrydyny/akrydonu moze przyblizy¢ nas do
otrzymania skutecznych lekow pozbawionych szkodliwych dziatan ubocznych,
w tym rowniez opornosci wielolekowe;.
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Ignacy Z. Siemion, urodzony w 1932 r., ukonczyt studia
chemiczne na Uniwersytecie Moskiewskim w 1955 r. Dok-
torat nauk technicznych na Politechnice Wroctawskiej —
1964. Doktor habilitowany nauk chemicznych — 1968.
Profesor nadzwyczajny — 1974, profesor zwyczajny — 1981.
Byt kierownikiem Zaktadu Chemii Organicznej Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Wtasne zaintere-
sowania badawcze: chemia i stereochemia peptydow
i bialek. Wypromowat 23 doktoréw chemii, z ktorych trzech
si¢ habilitowato. Autor 8 ksiazek, 275 prac oryginalnych
i ponad 120 artykuléw przegladowych oraz dotyczacych
historii nauki. W latach 1983-1994 Redaktor Naczelny ,,Wiadomosci Chemicz-
nych”. Obecnie opiekun Gabinetu Historii Chemii Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego.
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W dniu 4 listopada 2008 roku odbyta si¢
w Poznaniu uroczysto$¢ odstonigcia tablicy pamiat-
kowej, ufundowanej na 90 rocznicg urodzin tworcy
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Pozna-
niu, profesora Macieja Wiewidrowskiego, ktory
zmart 30 marca 2005 roku. Tablice umieszczono
w hallu budynku Instytutu. Uroczysto$¢ otworzyt
i prowadzit profesor UAM w Poznaniu, Wiestaw Z.
Antkowiak. Organizatorzy uroczystosci poprosili
mnie, bym przy tej okazji opowiedziat zebranym
o swojej wieloletniej 1 bliskiej z profesorem Wie-
wiorowskim przyjazni. W ponizszym tekscie stara-
tem si¢ odtworzy¢ tres¢ swego wystapienia, w ma-
tym tylko stopniu uzupetniajac go niewielkimi
dodatkami.

Maciej Wiewidrowski urodzit si¢ 24 sierpnia 1918 roku w rodzinie o trady-
cjach wolnosciowych. Jego ojciec, z zawodu lesnik (nadle$niczy), byt wspotorgani-
zatorem Powstania Wielkopolskiego. Byt odznaczony Krzyzem Walecznych i Krzy-
zem Virtuti Militari. Padt w 1919 roku w Powstaniu. Maciej pozostal wierny tej
tradycji. Jako ochotnik wzial udziat w Kampanii Wrzesniowej. Przebywajac pod-
czas okupacji niemieckiej na terenie Generalnego Gubernatorstwa ukonczyt pod-
ziemna Szkote Podchorazych i zostat skierowany do oddziatu partyzanckiego ,,Wil-
ki” na Podhalu. Byt tam dowodca plutonu. Latem 1944 roku oddziat wszedt w sktad
I Pulku Strzelcow Podhalanskich AK. Musiato to by¢ ciekawe doswiadczenie: Ro-
dowity Poznaniak
na czele plutonu podhalanskich juhaséw. Ale podkomendni chyba polubili swego
dowddce. Kiedys, podczas naszej wspolnej pieszej wedrowki w Karkonoszach, wspo-
minat Maciej, jak mu podkomendni méwili: ,,Najwazniejsze to dobre buty, panie
podchorazy. Bo jak 6éne zacna nozki w casie marsu...., to nie daj Boze”. Tak sig nie
mowi do nielubianych dowodcow.

W poczatkach mojej z Maciejem znajomos$ci moja zona dziwila si¢ nieco, ze
tak doskonale si¢ rozumiemy. — Skad to si¢ bierze — mowila — przeciez profesor nie
byt chyba partyzantem? — Dlaczego — odparlem — byl przeciez dowddca plutonu
dywersyjnego na Podhalu. — To juz nic nie méw — powiedziata wtedy — to wszystko
juz zrozumiate.

Bytem od Macieja przeszto dziesie¢ lat mlodszy. A przeciez nalezeliSmy do
tego samego pokolenia: pokolenia wojny. Moje losy tak si¢ ulozyty, ze bardzo szybko
musialem wydorosle¢. Z pacholgctwa przejs¢ od razu do dorostosci. W naszej licz-
nej, meskiej rodzinie, starsi bracia tkwili glgboko w wojskowych pracach konspira-
cyjnych. Rozumiatem ich dobrze i oni mnie rozumieli. I tak juz zostato. Latwo nawia-
zywatem przyjaznie ze starszymi od siebie. Znacznie trudniej z mtodszymi.
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Fot. 2. Tablica poswigcona pamigci profesora Macieja Wiewiorowskego

Zaczng tu od osobistego wspomnienia. W kwietniu 1943 roku zginal w starciu
z patrolem zandarmerii niemieckiej jeden z moich starszych braci. Bardzo przezy-
fem t¢ $mier¢. I oto, po kilku latach, jestem w liceum w Lublinie. Idac ulica widze
wielki afisz: ,,Wystawa zoologiczna”. Byl to czas kiedy interesowaty mnie tusko-
skrzydte. Zaszedtem zobaczy¢, czy co$ tam z nich maja. Duza, pusta sala. Tylko
w jednym kacie, przy stoliku z ksigga gosci, mtody jeszcze cztowiek. Dyzurny asys-
tent. Wpisatem si¢ do ksiggi i ruszylem wzdhuz Sciany. Niezadlugo on ruszyt za
mna. — Pan jest Siemion? — pyta. — Tak — odpowiadam. — A moze Stawka brat? —
Tez odpowiadam twierdzaco. — Panie, méwi moj nieznajomy — przeciez my bylismy
w liceum najwigkszymi przyjaciotmi. I zaczela sie bezwladna rozmowa, ktora szybko
przyjeta poufate formy, co nas obydwu nie zdziwito. W koncu zegnamy si¢. I wtedy
on mowi: Popatrz, Stawek zginal, a my obaj zyjemy. Tylu chtopakow padto. To my
obaj, widzisz, tak teraz musimy pracowac, zeby w naszej pracy i oni, i Stawek,
mogli si¢ zrealizowac.

Byt to wymog, wigcej, byt to nakaz pokolenia wobec tych co przezyli. Tego
nakazu byt w petni §wiadomy takze i Maciej. I kiedy dzi$§ patrzymy na dokonania
Macieja, nie sposob nie przyznac¢, ze nakaz ten wypehit on bodaj w dwojnasob.
Najwigkszym jego dokonaniem bylo powotanie do istnienia poznanskiego Instytutu
Chemii Bioorganicznej. Podziwia¢ trzeba konsekwencjg, dalekowzroczno$¢ i sku-
teczno$¢ dziatan, jakie w tym celu podjat. Zaczynat od matego zespotu. Ten prze-
ksztatcit si¢ z biegiem lat w Zaktad. Zaktad z latami obrastat w podzespoly, wyspe-
cjalizowane laboratoria. Az wszyscy juz wiedzieli, Ze najwyzsza pora przeksztatcic
t¢ budowe w Instytut. ROwnoczesnie powstawata materialna baza Instytutu. Zaczy-
nat Maciej od opuszczonego baraku i dwoch nieprzystosowanych do przedsigwzig-
tego celu willi. Co jest dzisiaj, wszyscy widzimy. Stworzenie od podstaw Instytutu
to przyktad realizacji doskonatego, przemyslanego planu, przyktad skutecznej pracy.
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W pracach tych pomagaty Maciejowi trzy cechy dobrego kierownika, ktérymi
dysponowat. Pierwsza byt dar dobrego doboru wspdtpracownikow. Z grona mlo-
dych wychowankow Macieja, ktorych do tych prac przysposobil, wyrost aktualny
kolektyw kierowniczy Instytutu. Okazali si¢ doskonale dobrani. Druga, moze waz-
niejsza cecha Macieja, jako kierownika prac, byta rzadka umiejgtno$é pozostawia-
nia mtodym wspotpracownikom swobody dojrzewania, zdobywania wtasnych dos-
wiadczen i samodzielnej pozycji. Byl mistrzem, ktory patronowat samowyzwoleniu
wychowankow. Trzecia za$ cecha byta Jego odwaga badawcza i organizacyjna. Kiedy
przystgpowal do budowy przysztego Instytutu, byt juz uznanym badaczem na polu
chemii alkaloidow, a zwlaszcza zwiazkoéw grupy sparteiny. Przeciez to wlasnie te
badania otwarly mu drogg do Polskiej Akademii Nauk. Tematyke t¢ zamknat i wszedt
na pole dla siebie zupetlnie nowe: na pole chemii kwaséw nukleinowych. Trzeba
znacznej odwagi, by tak postapic¢. Na ogot zalujemy utraty posiadanych juz doswiad-
czen. Chronimy je, zachowujac tematyke badan.

Profesor Wiewiorowski byt chemikiem-organikiem. Dziatania badawcze w chemii
kwasow nukleinowych ustawit wigc na organiczno-chemiczny kierunek, na opano-
wanie w pierwszym rzedzie metod syntezy fragmentoéw kwasow deoksyrybonuk-
leinowych i rybonukleinowych. Jego zespdt nadspodziewanie szybko opanowat tg
sztuke, a co wigcej, wniost do niej szereg wlasnych metod, niektére z nich zdobytly
powszechne uznanie i wzigcie. Sam profesor patronowat pracy nad ambitnym dla
swojego czasu zadaniem syntezy supermodyfikowanej petli antykodonowej jednego
z transferowych kwasow rybonukleinowych. Wyniki tej pracy staty si¢ centralnym
bodaj punktem wniosku o Nagrode Panstwowa, ktora Maciej wtedy uzyskat.

Musze tu powiedzieé, ze i1 ja sam, na samym sobie, doznatem w tamtych latach
czegos, co moge nazwac opiekuncza odwaga Macieja. Pewne moje uboczne zaintere-
sowania skierowaty mnie w strong chemii kodu genetycznego. Zaczgto sig od proby
sprawdzenia, jak w tabeli kodu zlokalizowana jest taka cecha kodowanych amino-
kwasow, jak ich smak: stodki badz gorzki. Uzyskalismy ciekawy, symetryczny obraz
kodowania tej cechy. Wyniki te pokazatem po raz pierwszy w Poznaniu, na jakiej$
konferencji. Nie wywotaty one entuzjazmu, raczej rodzaj niedowierzania. Przypad-
kowo zaobserwowatem taka sceng: przed naszym plakatem stoi dwoch mtodych
ludzi i jeden moéwi do drugiego: jak tez takie rzeczy ludziom przychodza do glowy!
I'w tym, co mowili, nie bylto podziwu, raczej powatpiewanie co do jakosci tej glowy.

Maciej okazat mi wtedy skuteczna pomoc. Wspart nasze poczynania wlasnym
nazwiskiem. Koncowy wynik tego studium opublikowali$my razem w Biuletynie
Polskiej Akademii Nauk. Byto to wtedy dla mnie bardzo pomocne wsparcie. Profe-
sor Barciszewski opowiedziat mi po ilu$ tam latach, ze profesor, zartem oczywiscie,
radzil mu, by publikacji tej nauczyt si¢ na pamig¢. Bylo to, jak rozumiatem, uznanie
dla nowych pomystow, dla szukania nowych $ciezek. Mnie za$ profesor wtedy mowit:
Ty nie masz pojgcia, jak ja lubig takie naukowe spekulacje! W stowie ,,spekulacje”
nie bylo, rzecz jasna, dezaprobaty, raczej znéw uznanie dla jakiej$ tam oryginal-
nosci pomyshu.
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Tematyka ta rozwijata si¢ u nas i dalej. W koncu uzyskaliSmy ciekawy, jak
sadze, wynik. Obraz periodycznosci w kodowaniu waznych cech strukturalnych
aminokwaséw w kodzie kotowo zamknigtym przez nabor regularnych jednopunkto-
wych mutacji w ich kodonach. Ten obraz tez nie mogt spotka¢ sig¢ z powszechna
aprobata. Maciej stworzyt nam mozliwo$¢ publicznej prezentacji tego wyniku. Przed-
stawialismy go kilka razy tutaj, w Poznaniu, a takze na plenarnym posiedzeniu
I Wydziatu PAN, co oczywiscie zawdzigczalem Maciejowi. Prezentacje te nie wywo-
faty wigkszej dyskusji, ale zdawalem sobie sprawg z tego, ze w kuluarach musiaty
one by¢ omawiane, i to nie koniecznie w duchu aprobaty. Kiedy$ zagadnatem o to
Macieja. — Gdybys ty wiedziat — powiedziat wtedy — co tez niektorzy ludzie na ten
temat plota. Ale nie bgdziesz wiedziat. Bo ja ci o tym nie powiem. I to byt caty
Maciej. Wolat, abym dalej spokojnie mégt drazy¢ te sprawy. Oslonit mnie przed
ogniem krytycznych opinii, ktorych sam nie podzielat.

Do bliskich przyjaciot Macieja nalezat pracujacy w Getyndze niemiecki bioor-
ganik, profesor Friedrich Cramer. I on nalezal do pokolenia wojny, tyle ze swoje
doswiadczenia zbieratl po drugiej strony frontu. Pod koniec swojego zycia wydat
Cramer dwa tomy z lekka zbeletryzowanej autobiografii. Drugi jej tom nosi tytut:
,»Wie Hiob leben”. W tym tomie pojawia si¢ posta¢ Macieja. Byto to w czasie stanu
wojennego. Cramer chcial osobiscie przekonac sig, jak wyglada w stanie wojennym
kondycja psychiczna polskich srodowisk naukowych. Jego decyzj¢ wyjazdu do Pol-
ski koledzy w Getyndze kwitowali wieloznacznym pukaniem si¢ w czoto. — Czy ty
wiesz — mowili — co cig tam moze spotka¢? A moze twoja podréz zakonczy sig
gdzie$ za Uralem? Mimo to Cramer pojechat. Byt to poczatek stycznia 1982 roku.
Pociag przyjechat do Poznania z dwugodzinnym opo6znieniem. Bylo w nim zreszta
tylko dwoch podrdznych. Mimo to na poznanskim dworcu czekata na Cramera grupa
pracownikow Instytutu, z Maciejem na czele. Cramer przedstawia Macieja jako
»dzentelmena starej szkoly”. ,,Jego bialy was nad gorna warga — pisze — srebrzyt si¢
w $wietle jedynej lampy tukowej.” Cramer pytat z niepokojem Macieja, co dalej
bedzie. Bo przeciez sytuacja jest nadal niepewna. A moze mimo wszystko Rosjanie
wejda? Co wtedy?” — Wtedy — powiedzial mu Maciej — pdjde do lasu. Juz raz poszed-
tem czterdziesci lat temu, przeciwko wam. P6jde jeszcze raz. Zreszta, musze ci powie-
dzie¢, ze jestesmy do tego catkowicie juz przygotowani. — Wszystko zostato przygo-
towane. Mniejsza o to, jak duzo byto w tej wypowiedzi mtodzienczej zgota fanfaro-
nady. Ale mozna sobie wyobrazi¢, jak ta wypowiedz porazita Niemca. Spodziewat
si¢ nastrojow frustracji i stanu psychicznej depresji. Napotkat spokojne oczekiwanie.

Poznan czyms$ jeszcze zadziwit wtedy Cramera. Chciat on wystapic tam z wykta-
dem naukowym. A tu przykros¢ — wedtug regut stanu wojennego, wolno zgroma-
dzi¢ w jednym miejscu tylko co najwyzej dziesigciu uczestnikéw jakiegokolwiek
zebrania. | wtedy Poznaniacy zorganizowali wyktad w kilku zradiofonizowanych
salach. W kazdej sali dziesigciu stuchaczy. Byt to znakomity sposob obej$cia wymo-
gbéw wojennego stanu. Nie wiem, czy to Maciej byt autorem tego pomystu. W kaz-
dym razie odpowiadat za jego realizacje, jako dyrektor Instytutu.
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Przez trudne lata osiemdziesiate przeszed! Instytut bez szwanku. Rozwijal si¢
nawet nadal. W tych przeciez latach utworzono pracownie krystalografii biopolime-
réw i rozpoczgto prace nad patologiami genotypu ludzkiego. Dokonania te dobitnie
swiadczyly, ze Instytut zajat wyraziste miejsce na §wiatowej mapie nauki. Maciej,
poczawszy od 1982 roku, przejawial postawe, mozna by rzec, koncyliacyjna. Uwa-
zat, ze najgorzej trwa¢ w klinczu. Szukat mozliwosci porozumienia. W lutym 1987
roku wystapit z rodzajem politycznego memoriatu do wiadz. Przystat mi tekst tego
memoriatu. Perswadowat tam, ze w interesie ogétu i samej ,,wltadzy” lezy, by ta
ostatnia podzielita si¢ swoimi prerogatywami ze spoteczefnstwem. Zeby uznata wolne
zwiazki zawodowe. Zeby w $rodowisku naukowym postawita na swoich przedsta-
wicieli dysponujacych wlasnym autorytetem naukowym. Zeby, jednym stowem,
posungla si¢ na zaymowanej tawce, robiac miejsce dla ,,reszty spoleczenstwa”. Mozna
powiedzie¢, ze tre§¢ memoriatu znamionowata pewien polityczny idealizm. Bo, jak
dobrze wiemy, zadna wladza nie ustgpuje miejsca, bez wyraznej koniecznosci. Ale,
co moze zadziwi¢, dalsze lata przyniosly rozwiazanie doktadnie odtwarzajace wyra-
zone przez Macieja idee. Wigc w koncu ,,na Jego wyszto”?

Powiedzmy sobie tutaj, ze postawa Macieja w tamtych latach byta typowa dla
ludzi pokolenia wojny. Widzieli oni wokét siebie tyle §mierci, tyle zgliszcz i ruin, ze
wytworzyt si¢ w nich zrozumialy odruch chronienia wszystkiego, co si¢ da. Chro-
nienia tych resztek, co ocalaly z pogromu. Chronienia tego, co si¢ dato odbudowac.
Chronienia wreszcie tego nowego, co si¢ udato zbudowac¢. Bez uwzglednienia tego
czynnika nie mozna zrozumie¢ postaw i dziatan ludzi pokolenia wojny w latach
powaznych przelomow.

W tych osiemdziesiatych latach po raz kolejny zmienit Maciej kierunek swoich
poszukiwan badawczych. Jego wychowankowie, teraz szefowie samodzielnych zes-
potow, rozwijajacy wlasne pomysty badawcze i ksztatcacy wiasnych ucznidw, szli
samodzielnymi drogami. Szukat wigc Maciej nowego pola dziatania i znalazt
w czyms§, co nazwatl ,,inzynieria krystaliczng”. Oponowatem trochg przeciwko tej
nazwie. Wydawato mi sig, ze lepiej by uzy¢ prostego zwrotu: inzynieria krysztatow.
Ale by¢ moze ta , krystaliczno$¢” dodawata pomystom Macieja pewnego, potrzeb-
nego mu dla catej sprawy, blasku. Chodzito w tych badaniach o okreslenie preferen-
cji konformacyjnych, jakie wykazuja sktadowe kwaséw nukleinowych w siatce kry-
stalicznej ich krysztatéw. Na tym nowym dla siebie polu uzyskat Maciej istotne
wyniki. Pokazat, Zze w krysztatach nukleotydéw uprzywilejowane sa uktady heli-
kalne czasteczek. Badania te prowadzit wespot ze swoja Matzonka, Danuta.

Kiedy idziemy wtasng §ciezka przez zycie, wielokrotnie napotykamy na $ciezki
innych ludzi, Nasze tropy krzyzuja si¢, a czasami biegna obok siebie. Bywa, i jest to
duze szczgscie, ze nasza $ciezka napotka $Sciezke kogo$ niepospolitego. Ja osobiscie
mialem — w przypadku Macieja — takie szczgscie.

Panu Profesorowi Adamowi Kraszewskiemu z Instytutu Chemii Bioorganicz-
nej PAN w Poznaniu dzigkuje za material ilustracyjny, zamieszczony w tym tekscie.
Pani doktor Alicji Kluczyk za pomoc w przygotowaniu go do druku.

Praca wptyneta do Redacji 6 stycznia 2009
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SEMINARIUM POSWIECONE
100 ROCZNICY URODZIN
PROF. DR HAB. BOGUSLAWY JEZOWSKIEJ-TRZEBIATOWSKIEJ
I CHEMII KOORDYNACYJNEJ W POLSCE
WROCLAW, 20-21 LISTOPADA 2008

Na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego, w zwiazku z obchodami
setnej rocznicy urodzin prof. dr hab. B. Jezowskiej-Trzebiatowskiej, organizatora
i wieloletniego dyrektora Instytutu Chemii, zorganizowano dwudniowe Seminarium.
Obchody byly takze $wigtem polskiej chemii koordynacyjnej, dziedziny ktorej roz-
woj w wielkim stopniu jest zwiazany z osoba prof. B. Jezowskiej-Trzebiatowskie;j.

Fot. 1. Uczestnicy Seminarium w audytorium Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego



150 KRONIKA

Uroczyste obchody pracownicy Wydziatu Chemii, uczniowie i wspotpracow-
nicy Pani Profesor rozpoczgli 19 listopada ztozeniem kwiatow na grobie p.p. Trzebia-
towskich na Cmentarzu Komunalnym przy ul. Osobowickie;j.

| |
Fot. 2. Dziekan Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego prof. Leszek Z. Ciunik
podczas prezentacji Wydziatu

Dwudniowe Seminarium prowadzili gospodarze Wydzialu Chemii: dziekan prof.
dr hab. Leszek Z. Ciunik oraz prodziekan ds. naukowych prof. dr hab. Anna Trze-
ciak. Uczestniczyto w nim ok. 250 chemikow i przedstawicieli innych dyscyplin
naukowych z catej Polski i z zagranicy, w tym wielu uczniow, wspotpracownikdéw
i przyjaciot prof. B. Jezowskiej-Trzebiatowskiej. Na uroczystosci przybyli m.in.:
wiceprezydent Wroctawia Jarostaw Obremski, wiceprezes Polskiej Akademii Nauk
prof. dr hab. Andrzej Gorski, przewodniczacy Wydziatu I11 Polskiej Akademii Nauk
prof. dr hab. Janusz Jurczak, wiceprzewodniczacy Rady Nauki prof. dr hab. Henryk
Gorecki, przewodniczacy Wroctawskiego Oddziatu PAN prof. dr hab. Daniel Bem,
prorektor UWr prof. dr hab. Adam Jezierski, dziekan Wydziatu Matematyki i Infor-
matyki UWr prof. dr hab. Piotr Biler, prodziekan Wydziatu Nauk Spotecznych UWr
prof. dr hab. Maciej Manikowski.

Spotecznos¢ chemikow wroctawskich reprezentowata liczna delegacja z Poli-
techniki Wroctawskiej z prodziekanem Wydzialu Chemii prof. dr hab. Andrzejem
Trochimczukiem i bylym rektorem prof. dr hab. Tadeuszem Lutym oraz profesoro-
wie z Instytutu Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych PAN we Wroctawiu
z dyrektorem prof. dr hab. Jozefem Sznajdem. Wielu gosci przybylto z Uniwersytetu
Jagiellonskiego, a wsrdd nich dziekan Wydziatu Chemii prof. dr hab. Grazyna Sto-
chel. Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN w Krakowie reprezento-
wali cztonkowie PAN — nestor polskiej chemii prof. dr hab. Adam Bielanski oraz
tworca 1 wieloletni dyrektor Instytutu prof. dr hab. Jerzy Haber. GosciliSmy takze
przedstawicieli Instytutu Chemii Organicznej PAN w Warszawie, Wydziatu Chemii
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Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza, Uniwersytetu im. Mikotaja Kopernika,
Uniwersytetu Opolskiego, Politechniki Warszawskiej, Politechniki Rzeszowskiej,
Uniwersytetu Humanistyczno-Przyrodniczego im. J. Kochanowskiego w Kielcach.

Gosciem specjalnym Seminarium byt wybitny chemik nieorganik prof. dr Achim
Miiller z Uniwersytetu w Bielefeld, dr hc Uniwersytetu Wroctawskiego, wieloletni
przyjaciel profesor B. Jezowskiej-Trzebia-towskiej. W Seminarium wzial takze udziat
prof. Austin Barnes z Uniwersytetu w Sal-ford, redaktor naczelny czasopisma Jour-
nal of Molecular Structure, odznaczony 15 listopada 2008 roku ztotym medalem
Uniwersytetu Wroctawskiego.

Fot. 3. Prof. dr Achim Miiller z Uniwersytetu w Bielefeld w czasie wyktadu

Obecni byli prezesi i dyrektorzy zaktadow przemystowych: Zaktadéw Azoto-
wych w Kedzierzynie, Zaktadow Chemicznych ,,Ztotniki”, FQS Fujitsu Krakow,
WOMAREX, EMCCO Group, LeenLife i Kubicz Book Center.

Seminarium rozpoczal wyktadem zatytutowanym ,,Chemia we Wroctawiu —
rys historyczny” prof. dr hab. Lucjan Sobczyk, przyblizajac uczestnikom pionier-
skie czasy tworzenia nauki w zrujnowanym wojna Wroclawiu. W czasy wspotczesne
przeniosta nas prezentacja Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego przedsta-
wiona przez prof. dr hab. Leszka Ciunika. Natomiast z najnowszymi osiagnigciami
mozna byto doktadniej zapoznac si¢ na sesji posterowej, przygotowanej przez dokto-
rantow Wydzialu Chemii, na ktoérej pokazano 60 plakatéw. Uczestnicy spotkania
wystuchali rowniez wyktadu specjalnego prof. dr Achima Miillera z Uniwersytetu
w Bielefeld zatytutlowanego Porous nanocapsules: coordination chemistry at the sur-
faces, in the pores and the cavities, pigknie ilustrujacego wspodtczesne mozliwosci
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chemii koordynacyjnej. Pierwszy dzien Seminarium zakonczylo spotkanie towarzy-
skie, na ktérym wspominano niezwykla osobowo$¢ profesor Bogustawy Jezowskiej-
Trzebiatowskiej i opowiadano anegdoty z Nig zwiazane. Zaproszeni goscie znalezli
tez odrobing czasu na wpisanie kilku stow do ksiggi, ktora pozostanie pamiatka po
tym szczegblnym spotkaniu.

Fot. 4. Spotkanie towarzyskie w klubie i holu Wydziatu Chemii.

Fot. 5. Uczestnicy Seminarium przy ksigdze pamiatkowej



153 KRONIKA

Drugi dzien Seminarium otworzyt prof. dr hab. Henryk Kozlowski prezentacja
sylwetki profesor Bogustawy Jezowskiej-Trzebiatowskiej. Ciepto opowiadat o swo-
jej szefowej, akcentujac malo znane, a budzace podziw fakty z Jej zycia, zwlaszcza
te z czaséw wojny (praca dla Armii Krajowej pod pseudonimem Ren, produkowa-
nie matych bomb dymnych i wybuchowych dla AK, ukrywanie Zyda — dr Emila Tasz-
nera, za co zostala odznaczona medalem ,,Sprawiedliwy wéréd Narodow Swiata™).
Wystapienie prof. Koztowskiego uzupehit pokaz filmu dokumentalnego TVP z 1985
roku, w ktoérym profesor Trzebiatowska opowiada o wroctawskiej szkole chemii,
a takze prezentacja zdje¢ przedstawiajacych Pania Profesor w zyciu prywatnym
i zawodowym przygotowana przez dr Wiadystawa Wrzeszcza. Po tych wzruszaja-
cych chwilach wspomnien, dziekan Wydzialu Chemii wrgczyt medale upamigtnia-
jace 100-lecie narodzin profesor Bogustawy Jezowskiej-Trzebiatowskiej, Jej uczniom
1 wspotpracownikom oraz wychowankom Jej uczniow. Medal z numerem 1, przy-
znany prof. dr hab. J6zefowi J. Zidtkowskiemu, odebrata malzonka — pani Elzbieta
Ziotkowska. Prof. J.J. Ziotkowski, jeden z najwybitniejszych uczniéw Pani Profe-
sor, zainicjowatl obchody setnej rocznicy Jej urodzin, niestety zmart w koncowe;j
fazie ich przygotowan. Nic dziwnego, ze podczas calego spotkania wspomnienia
o Pani Profesor splataty si¢ z reminiscencjami zwigzanymi z Profesorem.

Fot. 6. Prof. Tadeusz Garbulinski wspomina profesor Trzebiatowska

Seminarium zakonczyty wystapienia okoliczno$ciowe uczestnikow spotkania,
w ktorych probowano przywotac obraz niezwyklej kobiety i uczonej, zapamigtane;j
w réznych sytuacjach i okolicznosciach przez poszczegdlnych mowcow. Gtlos za-
brali m.in. prof. dr hab. Jan Stankowski, prof. dr hab. Andrzej Goérski, prof. dr hab.
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Jan Klamut, prof. dr hab. Adam Bielanski, prof. dr hab. Zofia Stasicka, prof. dr hab.
Zygmunt Galasiewicz, prof. dr hab. Tadeusz Garbulinski i prof. dr hab. Adam Je-
zierski. Prof. dr hab. Florian Pruchnik poinformowal o ustanowieniu przez PTChem
medalu im. Bogustawy i Wlodzimierza Trzebiatowskich.

Fot. 7. Prof. Zofia Stasicka wspomina profesor Trzebiatowska

Wszyscy uczestnicy Seminarium otrzymali materialy zjazdowe: numer
2/2008 czasopisma ,,Spotkajmy si¢ we Wroctawiu” poswigcony profesor Trzebia-
towskiej i wroctawskiej chemii oraz ksiazki przygotowane specjalnie na to spotka-
nie przez pomystodawce uroczystosci rocznicowych — prof. Jozefa J. Zidtkowskiego,
zatytulowane: ,,Profesor Bogu-stawa Jezowska-Trzebiatowska 1908-1991” i ,,Che-
mia koordynacyjna w Polsce”. W pierwszej ksiazce zamieszczono doktadne zesta-
wienie dokonan zawodowych Pani Profesor wraz ze spisem wszystkich publikacji i
doktoratow, ktorych byla promotorem. Znalazly si¢ tu takze osobiste, czgsto wzru-
szajace wspomnienia osob, ktore Ja znaty i ktore zachowatly we wdzigcznej pamigci
Jej obraz. Druga ksiazka przedstawia wspotczesny wizerunek chemii koordynacyj-
nej w Polsce, dziedziny, w ktorej tworzeniu prof. B. Jezowska-Trzebiatowska miata
ogromny udziat.

Seminarium towarzyszyta okoliczno$ciowa wystawa ukazujaca fotografie i pa-
miatki po Pani Profesor, wykonana przez Katarzyng Lukjan i Wojciecha Nowaka.

Fotografie do tekstu autorstwa dr Wiadystawa Wrzeszcza.

Leszek Z. Ciunik
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INFORMACJA REDAKCJI ,,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

Redakcja ,,Wiadomosci Chemiczne” w porozumieniu z Rada Redakcyjna
kontynuuje inicjatywe podjeta na konferencji Dziekanow Wydziatdéw Chemicz-
nych, ktora odbyta si¢ w lutym 2009 roku w Poznaniu.

Zgodnie z ta inicjatywa poszczegdlne osrodki chemiczne (przede wszyst-
kim uczelniane) w Polsce moga publikowac w zeszytach ,,Wiadomos$ci Che-
miczne” informacje o swojej dziatalno$ci.

Redakcja bardzo dzigkuje za dotychczasowe wsparcie i jednocze$nie
informuje, ze w 2008 roku pozytywnie na apel Redakcji odpowiedziaty nizej
wymienione osrodki chemiczne:

—_—

Wydziat Chemiczny Politechniki Slaskiej w Gliwicach

Wydziat Inz. i Techn. Chem. Politechniki Krakowskiej w Krakowie

Wydziat Chemii Politechniki Wroctawskiej we Wroctawiu

Wydziat Technologii Chemicznej, Politechnika Poznanska

Instytut Niskich Temp. i Badan Strukturalnych, PAN Wroctaw

Wydzial Chemii, Uniwersytet Gdanski

Wydzial Chemiczny Politechniki £.odzkiej

Wydzial Chemii, Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu

A ol I SN I Bl Bl B

Zaktad Dziatalnos$ci Pomocniczej PAN, Wroclaw

._
e

Rektor Politechniki Rzeszowskiej
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2. UWAGA!!
ZMIANA CENY PRENUMERATY NA ROK 2009*

Redakcja miesigcznika PTCh ,,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze
wysoko$¢ prenumeraty rocznej ,, Wiadomos$ci Chemicznych” za 2009 r. wynosi
150 zl dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych oraz
60 zI dla bibliotek szkot srednich i podstawowych. Nalezno$¢ za prenumeratg
prosimy przekazywac¢ na konto:

Bank PEKAO SA
Oddzial we Wroctawiu
pl. Powstancow SI. 9, 50-950 Wroctaw
Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemiczne”
NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata ,,Wiadomos$ci Chemicznych” dla cztonkéw PTCh, potaczona
z optata sktadek cztonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia si¢ nastepu-
jaco:
—  prenumerata ,,Wiadomos$ci Chemicznych” na rok 2009 wraz ze sktadka
cztonkowska, w ramach ktorej dostarczany jest ,,Orbital”, wynosi 70 zi
(sktadka — 50 zt, prenumerata — 20 zt);
—  emeryci, doktoranci oraz studenci ptaca 35 zt (sktadka — 15 zl, prenu-
merata — 20 zt); a nauczyciele szkot $rednich i podstawowych ptaca
40 71 (sktadka — 20 zl, prenumerata — 20 zt).

Czlonkowie PTCh, ktorzy zechca zaprenumerowac ,,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sa o0 wnoszenie optat na konto:

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

* Prenumeratorzy, ktorzy wplacili kwotg nizsza od obowiazujacej w 2009 roku,
proszeni sg o doptate
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The Fifth International Symposium on
Two-Dimensional Correlation Spectroscopy

5-7 August 2009, Wroctaw, Poland

p=

www.2dcosS.stud.wchuwr.pl

The symposium will cover all aspects of two-dimensional correlation
spectroscopy ranging from theory to applications in various fields.

The scientific program will consist of invited lectures and contributed
papers presented as posters.

A short course given by Profs. Y. Ozaki and I. Noda will be offered in
conjunction with the symposium on 4th of August 2009.

The symposium venue will be the Faculty of Chemistry, University of
Wroctaw (F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroctaw).







Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sa 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
1 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 molekul zamknietych w zeolitach i zol-zelach,
cena 18 zt

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

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

cena 15 zt

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

M. Zablocka-Malicka, Ruchliwos¢ jonow w podwaojnych uktadach stopionych soli,
cena 8 zl.

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

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

Glosariusz nazw klas zwiqzkow organicznych i reaktywnych produktow posrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. Kazmierczak
1J. Gawronski, cena 16 z1.

Od substacji prostych do zycia. Swiat RNA — poczqtki zycia na Ziemi, Zdzistaw
Chilmonczyk, cena 18 zt.

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

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

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czesé 11, cena 17,50 zt.

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



REGULAMIN DLA AUTOROW

»Wiadomosci Chemiczne” publikuja artykuly przegladowe, dotyczace wszystkich dziedzin
chemii i weze$niej niedrukowane w innych czasopismach. Prace raz opublikowane w ,,Wiadomos-
ciach Chemicznych”, bez zgody Redakcji, nie moga by¢ wydane gdzie indzie;j.

Tres¢ artykutlow powinna odpowiadaé¢ aktualnemu stanowi wiedzy i uwzgledniaé¢ najnowsze
osiagnigcia z dziedziny, ktorej artykut dotyczy.

»Wiadomosci Chemiczne” nie przyjmuja do druku oryginalnych prac wiasnych. W wyjatko-
wych przypadkach moga zosta¢ wydane prace przegladowe dotyczace dorobku wtasnego autora
(np. nowo mianowanego profesora lub laureata waznej nagrody) albo prace podsumujace dorobek
Instytutu, Wydziatu itp. Zamiar ztozenia takiego artykutu do druku powinien by¢ jednak wczesniej
uzgodniony z Redakcja.

Ponadto w serii ,,Biblioteka Wiadomos$ci Chemicznych” publikowane sa prace, bedace z zato-
zenia dhuzszymi artykutami przegladowymi lub monografiami po§wigconymi waznym i aktualnym
problemom wspotczesnej chemii. Autorzy, ktorzy chcieliby dla ,,Wiadomosci Chemicznych” taki
artykut napisa¢, powinni wczesniej skontaktowaé si¢ z Redakcja i przesta¢ poczta elektroniczng
(e-mail: wchem@wchuwr.pl) lub zwykta informacje zawierajaca tytut przygotowywanej publika-
cji oraz przyblizong liczbg stron, tabel i rysunkow itp.

W ramach nowej serii wydawniczej ,, WCh” pod nazwa ,,Habilitacje” moga by¢ publikowane
prace habilitacyjne z szeroko pojmowanego obszaru chemii. Zwazywszy, ze zgodnie z ustawa,
dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku bliskotematycznych publikacji, poprzedzonych oméwieniem w jezyku polskim (tzw. autorefe-
ratem), Redakcja przewiduje drukowanie (rowniez w kolorach) obydwu tych wariantow. W zalez-
nosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa lub w przypadku specjalnych wymagan Autordw,
Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z Autorami lub Instytucjami zlecajacymi
druk.

Prace nalezy przesyta¢ do Redakcji poczta elektroniczng (e-mail: wechem@wchuwr.pl) oraz
réwnolegle — poczta zwykla (na adres: Redaktor Naczelny/Sekretarz Redakcji ,,Wiadomosci Che-
micznych”; ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroctaw), dwa egzemplarze jednostronnego wydruku
komputerowego publikacji z dotaczong ptyta CD, zawierajaca tekst, tabele i ilustracje.

Tekst powinien by¢ przygotowany w edytorze Word lub innym kompatybilnym z MS Office.
Artykuty nalezy opracowywac zwigzle i nie zamieszcza¢ nadmiaru szczegotoéw, odsytajac Czytel-
nika do pi$miennictwa oryginalnego, ktore powinno uwzglednia¢ najnowsze prace z dziedziny, kto-
rej dotyczy artykut.

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

Na pierwszej stronie, pod tytutem polskim, nalezy umiescic¢ tytut w jezyku angielskim, nazwis-
ko(a) i adres autora(éw) oraz spis rozdziatdéw. Dalej powinno si¢ znalez¢ obszerne streszczenie
pracy w jezyku angielskim (do 2700 znakéw, z cytowaniem pismiennictwa i odsytaczami do tabel
i rysunkow w tekscie) oraz wykaz stow kluczowych, osobno w jezyku polskim i osobno w angiel-
skim. Redakcja prosi o przysytanie tekstow angielskich adjustowanych.

Na oddzielnej kartce prosimy dotaczy¢ krotka (do 150 wyrazow) notke biograficzna, zawie-
rajaca tytuly naukowe i miejsca pracy oraz inne informacje wg uznania Autora/Autoréw, w tym
aktualne zdjecie. Nadestanie tych informacji bedziemy traktowac jako zgodg na ich publikacje.

Rysunki (moga by¢ kolorowe, ale trzeba si¢ liczy¢ z doptata do druku) w formie wydruku
nalezy przesta¢ w dwoch egzemplarzach. Musza mie¢ odpowiednia forme graficzna, by w razie
potrzeby nadawaly si¢ do reprodukcji. Na odwrocie nalezy wpisa¢ oldwkiem nazwisko autora
i numer rysunku — ten sam, ktory w odpowiednim miejscu zostal wpisany w manuskrypcie. Na
osobnej stronie dotaczy¢ podpisy pod rysunki w jezyku polskim i angielskim. Osobno nalezy dota-



czy¢ ponadto jeden komplet wzoréw i schematow, narysowanych oddzielnie w formie nadajacej si¢
do reprodukcji. W wersji elektronicznej rysunki czarno-biate nalezy zapisa¢ w formacie .doc, .cdr,
Jjpg, -tif, .pdf, natomiast rysunki kolorowe — w formacie .jpg lub .tif. Rozdzielczo$¢ rysunkow
2300 dpi. Kazdy z rysunkéw zapisa¢ w oddzielnym pliku.

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

Pismiennictwo nalezy zestawi¢ w kolejnosci cytowania w tekscie: powinno ono zawieraé
kolejno inicjaty imion i nazwisko, skrét tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wyda-
nia, tom podkreslony i numer pierwszej strony cytowanej pracy, przyktad: J. Kowalski, Wiad.Chem.,
2007, 61, 473. Wykaz skrotow wazniejszych czasopism chemicznych jest podany w ,,Wiadomos-
ciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jesli czg$¢ pismiennictwa zebrana jest w monografiach lub
innych wydawnictwach, nie nalezy podawac szczegétowo wykazu tego pismiennictwa, lecz cyto-
wac¢ odnosne wydawnictwo.

O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Przed podjgciem decyzji wszyst-
kie prace sa przesylane recenzentom. Artykuty niezakwalifikowane do druku Redakcja zwraca,
zachowujac kopi¢ maszynopisu.

Autorzy zobowiazani sa do wykonania jednej korekty tekstu.

Autorzy wydrukowanych prac otrzymuja bezptatnie 20 odbitek.

Redakcja
,»Wiadomosci Chemicznych”
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