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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 PdCl2 and stabilized by polyvinylpyrrolidone, were used for Heck coup-
ling in [Bu4N]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(II) 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]2[PdX4]
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 (Pd3, Pd5) 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

S³owa kluczowe: tworzenie wi¹zañ C–C, reakcja Hecka, reakcja Suzuki-Miyaura, nano-
cz¹stki Pd(0), koloid palladowy, karben N-heterocykliczny
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WSTÊP

Reakcje tworzenia wi¹zañ C–C katalizowane zwi¹zkami metali przejœciowych
nale¿¹ do wa¿nych procesów syntezy organicznej, które czêsto umo¿liwiaj¹ otrzy-
manie skomplikowanych zwi¹zków wielofunkcyjnych w prostszy sposób ni¿ kla-
syczne metody syntezy organicznej [1–6]. Zainteresowanie tymi reakcjami jest zwi¹-
zane g³ównie z szerokimi mo¿liwoœciami zastosowania ich produktów do otrzymy-
wania farmaceutyków czy œrodków ochrony roœlin [3]. W porównaniu z metodyk¹
typowej syntezy organicznej, wprowadzenie katalizatorów pozwala zwykle na uzys-
kanie produktów w krótszym procesie, z³o¿onym z mniejszej liczby etapów, czêsto
bez koniecznoœci wydzielania zwi¹zków poœrednich. Wa¿n¹ cech¹ reakcji katali-
tycznych jest tak¿e du¿a tolerancja na obecnoœæ grup funkcyjnych, które w stosowa-
nych warunkach nie ulegaj¹ reakcjom, co pozwala unikn¹æ k³opotliwych procedur
ich blokowania [7, 8]. Szczególnie atrakcyjne wydaje siê zastosowanie reakcji katali-
tycznych w syntezie z³o¿onych produktów naturalnych, zawieraj¹cych w cz¹steczce
kilka ró¿nych grup funkcyjnych. Produkty tego typu s¹ bardzo cenne i wytwarza siê
je przewa¿nie w niewielkich iloœciach. Zastosowanie odpowiednich katalizatorów
umo¿liwia tak¿e selektywn¹ syntezê okreœlonych izomerów optycznych, co jest tak¿e
wykorzystywane w produkcji farmaceutyków.

Przyk³ady reakcji tworzenia wi¹zañ C–C przedstawiono na Rys. 1.
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Rysunek 1. Reakcje tworzenia wi¹zañ C–C katalizowane przez pallad
Figure 1. Palladium catalyzed C–C bond forming reactions
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Wspóln¹ cech¹ tych reakcji jest ten sam substrat, halogenek arylowy. Wiadomo
tak¿e, ¿e najlepszych katalizatorów omawianych reakcji nale¿y poszukiwaæ wœród
zwi¹zków palladu, poniewa¿ w³aœnie pallad jest najbardziej aktywny w reakcjach
tworzenia wi¹zañ C–C. Jedn¹ z lepiej poznanych i szeroko stosowanych reakcji jest
reakcja Hecka [4, 9, 10]. Produktami tej reakcji s¹ arylowane olefiny, w szczególno-
œci mog¹ to byæ pochodne kwasu cynamonowego, jeœli R’ jest grup¹ estrow¹. Sub-
stratami reakcji Hecka oprócz estrów, bywaj¹ inne funkcjonalizowane olefiny, jak
np. alkohole czy nitryle. U¿ycie pochodnych styrenu jako substratów w reakcji Hecka
z halogenkiem arylowym jest dogodn¹ metod¹ otrzymywania stilbenów.

W reakcji Sonogashira otrzymuje siê arylowe pochodne alkinów, a modelow¹
reakcj¹ jest zwykle synteza difenyloacetylenu w wyniku sprzêgania halogenoben-
zenu z fenyloacetylenem [11]. Reakcje Suzuki, Stille, Kumada i Hiyama prezentuj¹
ró¿ne drogi prowadz¹ce do produktów diarylowych, od najprostszego bifenylu do
jego ró¿nie podstawionych pochodnych. Wœród tych reakcji najwiêkszym zaintere-
sowaniem cieszy siê reakcja Suzuki (Suzuki-Miyaura), ze wzglêdu na ³atw¹ dostêp-
noœæ i stosunkowo niskie ceny kwasów fenyloboronowych [12–15].

Intensywny rozwój chemii zwi¹zków krzemu i ich coraz wiêksza dostêpnoœæ
w ostatnich latach spowoduje prawdopodobnie upowszechnienie reakcji Hiyamy
[16, 17]. Pewn¹ wad¹ tej reakcji jest koniecznoœæ stosowania ko-katalizatorów fluor-
kowych, które, jak wykaza³y badania, u³atwiaj¹ aktywacjê wi¹zania Si–C w substra-
cie silanowym. Ostatnio jednak pojawiaj¹ siê doniesienia wskazuj¹ce na mo¿liwoœæ
efektywnego zastosowania samych katalizatorów palladowych, bez wspomagania
solami fluorkowymi, co znacznie upraszcza uk³ad katalityczny [18].

Reakcje karbonylacji halogenków arylowych przedstawiaj¹ dogodny sposób
otrzymywania kwasów i estrów, zaczynaj¹c od najprostszych benzoesanów [19–21].
Synteza kwasów karboksylowych na drodze karbonylacji mo¿e byæ prowadzona
w wodzie, jest wiêc dodatkowo przyjazn¹ dla œrodowiska [22].

1. KATALIZATORY PALLADOWE

Pallad okaza³ siê metalem najbardziej przydatnym jako katalizator reakcji two-
rzenia wi¹zañ C–C, m.in. ze wzglêdu na ³atwoœæ aktywacji halogenków arylowych
w reakcji utleniaj¹cego przy³¹czenia, która stanowi kluczowy etap wszystkich oma-
wianych reakcji.

Katalizatory, a raczej prekursory katalizatorów palladowych, mo¿na podzieliæ
na trzy g³ówne grupy:

1. Zwi¹zki monomolekularne, rozpuszczalne w œrodowisku reakcji, bêd¹ce pre-
kursorami katalizatorów homogenicznych.
a) PdCl2P2 – kompleksy Pd(II) z ligandami fosforowymi, gdzie P = ligandy

mono- lub bidentne, ligandy typu pincer,
b) PdCl2L2, Pd(OAc)2 – prekursory palladowe bez ligandów fosforowych,

L = cod, PhCN, ligandy azotowe.
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2. Nanocz¹stkowe koloidy Pd(0) stabilizowane rozpuszczalnymi polimerami,
np. PVP (PVP = poliwinylopirolidon).

3. Prekursory heterogenizowane
a) kompleksy Pd(II) lub Pd(0) naniesione na noœniki nieorganiczne, g³ów-

nie tlenki, np. Al2O3,
b) Pd(0) naniesiony na noœniki nieorganiczne lub nierozpuszczalne poli-

mery.
Podstaw¹ przedstawionego podzia³u prekursorów palladowych jest ich rozpusz-

czalnoœæ w œrodowisku reakcji. Mo¿na oczywiœcie dokonaæ tak¿e klasyfikacji
wed³ug innych kryteriów, na przyk³ad ze wzglêdu na obecnoœæ ligandów fosforo-
wych w uk³adach katalitycznych.

Wiêkszoœæ aktywnych uk³adów zawiera ligandy fosforowe, skoordynowane do
palladu lub wprowadzane jako wolne, czêsto w znacznym nadmiarze w stosunku do
metalu. Wiadomo, ¿e poprzez modyfikacje ligandów fosforowych mo¿na w istotny
sposób wp³ywaæ na wydajnoœæ i selektywnoœæ reakcji i dlatego synteza nowych,
odpowiednio funkcjonalizowanych ligandów fosforowych, jest przedmiotem inten-
sywnych prac [23, 24]. Jednak z punktu widzenia wymagañ zwi¹zanych z zielon¹
chemi¹, ostatnio rekomendowane s¹ przede wszystkim uk³ady, które nie zawieraj¹
ligandów fosforowych [25].

Stosuj¹c klasyfikacjê prekursorów palladowych opart¹ na ich rozpuszczalnoœci
warto zwróciæ uwagê na nanocz¹stkowe koloidy Pd(0), które mo¿na uznaæ za postaæ
poœredni¹ pomiêdzy kompleksami monomolekularnymi i zwi¹zkami heterogenizo-
wanymi. Nanocz¹stki Pd(0) aktywne w reakcjach katalitycznych maj¹ zwykle wiel-
koœæ 2–20 nm i strukturê krystaliczn¹ widoczn¹ m.in. w pomiarach TEM. Tworz¹
regularny wieloœcian z³o¿ony z kilkuset atomów metalu, do których mog¹ siê przy-
³¹czaæ ligandy i zwi¹zki organiczne. Interesuj¹cymi przyk³adami takich struktur s¹
opisane przez Moiseeva klastery o sk³adzie Pd561L60(OAc)180 (L = phen, bipy)
i Pd561(phen)60O60(PF6)60 [26].

Co ciekawe, wyniki wspó³czesnych badañ pokazuj¹, ¿e nanocz¹stki Pd(0) mog¹
tworzyæ siê in situ w uk³adach reakcyjnych zarówno w wyniku redukcji palladu
w kompleksach Pd(II), jak i z prekursorów heterogenizowanych w efekcie wymywa-
nia palladu z noœnika i nastêpnie jego redukcji [27, 28]. Redukcja palladu przebiega
zwykle doœæ ³atwo, tak¿e w warunkach reakcji katalitycznych, i mo¿e koñczyæ siê
utworzeniem nieaktywnej czerni palladowej. Na Rys. 2 przedstawione s¹ ró¿ne
mo¿liwoœci stabilizacji Pd(0) przeciwdzia³aj¹ce tworzeniu czerni. Redukcja palladu
w obecnoœci ligandów fosforowych prowadzi do utworzenia kompleksów typu PdP3
lub PdP4, w zale¿noœci od zawady sterycznej liganda fosforowego. Jeœli ligandów
fosforowych nie ma w uk³adzie, to produktem redukcji palladu, mog¹ byæ nano-
cz¹stki palladu, pod warunkiem obecnoœci czynnika stabilizuj¹cego, który mo¿e
efektywnie zapobiegaæ aglomeracji nanocz¹stek. Czynnikami stabilizuj¹cymi
poprzez tworzenie zawady sterycznej wokó³ nanocz¹stek s¹ polimery i surfaktanty,
natomiast sole amoniowe i ciecze jonowe s¹ stabilizatorami elektrostatycznymi.
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Jeœli stabilizuj¹cy polimer jest rozpuszczalny w œrodowisku reakcji katalitycznej
(np. PVP = poliwynylopirolidon jest rozpuszczalny w wodzie i w wiêkszoœci rozpusz-
czalników organicznych), to tworzy siê koloidalny roztwór nanocz¹stek.
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Rysunek 2. Tworzenie i stabilizacja Pd(0)
Figure 2. Formation and stabilization of Pd(0)

2. REAKCJA HECKA W STOPIONEJ SOLI [Bu4N]Br

Pozytywny wp³yw dodatku soli tetraalkiloamoniowych na wydajnoœæ reakcji
Hecka zosta³ opisany po raz pierwszy przez Jeffery’a [29, 30]. Prowadzenie reakcji
w stopionej soli, podobnie jak w cieczy jonowej, ma dodatkow¹ zaletê polegaj¹c¹
na wyeliminowaniu z uk³adu rozpuszczalnika organicznego. Ponadto mo¿liwy jest
efektywny rozdzia³ katalizatora (rozpuszczalnego w stopionej soli) od substratów
i produktów organicznych, co sprzyja otrzymaniu czystych produktów wolnych od
zanieczyszczeñ zwi¹zkami palladu. Oddzielony katalizator mo¿e byæ ponownie zasto-
sowany, co obni¿a koszt ca³ego procesu. W modelowej reakcji Hecka (Rys. 3) zasto-
sowano nadmiar bromobenzenu w stosunku do akrylanu butylu, co pozwoli³o na
otrzymanie dwóch produktów – cynamonianu butylu (1) i fenylocynamonianu butylu
(2) [31]. Katalizatorami reakcji by³y proste zwi¹zki Pd(II) bez ligandów fosforo-
wych, kolid Pd(0) stabilizowany PVP oraz Pd(II) i Pd(0) naniesione na Al2O3. Wszyst-
kie reakcje prowadzono w takich samych warunkach w stopionym [Bu4N]Br i nie-
oczekiwanie uzyskano bardzo podobne wyniki (Rys. 4) [30, 32, 33].
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Rysunek 3. Schemat reakcji Hecka
Figure 3. Heck reaction scheme
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Rysunek 4. Wydajnoœæ reakcji Hecka z ró¿nymi katalizatorami palladowymi
Figure 4. The yield of Heck reaction with different palladium catalysts

G³ównym produktem reakcji, którego wydajnoœæ wynosi³a od 83 do 98%, by³ feny-
locynamonian butylu (2), natomiast cynamonian butylu otrzymano z wydajnoœci¹
4–17%.

Podobna aktywnoœæ katalityczna badanych uk³adów sugerowa³a, ¿e we wszyst-
kich przypadkach aktywna forma katalizatora jest taka sama, to przypuszczalnie
potwierdzi³y badania przeprowadzone in situ w uk³adach katalitycznych. Okaza³o
siê, ¿e w obecnoœci soli tetrabutyloamoniowej i halogenku arylowego koloid palla-
dowy tworzy rozpuszczalne kompleksy anionowe typu [Bu4N]2[PdX3Ar] (X = Cl,
Br, I) (Rys. 5). Tworzenie tych kompleksów powoduje zmniejszenie œrednich roz-
miarów nanocz¹stek palladu, a wielkoœæ tego efektu zale¿y od rodzaju halogenku
arylowego ArX i jest najwiêkszy dla X = I. W modelowej reakcji koloidu Pd/PVP
z ArI w œrodowisku [Bu4N]Br œrednica nanocz¹stek zmniejszy³a siê od 19,8 nm do
7,6 nm (Rys. 6). Równoczeœnie badania metodami XPS i UV-VIS wykaza³y obec-
noœæ anionowych kompleksów Pd(II), [Bu4N]2[PdX3Ar] i [Bu4N]2[PdX4] [33].
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Rysunek 5. Tworzenie monomolekularnych kompleksów Pd(II) z koloidu Pd(0)
Figure 5. Formation of monomolecular Pd(II) complexes from Pd(0) colloid
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Figure 6. Redispersion of Pd(0) colloid in the presence of aryl halide and tetrabutylammonium salt

Podobna reakcja, z udzia³em halogenku arylowego i bromku tetrabutyloamonio-
wego oraz palladu naniesionego na Al2O3, powodowa³a wymywanie palladu z noœ-
nika do roztworu [32]. Przyczyn¹ tego zjawiska by³o, podobnie jak w poprzednim
przypadku, tworzenie najpierw produktu utleniaj¹cego przy³¹czenia na powierzchni
noœnika, a nastêpnie lepiej rozpuszczalnych, kompleksów anionowych. Warto pod-
kreœliæ, ¿e tworzenie anionowych zwi¹zków palladu mo¿e byæ tylko jednym z eta-
pów procesu katalitycznego. Zwi¹zki te mog¹ ulegaæ redukcji do nanocz¹stek
w œrodowisku reakcji katalitycznej lub osadzaæ siê ponownie na noœniku. Proces
readsorpcji zwi¹zków palladu by³ intensywnie badany m.in. przez Kohlera, który
wykaza³, ¿e na koñcu reakcji katalitycznej praktycznie ca³y pallad jest zwi¹zany
ponownie przez noœniki typu tlenków [34, 35].

Podsumowuj¹c mo¿na stwiedziæ, ¿e w œrodowisku soli tetraalkiloamoniowej
wszystkie prekursory palladowe, które nie zawieraj¹ ligandów fosforowych, tworz¹
takie same rozpuszczalne zwi¹zki anionowe. Nie mo¿na jednak wykluczyæ, ¿e
w reakcji katalitycznej bior¹ udzia³, oprócz tych zwi¹zków, tak¿e nanocz¹stki Pd(0)
oraz Pd(0) zwi¹zany z noœnikiem.
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3. Pd(0) I Pd(II) NANIESIONY NA TLENKI NIEORGANICZNE

Tlenki nieorganiczne, np. tlenki glinu, krzemu, cyrkonu, tytanu, a tak¿e tlenki
mieszane, zawieraj¹ce Al + Zr, Al + Mg, Al + Fe, stanowi¹ bardzo dobre noœniki dla
katalizatorów palladowych. S¹ to materia³y porowate o powierzchniach w³aœciwych
ok. 200 m2/g i porach o wielkoœci 2–20 nm. Tlenki nieorganiczne otrzymane metod¹
zol-¿el mo¿na nastêpnie poddaæ obróbce hydrotermalnej lub kalcynacji (Rys. 7),
co powoduje modyfikacjê powierzchni [36]. Tak przygotowane noœniki wi¹¿¹ PdCl2,
który w wyniku redukcji hydrazyn¹ tworzy nanocz¹stki Pd(0) rozmieszczone na
powierzchni lub w porach noœnika (Rys. 8).

AlO(OH)  +  ZrO(NO3).H2O

Al2O3- ZrO2 (A)

1%  Eu2O3

Al2O3- ZrO2- Eu2O3 (D)

Al2O3- ZrO2 (B)

H2O, 200oC

Al2O3- ZrO2 (C)

500oC

         (10% ZrO2)

Rysunek 7. Synteza noœników nieorganicznych
Figure 7. Synthesis of inorganic supports

Rysunek 8. Obraz TEM nanocz¹stek Pd(0) na noœniku Al2O3–ZrO2
Figure 8. TEM picture of Pd(0) nanoparticles on Al2O3–ZrO2 support
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Nanocz¹stki Pd(0) na noœnikach tlenkowych okaza³y siê dobrymi katalizato-
rami reakcji Suzuki-Miyaury (Rys. 9) ju¿ w temperaturze 40oC [36]. Po 4 h reakcji
uzyskiwano od 50 do 90% 2-metylobifenylu. Interesuj¹ce, ¿e œrednica nanocz¹stek
nie ulega³a istotnej zmianie podczas reakcji i pozostawa³a równa ok. 11 nm. Katali-
zator zachowywa³ siê wiêc zupe³nie inaczej ni¿ w warunkach reakcji Hecka w œrodo-
wisku soli tetraalkiloamoniowej. Jeszcze lepsze wyniki w reakcji Suzuki–Miyaury
uzyskano stosuj¹c Pd(II) naniesiony na tlenki Al2O3 + ZrO2, ale bez wczeœniejszej
redukcji hydrazyn¹. Analiza katalizatorów po reakcji pokaza³a, ¿e na noœnikach znaj-
duj¹ siê nanocz¹stki Pd(0) o œredniej wielkoœci ok. 7 nm, które powsta³y in situ. Ten
sposób prowadzenia reakcji umo¿liwia³ otrzymanie produktu z wydajnoœci¹ ponad
95% ju¿ w temperaturze 40oC. Otrzymane wyniki pokazuj¹, ¿e redukcja palladu
w warunkach reakcji katalitycznej prowadzi do mniejszych i bardziej aktywnych
nanocz¹stek ni¿ redukcja hydrazyn¹ lub metanolem.

Br

B(OH)2+
Pd(0)/Al2O3 

CH3

CH3

or Pd(II)/Al2O3

Rysunek 9. Schemat reakcji Suzuki-Miyaury
Figure 9. Scheme of Suzuki-Miyaura reaction

4. WP£YW CIECZY JONOWYCH
NA TWORZENIE NANOCZ¥STEK Pd(0)

Redukcjê palladu w warunkach reakcji Suzuki-Miyaury zaobserwowano nie
tylko dla palladu naniesionego na noœnik, ale tak¿e wtedy, gdy jako prekursorów
katalizatorów u¿yto kompleksy anionowe typu [IL]2[PdX4], gdzie IL = kation imida-
zoliowy [37]. Badania aktywnoœci katalitycznej tych kompleksów pokaza³y, ¿e wydaj-
noœæ produktu zale¿y od rodzaju kationu imidazoliowego. Najwy¿sze wydajnoœci
2-metylobifenylu otrzymano dla kompleksu z kationem IL = dmiop zawieraj¹cym
grupê eterow¹ zwi¹zan¹ z azotem imidazoliowym (Rys. 10). Zaobserwowany wp³yw
kationu imidazoliowego na wydajnoœæ reakcji Suzuki-Miyaury by³ pocz¹tkowo trudny
do zrozumienia, poniewa¿ wydawa³o siê, ¿e kompleksy [IL]2[PdX4], prekursory reak-
cji Suzuki-Miyaury, ulegaj¹ rozk³adowi w taki sam sposób. Pojawienie siê ciemnej
barwy roztworu sugerowa³o tworzenie siê czerni palladowej. Dalsze badania poka-
za³y jednak, ¿e proces jest bardziej skomplikowany.

Trzeciak_folie.p65 2009-12-13, 23:2611



A.M. TRZECIAK, J.J. ZIÓ£KOWSKI12

Rysunek 10. Wydajnoœæ 2-metylobifenylu otrzymanego w reakcji Suzuki-Miyaury
z ró¿nymi prekursorami palladowymi

Figure 10. The yield of 2-methylbiphenyl obtained in Suzuki-Miyaura reaction
with different palladium precursors

Rysunek 11. Wydajnoœæ 2-Me-bifenylu w reakcji Suzuki-Miyaury w zale¿noœci od czasu redukcji prekursora
[dmiop]2[PdCl4] przed wprowadzeniem substratów

Figure 11. The yield of 2-Me-biphenyl obtained in the Suzuki-Miyaura reaction over different reduction time
of [dmiop]2[PdCl4] before introduction of substrates
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Kompleksy palladu [IL]2[PdX4] ulega³y rozk³adowi z utworzeniem Pd(0) ju¿
w obecnoœci samego rozpuszczalnika (ROH) i zasady (KOH). Wp³yw tego procesu
na przebieg reakcji Suzuki-Miyaury jest widoczny na Rys. 11, gdzie przedstawiono
zale¿noœæ wydajnoœci reakcji od czasu przechowywania roztworu [IL]2[PdX4], w tem-
peraturze 40oC, przed dodaniem reagentów (halogenku arylowego i kwasu fenylobo-
ronowego). Wyd³u¿anie tego czasu powodowa³o obni¿enie wydajnoœci. Otrzymano
70% 2-Me-bifenylu w reakcji, w której substraty dodano od razu do roztworu zawie-
raj¹cego [IL]2[PdX4] i KOH w ROH, a tylko 10% kiedy przed wprowadzeniem sub-
stratów roztwór zawieraj¹cy prekursor palladowy by³ pozostawiony na 1 h.

Badania metod¹ XRD wykaza³y obecnoœæ w mieszaninie nanocz¹stek Pd(0),
których rozmiar wzrasta³ od 4 do 7 nm wraz z wyd³u¿aniem czasu przechowywania
roztworu katalizatora bez substratów. Wyniki tego eksperymentu œwiadcz¹ o aglome-
racji nanocz¹stek palladu w czasie i równoczesnym obni¿eniu ich aktywnoœci. Jed-
nak mimo to, uzyskiwano stosunkowo wysokie wydajnoœci reakcji Suzuki-Miyaury
katalizowanej przez kompleksy [IL]2[PdX4], co sugerowa³o dzia³anie czynników
stabilizuj¹cych nanocz¹stki i ograniczaj¹cych ich aglomeracjê. Badania metod¹
ESI-MS pokaza³y, ¿e w obecnoœci ROH/KOH kompleksy [IL]2[PdX4] ulegaj¹ prze-
kszta³ceniu w kompleksy Pd(0) monomeryczne ([bmim]3Pd(OH)2) i wielordzeniowe
([bmim]xPd3(H2O)7).

Szczególnie interesuj¹ce jest tworzenie form wielometalicznych, poniewa¿
mo¿na je uznaæ za prekursory nanocz¹stek palladu. W zidentyfikowanych formach
pallad znajduje siê w otoczeniu kationów imidazoliowych lub karbenów N-hetero-
cyklicznych, utworzonych przez deprotonacjê kationu imidazoliowego. Na przy-
k³ad, jon o ³adunku +1 i sk³adzie [[bmim]5Pd3(H2O)]+ prawdopodobnie zawiera
jeden kation imidazoliowy i cztery ligandy karbenowe: [[bmim][bmim-y]4Pd3(H2O)]+.
Propozycja taka wynika z faktu, ¿e tylko kation imidazoliowy posiada ³adunek, pod-
czas gdy karben jest cz¹steczk¹ obojêtn¹. W obecnoœci kwasu fenyloboronowego
uda³o siê zidentyfikowaæ zwi¹zek fenylowy, [[bmim]3PdPh]+ w którym pallad jest
na +2 stopniu utlenienia. Alternatywnie mo¿e to byæ kation Pd(0) o sk³adzie [[bmim]-
[bmim-y]2PdPh]+. Zwi¹zek fenylowy odgrywa wa¿n¹ rolê w cyklu katalitycznym
reakcji Suzuki-Miyaury, mo¿na go okreœliæ jako jedn¹ z form aktywnych.

Wa¿nym rezultatem przedstawionych badañ jest stwierdzenie, ¿e kationy imida-
zoliowe s¹ ³atwo transformowane do karbenów i odwrotnie: karbeny N-heterocyk-
liczne mog¹ ulegaæ protonacji tworz¹c kationy imidazoliowe. Obie formy oddzia-
³uj¹ z palladem zredukowanym tworz¹c odpowiednie kationy (Rys. 12), a samo
oddzia³ywanie ma stabilizuj¹cy wp³yw na tworzenie siê nanocz¹stek palladu, co
przeciwdzia³a ich aglomeracji.
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Rysunek 12. Ró¿ne sposoby stabilizacji nanocz¹stek Pd(0)
Figure 12. Different examples of stabilization of Pd(0) nanoparticles

PODSUMOWANIE

Nanocz¹stki Pd(0) mo¿na uznaæ za katalizatory o w³aœciwoœciach poœrednich
pomiêdzy rozpuszczalnymi kompleksami palladu, które tworz¹ uk³ady homogeniczne,
a katalizatorami heterogenicznymi. Reakcje katalityczne mog¹ zachodziæ na powierz-
chni nanocz¹stek, prawdopodobnie g³ównie na krawêdziach lub miejscach zdefek-
towanych, co przypomina dzia³anie katalizatorów heterogenicznych. Znane s¹ tak¿e
liczne przyk³ady uk³adów, w których nanocz¹stki stanowi¹ Ÿród³o rozpuszczalnych
kompleksów palladu, prekursorów katalizatorów homogenicznych.

W artykule przedstawiono przyk³ad uk³adu katalitycznego, w którym nanocz¹stki
Pd(0) powstaj¹ z kompleksu Pd(II) u¿ytego jako prekursor. Podobnie, tworzenie
nanocz¹stek Pd(0) zaobserwowano podczas reakcji Suzuki-Miyaura z Pd(II) nanie-
sionym na noœnik tlenkowy. W œwietle tych wyników mo¿na przyj¹æ, ¿e niezale¿nie
od rodzaju u¿ytego prekursora palladowego, nanocz¹stki Pd(0) odgrywaj¹ istotn¹
rolê w reakcjach tworzenia wi¹zañ 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 [58–71].
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

S³owa kluczowe: antyoksydanty (przeciwutleniacze); wolne rodniki; ca³kowita aktywnnoœæ
antyoksydacyjna

Ma³yszko_folie.p65 2009-12-13, 23:2719



J. MA£YSZKO, M. KARBARZ20

WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

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 – ca³kowita aktywnoœæ antyoksydacyjna (ang. total 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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WSTÊP

Wolne rodniki uczestnicz¹ w procesach biochemicznych i fizjologicznych zacho-
dz¹cych w ¿ywych organizmach. G³ówn¹ rolê w powstawaniu wolnych rodników
w komórkach odgrywa tlen, którego ró¿ne reaktywne formy bior¹ udzia³ w proce-
sach metabolicznych. Nale¿y do nich anionorodnik ponadtlenkowy (O2

•–), rodnik
wodoronadtlenkowy (HO2

•), rodnik hydroksylowy (OH•), tlenek azotu (NO•), jak rów-
nie¿ indywidua, które nie s¹ wolnymi rodnikami: nadtlenek wodoru (H2O2), nad-
tlenoazotan(III) (ONOO–) oraz tlen singletowy (1O2). Reakcje wolnych rodników
z kwasami nukleinowymi, bia³kami oraz lipidami komórek organizmu prowadz¹
z kolei do powstania wolnych rodników organicznych. Zagadnienie to zosta³o obszer-
nie opisane w monografii Bartosza [1].

W zdrowym organizmie zachowana jest równowaga miêdzy wytwarzaniem
a usuwaniem wolnych rodników. Naruszenie tej równowagi na korzyœæ wolnych
rodników i innych reaktywnych form tlenu (RFT) wytwarza tzw. stres oksydacyjny,
mog¹cy prowadziæ do szeregu chorób degeneracyjnych i nowotworowych, a tak¿e
przyœpieszaj¹cy procesy starzenia siê organizmu [2].

Organizmy ¿ywe broni¹ siê przed nadmiarem wolnych rodników za pomoc¹
rozmaitych mechanizmów antyoksydacyjnych. Ochrona antyoksydacyjna ¿ywej
komórki wykorzystuje szereg zwi¹zków, które mo¿na ogólnie podzieliæ na nastê-
puj¹ce grupy: (1) enzymy ochronne, (2) inne zwi¹zki wielkocz¹steczkowe oraz
(3) antyoksydanty (przeciwutleniacze) niskocz¹steczkowe. Do pierwszej grupy nale¿¹
przede wszystkim enzymy rozk³adaj¹ce RFT na drodze katalitycznej i przyœpiesza-
j¹ce dysproporcjonowanie wolnych rodników. Do drugiej grupy zalicza siê szereg
protein, m.in. albuminê i ferrytynê, oraz szereg polipeptydów.

Dzia³anie ostatniej grupy omawianych substancji, antyoksydantów (przeciw-
utleniaczy) niskocz¹steczkowych, polega na wchodzeniu w reakcje redoks z czynni-
kami utleniaj¹cymi. Wed³ug Halliwella i Gutteridge’a [3] pod pojêciem antyoksy-
danta nale¿y rozumieæ substancjê, która wystêpuj¹c w ma³ych stê¿eniach, w porów-
naniu z substratem (substancj¹ ulegaj¹c¹ utlenieniu), znacznie opóŸnia lub zapo-
biega utlenieniu tego¿ substratu.

Antyoksydanty niskocz¹steczkowe mo¿na podzieliæ na endogenne i egzogenne.
Pierwsza grupa obejmuje zwi¹zki wytwarzane przez organizm ludzki, w tym tripep-
tyd glutation, koenzym Q10, a wœród hormonów estron i estradiol oraz melatoninê.
Niektóre z antyoksydantów endogennych, jak kwas moczowy, bilirubina i kwas
α-liponowy, s¹ produktami metabolizmu. Antyoksydanty egzogenne s¹ dostarczane
z ¿ywnoœci¹ lub w postaci suplementów (jako nutraceutyki). Wiêkszoœæ z nich stano-
wi¹ zwi¹zki naturalne pochodzenia roœlinnego.

Z analitycznego punktu widzenia bardzo istotny jest podzia³ antyoksydantów
pod wzglêdem ich rozpuszczalnoœci, gdy¿ ona warunkuje wybór rozpuszczalnika
do prowadzenia oznaczeñ. Najliczniejsz¹ grupê stanowi¹ antyoksydanty rozpusz-
czalne w wodzie, m.in. kwas askorbinowy i kwas moczowy. Do tej grupy nale¿y
zaliczyæ flawonoidy, mimo ¿e ich rozpuszczalnoœæ w wodzie jest znacznie ograni-
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czona. Kolejn¹ grupê tworz¹ antyoksydanty o stosunkowo du¿ych rozmiarach cz¹ste-
czek, a w konsekwencji o w³aœciwoœciach hydrofobowych, rozpuszczalne w t³usz-
czach. Wœród nich znajduj¹ siê tokoferole i tokotrienole (sk³adniki witaminy E),
koenzym Q10, retinol (witamina A) oraz kalcyferole (witamina D). Substancje te
odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w ochronie lipidowych membran komórek przed dzia³aniem
reaktywnych form tlenu. Przegl¹d dzia³ania antyoksydantów pochodzenia natural-
nego mo¿na znaleŸæ w artykule Sroki i in. [4].

Oznaczenie zawartoœci poszczególnych antyoksydantów w badanym materiale
i zsumowanie ich aktywnoœci jest czynnoœci¹ bardzo pracoch³onn¹, ma³o skuteczn¹
i nie zawsze mo¿liw¹. Dodatkowe komplikacje mo¿e spowodowaæ wystêpowanie
efektu synergetycznego, w przypadku obecnoœci kilku antyoksydantów. Bardziej
skuteczne wydawa³o siê zatem oznaczenie ca³kowitej aktywnoœci antyoksydacyjnej
(ang. total antioxidant activity, TAA) danego materia³u. Metody oznaczania TAA
mo¿na ogólnie podzieliæ 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 przegl¹du s¹ metody oznaczania TAA obiektu na podstawie
jego w³aœciwoœci redukuj¹cych. Oznaczanie opiera siê na reakcji redoks z chromo-
genem wykazuj¹cym ³agodne zdolnoœci utleniaj¹ce, zachodz¹cej wed³ug schematu:

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

Je¿eli chromogen redukuje siê do substancji bezbarwnej, to przebieg reakcji
mo¿na œledziæ spektrofotometrycznie obserwuj¹c zanik absorpcji przez badan¹ próbkê.
Im wiêcej antyoksydantów zawiera próbka, tym ³atwiej nastêpuje zanik barwy.

Opisany przebieg reakcji mo¿na równie¿ monitorowaæ spektrofluorymetrycz-
nie, je¿eli substancja indykatorowa lub produkt jej redukcji ma w³aœciwoœci fluory-
zuj¹ce. Do tej grupy, której nie bêdziemy bli¿ej omawiaæ, nale¿y m.in. metoda ORAC
(ang. oxygen radical absorbance capacity) [5]. Uwa¿a siê, ¿e jest ona oparta na
reakcji przeniesienia atomu wodoru.

1. METODA TEAC

Najczêœciej 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 dominuj¹c¹ form¹ tego zwi¹zku jest anion ABTS2–. W silnie zakwa-
szonych roztworach nastêpuje iloœciowe przy³¹czenie protonu z utworzeniem
HABTS–. Sta³a równowagi reakcji dysocjacji
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HABTS– ↔ ABTS2– + H+

zosta³a wyznaczona przez Scott i in. [6] jako pKa = 2,08 ± 0,02.
W³aœciwoœciom elektrochemicznym ABTS w roztworach wodnych by³y poœwiê-

cone doœæ liczne publikacje, stanowi¹c klucz do w³aœciwoœci redoks form tego zwi¹zku
na ró¿nych stopniach utlenienia. Podstawowe badania przeprowadzili autorzy cyto-
wanej ju¿ pracy [6]. Pos³uguj¹c siê woltamperometri¹ cykliczn¹ na elektrodach
ze szklistego wêgla wykazali, ¿e anodowe utlenianie formy protonowanej HABTS–,
w 1,5 mol L–1 roztworze HClO4, przebiega przez dwa dobrze rozdzielone, odwra-
calne stadia jednoelektronowe:

HABTS– ↔ ABTS•– + H+ + e–

ABTS•– ↔ ABTS0 + e–

Na tej podstawie zosta³y wyznaczone potencja³y formalne par redoks HABTS/
ABTS•– oraz ABTS•–/ABTS0, które wynosz¹ odpowiednio 0,81 i 1,09 V wzglêdem
SHE.

Anodowe utlenianie ABTS w buforze octanowym, pH 4–5, daje przebieg pierw-
szego piku anodowego i katodowego podobny jak w œrodowisku silnie kwaœnym,
je¿eli zmiana kierunku skanowania nastêpuje przed osi¹gniêciem drugiego piku
anodowego. Zmienia siê tylko po³o¿enie pierwszej pary pików, zwi¹zanej w tym
przypadku z reakcj¹ elektrodow¹

ABTS2– ↔ ABTS•– + e–.

Jest to zgodne ze znan¹ w elektrochemii regu³¹, ¿e anodowe utlenianie form
nieprotonowanych zachodzi przy potencja³ach ni¿szych ni¿ sprzê¿onych z nimi form
protonowanych. Wyznaczony na tej podstawie potencja³ formalny uk³adu ABTS2–/
ABTS•– wynosi 0,68 V wzglêdem SHE. Schemat procesu utleniania ABTS2- przed-
stawia Rys. 1.

Je¿eli w roztworach s³abo kwaœnych skanuje siê potencja³ równie¿ w zakresie
reakcji (3), to przebieg krzywych woltamperometrycznych jest podobny jak w œrodo-
wisku silnie kwaœnym, lecz tylko przy ma³ych stê¿eniach ABTS i bardzo du¿ych
szybkoœciach skanowania, v [6–11]. Wzrost stê¿enia, jak równie¿ zmniejszenie
v powoduj¹ czêœciowy zanik piku katodowego zwi¹zanego z reakcj¹ elektrodow¹
(3), przy jednoczesnym wzroœcie wysokoœci piku katodowego odpowiadaj¹cego reak-
cji odwrotnej w stosunku do (4). Prawdopodobn¹ przyczyn¹ jest homogeniczna
reakcja reproporcjonowania

ABTS0 + ABTS2– ↔ 2 ABTS•–

która prowadzi do regeneracji rodnika ABTS•–. Sytuacjê przejœciow¹ obrazuje cyk-
liczna krzywa woltamperometryczna ABTS w metanolu, przedstawiona na Rys. 2

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)
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[12]. W przebiegu powrotnym (po zmianie kierunku polaryzacji) obserwuje siê
zmniejszony pik redukcji ABTS0 (pik IIc) oraz powiêkszony pik redukcji rodnika
ABTS•– (pik Ic). Jednoczeœnie kszta³t II piku anodowego (pik IIa) wskazuje na s³ab¹
adsorpcjê produktu reakcji elektrodowej.
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Rysunek 1. Mechanizm utleniania anionu ABTS2–

Figure 1. Oxidation mechanism of the ABTS2– anion
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Rysunek 2. Cykliczne krzywe woltamperometryczne 1 mm ABTS w metanolu na dyskowej elektrodzie
z wêgla szklistego (œrednica 1,0 mm). Elektrolit podstawowy 0,1 M NaClO4 i 0,1 M CH3COOH.

Szybkoœæ skanowania potencja³u 2 V s–1. Strza³ki wskazuj¹ kierunek zmian potencja³u
Figure 2. Cyclic voltammograms of 1 mM ABTS in methanol on a glassy carbon electrode (diameter 1 mm).

Background electrolyte 0,1 M NaClO4 and 0,1 M CH3COOH. Potential scan rate 2 V s–1.
Arrows indicate directions of potential scanning

Widma elektronowe ró¿nych form ABTS zbadali i opisali Scott i in. [6]. Anion
ABTS2– jest bezbarwny, gdy¿ absorbuje œwiat³o tylko w zakresie nadfioletowym,
z maksimum przy d³ugoœci fali 340 nm (εmax = 3,66·104 l mol–1 cm–1). Wraz z zakwa-
szeniem roztworu pasmo to przesuwa siê w stronê fal krótszych tak, ¿e 1 M roztwo-
rze HClO4 jego maksimum po³o¿one jest przy 310 nm (εmax = 2,09·104 l mol–1 cm–1).
Przesuniêcie to jest zwi¹zane ze zmian¹ równowagi kwasowo-zasadowej w uk³a-
dzie HABTS–/ABTS2–. Rodnik ABTS•–, który powstaje w wyniku utraty jednego
elektronu przez HABTS– lub ABTS2–, wykazuje w roztworach wodnych cztery mak-
sima absorpcji: przy 417, 645, 728 i 810 nm. Do celów analitycznych wykorzystuje
siê na ogó³ pasmo przy λmax = 728 nm (εmax = 1,50·104 l mol–1 cm–1). Nie jest ono
wprawdzie najbardziej intensywne, lecz jego po³o¿enie w zakresie doœæ d³ugich fal
zmniejsza interferencjê z barwnymi sk³adnikami matrycy.

W pierwotnej procedurze zaproponowanej przez Millera i in. [13] rodnik ABTS•–

by³ generowany na drodze reakcji (4) przez utlenianie nadtlenkiem wodoru, w obec-
noœci metmioglobiny spe³niaj¹cej rolê katalizatora. Produktem przejœciowym pro-
cesu jest ferrylmioglobina, a omawiany rodnik jest koñcowym produktem sekwen-
cji reakcji. Do wytwarzania rodnika ABTS•– mog¹ byæ wykorzystane równie¿ inne
reakcje enzymatyczne, np. z udzia³em peroksydazy chrzanowej [14, 15] lub lakkazy
[16]. U¿ywa siê tak¿e utleniaczy silniejszych ni¿ H2O2 lub rozpuszczony tlen. Jed-
nym z nich jest sta³y MnO2 [17], którego nadmiar oddziela siê przez ods¹czenie.
Van den Berg i in. [18] jako prekursor utleniacza wprowadzili ABAP (2,2’-azobis-
amidynopropan), który w obecnoœci tlenu ulega w podwy¿szonej temperaturze roz-
padowi z wytworzeniem wolnych rodników alkilowych wed³ug schematu
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R-N=N-R → N2 + 2 R•

Rodniki powsta³e podczas tej reakcji z kolei generuj¹ rodnik ABTS•–. W prak-
tyce najczêœciej u¿ywanym utleniaczem jest K2S2O8, zaproponowany przez zespó³
Rice-Evans [19]. W tym przypadku utleniacz powinien byæ wprowadzony w nie-
wielkim niedomiarze w stosunku do ABTS, gdy¿ nadmiar spowoduje dalsze utle-
nianie rodnika ABTS•– do bezbarwnego ABTS0. Wytwarzanie rodnika ABTS•–

z wykorzystaniem reakcji enzymatycznych ma tê zaletê, ¿e zachodzi szybko. W prze-
ciwieñstwie do tego, bezpoœrednie generowanie „chemiczne”, chocia¿ z pozoru prost-
sze, wymaga d³u¿szego czasu do zupe³nego przereagowania (w przypadku K2S2O8
powy¿ej 6 godz.) lub podwy¿szonej temperatury (60°C przy zastosowaniu ABAP
jako utleniacza).

Je¿eli w próbce znajduj¹ siê antyoksydanty, to reaguj¹ one w pierwszej kolej-
noœci z obecnymi w uk³adzie wolnymi rodnikami, a dopiero po ich wyczerpaniu
pojawia siê nadmiar zielononiebieskiego rodnika ABTS•–. Ten sposób postêpowa-
nia, okreœlany jako addycyjny, jest przedstawiony schematycznie na Rys. 3. Zak³ada
siê przy tym, ¿e czas inkubacji (indukcji), ti, jest proporcjonalny do zawartoœci antyok-
sydantów w badanej próbce. Ogóln¹ s³usznoœæ tego za³o¿enia potwierdzili Yu i Ong
[20] na przyk³adzie szeregu antyoksydantów, m.in. kwasu askorbinowego, kwerce-
tyny, i kemferolu, które reagowa³y szybko z rodnikiem wskaŸnikowym. Niektóre
antyoksydanty reaguj¹ce zbyt wolno, np. genisteina, nie spe³nia³y tego za³o¿enia.
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Rysunek 3. Schematyczny wykres kinetyki utleniania ABTS2– (a) w nieobecnoœci
oraz (b) w obecnoœci antyoksydantów. ti oznacza czas indukcji

Figure 3. Schematic representation of the kinetics of ABTS2– oxidation (a) in the absence
and (b) the presence of antioxidants. ti is the incubation time

Opisana poprzednio kolejnoœæ wprowadzania odczynników by³a krytykowana,
gdy¿ antyoksydanty mog¹ od razu reagowaæ ze stosunkowo silnym utleniaczem,
bez poœrednictwa rodnika, a wskutek tego wyniki bêd¹ obarczone dodatnim b³êdem
systematycznym. W zwi¹zku z tym, pierwotne postêpowanie zosta³o w nastêpnych
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latach zmodyfikowane przez wprowadzanie antyoksydanta do roztworu zawieraj¹-
cego wytworzony wczeœniej rodnik ABTS•– (procedura postaddycyjna) [21]. Roz-
twory zawieraj¹ce rodnik ABTS•– mo¿na przechowywaæ przez wiele dni w stanie
zamro¿onym (–20°C). Przed pomiarem rozcieñcza siê wyjœciowy roztwór rodnika
roztworem buforu fosforanowego albo metanolem lub etanolem (w przypadku anty-
oksydantów lipofilowych). Rozcieñczenie ma na celu stworzenie optymalnych warun-
ków do pomiaru spektrofotometrycznego, tj. uzyskania pocz¹tkowej absorbancji
ok. 0,70. Po up³ywie okreœlonego czasu oznacza siê spektrofotometrycznie iloœæ
rodnika, który nie przereagowa³ z badanym antyoksydantem, zwykle w temp. 30°C.

Opisan¹ metodê powszechnie okreœla siê akronimem TEAC (ang. trolox equi-
valent antioxidant capacity) z powodu zastosowania w niej troloksu jako substancji
wzorcowej. Poniewa¿ rodnik ABTS•– mo¿e byæ generowany zarówno w œrodowisku
wodnym, jak te¿ w rozpuszczalnikach organicznych i mieszanych, metoda TEAC
nadaje siê do oznaczania udzia³u sk³adników zarówno hydrofilowych, jak i lipofilo-
wych w TAA [22]. Jak wynika z opisanych wczeœniej w³aœciwoœci elektrochemicz-
nych ABTS w roztworach wodnych, zdolnoœci utleniaj¹ce rodnika ABTS•– s¹ uwarun-
kowane przez pH. Oznaczenia metod¹ TEAC w œrodowisku wodnym prowadzi siê
na ogó³ 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 nietrwa³y i ulega powolnemu rozk³adowi, wskutek czego absorbancja roztworu
doœæ szybko samorzutnie maleje (ok. 30% na godz.). Zatem, w przypadku antyoksy-
dantów reaguj¹cych powoli z ABTS•–, zachodzi koniecznoœæ korekty wyników TAA,
gdy¿ w przeciwnym przypadku bêd¹ one obarczone dodatnim b³êdem systematycz-
nym. Ponadto nie mo¿na zapominaæ o tym, ¿e musi up³yn¹æ dostatecznie d³ugi czas
do ustalenia równowagi rodnika ABTS•– z antyoksydantem. Doœwiadczenia kine-
tyczne, które przeprowadzili Labrinea i Georgiou [23] metod¹ przep³ywu zatrzyma-
nego, wykaza³y, ¿e szereg antyoksydantów o charakterze fenoli reaguje w roztwo-
rach wodnych powoli z tym rodnikiem, zw³aszcza w kwaœnych roztworach (pH 4,6).
W niektórych przypadkach, np. BHT, kwasu galusowego i kwasu p-kumarowego,
równowaga nie zostaje w pe³ni osi¹gniêta w czasie 10 min nawet przy pH 7,4.

W ostatnich latach zaproponowano automatyzacjê metody TEAC przez zasto-
sowania techniki wstrzykowo-przep³ywowej, która pozwala na wielokrotne powta-
rzanie pomiarów analitycznych w krótkim czasie. Ubytek wskaŸnikowego rodnika,
generowanego na drodze chemicznej, monitorowano zarówno spektrofotometrycz-
nie [24–26], jak i amperometrycznie [27, 28]. W jednej z opublikowanych prac zasto-
sowano elektrochemiczne generowanie ABTS•– [29].

Analogiczn¹ do poprzednio opisanej jest metoda z wykorzystaniem rodnika
wytwarzanego z dimetylo-p-fenylenodiaminy, DMPD, (w postaci dichlorowodorku)
[30]. W kwaœnych roztworach wodnych zwi¹zek ten, pod wp³ywem utleniaczy, two-
rzy kationorodnik DMPD•+ zabarwiony purpurowo (λmax = 505 nm). Oznaczanie
TAA opiera siê tu na pomiarze zmiany absorbancji rodnika pod wp³ywem dodanego
antyoksydanta.
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2. METODA DPPH

W porównaniu z metod¹ TEAC, nieco mniej rozpowszechniona jest metoda
zaproponowana przez Berseta i in. [31, 32], opieraj¹ca siê na zmiataniu trwa³ego,
silnie zabarwionego na purpurowo rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu, DPPH•,
którego niesparowany elektron jest zlokalizowany przy atomie azotu (patrz wzór na
Rys. 4). W metanolu DPPH• wykazuje pasmo absorpcji w zakresie widzialnym
z maksimum przy 515 nm (εmax = 12,5 mmol–1 cm–1). Niew¹tpliw¹ zalet¹ metody
jest u¿ycie gotowego rodnika (³atwo dostêpnego w handlu), bez potrzeby generowa-
nia go z prekursora, jak w przypadku ABTS. Inn¹ jego zalet¹ jest znaczna stabilnoœæ
jego roztworów. Niestety DPPH rozpuszcza siê wy³¹cznie w rozpuszczalnikach orga-
nicznych oraz ich mieszaninach z wod¹, co znacznie ogranicza jego zastosowanie
do oznaczania TAA.

N N

NO

NO

NO

.

2

2

2

Rysunek 4. Wzór strukturalny rodnika DPPH•

Figure 4. Molecular structure of DPPH radical

Trwa³y rodnik DPPH• od dawna przyci¹ga³ uwagê elektrochemików. Wyniki
podstawowych badañ elektrochemicznych na elektrodzie platynowej w acetonitrylu,
metanolu, etanolu, acetonie i DMSO opublikowali Solon i Bard [33] ju¿ w 1964 r.
stwierdzaj¹c, ¿e rodniki te ulegaj¹ zarówno redukcji, jak i utlenieniu:

DPPH• + e– ↔ DPPH–

DPPH• ↔ DPPH+ + e–

Obydwie reakcje elektrodowe maj¹ charakter odwracalny lub quasi-odwracalny.
Elektrochemiczn¹ i spektraln¹ charakterystykê DPPH• w 11 rozpuszczalnikach orga-
nicznych podali równie¿ Kalinowski i Klimkiewicz [34]. Warto dodaæ, ¿e zbadano
tak¿e w³aœciwoœci elektrochemiczne rodnika DPPH• unieruchomionego na elektro-
dzie grafitowej, znajduj¹cej siê w kontakcie z roztworem wodnym [35].

Berset i in. [32] zaproponowali, aby TAA wyra¿aæ jako iloœæ antyoksydanta
potrzebn¹ do zmniejszenia pocz¹tkowego stê¿enia DPPH• o po³owê, w jednostkach
EC50 (ang. efficient concentration 50%). Czas niezbêdny do osi¹gniêcia tego poziomu
oznacza siê symbolem tEC50. Nale¿y podkreœliæ, ¿e z powodów sterycznych szereg
antyoksydantów reaguje bardzo powoli z rodnikiem DPPH•. Sanchez–Moreno i in.

(7)

(8)
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[36] wprowadzili kolejny parametr, AE (ang. antiradical efficiency), do wyra¿enia
TAA. Jest on definiowany jako

AE = 1/( EC50 tEC50)

Spektrofotometryczna metoda oznaczania TAA na podstawie zaniku absorpcji
rodnika DPPH• zosta³a sprawdzona doœwiadczalnie na licznych przyk³adach przez
Molyneux [37]. Niedawne badania przeprowadzone przez Oscelika i in. [38] wyka-
za³y, ¿e roztwory DPPH s¹ bardzo wra¿liwe na œwiat³o. Tak np. zanik absorbancji
w roztworach metanolowych i acetonowych, przechowywanych przy œwietle w 25°C,
mierzony przy λ = 517 nm, wynosi³ po 120 min odpowiednio 20 i 35%, podczas gdy
w ciemnoœci nie obserwowano zauwa¿alnych zmian nawet po 150 min. Wskazuje
to na koniecznoœæ przestrzegania odpowiednich warunków doœwiadczalnych pod-
czas dokonywania oznaczeñ analitycznych. Ostatnio podjêto równie¿ próby wyko-
rzystania tej reakcji do automatyzacji oznaczania TAA zarówno technik¹ spektrofo-
tometryczn¹ [39], jak równie¿ amperometryczn¹ [40, 41].

3. METODY FRAP I CUPRAC

Kolejn¹ metodê oznaczania TAA, znan¹ pod akronimem FRAP (ang. ferric
reducing antioxidant power), zaproponowali Benzie i Strain [42]. Metoda opiera
siê na redukcji kompleksu Fe(III) z 2,4,6-tris(2-pirydylo)-s-triazyn¹, Trtz, stanowi¹-
cego analog powszechnie znanej ferroiny. Produktem reakcji

[Fe(Trtz)2]
3+ + e- ↔ [Fe(Trtz)2]

2+

jest kompleks Fe(II), intensywnie zabarwiony na niebiesko, λmax = 593 nm. Trwa-
³oœæ kompleksu zale¿y od pH. Optymalne warunki do oznaczania TAA na podsta-
wie wzrostu absorbancji w wyniku powstawania kompleksu Fe(II) wystêpuj¹ przy
pH 3,6 (bufor octanowy). Uk³ad redoks [Fe(Trtz)2]

3+/[Fe(Trtz)2]
2+ wykazuje w opisa-

nych warunkach potencja³ formalny ok. 0,70 V wzglêdem SHE, a wiêc zbli¿ony do
ABTS2–/ABTS•– (0,68 V). Mimo ¿e metoda FRAP nie mo¿e byæ stosowana w warun-
kach „fizjologicznych” (pH ≈ 7), to niew¹tpliw¹ jej zalet¹ jest prostota i niski koszt
u¿ywanych odczynników. Zastosowanie metody FRAP, pierwotnie przeznaczonej
do oznaczania TAA w osoczu krwi [43], zosta³o póŸniej rozszerzone na badanie
sk³adników ¿ywnoœci [44–46].

Ostatnio zaproponowano pewne warianty metody FRAP, oparte na zastosowa-
niu jonu [Fe(CN)6]

3– lub powszechnie znanego kompleksu Fe(III) z 1,10-fenantro-
lin¹, czyli ferroin¹, [Fe(Phen)3]

3+ [47]. Ostatni¹ metodê zastosowali Szyd³owska-
-Czerniak i in. [48] do oznaczania TAA olejów jadalnych (w ekstraktach acetono-
wych lub metanolowych).

(9)

(10)
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Kolejna modyfikacja, opatrzona przez autorów akronimem CUPRAC (ang.
cupric reducing antioxidant capacity) [49], wykorzystuje redukcjê Cu(II) do Cu(I).
Jon Cu(I) wystepuje tu w postaci kompleksu z neokuproin¹, 2,9-dimetylo-1,10-fenan-
trolin¹ (Nc). Kompleks [Cu(Nc)2]

+ jest intensywnie zabarwiony na ¿ó³to, λmax = 450 nm.
Potencja³ formalny uk³adu [Cu(Nc)2]

2+/[Cu(Nc)2]
+ wynosi oko³o 0,6 V [50], a wiêc

jest ni¿szy od potencja³u uk³adu [Fe(Trtz)2]
3+/[Fe(Trtz)2]

2+. W konsekwencji utlenianie
przez Cu(II) jest bardziej wybiórcze ni¿ przez Fe(III) w metodzie FRAP. Ponadto,
w odró¿nieniu od FRAP, metodê CUPRAC stosuje siê w roztworach o pH ok. 7,
a wiêc w warunkach zbli¿onych do metody TEAC. Oznaczanie mo¿na równie¿ prowa-
dziæ w rozpuszczalnikach niewodnych lub mieszanych, przez co staje siê u¿yteczne
przy badaniu antyoksydantów hydrofobowych (lipofilowych). Dotychczas spraw-
dzono mo¿liwoœæ zastosowania metody do oznaczania α-tokoferolu [51], kwasu
askorbinowego [52, 53] oraz ró¿nych zwi¹zków fenolowych [50, 54, 55].

4. METODA FOLIN-CIOCALTEU (FC)

Metoda Folin-Ciocalteu (FC) jest u¿ywana od dawna do oznaczania ogólnej
zawartoœci grup fenolowych na podstawie ich utleniania za pomoc¹ soli heteropoli-
kwasów fosforowolframomolibdenowych. Obecnie metoda jest stosowana na ogó³
w zmodyfikowanej postaci, opracowanej przez Singletona i in. [56]. Potrzebny do
tego odczynnik przygotowuje siê przez d³ugotrwa³e gotowanie wodnego roztworu
Na2WO4·2H2O z Na2MoO4·2H2O oraz stê¿onych kwasów solnego i fosforowego
w odpowiednich proporcjach. Nastêpnie do mieszaniny dodaje siê Li2SO4·4H2O,
otrzymuj¹c w ten sposób odczynnik FC o intensywnie ¿ó³tym zabarwieniu. Dok³adny
wzór chemiczny odczynnika nie jest znany, lecz uwa¿a siê, ¿e jego dzia³anie opiera
siê na redukcji molibdenu(VI)

Mo(VI) + e- ↔ Mo(V)

prowadz¹cej do powstania zielonego i niebieskiego zabarwienia. Reakcja ta jest
chemicznie odwracalna.

Oznaczanie fenoli (i innych reduktorów) przeprowadza siê w œrodowisku alka-
licznym, doprowadzaj¹c pH do ok. 10 przez dodatek Na2CO3. W tych warunkach
fenole wystêpuj¹ w postaci fenolanów, które wykazuj¹ ni¿szy potencja³ utleniania
ni¿ ich molekularne odpowiedniki, a zatem reaguj¹ z utleniaczami ³atwiej i zwykle
szybciej. Oznaczenia dokonuje siê na podstawie pomiaru wzrostu absorbancji przy
λmax = 765 nm. Jako substancja wzorcowa, zalecany jest kwas galusowy. Nale¿y
zaznaczyæ, ¿e odczynnik FC nie jest specyficzny w stosunku do fenoli i utlenia ca³y
szereg innych reduktorów, jak np. kwas askorbinowy. Mimo ¿e odczynnik stoso-
wany w metodzie FC nie ma œciœle okreœlonego sk³adu, sta³a siê ona jednym ze
standardów oznaczania aktywnoœci antyoksydacyjnej, gdy¿ jest prosta, wygodna
i dostarcza odtwarzalnych wyników.

(11)
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W literaturze pojawiaj¹ siê propozycje zastosowania do oznaczania TAA tak¿e
innych silnych utleniaczy. Ostatnio Ozyurt i in. [57] zaproponowali u¿ycie do tego celu
soli Ce(IV) w wodnym roztworze H2SO4. Metoda jest w swej istocie bardzo prosta,
gdy¿ opiera siê na pomiarze zmniejszeniu absorbancji ceru(IV) przy λmax = 320 nm
w wyniku reakcji z antyoksydantami. Z powodu wysokiego potencja³u redoks uk³adu
Ce(IV)/Ce(III) metoda wymaga œcis³ego przestrzegania warunków pH, aby nie dopuœ-
ciæ do utlenienia innych substancji organicznych zawartych w badanej próbce. Auto-
rzy cytowanej pracy wypróbowali skutecznoœæ metody na kilku pojedynczych sub-
stancjach z grupy flawonoidów oraz na wodnych ekstraktach z pokrzywy. Wyniki
zosta³y porównane z uzyskanymi równolegle przy u¿yciu metod TEAC oraz CUPRAC.

5. METODY ELEKTROCHEMICZNE

Za pokrewne w stosunku do „chemicznych” metod oznaczania TAA za pomoc¹
reakcji redoks nale¿y uznaæ metody elektroanalityczne, a zw³aszcza woltampero-
metriê. Analiza danych dostarcza tu dwóch parametrów: (a) potencja³u pó³fali (lub
piku) anodowego utleniania oraz (b) natê¿enia pr¹du granicznego lub pr¹du piku,
które odzwierciedlaj¹ stê¿enie antyoksydanta. Wykorzystanie obydwu tych paramet-
rów do oceny antyoksydantów zaproponowali po raz pierwszy Chevion i in. [58, 59].

Potencja³ piku (lub pó³fali) jest bezpoœrednio zwi¹zany z potencja³em formal-
nym uk³adu redoks, E°’, do którego nale¿y antyoksydant, i pozwala oceniæ, czy
zajdzie reakcja z danym odczynnikiem utleniaj¹cym. Potencja³ formalny mo¿na zatem
uznaæ za miarê mocy antyoksydacyjnej (ang. antioxidant power). Pos³uguj¹c siê
tym kryterium, Blasco i in. [60] wyró¿nili antyoksydanty o du¿ej (E°’ = 0,3 V)
i œredniej mocy (E°’ = 0,5 V). Yang i in. [61] zaproponowali ocenê mocy antyoksyda-
cyjnej flawonoidów na podstawie wartoœci potencja³u pó³fali (E1/2) pierwszej fali
anodowego utlenienia. Niezale¿nie od nich, Kilmartin i in. wykorzystali potencja³y
pierwszego piku anodowego w woltamperometrii cyklicznej do charakterystyki poli-
fenoli wystêpuj¹cych w winach [62] oraz w naparach herbaty i kawy [63].

Do oznaczania aktywnoœci antyoksydacyjnej (w sensie stê¿enia lub zawartoœci
antyoksydantów w próbce) wykorzystuje siê pomiar natê¿enia pr¹du granicznego
lub pr¹du piku. Rzadziej stosuje siê odczyt ³adunku na podstawie powierzchni pod
fal¹ lub pikiem anodowym. Nale¿y na wstêpie zaznaczyæ, ¿e zastosowanie woltampe-
rometrii w tej dziedzinie nie ma jednolitego charakteru. Metoda umo¿liwia oznaczenie
indywidualnych antyoksydantów, je¿eli ich potencja³y pó³fali ró¿ni¹ siê w istotny
sposób. Szczególnym przypadkiem jest zastosowanie woltamperometrii w urz¹dze-
niach detekcyjnych przy zautomatyzowanej analizie metod¹ ABTS lub DPPH,
o czym by³a mowa we wczeœniejszych rozdzia³ach.

Oryginaln¹ metodê poœredni¹ oznaczania TAA za pomoc¹ ró¿nicowej woltam-
perometrii pulsowej, opart¹ na zaniku pr¹du redukcji tlenu na cienkowarstwowej
elektrodzie rtêciowej, opracowa³a Korotkova i in. [64–66]. Pod wzglêdem teore-
tycznym metoda zosta³a opracowana przez Tur’yana i in. [67]. Elektrochemiczna
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redukcja tlenu na rtêci jest wprawdzie procesem jednostopniowym z przy³¹czeniem
4 elektronów, lecz zachodzi wieloetapowo. W pierwszym etapie powstaje aniono-
rodnik ponadtlenkowy

O2 + e– ↔ O2
•–

który w roztworze wodnym czêœciowo (zale¿nie od pH) przechodzi w rodnik wodo-
ronadtlenkowy

O2
•– + H+ ↔ HO2

•

Anionorodnik O2
•– jest bardzo reaktywny i mo¿e utleniæ wiele substancji orga-

nicznych (antyoksydantów). Tym samym zmniejsza siê jego udzia³ w dalszych eta-
pach redukcji tlenu, co obni¿a mierzony katodowy pr¹d piku i przesuwa pik w stronê
dodatnich potencja³ów. Oznaczenie TAA wymaga zatem trzykrotnego pomiaru pr¹du
piku w elektrolicie podstawowym: (1) w obecnoœci tlenu bez antyoksydanta, (b) po
dodaniu antyoksydanta, (c) po usuniêciu tlenu za pomoc¹ gazu obojêtnego.

Oprócz woltamperometrii, proponowano zastosowanie innych metod elektro-
analitycznych. Niedawno Budnikov i in. [68, 69] opracowali metodê oznaczania
TAA krwi oraz osocza krwi przez miareczkowanie kulometryczne bromem genero-
wanym anodowo. Do monitorowania przebiegu miareczkowania zosta³a u¿yta tech-
nika biamperometryczna. Niestety, autorzy nie przeprowadzili ¿adnych badañ porów-
nawczych z wykorzystaniem innych metod oznaczania TAA, zw³aszcza ¿e brom
nale¿y do silnych utleniaczy.

Nale¿y równie¿ zanotowaæ próbê zastosowania potencjometrii do oznaczania
TAA, podjêt¹ przez Braininê i in. [70, 71]. Autorzy wykorzystali przesuniêcie poten-
cja³u uk³adu redoks [Fe(CN)6]

3–/[Fe(CN)6]
4–, s³u¿¹cego jako mediator, pod dzia³a-

niem reduktora, którym jest antyoksydant. Potencja³ uk³adu nale¿y zmierzyæ dwu-
krotnie, tj. przed

E1 = E° + (RT/F) ln [cox/cred]

oraz po wprowadzeniu badanej próbki

E2 = E°’ + (RT/F) ln [(cox - cx)/(cred + cx)]

cox oraz cred oznaczaj¹ tu pocz¹tkowe stê¿enia formy utlenionej i zredukowanej media-
tora, E°’ jego potencja³ formalny, a cx jest stê¿eniem antyoksydanta, wyra¿onym
w równowa¿nikach na litr. Metoda, chocia¿ bardzo prosta, jest jednoczeœnie ma³o
czu³a i wymaga starannego doboru stosunku stê¿enia mediatora do antyoksydanta.

(12)

(13)

(14)

(15)
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6. SUBSTANCJE WZORCOWE

Intensywnoœci sygna³ów analitycznych mierzonej w ró¿nych procedurach do
oznaczania TAA (np. absorbancja lub pr¹d piku w woltamperometrii) nie mo¿na
przewidzieæ na podstawie przes³anek teoretycznych i z tego powodu wymagana jest
kalibracja przy u¿yciu substancji wzorcowych. Musz¹ nimi byæ umiarkowanie silne
reduktory, rozpuszczalne zarówno w wodzie, jak i w niektórych rozpuszczalnikach
organicznych oraz w ich mieszaninach z wod¹. Wa¿na jest te¿ znajomoœæ mecha-
nizmu reakcji utlenienia i zwi¹zanej z tym liczby wymienianych elektronów. W lite-
raturze do oznaczania TAA 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, ¿e wzorce powinny byæ indywidualnie dostosowane
do okreœlonej matrycy i trudno jest zaleciæ wzorzec uniwersalny. W praktyce pow-
szechnie stosuje siê dwie substancje wzorcowe: troloks i kwas askorbinowy.

Rysunek 5. Struktura troloksu i α-tokoferolu
Figure 5. Molecular structure of trolox and α-tocopherol

Troloks (Rys. 5) jest analogiem α-tokoferolu, g³ównego sk³adnika witaminy E,
rozpuszczalnej w t³uszczach. Zast¹pienie d³ugiego ³añcucha fitylowego, wystêpuj¹-
cego w cz¹steczce α-tokoferolu, grup¹ karboksylow¹ powoduje wzrost w³aœciwoœci
hydrofilowych, co z kolei polepsza rozpuszczalnoœæ w wodzie. Rozpuszczalnoœæ ta
jest wprawdzie nadal dosyæ ograniczona i wynosi zaledwie ok. 0,2 mM [73], lecz
roœnie ze wzrostem pH, wskutek stopniowego tworzenia siê lepiej rozpuszczalnej
soli. Cz¹steczka troloksu zawiera dwie grupy funkcyjne: karboksylow¹ i fenolow¹.
Sta³¹ dysocjacji kwasowej grupy fenolowej podali Steenken i Neta [74] jako
pKa2 = 11,9, podczas gdy analogiczn¹ wartoœæ dla grupy karboksylowej wyznaczyli
Ma³yszko i Mechanik [75] (pKa1 = 3,6) na podstawie miareczkowania potencjomet-
rycznego. Nieco inny zestaw tych sta³ych opublikowali ostatnio Mitrai i in. [76]
(pKa1 = 5,0, pKa2 = 11,5).
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Analiza przebiegu reakcji troloksu z rodnikiem ABTS, dokonana przez Artsa
i in. [77], wykaza³a, ¿e substancje te reaguj¹ w stosunku stechiometrycznym jak
1:1,9, a wiêc zbli¿onym do 1:2. Wynika st¹d, ¿e rodnik fenoksylowy troloksu, wytwo-
rzony w wyniku reakcji z rodnikiem ABTS, jest jedynie produktem przejœciowym
i reaguje z kolejnym rodnikiem ABTS. Fakt, ¿e doœwiadczalna liczba stechiome-
tryczna jest nieco mniejsza od 2, wskazuje na mo¿liwoœæ czêœciowego zu¿ywania
produktu przejœciowego (rodnika) w reakcji ubocznej, np. dimeryzacji.

Kinetykê reakcji troloksu z rodnikiem DPPH• w etanolu Friaa i Brault [78]
badali metod¹ przep³ywu zatrzymanego i otrzymali sta³¹ szybkoœci 3,2·102 mol–1 dm s–1.
Zbli¿on¹ wartoœæ tej sta³ej (3,6·102 mol–1 dm s–1) uzyskali Santosh i in. [79] w meta-
nolu. Przejœcie z bezwodnego etanolu do mieszaniny z wod¹ (1:1) powoduje znaczne
przyœpieszenie tej reakcji.
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Rysunek 6. Stacjonarne krzywe woltamperometryczne anodowego utleniania 2 mM troloksu w metanolu
zawieraj¹cym 0,2 M NaClO4 jako elektrolit podstawowy. Stê¿enie (C2H5)4NOH: (a) 0, (b) 4,0 mM.

Krzywe zarejestrowano na mikroelektrodzie dyskowej z w³ókna wêglowego o œrednicy 35,4 μm
przy szybkoœci skanowania potencja³u 5 mV s–1

Figure 6. Steady-state voltammograms of the anodic oxidation of 2 mM trolox in methanol containing
0,2 M NaClO4 as a background electrolyte. Concentration of (C2H5)4NOH: (a) 0, (b) 4,0 mM.

Curves were recorded on a carbon fiber disc microelectrode of 35,4 μm diameter at a scan rate of 5 mV s–1

W ostatnich latach przeprowadzono równie¿ systematyczne badania nad mecha-
nizmem elektrochemicznego utlenienia troloksu w ró¿nych rozpuszczalnikach
[75, 80–83], g³ównie na elektrodach wêglowych. Wynika z nich, ¿e proces ten zacho-
dzi w dwu etapach, ka¿dorazowo z utrat¹ jednego elektronu i wytworzeniem rod-
nika fenoksylowego, jako produktu przejœciowego. Produkt utleniania (jon fenokso-
niowy) mo¿e wchodziæ w reakcje chemiczne ze sk³adnikami roztworu. Na Rys. 6
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przedstawiono stacjonarne krzywe woltamperometryczne utlenienia troloksu w meta-
nolu na mikroelektrodzie z w³ókna wêglowego (wg danych [84]). Krzywa (a) odpo-
wiada jednostopniowemu, dwuelektronowemu utlenieniu w niebuforownym roz-
tworze, zawieraj¹cym 0,2 M NaClO4 jako elektrolit podstawowy. Wprowadzenie
równowa¿nej iloœci silnej zasady, (C2H5)4NOH, powoduje dosyæ wyraŸne rozdziele-
nie procesu na dwa odrêbne stopnie jednoelektronowe (krzywa (b)). Jednoczeœnie
zamiana formy cz¹steczkowej troloksu na anionow¹ u³atwia utlenianie anodowe, co
przejawia siê znacznym przesuniêciem krzywej w kierunku ujemnych potencja³ów.
Forma anionowa jest silniej solwatowana od cz¹steczkowej, co znajduje odzwier-
ciedlenie w zmniejszeniu wspó³czynnika dyfuzji, a w konsekwencji spadku natê¿e-
nia pr¹du granicznego.

Na drugim miejscu wœród substancji wzorcowych do oznaczania TAA nale¿y
wymieniæ kwas askorbinowy, którego zalet¹ w porównaniu z troloksem jest szybsza
reakcja z wiêkszoœci¹ utleniaczy. Kim i in. [85] zaproponowali stosowanie jednostki
VCEAC (ang. vitamin C equivalent antioxidant capacity), wyra¿onej w mg kwasu
askorbinowego na 100 g próbki, jako równowa¿nika aktywnoœci antyoksydacyjnej.

PODSUMOWANIE

Jest rzecz¹ godn¹ zastanowienia, ¿e mimo opracowania i szerokiego stosowa-
nia kilku metod oznaczania TAA, ¿adna z nich nie sta³a siê dotychczas obowi¹zuj¹-
cym standardem. Przedstawione metody pozwalaj¹ na oznaczanie TAA w roztwo-
rach wodnych i rozpuszczalnikach mieszanych o ró¿nych zakresach pH, a mianowi-
cie w roztworach kwaœnych (FRAP), obojêtnych (ABTS i DPPH) oraz zasadowych
(FC). Ró¿norodnoœæ reakcji redoks stosowanych do oznaczania TAA mo¿e nasu-
waæ w¹tpliwoœci, czy uzyskiwane za ich pomoc¹ wyniki bêd¹ zgodne. Przyczyny
rozbie¿noœci, wynikaj¹ce z b³êdów systematycznych, mog¹ byæ zarówno natury kine-
tycznej (ró¿na szybkoœæ reakcji redoks), o czym wspomniano ju¿ w rozdziale o meto-
dzie TEAC, jak i termodynamicznej (zbyt ma³a ró¿nica potencja³ów formalnych anty-
oksydanta i utleniacza). Wspomniane ju¿ ró¿nice pH mog¹ powodowaæ, ¿e w po-
szczególnych procedurach oznaczane antyoksydanty mog¹ wystêpowaæ pod ró¿-
nymi postaciami, np. molekularnymi (w roztworach kwaœnych) i jonowymi (w roztwo-
rach zasadowych). W przypadku materia³ów biologicznych, ¿ywnoœci oraz jej suple-
mentów rozbie¿noœci mog¹ tak¿e wynikaæ z interferencji ze sk³adnikami matrycy.

W literaturze jest niewiele publikacji poœwiêconych porównaniu wyników ozna-
czania TAA indywidualnych substancji ró¿nymi metodami. Gliszczyñska-Œwig³o
[86] wyznaczy³a wartoœci TAC kilku witamin rozpuszczalnych w wodzie, stosuj¹c
równolegle metodê TEAC oraz FRAP. Zgodnoœæ wyników (w granicach ok. 1%)
uzyska³a autorka jedynie w przypadku kwasu askorbinowego. Pirydoksyna, piry-
doksal, pirydoksamina i tiamina nie wykazywa³y zdolnoœci do redukcji Fe(III)
w metodzie FRAP, a w przypadku kwasu foliowego wyniki uzyskane metod¹ FRAP
by³y ok. 30% mniejsze ni¿ w metodzie TEAC. Apak i in. [50] porównali wyniki
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oznaczania TAA szeregu antyoksydantów, w tym polifenoli, α-tokoferolu oraz kwasu
askorbinowego, przy u¿yciu trzech metod: CUPRAC, ABTS i FC. Najbardziej zbli¿o-
nych wyników dostarczy³y metody CUPRAC i ABTS (w mieszaninach etanolu
z wod¹), natomiast wyniki uzyskane metod¹ FC s¹ znacznie wy¿sze (nawet powy¿ej
100%). Zdaniem autorów, jest to zwi¹zane z podwy¿szeniem mocy redukcyjnej sub-
stancji fenolowych z powodu ich przejœcia w postaæ anionów.

Prior i in. [87] rozpatrywali zalety i wady ró¿nych metod oznaczania TAA
maj¹c na uwadze te, które nale¿a³oby zaleciæ do stosowania w praktyce jako wzor-
cowe. Autorzy stwierdzili, ¿e odpowiednie wymagania spe³niaj¹ metody: ORAC, FC
i TEAC. Nale¿y przypomnieæ, ¿e mechanizm pierwszej z nich jest oparty na reakcji
przeniesienia atomu wodoru. Do nieco odmiennych wniosków doszli Stratil i in.
[88], zalecaj¹c jako wzorcowe trzy metody oparte na reakcjach wymiany elektronu:
TEAC, DPPH oraz FRAP.

Do oznaczania TAA u¿ywa siê równie¿ innych metod [89, 90], których omó-
wienie wykracza poza ramy tematyczne tego artyku³u. Ogólny opis innych metod
oznaczania aktywnoœci antyoksydacyjnej mo¿na znaleŸæ w specjalistycznych arty-
ku³ach przegl¹dowych [91–93]. Szereg praktycznych wskazówek na temat ozna-
czania TAA wybranymi metodami zawiera monografia pod red. Grajka [94].

PODZIÊKOWANIE

Autorzy pragn¹ z³o¿yæ gor¹ce podziêkowanie dr Annie Podsêdek i dr Dorocie
Sosnowskiej z Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki £ódzkiej za cenne wska-
zówki dotycz¹ce praktyki oznaczania aktywnoœci antyoksydacyjnej. Przedstawiona
praca by³a czêœciowo finansowana przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wy¿-
szego ze œrodków na naukê w ramach promotorskiego projektu badawczego
Nr 3 T09A 054 29.

PIŒMIENNICTWO CYTOWANE

[1] G. Bartosz, Druga twarz tlenu. Wolne rodniki w przyrodzie, Wydawnictwo Naukowe PWN,
Warszawa 2003.

[2] Œ. Ziemlañski, M. Wartanowicz, [w:] Œ. Ziemlañski (red.), Normy ¿ywienia cz³owieka. Fizjolo-
giczne podstawy, Wyd. Lekarskie PZWL, Warszawa 2001, ss. 292–308.

[3] B. Halliwell, J.M.C. Gutteridge, Free Radic. Biol. Med. 1995, 18, 125.
[4] Z. Sroka, A. Gamian, W. Cisowski, Postepy Hig. Med. Dosw. (online), 2005, 59, 34.
[5] G. Cao, H.M. Alessio, R.G. Cutler, Free Radic. Biol. Med., 1993, 14, 303.
[6] S.L. Scott, W. Chen, A. Bakac, J.H. Espenson, J. Phys. Chem. 1993, 97, 6710.
[7] R. Burbonnais, D. Leech, M.G. Paice, Biochim. Biophys. Acta, 1998, 1379 381.
[8] G.T.R. Palmore, H.-H. Kim, J. Electroanal. Chem., 1999, 464, 110.
[9] S. Tsujimura, H. Tatsumi, J. Ogawa, S. Shimizu, K. Kano, T. Ikeda, J. Electroanal. Chem., 2001,

496, 69.

Ma³yszko_folie.p65 2009-12-13, 23:2736



METODY OZNACZANIA AKTYWNOŒCI ANTYOKSYDACYJNEJ 37

[10] J.H. Thomas, J.M. Drake, J.R. Paddock, S. Conklin, J. Johnson, C.J. Seliskar, H.B. Halsall,
W.R. Heineman, Electroanalysis, 2004, 16, 547.

[11] M. Solis-Oba, V.M. Ugalde-Saldivar, I. González, J. Electroanal. Chem., 2005, 579, 59.
[12] S. Micha³kiewicz, J. Ma³yszko, dane nieopublikowane.
[13] N.J. Miller, C.A. Rice-Evans, M.J. Davies, V. Gopinathan, A. Milner, Clin. Sci., 1993, 84, 407.
[14] A. Cano, M. Acosta, M.B. Arnao, Redox Report, 2000, 5, 370.
[15] A. Cano, O. Alcaraz, M. Acosta, M.B. Arnao, Redox Report, 2002, 7, 103.
[16] M. Klis, J. Rogalski, R. Bilewicz, Bioelectrochem., 2007, 71, 2.
[17] N.J. Miller, J. Sampson, L.P. Candeias, P.M. Bramley, C.A. Rice-Evans, FEBS Lett., 1996, 384,

240.
[18] R. van den Berg, G.R.M.M. Haenen, H. van den Berg, A. Bast, Food Chem., 1999, 66, 511.
[19] R. Re, N. Pellegrini, A. Proteggente, A. Pannala, M. Yang, C. Rice-Evans, Free Radic. Biol. Med.,

1999, 26, 1231.
[20] T.-W. Yu, C.N. Ong, Anal. Biochem., 1999, 275, 217–223.
[21] M. Strube, G.R.M.M. Haenen, H. van den Berg, A. Bast, Free Radic. Res., 1997, 26, 515.
[22] M.B. Arnao, A. Cano, M. Acosta, Food Chem., 2001, 73, 239.
[23] E.P. Labrinea, A. Georgiou, Anal. Chim. Acta, 2004, 526, 63.
[24] S. Buratti, N. Pelegrini, O.V. Brenna, S. Mannino, J. Agric. Food Chem., 49, 2001, 5136.
[25] O. Erel, Clin. Biochem., 2004, 37, 277–285.
[26] M.J.R. Lima, I.V. Tóth, A.O.S.S. Rangel, Talanta, 2005, 68, 207.
[27] S. Milardovic, I. Kerekoviæ, R. Derrico, V. Rumenjak, Talanta, 2007, 71, 213.
[28] S. Milardovic, I. Kerekoviæ, V. Rumenjak, Food Chem., 2007, 105, 1688.
[29] D. Ivekoviæ, S. Milardoviæ, M. Roboz, B.S. Grabariæ, Analyst, 2005, 130, 708.
[30] V. Fogliano, V. Verde, G. Randazzo, A. Ritieni, J. Agric. Food Chem., 1999, 47, 1035.
[31] W. Brand-Williams, M.E. Cuvelier, C. Berset, Lebensm. Wiss. Technol., 1995, 28, 25.
[32] V. Bondet, W. Brand-Williams, C. Berset, Lebensm. Wiss. Technol., 1997, 30, 609.
[33] E. Solon, A.J. Bard, J. Am. Chem. Soc., 1964, 86, 1926.
[34] M.K. Kalinowski, J. Klimkiewicz, Monatsh. Chem., 1983, 114, 1043.
[35] Q. Zhuang, F. Scholz, F. Pragst, Electrochem. Communs., 1999, 1, 406.
[36] C. Sanchez-Moreno, J.A. Larrauri, F. Saura-Calixto, J. Sci. Food Agric., 1998, 76, 270–276.
[37] P. Molyneux, J. Sci. Technol., 2004, 26, 211.
[38] B. Ozcelik, J.H. Lee, D.B. Min, J. Food Sci., 2006, 68, 487.
[39] L.M. Magalhaes, M.A. Segundo, S. Reis, J.L.F.C. Lima, Anal. Chim. Acta, 2006, 558, 310.
[40] S. Milardovic, D. Ivekoviæ, V. Rumenjak, B.S. Grabariæ, Electroanalysis, 2005, 17, 1847.
[41] S. Milardoviæ, D. Ivekovic, B.S. Grabariæ, Bioelectrochem., 2006, 68, 175.
[42] I.F.F. Benzie, J.J. Strain, Anal. Biochem., 1996, 239, 70.
[43] T.Z. Liu, N. Chin, M.D. Kiser, W.N. Bigler, Clin. Chem., 1982, 28, 2225.
[44] I.F.F. Benzie, Y.T. Szeto, J. Agric. Food Chem., 1999, 47, 633.
[45] P.T. Gardner, T.A.C. White, D.B. McPhail, G.G. Duthie, Food Chem., 2000, 68, 471.
[46] M. Ozgen, R.N. Reese, A.Z. Tulio, J.C. Scheerens, A.R. Miller, J. Agric. Food Chem., 2006, 54,

1151.
[47] K.I. Berker, K. Güçlü, I. Tor, R. Apak, Talanta, 2007,72, 1157.
[48] A. Szyd³owska-Czerniak, C. Dianoczki, K. Recseg, G. Karlovits, E. Sz³yk, Talanta, 2008, 76, 899.
[49] R. Apak, K. Güçlü, M. Özyürek, S.E. Karademir, J. Agric. Food Chem., 2004, 52, 7970.
[50] R. Apak, K. Güçlü, M. Özürek, S.E. Çelik, Microchim. Acta, 2008, 160, 413.
[51] E. Tütem, R. Apak, E. Günaydi, K. Sözgen, Talanta, 1997, 44, 249.
[52] K. Güçlü, K. Sözgen, E. Tütem, M. Özyürek, R. Apak, Talanta, 2005, 65, 1226.
[53] M. Özyürek, K. Güçlü, B. Bektaþoglu, R. Apak, Anal. Chim. Acta, 2007, 588, 88.

Ma³yszko_folie.p65 2009-12-13, 23:2737



J. MA£YSZKO, M. KARBARZ38

[54] R. Apak, K. Güçlü, M. Özyürek, S.E. Karademir, E. Erçað, Int. J. Food Sci. Nutr., 2006, 57, 292.
[55] M. Özyürek, B. Bektaþoðlu, K. Güçlü, N. Güngör, R. Apak, Anal. Chim. Acta, 2008, 630, 28.
[56] V.L. Singleton, J.A. Rossi, Am. J. Enol. Vitic., 1965, 16, 144.
[57] D. Ozyurt, B. Demirata, R. Apak, Talanta, 2007, 71, 1155.
[58] S. Chevion, E.M. Berry, N. Kitrossky, R. Kohen, Free Radic. Biol. Med., 1997, 22, 411.
[59] S. Chevion, M.A. Roberts, M. Chevion, Free Radic. Biol. Med., 2000, 28, 860.
[60] A.J. Blasco, M.C. Rogerio, M.C. Gonzalez, A. Escarpa, Anal. Chim. Acta., 2005, 539, 237.
[61] B. Yang, A. Kotani, K. Aral, F. Kusu, Anal. Sci., 2001, 17, 599.
[62] P.A. Kilmartin, H. Zou, A.L. Waterhouse, J. Agric. Food Chem., 2001, 49, 1957.
[63] P.A. Kilmartin, C.F. Hsu, Food Chem., 2003, 82, 501.
[64] E.I. Korotkova, Y.A. Karbainov, A.V. Shevchuk, J. Electroanal. Chem., 2002, 518, 56.
[65] E.I. Korotkova, Y.A. Karbainov, O.A. Avramchik, Anal. Bioanal. Chem., 2003, 375, 465.
[66] E.I. Korotkova, O.A. Avramchik, T.V. Kagiya, Y.A. Karbainov, N.V. Tcherdyntseva, Talanta, 2004,

63, 729.
[67] Y.I Tur’yan, P. Gorenbein, R. Kohen, J. Electroanal. Chem., 2004, 571, 183.
[68] G.K. Budnikov, G.K. Ziyatdinova, D.M. Gil’Metdinova, J. Anal. Chem., 2004, 59, 654.
[69] G.K. Ziyatdinova, H.C. Budnikov, V.I Pogorel’tzev, T.S. Ganeev, Talanta, 2006, 68, 800.
[70] L.K. Shpigun, M.A. Arharova, K.Z. Brainina, A.V. Ivanova, Anal. Chim. Acta, 2006, 573–574,

419.
[71] K.Z. Brainina, A.V. Ivanova, E.N. Sharafutdinova, E.L. Lozovskaya, E.I. Sharkina, Talanta, 2007,

71, 13.
[72] N. Nenadis, O. Lazaridou, M.Z. Tsimidou, J. Agric. Food Chem., 2007, 55, 5452.
[73] J. Chen, L. Gorton, B. Akesson, Anal. Chim. Acta, 2002, 474, 137.
[74] S. Steenken, P. Neta, J. Phys. Chem., 1982, 86, 3661.
[75] J. Ma³yszko, M. Mechanik, Polish J. Chem., 2004, 78, 1575.
[76] A. Mitrai, A. Ouchi, K. Mukai, A. Tokunaga, K. Mukai, K. Abe, J. Agric. Food Chem., 2008,

56, 84.
[77] M.J.T.J. Arts, G.R.M.M. Haenen, H.-P. Voss, A. Bast, Food Chem. Toxicol., 2004, 42, 45.
[78] O. Friaa, D. Brault, Org. Biomol. Chem., 2006, 4, 2417.
[79] K.S. Santosh, K.I. Priyadarsini, K.B. Sainis, Redox Rep., 2002, 7, 35.
[80] S.B. Lee, C.Y. Lin, P.M.W. Gill, R.D. Webster, J. Org. Chem., 2005, 70, 10466.
[81] J. Ma³yszko, M. Karbarz, J. Electroanal. Chem., 2006, 595, 136.
[82] M. Karbarz, J. Ma³yszko, Electroanalysis, 2008, 20, 1884.
[83] A. Kotani, M. Adagiri, K. Takamura, F. Kusu, J. Electroanal. Chem., 2008, 624, 323.
[84] M. Karbarz, Rozprawa doktorska, Wydzia³ Chemiczny Politechniki Rzeszowskiej, Rzeszów 2008.
[85] D.-O. Kim, K.W. Lee, H.J. Lee, C.Y. Lee, J. Agric. Food Chem., 2002, 50, 3713.
[86] A. Gliszczyñska-Œwig³o, Food Chem., 2006, 96, 131.
[87] R.L. Prior, X. Wu, K. Schaich, J. Agric. Food Chem., 2005, 53, 4290.
[88] P. Stratil, B. Klejdus, V. Kubáò, J. Agric. Food Chem., 2006, 54, 607.
[89] B.K. G³ód, C. Kowalski, Pol. J. Food Nutr. Sci., 2004, 13/S12, 23.
[90] B.K. G³ód, K. Kaczmarski, K. Baumann, Chem. Anal. 2006, 51, 51.
[91] M. Antolovich, P.D. Prenzler, E. Patsalides, S. McDonald, K. Robards, Analyst, 2002, 127, 183.
[92] D. Huang, B. Ou, R.L. Prior, J. Agric. Food Chem., 2005, 53, 1841.
[93] L.M. Magalhaes, M.A. Segundo, S. Reis, J.L.F.C. Lima, Anal. Chim. Acta, 2008, 613, 1.
[94] Przeciwutleniacze w ¿ywnoœci, praca zbiorowa pod red. W. Grajka, Wydawnictwa Naukowo-Tech-

niczne, Warszawa 2007, rozdz. 10.

Praca wp³ynê³a do Redakcji 7 stycznia 2009

Ma³yszko_folie.p65 2009-12-13, 23:2738



2009, 63, 1-2
PL ISSN 0043-5104

ALLELOPATYCZNE W£AŒCIWOŒCI
METABOLITÓW WTÓRNYCH

ROŒLIN UPRAWNYCH

ALLELOCHEMICAL PROPERTIES OF PLANT CROP
SECONDARY METABOLITES

Izabela Jasicka-Misiak

Katedra Chemii Analitycznej i Ekologicznej, Wydzia³ Chemii, Uniwersytet Opolski,
ul. Oleska 48, 45-052 Opole
e-mail: izajm@uni.opole.pl

Abstract
1. Allelopatia – terminologia i rys historyczny
2. Lokalizacja allelozwi¹zków w tkankach roœlin oraz sposoby ich prze-

dostawania siê do œrodowiska.
3. Aktywnoœæ biologiczna allelozwi¹zków produkowanych przez

roœliny
3.1. Karotany (dukany) – seskwiterpenoidy z nasion marchwi
3.2. Fenolowe i terpenowe zwi¹zki roœlin zbo¿owych
3.3. Allelozwi¹zki zawarte w roœlinach s³onecznika

4. Allelozwi¹zki jako potencjalne pestycydy
Piœmiennictwo cytowane

Jasicka_folie.p65 2009-12-13, 23:2839



I. JASICKA-MISIAK40

Dr Izabela Jasicka-Misiak – adiunkt w Katedrze Che-
mii Analitycznej i Ekologicznej Wydzia³u Chemii Uni-
wersytetu Opolskiego. Studia magisterskie w Instytucie
Chemii Uniwersytetu Opolskiego, w latach 1990–1995
na kierunku Chemia ze specjalnoœci¹ agrobiochemia. Sto-
pieñ doktora nauk chemicznych z zakresu chemii pro-
duktów naturalnych uzyska³a w 2005 roku.

G³ównym tematem jej zainteresowañ naukowych jest
izolacja, identyfikacja oraz badanie aktywnoœci biologicz-
nej substancji pochodzenia naturalnego z ró¿nych Ÿróde³.

Jasicka_folie.p65 2009-12-13, 23:2840



ALLELOPATYCZNE W£AŒCIWOŒCI METABOLITÓW WTÓRNYCH ROŒLIN UPRAWNYCH 41

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

S³owa kluczowe: allelopatia, allelozwi¹zki, terpeny, zwi¹zki fenolowe, naturalne pestycydy
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1. ALLELOPATIA – TERMINOLOGIA I RYS HISTORYCZNY

Termin allelopatia wprowadzony zosta³ w pierwszej po³owie XX wieku; wywo-
dzi siê on z jêzyka greckiego i jest po³¹czeniem dwóch s³ów: allelon – wzajemny
i pathos – oddzia³ywanie, cierpienie, wra¿liwoœæ. Pojêcie to wprowadzi³ do termi-
nologii biochemicznej austriacki fizjolog Hans Molisch, w 1937 roku. Obejmowa³o
ono oddzia³ywania typu inhibitorowego (hamuj¹cego) i stymulatorowego (pobu-
dzaj¹cego) pomiêdzy gatunkami roœlin wy¿szych, glonów, grzybów wy¿szych oraz
mikroorganizmów [1, 2]. Definicja wprowadzona przez Molischa nadal znajduje
uznanie, niemniej jednak ulega zmianom wraz z rozwojem wiedzy dotycz¹cym zja-
wiska allelopatii [3–5]. Obecnie istnieje tendencja do poszerzania zakresu pojêcia
allelopatii, dlatego te¿ wielu autorów do zjawisk allelopatycznych zalicza tak¿e inter-
akcje pomiêdzy wydzielinami albo produktami biotransformacji sk³adników struk-
turalnych czêœci organizmów (opad³e liœcie, resztki po¿niwne) a innymi organiz-
mami. Obecnoœæ tych zwi¹zków chemicznych mo¿e mieæ wp³yw na rozwój innych
osobników gatunku wydzielaj¹cego, np. potomstwa [6].

Zwi¹zki, które uczestnicz¹ w oddzia³ywaniach pomiêdzy organizmami, nazy-
wane s¹ zwi¹zkami allelopatycznymi (allelozwi¹zkami) lub allelopatynami. Pojêcie
„allelozwi¹zki” zosta³o wprowadzone do literatury przez Whittakera i Feeny’ego
[7]. Z kolei Law i Regnier zaproponowali termin „semiochemikalia”. PóŸniej wpro-
wadzono podzia³ na feromony i allelozwi¹zki, w zale¿noœci od tego, czy substancje
bior¹ udzia³ w oddzia³ywaniach miêdzy osobnikami tego samego, czy te¿ ró¿nych
gatunków. W miarê postêpu badañ zale¿noœci ekologicznych pomiêdzy organizmami,
wœród zwi¹zków allelopatycznych wyró¿niono:

– allomony, zwi¹zki chemiczne produkowane b¹dŸ pozyskiwane przez orga-
nizm, korzystne dla tego organizmu;

– kairomony, zwi¹zki chemiczne korzystne dla organizmu odbieraj¹cego je;
– synomony, zwi¹zki chemiczne korzystne zarówno dla organizmu, który je

produkuje, jak i odbiera.
Z kolei, w zale¿noœci od przynale¿noœci taksonomicznej organizmu wydziela-

j¹cego, a tak¿e odbieraj¹cego allelozwi¹zek, wprowadzono do literatury pojêcia odno-
sz¹ce siê do konkretnych przypadków interakcji, i tak:

– koliny to substancje chemiczne wytwarzane przez roœliny wy¿sze i oddzia-
³uj¹ce na inne roœliny wy¿sze;

– marazminy to substancje chemiczne wytwarzane przez mikroorganizmy
i wp³ywaj¹ce na rozwój roœlin wy¿szych;

– fitoncydy to metabolity roœlin wy¿szych, hamuj¹ce rozwój mikroorganizmów;
– antybiotyki, czyli substancje wytwarzane i uwalniane w wyniku oddzia³y-

wañ allelopatycznych pomiêdzy mikroorganizmami [2].
Ponadto w oddzia³ywaniach roœlin wy¿szych z mikroorganizmami wyró¿nia

siê fitoaleksyny, grupê zwi¹zków chemicznych produkowanych de novo przez roœ-
liny, w odpowiedzi na infekcjê przez mikroorganizmy [2].
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Oddzia³ywanie jednych roœlin na inne obserwowano od momentu, gdy cz³o-
wiek rozpocz¹³ uprawê roœlin oraz w miarê nabywania doœwiadczenia i dokonywa-
nia zmian w ekosystemach. Za autora pierwszych spostrze¿eñ dotycz¹cych zjawiska
allelopatii uwa¿a siê Teofrasta z Eresos (372–285 p.n.e.). Oko³o 350 lat p.n.e. ten
uczeñ Arystotelesa, zwany ojcem ekologii, poda³ przyk³ad wp³ywu roœlin rdestu
(Polygonum L.) na wzrost i rozwój lucerny [2]. Znacznie póŸniej, s³awny chiñski
botanik i farmaceuta Lee Shi-Yen, ¿yj¹cy w latach 1518–1593, opisa³ podobne zja-
wiska, dotycz¹ce gatunków roœlin wykazuj¹cych w³aœciwoœci lecznicze i wykorzy-
stywanych w medycynie [2]. W 1832 roku szwedzki botanik Augustyn de Candolle,
jako jeden z pierwszych zaobserwowa³ i opisa³ przypadki, w których mia³y miejsce
chemiczne oddzia³ywania pomiêdzy gatunkami roœlin wy¿szych [2, 3, 8]. Zauwa-
¿y³, ¿e osty rosn¹ce w kukurydzy oddzia³ywa³y niekorzystnie na wysiewany jako
kolejny w p³odozmianie owies [8]. De Candolle opisa³ równie¿ doœwiadczenia,
w których korzenie fasoli, zanurzone w wodzie zawieraj¹cej substancje wydzielone
przez korzenie innych roœlin tego samego gatunku, s³ab³y i obumiera³y [8]. Ponad
50 lat póŸniej (1881 rok) P.R. Hoy i J.S. Stickney opisali podobny efekt powodo-
wany przez wydzieliny korzenia orzecha w³oskiego Juglans nigra L. [2]. W 1925
roku Massey przeprowadzi³ klasyczne ju¿ dzisiaj doœwiadczenie, w którym spraw-
dza³ oddzia³ywanie orzecha w³oskiego na pomidory i lucernê. Zaobserwowa³ on
mianowicie, i¿ na powierzchni ko³a o œrednicy oko³o 30 m od pnia drzewa, wiele
roœlin s³abo siê rozwija i zamiera [8]. Obszar, w którym roœliny pomidorów by³y
os³abione, wyraŸnie pokrywa³ siê z zasiêgiem korzeni drzewa. Toksyn¹ wydzielan¹
przez orzech okaza³ siê 4-glukozyd-1,4,5-trihydroksynaftalenu (1), który poprzez
hydrolizê i utlenianie zostaje przekszta³cony do juglonu (5-hydroksy-1,4-naftochi-
nonu) (2) (Rys. 1). Juglon jest jednym z silniejszych fitotoksycznych allelozwi¹z-
ków – hamuje wzrost wielu roœlin w stê¿eniu ni¿szym ni¿ 1 μM [9–11].

OH OGlc

OH O

OOH

1)hydroliza

2)utlenianie

juglon (5-hydroksy-1,4-naftochinon)Glc - glukoza

(1) 

(2)

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

Roœliny wy¿sze s¹ grup¹ organizmów, której poœwiêcono najwiêcej uwagi
w badaniach zjawiska allelopatii. Fakt ten nie powinien budziæ zdziwienia, gdy¿ to
w³aœnie roœliny, aby zapewniæ sobie odpowiednie warunki do ¿ycia w zajmowanych
niszach ekologicznych, konkuruj¹ pomiêdzy sob¹ o wodê, œwiat³o i sk³adniki pokar-
mowe. Musz¹ równie¿ broniæ siê przed patogenami i fitofagami, a wszystko to przy
bardzo ograniczonych mo¿liwoœciach aktywnego poruszania siê. Dlatego te¿, w toku
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rozwoju ewolucyjnego, roœliny wykszta³ci³y ró¿ne strategie zarówno obrony, jak
i ataku [8]. Jedn¹ z najbardziej uniwersalnych jak siê wydaje jest wydzielanie do
œrodowiska ró¿nego typu zwi¹zków chemicznych.

2. LOKALIZACJA ALLELOZWI¥ZKÓW W TKANKACH ROŒLIN
ORAZ SPOSOBY ICH PRZEDOSTAWANIA SIÊ DO ŒRODOWISKA

Wiêkszoœæ roœlin jest na sta³e zwi¹zana z miejscem, w którym rozpocz¹³ siê ich
rozwój i wzrost. To ograniczenie jest jednym z powodów, dla których wydzielanie
zwi¹zków chemicznych do œrodowiska ¿ycia mo¿e byæ traktowane jako efektywny
sposób indukowania procesów sprzyjaj¹cych rozwojowi roœliny, natomiast percep-
cja znajduj¹cych siê tam substancji postrzegana jest jako równie efektywny sposób
rejestrowania zmian zachodz¹cych w obrêbie siedliska. Mimo i¿ hamowanie roz-
woju roœlin konkuruj¹cych o zasoby œrodowiska jest jedynie jedn¹ ze strategii optyma-
lizacji warunków ¿ycia, to wiêkszoœæ dostêpnych informacji dotyczy takich w³aœnie
oddzia³ywañ, nosz¹cych nazwê allelopatii.

Zjawisko allelopatii zosta³o opisane w ró¿nych ekosystemach zarówno natural-
nych, jak i zagospodarowanych [4]. Jednak¿e szczególnym zainteresowaniem,
ze wzglêdu na mo¿liwoœci wykorzystania tego zjawiska w praktyce rolniczej, a szcze-
gólnie w zintegrowanej ochronie plonów, ciesz¹ siê allelozwi¹zki funkcjonuj¹ce
w agroekosystemach.

Naturalnymi Ÿród³ami substancji o tak interesuj¹cych w³aœciwoœciach s¹ zazwy-
czaj roœliny, które skutecznie konkuruj¹ o zasoby œrodowiska, a równoczeœnie opie-
raj¹ siê atakom fagów i patogenów. Allelozwi¹zki wykryto we wszystkich zarówno
wegetatywnych, jak i generatywnych organach roœlin, [4], niemniej jednak najwiêk-
sze znaczenie allelopatyczne przypisuje siê substancjom zawartym w organach wege-
tatywnych. Najbogatszym Ÿród³em allelozwi¹zków s¹ liœcie, gdzie allelochemikalia
wystêpuj¹ w najwiêkszych iloœciach. W organach tych allelozwi¹zki gromadzone s¹
w wyspecjalizowanych gruczo³ach wydzielniczych, zwanych trichomami, które
umiejscowione s¹ zazwyczaj w najbardziej zewnêtrznej warstwie komórek tkanki
okrywaj¹cej, epidermie lub te¿ w g³êbszych warstwach, pod epiderm¹ [12].

Liczne prace dowodz¹ tak¿e obecnoœci tych substancji w nasionach [13]. Sub-
stancje wydzielone do pod³o¿a przez nasiona mog¹ je zabezpieczyæ przed atakiem
patogenów grzybowych, a równoczeœnie „kontrolowaæ” termin ich kie³kowania
poprzez narzucenie im spoczynku bezwzglêdnego.

Stwierdzono równie¿, i¿ zawartoœæ allelozwi¹zków zale¿y od wieku roœliny.
W znacznie wiêkszych iloœciach uwalniane s¹ one z roœlin m³odych, ani¿eli z roœlin
dojrza³ych i starzej¹cych siê.

Wiêkszoœæ roœlin produkuje, a nastêpnie magazynuje produkty wtórnej prze-
miany materii, w tym allelozwi¹zki, w specjalnie do tego celu przeznaczonych struk-
turach. Przypuszcza siê, i¿ lokalizacja tych substancji w wyspecjalizowanych tkan-
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kach b¹dŸ komórkach roœlin jest czêsto powi¹zana z ich funkcj¹ biologiczn¹. Obec-
noœæ wielu metabolitów wtórnych stwierdzono w gruczo³ach wydzielniczych zew-
nêtrznej warstwy naskórka. Substancje tam zmagazynowane w³¹czane s¹ w oddzia-
³ywania roœlin z owadami lub mikroorganizmami w trakcie bezpoœredniego kon-
taktu tych organizmów z zawartoœci¹ gruczo³ów. Stanowi¹ one niejako odpowiedŸ
roœliny na atak okreœlonego czynnika zewnêtrznego. Stwierdzono tak¿e, i¿ substan-
cje wydzielane i lokalizowane w gruczo³ach wytworzonych w epidermie charakte-
ryzuj¹ siê silniejsz¹ aktywnoœci¹ fitotoksyczn¹ ni¿ te umiejscowione w g³êbszych
warstwach komórek. Zwi¹zkom znajduj¹cym siê w epidermie czêsto przypisuje siê
udzia³ w allelopatycznych oddzia³ywaniach pomiêdzy roœlinami. Do grupy takich
substancji zalicza siê przede wszystkim terpeny, które produkowane przez jedne
gatunki roœlin hamuj¹ wzrost i rozwój roœlin ¿yj¹cych w s¹siedztwie. Z kolei g³ê-
biej, w wakuolach komórek znajduj¹cych siê pod pojedyncz¹ warstw¹ epidermy,
stwierdzono znaczn¹ zawartoœæ zwi¹zków fenolowych. Podczas uszkodzenia
komórki przez fitopatogeny, w plastydach nastêpuje szybka synteza chinonów ze
zwi¹zków fenolowych przy udziale oksydazy polifenolowej. Powsta³e w tych warun-
kach chinony wchodz¹ w sk³ad systemu obronnego roœlin. Tego typu przemiany s¹
typowe dla substancji zlokalizowanych pod epiderm¹ [12, 14].

Roœliny, wykszta³caj¹c specyficzne struktury, w których mog¹ gromadziæ sub-
stancje allelopatyczne, zabezpieczaj¹ w ten sposób swój organizm przed autointok-
sykacj¹. Przyk³adem mog¹ byæ silnie fitotoksyczne allelozwi¹zki artemizinina i hi-
perycyna, które produkuj¹ce je roœliny magazynuj¹ w specyficznych organellach, w
bezpiecznym dla siebie miejscu, unikaj¹c w ten sposób autointoksykacji [12, 14].

Allelozwi¹zki wyprodukowane przez roœlinê w okreœlonym miejscu i celu mog¹
przedostawaæ siê do œrodowiska wieloma sposobami. Substancje allelopatyczne
bardzo czêsto s¹ wydzielane zarówno przez korzenie, jak i przez czêœci nadziemne
rosn¹cej roœliny, mog¹ te¿ byæ wymywane z rozk³adaj¹cego siê materia³u roœlin-
nego [1]. Uwalnianie substancji allelopatycznych z czêœci nadziemnych odbywa siê
b¹dŸ przez emisjê lotnych zwi¹zków, b¹dŸ te¿ poprzez ³ugowanie z pêdów i ulist-
nienia przez deszcz, mg³ê czy krople rosy. Zwi¹zki te s¹ wydzielane przez gruczo³y
znajduj¹ce siê najczêœciej w mezofilu roœlin lub s¹ uwalniane z uszkodzonych w³os-
ków g³ówkowatych albo pêcherzykowatych, znajduj¹cych siê na powierzchni roœ-
liny, w warstwie epidermy. Nieco rzadziej opisuje siê wydzielanie do ryzosfery przez
system korzeniowy roœlin. W opinii wielu badaczy, najwa¿niejszym Ÿród³em emisji
allelozwi¹zków jest wymywanie tego rodzaju substancji albo ich prekursorów
z obumar³ych tkanek roœlinnych. Opisano te¿ przypadki, w których substancje allelo-
patyczne powsta³y jako produkty uboczne mikrobiologicznego rozk³adu materii orga-
nicznej gleby [15, 16].

Allelozwi¹zki wydzielane do gleby mog¹ byæ przekszta³cane do form mniej
aktywnych lub wrêcz do zwi¹zków nieaktywnych. Mog¹ byæ szybko wi¹zane przez
po³¹czenia mineralne wystêpuj¹ce w glebie, tworz¹c kompleksy organiczno-mine-
ralne traktowane jako czêœæ substancji humusowych. Te z kolei s¹ dalej przekszta³-
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cane w procesach biologicznych. Przyk³adem tego typu przemian jest zdolnoœæ zwi¹z-
ków fenolowych do polimeryzacji w glebach ilastych. Naturalny kompleks glebowy
mo¿e braæ udzia³ w detoksykacji substancji allelopatycznych wydzielanych przez
roœliny. Ca³y ten proces zale¿y jednak od fizykochemicznej natury gleby oraz od
wystêpuj¹cych w niej mikroorganizmów i ich aktywnoœci.

Zwi¹zki allelopatyczne, pobierane z gleby przez korzenie roœlin, s¹ prawdopo-
dobnie transportowane tak¿e do innych organów, dlatego te¿ ich dzia³anie mo¿e
ujawniæ siê w obrêbie ró¿nych tkanek i komórek [1].

3. AKTYWNOŒÆ BIOLOGICZNA ALLELOZWI¥ZKÓW
PRODUKOWANYCH PRZEZ ROŒLINY

Substancje aktywne allelopatycznie s¹ w wiêkszoœci niskocz¹steczkowymi
metabolitami wtórnej przemiany materii o relatywnie prostej budowie chemicznej.
B³yskawiczny rozwój technik analitycznych, który nast¹pi³ w ostatnich latach, umo¿-
liwi³ wyizolowanie oraz okreœlenie struktury chemicznej ogromnej liczby (oko³o
100 000) allelozwi¹zków [17–20]. Równoczeœnie trwaj¹ce, rozleg³e badania zjawi-
ska allelopatii z wykorzystaniem szerokiego spektrum testów biologicznych pozwoli³y
zdefiniowaæ aktywnoœæ wiêkszoœci tych ró¿norodnych strukturalnie allelozwi¹zków.

Wiele ze zwi¹zków wykazuj¹cych w³aœciwoœci allelopatyczne wchodzi w sk³ad
systemu obronnego roœlin i bierze udzia³ w interakcjach z innymi organizmami.
Wszystkie gatunki roœlin produkuj¹ substancje bêd¹ce wtórnymi metabolitami
i nale¿¹ce do ró¿nych strukturalnie klas zwi¹zków chemicznych. W³aœciwoœciami
allelopatycznymi charakteryzuj¹ siê nie tylko roœliny powszechnie uwa¿ane za tok-
syczne, ale równie¿ roœliny uprawne, w tym warzywa.

Szczególn¹ grupê wœród substancji o w³aœciwoœciach allelopatycznych zajmuj¹
mono- i seskwiterpeny. Wiêkszoœæ z nich wchodzi w sk³ad olejków eterycznych.
Mieszaniny te nadaj¹ wydzielaj¹cym je roœlinom charakterystyczny aromat, dlatego
te¿ zarówno one, jak i ich sk³adniki znalaz³y szerokie zastosowanie w przemyœle
spo¿ywczym i perfumeryjnym. Przyk³ad stanowi¹ miêdzy 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 wzros³o równie¿ zainteresowanie olejkami eterycznymi i ich terpeno-
wymi sk³adnikami jako czynnikami odgrywaj¹cymi szczególn¹ rolê w systemie
obronnym roœlin. Stwierdzono, ¿e mog¹ one pe³niæ funkcje obronne przeciwko pato-
genom grzybowym i bakteryjnym [21–27], owadom [28, 29], jak równie¿ przeciw
roœlinom konkurencyjnym [30–32].

Wiele spoœród monoterpenów i ich pochodnych zosta³o opisanych jako inhibi-
tory kie³kowania nasion i wzrostu niektórych gatunków roœlin, czyli substancje posia-
daj¹ce w³aœciwoœci herbicydowe [33–37]. Tworkoski [38] zbada³ aktywnoœæ herbi-
cydow¹ 25 olejków eterycznych. Stwierdzi³, ¿e spoœród przetestowanych najwy¿sz¹
aktywnoœci¹ charakteryzowa³ siê olejek cynamonowy (Cinnamomum zeylanicum
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Blume) zawieraj¹cy 84% eugenolu. Z oleju eterycznego z naw³oci pospolitej (Soli-
dagio virgaurea L.), charakteryzuj¹cego siê aktywnoœci¹ herbicydow¹ i przeciw-
grzybow¹, wyizolowano miêdzy innymi: α-pinen, β-pinen, sabinen, limonen,
α-humulen czy β-kariofilen. Z kolei olej pozyskany z gatunku Ageratum conyzoi-
des L., jest bogaty w takie zwi¹zki, jak prekocen I, prekocen II, nale¿¹ce do fenylo-
propenoidów oraz terpeny β-kariofilen, γ-bisabolen i inne. Zbadano wp³yw tego
olejku na wzrost roœlin testowych: ogórka, rzodkiewki i pomidora. Okaza³o siê, ¿e
jest on inhibitorem wzrostu, hamuje zarówno przyrost masy, jak i wzrost korzenia
i hypokotyla badanych roœlin. Wiadomo równie¿, ¿e g³ówny sk³adnik oleju, preko-
cen, wykazuje aktywnoœæ antybakteryjn¹ [39]. Monoterpeny, takie jak α- i β-pinen,
limonen oraz citronelol wyekstrahowano równie¿ z liœci Citrus aurantium L.
W testach in vitro hamowa³y one wzrost szar³ata szorstkiego (Amaranthus retrofle-
xus L.) jednego z bardziej odpornych na syntetyczne herbicydy chwastów [40].

Monoterpeny cykliczne, ze wzglêdu na sprzyjaj¹cy uk³ad atomów w cz¹steczce,
mog¹ ³atwo tworzyæ epoksydy. Mostek tlenowy albo spina pierœcieñ wewn¹trz, albo
wi¹¿e ³añcuch boczny z pierœcieniem. Przyk³adami takich struktur s¹ 1,8-cineol oraz
jego naturalny analog 1,4-cineol wchodz¹ce w sk³ad olejków eterycznych wielu
gatunków roœlin, miêdzy innymi z ruty zwyczajnej (Ruta praveolus L.) oraz z sza³wi
(Salvia spp.). Zwi¹zki te s¹ g³ównymi sk³adnikami odpowiedzialnymi za w³aœci-
woœci allelopatyczne tych olejków. Bardzo silnie ograniczaj¹ kie³kowanie i wzrost
wielu gatunków chwastów zarówno jedno-, jak i dwuliœciennych [32, 41]. Ich zasto-
sowanie praktyczne w rolnictwie jest jednak niemo¿liwe ze wzglêdu na du¿¹ lot-
noœæ tych po³¹czeñ.

Odpornoœæ roœlin na infekcje przez grzyby jest wynikiem wytwarzania w tkan-
kach substancji uniemo¿liwiaj¹cych inwazjê patogena. Przyk³adem zwi¹zku o takim
charakterze jest ipomeamaron, seskwiterpen wystêpuj¹cy w batatach (Ipomea bata-
tas). Jego poziom w tkankach roœliny wyraŸnie wzrasta po zaka¿eniu grzybem Cera-
stomella fimbriata [1]. Zatem jest to fitoaleksyna. Kolejnym przyk³adem jest gwaja-
nolidynowy seskwiterpen letucenina A, któr¹ wyizolowano z liœci sa³aty pora¿onej
przez Pseudomonas chichorii [42, 43].

Wa¿nym zwi¹zkiem zapobiegaj¹cym zaka¿eniom bakteriami i grzybami, a tak¿e
odstraszaj¹cym owady jest seskwiterpenowy dimer gossypol. Zwi¹zek ten wystê-
puje w niektórych odmianach bawe³ny [1]. Warto dodaæ, ¿e gossypol jest chemoste-
rylantem i powoduje czasow¹ niep³odnoœæ mê¿czyzn. Stwierdzono to w Chinach,
gdy u¿ywano oleju z bawe³ny do przyrz¹dzania potraw [44]. Z kolei seskwiterpe-
nowa ryzytyna uczestniczy w oddzia³ywaniu ziemniak–zaraza ziemniaczana Phyto-
phtora infestans, ograniczaj¹c rozwój grzyba w pocz¹tkowym okresie infekcji [3].

Dehydroazulanina C jest gwajanolidowym laktonem seskwiterpenowym, który
wyizolowano z korzeni wielu gatunków roœlin z rodziny Compositae. Substancja ta
wykazuje aktywnoœæ fitotoksyczn¹ w stosunku do ró¿nych gatunków roœlin zarówno
jedno-, jak i dwuliœciennych [44, 45], co jest wynikiem dwojakiego mechanizmu
dzia³ania tego zwi¹zku. Uk³ad α-metylenolaktonowy jest odpowiedzialny za hamo-
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wanie kie³kowania i wzrostu roœlin, natomiast ugrupowanie cyklopentenonowe pe³-
ni¹ce rolê akceptora Michaela, odpowiada za plazmolizê oraz zak³ócanie funkcji
membran plazmatycznych [46]. Do tej samej klasy zwi¹zków nale¿y partenina wyizo-
lowana z Parthenium hysterophorus L. Substancja ta oraz jej strukturalne analogi
wykazuj¹ siln¹ aktywnoœæ fitotoksyczn¹ [47–51]. Ponadto partenina jest selektywn¹
fitotoksyn¹, która ogranicza kondensacjê chlorofili, hamuje procesy fotosyntezy oraz
aktywnoœæ niektórych enzymów, na przyk³ad proteaz i amylaz w tkankach Agera-
tum conyzoides L. [41].

Artemizininê, równie¿ nale¿¹c¹ do klasy laktonów, i jej strukturalne analogi
otrzymano z pêdów bylicy rocznej (Artemisia annua L.). Substancja ta znana jest
przede wszystkim jako efektywny œrodek stosowany przeciwko malarii. Jednak¿e
artemizinina wykazuje równie¿ siln¹ aktywnoœæ fitotoksyczn¹. Substancja ta w stê¿e-
niu 33 μM hamuje w 50% wzrost korzeni testowanych roœlin dwuliœciennych.
Podobn¹ aktywnoœæ zarówno w stosunku do roœlin jedno-, jak i dwuliœciennych wyka-
zuj¹ syntetyczne analogi artemizininy, które ograniczaj¹ kondensacjê chlorofili
i karotenoidów w tkankach testowanych roœlin [52]. Z kolei ailantom, nale¿¹cy do
klasy laktonów kwasinoidowych, zidentyfikowany zosta³ w bo¿odrzewie (Ailanthus
altissima (Mill.)), gatunku z rodziny rutowatych, jako g³ówny sk³adnik ekstraktu
posiadaj¹cy aktywnoœæ herbicydow¹ [53]. Zwi¹zek ten okaza³ siê jednak bardzo
szybko biodegradowany przez mikroorganizmy glebowe i w trakcie tych procesów
traci³ sw¹ aktywnoœæ [53].

Wiêkszoœæ naturalnych laktonów seskwiterpenowych wykazuje siln¹ aktyw-
noœæ herbicydow¹ wy³¹cznie w warunkach laboratoryjnych; w warunkach polowych
jest ona znacznie ni¿sza. Dlatego te¿ s³u¿¹ one przede wszystkim jako wzorce struk-
tur, na bazie których tworzone s¹ syntetyczne analogii wykazuj¹ce wy¿sz¹ aktyw-
noœæ pestycydow¹ w warunkach polowych.

Odmienn¹ strukturalnie grup¹ substancji o potencjalnych w³aœciwoœciach alle-
lopatycznych s¹ saponiny. Substancje te s¹ glikozydowymi pochodnymi triterpe-
nów, a dok³adniej steroli. Obecnoœæ w cz¹steczce saponin hydrofobowej czêœci triter-
penowej (steroidowej) i hydrofilowej reszty cukrowej nadaje tym substancjom cha-
rakter amfifilowy. Mog¹ one zatem dzia³aæ jako surfaktanty destabilizuj¹c b³ony
biologiczne, z czym, jak siê przypuszcza, zwi¹zana jest miêdzy innymi ich aktyw-
noœæ herbicydowa oraz przeciwgrzybowa [54].

Szczególnie bogatym Ÿród³em saponin s¹ roœliny nale¿¹ce do niektórych rodza-
jów lucerny (Medicago sativa). Roœliny te posiadaj¹ w³aœciwoœci allelopatyczne,
które przypisuje siê obecnoœci saponin, a dok³adnie glikozydowi kwasu medikage-
nowego [55, 56].

Substancje allelopatyczne wydzielane przez organy roœlinne do roztworu glebo-
wego mog¹ oddzia³ywaæ na organizmy konkurencyjne. Wœród substancji allelopa-
tycznych rozpuszczalnych w wodzie najczêœciej wymienia siê zwi¹zki fenolowe,
benzoksyazynoidy, glukozynolany i ich pochodne, jak równie¿ niektóre kwasy orga-
niczne.

Jasicka_folie.p65 2009-12-13, 23:2848



ALLELOPATYCZNE W£AŒCIWOŒCI METABOLITÓW WTÓRNYCH ROŒLIN UPRAWNYCH 49

Do grupy prostych fenoli nale¿¹ miêdzy innymi fenylopropenoidy i ich po-
chodne, które pe³ni¹ w roœlinach zazwyczaj rolê ochronn¹ przed infekcj¹ mikroor-
ganizmów; wiele z nich ma charakter fitoaleksyn. Na przyk³ad, niektóre odmiany
cebuli (Alium cepa L.) zawieraj¹ce kwas protokatechowy, wykazuj¹ du¿¹ odpor-
noœæ na pora¿enie grzybem Colletotrichum circinans [1].

Silnymi inhibitorami wzrostu roœlin s¹ tak¿e kwasy fenolowe zidentyfikowane
w wielu gatunkach roœlin, miêdzy innymi nale¿¹cych do rodzin: liliowatych (Lilia-
ceae), rdestnicowatych (Potamogetonaceae), ró¿owatych (Rosaceae) oraz psianko-
watych (Solanaceae). Wœród tych allelopatyn najczêœciej wymienia siê kwasy: kuma-
rynowy, ferulowy, wanilinowy, syrenowy i p-hydroksybenzoesowy [57]. Wymieniony
wy¿ej kwas ferulowy wraz z kwasem kofeinowym zosta³y opisane jako allelozwi¹z-
ki powszechnie wystêpuj¹cej paproci orlica pospolita (Pteridium aquilinum L.). Jak
wykaza³y badania, w stanowiskach tego gatunku trudno znaleŸæ inne roœliny, a przy-
czyn¹ takiej dominacji jest aktywnoœæ fitotoksyczna obu kwasów wymywanych przez
deszcz z obumar³ych pêdów [8]. Kwasy  benzoesowy i cynamonowy hamuj¹ wzrost
i wywo³uj¹ zniekszta³cenia morfologiczne korzeni soi [58].

Ze wzglêdu na obecnoœæ kwasu p-hydroksybenzoesowego i wanilinowego,
wydzieliny z korzeni czerwonej papryki, wykazuj¹ dzia³anie autotoksyczne, hamuj¹
wzrost korzeni zarodkowych papryki rosn¹cej w uprawie monokulturowej [59].

Jedn¹ z lepiej poznanych silnych toksyn roœlinnych jest sorgoleon (2-hydroksy-
-5-metoksy-3-[(8’z,11’z)-8’,11’,14’-pentadekatrieno]-p-benzochinon) [60–62]. Zwi¹-
zek ten nale¿¹cy do benzochinonów oraz jego hydrochinonowa pochodna s¹ allelo-
zwi¹zkami zidentyfikowanymi w wydzielinach z korzeni sorgo (Sorgum spp.).
Wyniki szczegó³owych badañ aktywnoœci sorgoleonu wskazuj¹, i¿ hamuje on cen-
tra reakcji fotochemicznych, szczególnie fotosystemu II (PS II). Jest on kompety-
cyjnym inhibitorem dioksygenazy hydroksyfenylopirogronianowej, a rezultatem jego
dzia³ania jest ograniczenie syntezy plastochinonu [63, 64]. W testach in vitro okaza³
siê du¿o bardziej aktywny ni¿ powszechnie stosowany herbicyd – atrazyna [65].

Kumaryna oraz jej pochodne, miêdzy innymi skopoletyna, s¹ silnymi inhibito-
rami zarówno kie³kowania nasion, jak i wzrostu wielu gatunków roœlin [66]. Z kolei
psoralen, jeden z g³ównych sk³adników ekstraktu z ruty zwyczajnej Ruta grave-
olens (Rue) oraz popularnego warzywa, selera (Apium graveolens L.), nale¿¹cy do
klasy furanokumaryn, hamuje kie³kowanie nasion sa³aty w stê¿eniu 1ppb [66]. Pso-
laren i jego pochodne interkaluj¹ z DNA i pod wp³ywem promieniowania ultrafiole-
towego ulegaj¹ fotochemicznej reakcji z DNA, tworz¹c z nim kowalencyjne adduk-
ty – sieciuje on DNA [67].

Z metanolowego ekstraktu z roœlin groszku zielonego (Pisum sativum) wyizo-
lowano izoflawonoidowy allelozwi¹zek – pizatynê. Substancja ta hamowa³a wzrost
roœlin testowych, miêdzy innymi rze¿uchy i sa³aty, w zakresie stê¿eñ miêdzy 10 μM
a 30 μM. Wyniki tych badañ s¹ pierwszymi, które dotycz¹ substancji allelopatycz-
nych produkowanych przez groszek [68].
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Do produktów wtórnej przemiany materii, odgrywaj¹cych znacz¹c¹ rolê w
oddzia³ywaniach roœlina–roœlina oraz roœlina–mikroorganizm, zalicza siê szereg
substancji, które w swej strukturze posiadaj¹ azot. Do substancji tych zalicza siê
miêdzy innymi alkaloidy, benzoksyazynoidy, betalainy, glikozydy cyjanogenne, glu-
kozynolany oraz aminokwasy niebia³kowe. Wiêkszoœæ z tych zwi¹zków wywodzi
siê od aminokwasów i ich pochodnych, wiele z nich to glikozydy zawieraj¹ce reszty
cukrowe.

Interesuj¹c¹ grup¹ zwi¹zków zarówno pod wzglêdem budowy strukturalnej,
jak i ró¿norodnej aktywnoœci biologicznej s¹ alkaloidy. Zainteresowanie grup¹ alka-
loidów siêga czasów antycznych i by³o zwi¹zane g³ównie z aktywnoœci¹ tych zwi¹z-
ków w stosunku do organizmu ludzkiego oraz ich wp³ywem na zwierzêta. Obecnie
rezultaty wiêkszej liczby badañ wskazuj¹ równie¿, ¿e alkaloidy pe³ni¹ rolê substan-
cji chroni¹cych roœlinê przed infekcj¹ mikroorganizmów oraz pe³ni¹ funkcjê dete-
rentów pokarmowych odstraszaj¹cych zwierzêta roœlino¿erne. Istniej¹ równie¿ przy-
k³ady alkaloidów, które wykazuj¹ aktywnoœæ fitotoksyczn¹ w stosunku do wielu
gatunków roœlin [69, 70]. Z pieprzu d³ugiego Piper longum L. wyizolowano pipery-
dynowy alkaloid – pipernonalinê, która wykaza³a aktywnoœæ fungitoksyczn¹ w sto-
sunku do kilku patogenicznych grzybów [71].

Jednym z popularniejszych alkaloidów, zawartym w nasionach kawy (Coffea
spp.), kakaowca (Theobroma cacao), kola (Cola spp.) oraz liœciach herbaty chiñ-
skiej (Thea sinensis), s³u¿¹cych do przemys³owego przygotowywania u¿ywek pobu-
dzaj¹cych funkcje organizmu cz³owieka jest alkaloid purynowy – kofeina (1,3,7-
-trimetyloksantyna). Stwierdzono, i¿ substancja ta jest siln¹ fitotoksyn¹, któr¹ mo¿na
by³oby wykorzystaæ jako naturalny herbicyd. W stê¿eniu oko³o 2000 ppm ca³kowi-
cie hamuje ona kie³kowanie oraz w znacznym stopniu ogranicza wzrost chwastów
[72, 73].

Glukozynolany, zwane tak¿e glikozydami olejków gorczycznych, s¹ kolejn¹
grup¹ metabolitów wtórnych wystêpuj¹cych w wielu gatunkach roœlin nale¿¹cych
do rodziny krzy¿owych (Brassicaceae=Cruciferae) i pokrewnych. W cz¹steczkach
tych zwi¹zków glukoza po³¹czona jest wi¹zaniem S-glikozydowym z rodnikiem alifa-
tycznym b¹dŸ aromatycznym. Roœliny bogate w glukozynolany zawieraj¹ w komór-
kach idioblastycznych enzym mirozynazê (tioglikozydaza – EC 3.2.3.1.) bior¹cy
udzia³ w reakcjach hydrolizy glukozydu do wolnej glukozy oraz lotnych zwi¹zków
o charakterze tiocyjanianu, izotiocyjanianu czy nitrylu. Enzym ten jest uwalniany
podczas niszczenia struktur komórkowych, na przyk³ad przez rozdrabnianie. W nie-
których roœlinach, obok mirozynazy, wystêpuje równie¿ specyficzna izomeraza, która
po od³¹czeniu glukozy katalizuje izomeryzacjê uk³adu izotiocyjanianowego w tio-
cyjanianowy (rodankowy) [74].

Badania aktywnoœci lotnych produktów enzymatycznych przemian glukozyno-
lanów dowiod³y, i¿ zwi¹zki te mog³yby zostaæ wykorzystane jako potencjalne herbi-
cydy i fungistatyki. Substancje te w znacznym stopniu hamuj¹ bowiem kie³kowanie
nasion wielu gatunków chwastów [75, 76], jak równie¿ ograniczaj¹ rozwój fitopato-
genów [77].
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Wysoki potencja³ allelopatyczny posiadaj¹ tak¿e niektóre aminokwasy, g³ów-
nie aminokwasy niebia³kowe. Zwi¹zki te mog¹ w ró¿noraki sposób zak³ócaæ prawi-
d³owy wzrost i rozwój roœlin, na które bêd¹ oddzia³ywaæ. Jako analogi aminokwa-
sów bia³kowych, aminokwasy niebia³kowe mog¹ byæ w³¹czane zamiast nich w struk-
tury bia³ka i powodowaæ utratê pierwotnej aktywnoœci biologicznej tych bia³ek (pow-
staj¹ tak zwane bia³ka niefunkcjonalne). Taki mechanizm dzia³ania prezentuj¹ miê-
dzy innymi kanawanina oraz kwas 2-amino-4-metyloheksenowy. Niebia³kowe amino-
kwasy mog¹ tak¿e hamowaæ aktywnoœæ syntetazy aminoacylo-tRNA, jak równie¿
inne etapy biosyntezy bia³ek. Przyk³adem mo¿e byæ asparagina wydzielana przez
korzenie m³odych 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 równie¿ daukanami, to niezbyt liczna grupa
zwi¹zków nale¿¹cych do seskwiterpenów. Do klasy tej zalicza siê substancje posia-
daj¹ce charakterystyczny piêtnastowêglowy szkielet (Rys. 2).
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Rysunek 2. Szkielet wêglowy karotanów/daukanów
       Figure 2. Skeleton of carotanes/daucanes

Substancje te wyizolowano z roœlin wy¿szych, nale¿¹cych miêdzy innymi do
rodziny baldaszkowatych (Umbelliferae), ró¿owatych (Rosaceae) oraz z³o¿onych
(Compositae) (Rys. 3, struktury 3–15). Ponadto zidentyfikowano je w niektórych
grzybach. Z grzybni Aspergillus terreus wyizolowano na przyk³ad kwas (3),
a z Glocladium virens fulwoferugininê (4) wykazuj¹c¹ aktywnoœæ przeciwbakte-
ryjn¹ oraz przeciwgrzybow¹. Innym Ÿród³em tych seskwiterpenów s¹ w¹trobowce
(5) oraz g¹bki morskie z rodzaju Higginsia (6) [79].

Pierwsz¹ zidentyfikowan¹ substancj¹, posiadaj¹c¹ charakterystyczn¹ daukanow¹
strukturê wêglow¹, by³a laserpetyna (7), wyizolowana z okrzymu szerokolistnego
(Laserpitium latifolium L.), roœliny nale¿¹cej do rodziny baldaszkowatych. Kolej-
nym seskwiterpenem, wyizolowanym w 1909 roku z oleju z nasion marchwi i posia-
daj¹cym charakterystyczny bicykliczny szkielet wêglowy, by³ daukol (5,8-epoksy-
-9-daukanol) 8). W roku 1925 z tego samego Ÿród³a pozyskano kolejny karotanowy
seskwiterpen, a mianowicie karotol (8-dauken-5-ol) (9) Alkohole te, jak stwierdzono,
odpowiadaj¹ za charakterystyczny, œwie¿y zapach marchwi [80, 81]. Niewielkie
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iloœci karotolu zidentyfikowano równie¿ w korzeniach marchwi [82], ale wyniki te
nie zosta³y potwierdzone w kolejnych badaniach [83–85].

Jednym z czêœciej wymienianym Ÿróde³ karotanów s¹ roœliny z rodziny baldasz-
kowatych. Na przyk³ad, kilka nieopisanych wczeœniej seskwiterpenoidów o struktu-
rze daukanów wyizolowano z suchych owoców, korzeni i ³odyg roœlin Ferula kuh-
stanica: (10), (11), (12). Substancje te stosowane w dawkach porównywalnych do
dawek standardowo u¿ywanych antybiotyków, takich jak ampicylina czy chloram-
fenikol, wykaza³y aktywnoœæ przeciwko Gram(–) bakteriom, miêdzy innymi Sta-
phylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis i Bacillus subtilis [86].

Badania dotycz¹ce w³aœciwoœci allelopatycznych wodnego ekstraktu z liœci ró¿y
Rosa rugosa Thunb., oraz jego wp³ywu na drobnoustroje dowiod³y, ¿e w liœciach tej
roœliny, po uszkodzeniu, wytwarzana jest substancja hamuj¹ca rozwój mikroorganiz-
mów [87]. Zwi¹zkiem odpowiedzialnym za tê aktywnoœæ okaza³ siê rugozal A (13),
równie¿ seskwiterpen o strukturze karotanu, zawieraj¹cy α,β-nienasycon¹ grupê
aldehydow¹, W trakcie dalszych badañ dotycz¹cych w³aœciwoœci allelopatycznych
ró¿y ogrodowej wyizolowano i zidentyfikowano prekursor rugozalu A, którym oka-
za³ siê karota-1,4-dien-14-al. (14) [88]. Zwi¹zek ten ³atwo ulega³ utlenianiu tlenem
atmosferycznym, w wyniku czego tworzy³ siê szereg jego utlenionych pochodnych.
Rugozal A okaza³ siê g³ównym produktem tych przemian [89–91]. Stwierdzono rów-
nie¿, i¿ karota-1,4-dien-14-al jest biosyntetyzowany w wyspecjalizowanych komór-
kach sekrecyjnych (trichomach), gdzie ulega utlenieniu do rugozalu A, a ten z kolei
utlenia siê do kwasu rugozowego A (15), który nie posiada ju¿ w³aœciwoœci hamuj¹-
cych rozwój mikroorganizmów. Wysokie stê¿enie rugozalu A (500 ppm i wy¿sze)
w liœciach ró¿y sugeruje, i¿ jest on g³ównym allelozwi¹zkiem odpowiedzialnym za
odpornoœæ tej roœliny na pora¿enia przez fitopatogeny. Ponadto rugozal A wykazuje
równie¿ w³aœciwoœci antyfidantne w stosunku do g¹sienic ¿eruj¹cych na liœciach
tytoniu [91].

Pochodne daukanowe zosta³y wyizolowane i zidentyfikowane równie¿ w oleju
z nasion marchwi. Olej ten stanowi mieszaninê terpenoidów, które produkowane s¹
równie¿ przez inne roœliny. Godnym uwagi jest jednak karotol (9), g³ówny i specy-
ficzny dla roœlin marchwi, seskwiterpenowy alkohol nale¿¹cy do klasy daukanów.
Fungicydowa aktywnoœæ karotolu, porównywalna z aktywnoœci¹ surowego oleju,
wskazuje, i¿ zwi¹zek ten jest g³ównym allelopatycznym sk³adnikiem nasion mar-
chwi [92]. Ponadto karotol oraz drugi g³ówny sk³adnik oleju z nasion marchwi,
kariofilen, wykazuj¹ silne w³aœciwoœci hamuj¹ce kie³kowanie i wzrost roœlin testo-
wych [93]. Z kolei z wodnego ekstraktu z nasion marchwi wyizolowano wykazuj¹cy
fitotoksyczn¹ aktywnoœæ kwas krotonowy [94].
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Rysunek 3. Struktury seskwiterpenów karotanowych
Figure 3. Structures of carotane-like sesquiterpenes

3.2. FENOLOWE I TERPENOWE ZWI¥ZKI ROŒLIN ZBO¯OWYCH

Kolejn¹ dobrze poznan¹ grup¹ substancji wykazuj¹cych w³aœciwoœci allelopa-
tyczne s¹ zwi¹zki zidentyfikowane w roœlinach zbo¿owych. Nale¿¹ do nich benzoksy-
azynoidy (Rys. 4), a wœród 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), których obecnoœæ po raz pierwszy stwierdzono w roœlinach
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z rodziny traw Gramineae. Kwasy te zidentyfikowano tak¿e w gatunkach roœlin
nale¿¹cych do rodzin Acanthaceae i Ranunculaceae, gdzie jak stwierdzono, pe³ni¹
g³ównie funkcje obronne przeciwko owadom oraz mikroorganizmom [95–97].
DIMBOA jest dominuj¹c¹ form¹ w roœlinach pszenicy i kukurydzy, natomiast
DIBOA jest g³ównym kwasem hydroksamowym wystêpuj¹cym w ¿ycie. W wod-
nym ekstrakcie z ziaren ¿yta zidentyfikowano jeszcze BOA, benzoksazolinon, który
jest produktem rozpadu DIBOA. Badania aktywnoœci biologicznej zarówno kwa-
sów hydroksamowych, jak równie¿ ich po³¹czeñ w formie β-D-glikozydów, dowio-
d³y, i¿ wszystkie badane substancje okaza³y siê inhibitorami wzrostu testowanych
roœlin, jednak¿e najwiêksz¹ aktywnoœæ wykazywa³ DIBOA [98, 99]. Stwierdzono
równie¿, ¿e podczas infekcji roœlin przez grzyba Pucinia graminis dochodzi do roz-
padu glukozydu DIMBOA. Natomiast powsta³y po tym rozpadzie wolny DIMBOA
powoduje zamieranie pora¿onych komórek, a tym samym hamuje rozwój grzyba.
Obecnoœci kwasów hydroksamowych w roœlinach kukurydzy przypisuje siê jej odpor-
noœæ na infekcje bakteryjne, szczególnie powodowane przez bakterie z rodzaju
Erwinia spp. [100]. Liczne badania wykaza³y tak¿e, ¿e kwasy te hamuj¹ kie³kowa-
nie i wzrost wielu gatunków chwastów [101, 102].
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Rysunek 4. Struktury benzoksyazynoidów
Figure 4. Structures of benzoxyazinoids

W roœlinach ry¿u (Orisa sativa L.) system obronny sk³ada siê z biblioteki oko³o
15 zwi¹zków. Fitotoksyny te nale¿¹ do diterpenów i s¹ to momilaktony (16), fitoka-
zany (17), oryzoaleksyny (18) oraz sekunaretyny (19) (Rys. 5). Substancje te wyka-
zuj¹ silne w³aœciwoœci herbicydowe w stosunku do popularnych w uprawach ry¿u
chwastów Echinochloa crusgalli L. i Cyperus difformis L. [103].
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Rysunek 5. Wybrane allelozwi¹zki wystêpuj¹ce w roœlinach ry¿u (Oryza sativa L.)
Figure 5. Chosen allelochemicals fund in rice (Oryza sativa L.)

3.3. ALLELOZWI¥ZKI ZAWARTE W ROŒLINACH S£ONECZNIKA

S³onecznik (Helianthus spp.) jest roœlin¹, która w uprawach doskonale elimi-
nuje konkurencyjne roœliny. W ró¿nych odmianach s³onecznika zidentyfikowano
ponad 200 substancji o silnych w³aœciwoœciach allelopatycznych. Substancje feno-
lowe: kulkulanina B (20), heliannony A (21) i B (22) oraz tambulina (23) wykaza³y
siln¹ inhibicjê wzrostu pêdów pomidora i jêczmienia, których to gatunków roœlin
u¿yto do testów aktywnoœci biologicznej [104–106].

Z roœlin s³onecznika Helianthus sp. wyodrêbniono szereg laktonów seskwiter-
penowych o aktywnoœci allelopatycznej [107, 108]. Wiele spoœród nich wykazuje
bardzo interesuj¹c¹ aktywnoœæ fitotoksyczn¹ w niskich stê¿eniach, jak na przyk³ad
lakton o strukturze (24), wyizolowany z wydzielin kie³kuj¹cych nasion s³onecznika,
który w stê¿eniu 30 ppm w 50% ogranicza wzrost siewek roœlin testowych. Zwi¹zek
ten nale¿y do klasy gwajanolidów, które to substancje wraz z laktonami o strukturze
germakranolidów zwracaj¹ szczególn¹ uwagê badaczy, ze wzglêdu na obiecuj¹ce
w³aœciwoœci herbicydowe (Rys. 6).
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Rysunek 6. Wybrane allelozwi¹zki wyizolowane z roœlin s³onecznika (Helianthus sp.)
Figure 6. Selected allelochemicals isolated from sunflower (Helianthus sp.)

4. ALLELOZWIAZKI JAKO POTENCJALNE PESTYCYDY

Wiedza gromadzona w miarê postêpu badañ oddzia³ywañ pomiêdzy organiz-
mami pozwala na lepsze zrozumienie przyczyn zmian w ich fizjologii i zachowaniu
siê. Dziêki temu mo¿na coraz efektywniej kontrolowaæ liczebnoœæ i obszar wystê-
powania tych spoœród nich, które uwa¿a siê za niepo¿¹dane w danym miejscu
i czasie. Zagadnienie to nabiera szczególnego znaczenia w rolnictwie traktowanym
jako podstawowy sposób pozyskiwania po¿ywienia. W sytuacjach, kiedy rozwój
szkodliwych organizmów zaczyna zagra¿aæ interesom ludzi, podejmujemy z nimi
walkê.

Od czasu rozpoczêcia badañ skutków ubocznych stosowania pestycydów, znacz-
nie rozszerzono zakres testów toksykologicznych i badañ transformacji tych zwi¹z-
ków w œrodowisku. Nowo rejestrowane substancje aktywne s¹ znacznie czêœciej
rezultatem syntez prowadzonych metodami chemii kombinatoryjnej albo efektem
racjonalnego projektowania, jak równie¿ prób wykorzystania zjawiska allelopatii
i allelozwi¹zków.

Badania nad chemicznymi i biologicznymi w³aœciwoœciami allelozwi¹zków
roœlinnych ciesz¹ siê szczególnym zainteresowaniem ze wzglêdu na mo¿liwoœæ
wykorzystania ich jako potencjalnych pestycydów. Zwi¹zki produkowane przez roœ-
liny i mikroorganizmy jako metabolity wtórne stanowi¹ niewyczerpalne niemal¿e
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Ÿród³o struktur do produkcji farmaceutyków, insektycydów, a szczególnie fungicy-
dów oraz herbicydów. Ponadto, substancje te bardzo czêsto prezentuj¹ nowe, nie-
znane dot¹d mechanizmy dzia³ania, co w dobie pojawiania siê wci¹¿ nowych gatun-
ków roœlin odpornych na stosowane, syntetyczne herbicydy jest faktem niezmiernie
wa¿nym i interesuj¹cym.

Z toksykologicznego punktu widzenia, niew¹tpliw¹ zalet¹, która przemawia za
wykorzystaniem allelozwi¹zków w praktyce, jest krótki czas po³owicznego rozpadu
tych substancji oraz ich szybka biodegradacja przez mikroorganizmy.

Wobec mnogoœci przyk³adów substancji allelopatycznych hamuj¹cych rozwój
roœlin, wydawaæ by siê mog³o, ¿e zastosowanie tych substancji jako herbicydów lub
innych pestycydów, to jedynie kwestia czasu. Tymczasem liczba przyk³adów ich
zastosowania jako œrodków komercyjnych nie jest zbyt du¿a. Stosowanie allelo-
zwi¹zków jako herbicydów w praktyce napotyka bowiem na wiele trudnoœci. Prze-
szkody te w du¿ej mierze zwi¹zane s¹ ze z³o¿on¹ struktur¹ samych substancji natu-
ralnych. Zazwyczaj s¹ to zwi¹zki o du¿ej masie cz¹steczkowej, nie bêd¹ce polime-
rami, posiadaj¹ce kilka centrów chiralnych. Wszystkie te wymienione cechy substan-
cji pochodzenia naturalnego sprawiaj¹, ¿e ich synteza bywa trudna, wieloetapowa
i przysparza chemikom wielu problemów. Z kolei pozyskiwanie tych substancji –
ich izolacja z naturalnych Ÿróde³ oraz identyfikacja – jest procesem czasoch³onnym,
a przede wszystkim kosztoch³onnym i nieop³acalnym z ekonomicznego, a co za tym
idzie u¿ytkowego punktu widzenia. Przeprowadzanie wszelkich modyfikacji w struk-
turze substancji naturalnych, czyli tworzenie ich analogów, prowadzi bardzo czêsto
do utraty pierwotnej aktywnoœci lub zmiany jej charakteru [109].

Kolejn¹ przeszkod¹ w stosowaniu substancji o w³aœciwoœciach allelopatycz-
nych jest niewielki zasiêg oddzia³ywañ oraz wymagane, bardzo precyzyjne dobra-
nie dawki, zale¿ne nie tylko od gatunku roœliny – celu dzia³ania, ale te¿ od jej fazy
rozwojowej. Czêsto równie¿ zdarza siê, i¿ izolowane s¹ i identyfikowane substancje
ju¿ znane.

Równie wa¿nym ograniczeniem w praktycznym zastosowaniu allelochemika-
liów jest toksycznoœæ tych substancji w stosunku do ssaków, w tym równie¿ do
cz³owieka. Substancje produkowane przez roœliny b¹dŸ grzyby, niejednokrotnie s¹
silniejszymi toksynami ni¿ popularne syntetyczne trucizny [110].

Pomimo wymienionych trudnoœci, istniej¹ przyk³ady zastosowania allelozwi¹z-
ków jako herbicydów. Jednym z naturalnych herbicydów, który znajduje nabywców
i jest stosowany zarówno w Europie, jak i w Azji jest cinmetylina (Argold®, Cinch®).
Substancja ta jest strukturalnym analogiem 1,4-cineolu, naturalnej toksyny roœlin-
nej bêd¹cej sk³adnikiem olejków eterycznych wielu gatunków roœlin (Rys. 7).
Zosta³a ona odkryta i zbadana przez Shell Chemicals. Wyniki tych badañ wykaza³y,
¿e 1,4-cineol jest bardzo silnym inhibitorem syntetazy asparaginowej, enzymu bior¹-
cego udzia³ w biosyntezie aminokwasów [111]. Podstawnik benzyloeterowy, który
zosta³ pod³¹czony do pierœcienia 1,4-cineolu spowodowa³ zmniejszenie lotnoœci cine-
olu, a co za tym idzie mo¿liwoœæ w³aœciwego zastosowania go w warunkach polo-
wych. Cinmetylina jest umiarkowanie efektywnym inhibitorem wzrostu roœlin, sto-
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sowanym g³ównie w kontroli chwastów jednoliœciennych. Wyniki ostatnio prowa-
dzonych badañ [32] dowiod³y ró¿nic w aktywnoœci 1,4-cineolu i 1,8-cineolu.
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Rysunek 7. Podobieñstwa strukturalne pomiêdzy wybranymi allelozwi¹zkami roœlinnymi
a komercyjnymi herbicydami

Figure 7. Structural similarities between selected plant allelochemicals and commercially available herbicides

Kolejn¹ klas¹ stosunkowo nowych bioherbicydów s¹ triketony, zwi¹zki bêd¹ce
pochodnymi leptospermonu, toksyny produkowanej przez roœliny z rodzaju Cali-
spermon spp. [112, 113]. Triketony s¹ inhibitorami enzymu bior¹cego udzia³ w bio-
syntezie karotenoidów i plastochinonu – dioksygenazy p-hydroksyfenylopirogro-
nianu (HPPD), ich aktywnoœæ objawia siê niedoborem chlorofilu w roœlinach, co
powoduje powstanie charakterystycznych nekrotycznych plam. Na bazie struktur
tych naturalnych toksyn powsta³y syntetyczne herbicydy sulkotrion i mezotrion, silne
inhibitory HPPD [114]. Rysunek 7 przedstawia podobieñstwa w strukturach stosun-
kowo prostych allelosubstancji, produkowanych przez roœliny i syntetycznych, komer-
cyjnie dostêpnych herbicydów [112, 114, 115].

Aktualne mo¿liwoœci wykorzystania allelopatii w rolnictwie zwi¹zane s¹ zatem
przede wszystkim z syntez¹ analogów allelochemikaliów jako substancji aktywnych
pestycydów. Ogromne mo¿liwoœci zastosowania allelozwi¹zków w praktyce daj¹
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genetyczne modyfikacje roœlin prowadz¹ce do wytwarzania po¿¹danych iloœci tych
zwi¹zków w ich tkankach. W wielu oœrodkach prowadzone s¹ badania nad pro-
dukcj¹ gatunków roœlin charakteryzuj¹cych siê 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 RP-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 SP-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 RP-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 RP-dinucleoside (3’,5’)-methanephosphonates 17.

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

S³owa kluczowe: synteza blokowa, chimeryczne oligonukleotydy, metoda amido-
fosforynowa, metoda H-fosfonianowa, metoda fosfotriestrowa
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

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

lumny wype³nionej ¿elem krzemionkowym w mieszani-
nie rozpuszczalników CHCl3 ze wzrastaj¹c¹ zawartoœci¹
EtOH)

SLOW – 3’-nieblokowane dinukleotydy wolniej eluowane z kolumny
w mieszaninie rozpuszczalników CHCl3 ze wzrastaj¹c¹
zawartoœci¹ EtOH)

DBU – 1,8-diazabicyklo[5.4.0]-undec-7-ene
Oligo-PMe – oligonukleotyd zawieraj¹cy przynajmniej jedno metano-

fosfonianowe wi¹zanie internukleotydowe
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WSTÊP

Obecne we wszystkich komórkach organizmów kwasy nukleinowe (DNA i RNA)
determinuj¹ poprawny przebieg wielu procesów ¿yciowych. To one zawieraj¹ infor-
macjê genetyczn¹ w sekwencji zasad nukleinowych zlokalizowanych w dwunicio-
wej helisie DNA oraz bior¹ udzia³ w jej przekazywaniu. Cz¹steczki DNA stanowi¹
matrycê dla syntezy RNA o sekwencji komplementarnej do sekwencji genomowego
DNA. Utworzony w wyniku transkrypcji mRNA zawiera informacjê wykorzysty-
wan¹ bezpoœrednio do syntezy bia³ek w procesie translacji [1]. Zak³ócenie którego-
kolwiek z tych procesów mo¿e prowadziæ do syntezy zmutowanych bia³ek, czego
efektem mo¿e byæ onkogeneza lub w³¹czenie innych niekorzystnych procesów
w organizmach ¿ywych [2]. Kluczowe wydaje siê wiêc posiadanie mo¿liwie najpe³-
niejszej wiedzy dotycz¹cej kwasów nukleinowych, ich struktur in vivo, oraz funkcji.
Dlatego, od blisko trzydziestu lat, wysi³ki wielu laboratoriów koncentruj¹ siê na
opracowaniu metod sekwencyjnie zale¿nej inhibicji syntezy patogennych bia³ek
z wykorzystaniem genetyki molekularnej i komórkowej [3].

Rozwój nowoczesnych technik spektroskopowych, w tym magnetycznego rezo-
nansu j¹drowego (NMR) [4], pozwoli³ na badanie struktury oligonukleotydów,
zarówno jednoniciowych, jak i tworz¹cych struktury dwu- i wiêcej niciowe. Rozwój
technik wielowymiarowych NMR [5] umo¿liwi³ ustalenie konformacji reszt cukro-
wych w roztworze (3’-endo, 2’-endo), ustalenie po³o¿enia zasad azotowych wzglê-
dem wi¹zania N-glikozydowego, a tak¿e odleg³oœci pomiêdzy poszczególnymi ato-
mami w strukturze [6]. Techniki te daj¹ równie¿ mo¿liwoœæ okreœlenia, czy podwójna
helisa, utworzona pomiêdzy syntetycznym oligonukleotydem a komplementarn¹
matryc¹ DNA lub RNA, przyjmuje formê B-DNA, A-DNA, czy Z-DNA, oraz pozwa-
laj¹ badaæ wp³yw modyfikacji zasad lub wi¹zania internukleotydowego na strukturê
i w³aœciwoœci takich dupleksów.

Syntetyczne oligonukleotydy mog¹ byæ stosowane jako sondy molekularne,
które posiadaj¹ zdolnoœæ specyficznego wi¹zania siê za pomoc¹ wi¹zañ wodoro-
wych (typu Watsona-Cricka) z wykrywan¹ nici¹ DNA lub RNA, przez co umo¿li-
wiaj¹ ich identyfikacjê [1]. Sondy molekularne wykorzystuje siê m.in. w celu wczes-
nego wykrycia chorób o pod³o¿u genetycznym, takich jak anemia sierpowata czy
fenyloketonuria [7, 8].

Innym zastosowaniem syntetycznych oligonukleotydów jest wykorzystanie ich
jako starterów w ³añcuchowej reakcji polimerazy (ang. Polymerase Chain Reac-
tion, PCR) [1]. Jest to metoda enzymatycznego powielania ³añcuchów DNA w warun-
kach laboratoryjnych.

Syntetyczne oligonukleotydy i ich modyfikowane analogi (np. tiofosforany)
mog¹ stanowiæ potencjalne terapeutyki w terapiach opartych na sekwencyjnie zale¿-
nym wyciszaniu okreœlonych genów (onkogenów, genów wirusowych). Strategia
antysensowa np. zak³ada sekwencyjnie zale¿n¹ inhibicjê syntezy patogennych bia-
³ek [9] poprzez asocjacjê komplementarnego (antysensowego) oligonukleotydu do
okreœlonej sekwencji cytoplazmatycznego dojrza³ego mRNA i zahamowanie syn-
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tezy bia³ka na etapie translacji, w wyniku zablokowania dostêpu rybosomu lub utwo-
rzenia heterodupleksu rozpoznawanego i degradowanego przez RNazê H [10, 11].

Syntetyczne oligonukleotydy wykorzystuje siê równie¿ do wyciszania ekspre-
sji genu o homologicznej sekwencji. Do tego celu odpowiednie s¹ cz¹steczki siRNA
(ang. small interfering RNA). Powstaj¹ one przez pociêcie na fragmenty dwunicio-
wego RNA (np. wirusowego) w komórce, przez enzym Dicer. Krótkie siRNA wi¹¿¹
siê z kompleksem bia³kowym o aktywnoœci rybonukleazy zwanym RISC [12]. Kom-
pleks ten wi¹¿e siê z komplementarn¹ do siRNA cz¹steczk¹ mRNA i tnie j¹ na
fragmenty, uniemo¿liwiaj¹c w ten sposób powstanie bia³ka kodowanego przez to
mRNA.

Syntetyczne siRNA wykorzystywane s¹ w biologii molekularnej, prowadzone
s¹ te¿ badania nad zastosowaniem ich w medycynie [13, 14].

Syntetyczne oligonukleotydy, wykorzystywane w terapii genowej lub antysen-
sowej, musz¹ spe³niaæ szereg wymogów dotycz¹cych ich struktury i w³aœciwoœci.
Powinny:

• przenikaæ przez b³ony komórkowe tak, aby dotrzeæ do wyselekcjonowanej
sekwencji docelowej,

• specyficznie i z wysok¹ wydajnoœci¹ hybrydyzowaæ do wybranych sekwen-
cji RNA, aby zminimalizowaæ ewentualne oddzia³ywania niespecyficzne,

• byæ odporne na dzia³anie enzymów nukleolitycznych zarówno wewn¹trz-,
jak i zewn¹trzkomórkowych, oraz byæ trwa³e chemicznie w medium komór-
kowym,

• nie powinny oddzia³ywaæ z bia³kami komórkowymi,
• nie mog¹ byæ toksyczne.
Najlepiej poznanymi i najczêœciej stosowanymi analogami w badaniach biolo-

gicznych i medycznych s¹ analogi tiofosforanowe (Oligo-PS) [4, 15].
Inn¹ grup¹ analogów o potencjalnych zastosowaniach terapeutycznych i diag-

nostycznych s¹ oligonukleozydo-(3’,5’)-metanofosfoniany (Oligo-PMe) [16]. Wpro-
wadzenie niejonowego ugrupowania metanofosfonianowego pozbawionego ³adunku
elektrycznego zmniejsza ³adunek ujemny modyfikowanych oligonukleotydów (co
w konsekwencji obni¿a równie¿ rozpuszczalnoœæ w mediach komórkowych), zwiêk-
sza lipofilowoœæ tych cz¹stek (polepsza transport do komórki) i zapewnia ca³kowit¹
odpornoœæ na dzia³anie enzymów nukleolitycznych [17].

Poniewa¿ niemodyfikowane oligonukleotydy nie spe³niaj¹ czêœci powy¿szych
warunków, wprowadzane modyfikacje mia³y na celu m.in. poprawê transportu oligo-
nukleotydów przez b³ony komórkowe, np. poprzez zmniejszenie ca³kowitego ³adunku
elektrostatycznego, a przede wszystkim zwiêkszenie odpornoœci na dzia³anie endo-
i egzonukleaz [18, 19].

Na Rysunku 1 przedstawiono szereg przyk³adowych modyfikacji szkieletu fosfo-
ranowo-cukrowego w kwasach nukleinowych i ich analogach.
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Rysunek 1. Wybrane przyk³ady modyfikacji szkieletu fosforanowo-cukrowego kwasów nukleinowych
Figure 1. Different modifications of oligonucleotides

Pierwszym i dotychczas jedynym lekiem dzia³aj¹cym wed³ug mechanizmu anty-
sensowego jest tiofosforanowy 19-mer (Vitravene®), zatwierdzony w roku 1998
w USA przez Amerykañsk¹ Agencjê ds. ¯ywnoœci i Leków (ang. Food & Drug
Administration, FDA) jako lek przeciw œlepocie wywo³anej przez cytomegalowirus
(HCMV) u osób zaka¿onych wirusem HIV [20].

Obecnie w ró¿nych fazach badañ klinicznych znajduje siê kilkanaœcie oligonu-
kleotydów I generacji (Oligo-PS) i II generacji (czyli oligonukleotydów dodatkowo
modyfikowanych w pozycji 2’) [21].

Mo¿liwoœæ ró¿norodnego zastosowania oligonukleotydów spowodowa³a dyna-
miczny rozwój metod syntetycznych analogów kwasów nukleinowych [22].

Czynnikiem decyduj¹cym o wyborze metody syntezy jest skala produkcji, d³u-
goœæ oligonukleotydu oraz wprowadzone modyfikacje. Iloœci zwi¹zku potrzebne do
badañ strukturalnych s¹ nieporównywalnie mniejsze w stosunku do iloœci potrzeb-
nych do badañ klinicznych, st¹d te¿ konieczny jest w³aœciwy wybór metod syntezy.

W prezentowanym opracowaniu omówiono aktualny stan wiedzy na temat
mo¿liwoœci i ograniczeñ syntezy oligonukleotydów na fazie sta³ej, syntezy oligonu-
kleotydów w roztworze oraz mo¿liwoœci ³¹czenia obydwóch metod, jak ma to miej-
sce w przypadku syntezy oligonukleotydów chimerycznych [23].
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1. METODA SYNTEZY OLIGONUKLEOTYDÓW W ROZTWORZE

W pocz¹tku lat siedemdziesi¹tych XX w. opracowano fosfotriestrow¹ metodê
syntezy oligonukleotydów w roztworze [24]. Opiera siê ona na reakcji kondensacji
3’-O-fosforanu nukleozydu, zawieraj¹cego 2-chlorofenylow¹ lub β-cyjanoetylow¹
grupê protekcyjn¹, z 5’-O-nukleozydem lub 5’-O-oligonukleotydem posiadaj¹cym
woln¹ grupê 5’-hydroksylow¹. Reakcja ta zachodzi w obecnoœci 1-(mezytyleno-2-
-sulfonylo)-3-nitro-1,2,4-1H-triazolu (MSNT, Rys. 2) jako odczynnika kondensuj¹-
cego.
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Rysunek 2. Synteza oligonukleotydów metod¹ fosfotriestrow¹ w roztworze [24]
Figure 2. The phosphotriester approach to oligonucleotide synthesis

Deprotekcja grupy 5’-hydroksylowej pozwala na przy³¹czenie kolejnego nukle-
otydu. Wszystkie etapy syntezy przeprowadza siê w roztworze. Po ka¿dym z nich
konieczne jest chromatograficzne oczyszczanie produktu na ¿elu krzemionkowym.

Metodê tê mo¿na zaadoptowaæ do syntezy oligonukleotydów na skalê przemy-
s³ow¹. Mimo pracoch³onnoœci zwi¹zanej z oczyszczaniem, jest ona najdogodniejsz¹
metod¹ do syntezy krótkich oraz œredniej d³ugoœci oligonukleotydów.

2. METODY SYNTEZY OLIGONUKLEOTYDÓW NA FAZIE STA£EJ

Metody syntezy na fazie sta³ej zrewolucjonizowa³y podejœcie do syntezy biopo-
limerów, w tym peptydów [7] i oligonukleotydów [22, 25]. W syntezie oligonukleo-
tydów na z³o¿u metod¹ amidofosforynow¹ [25], pierwszy 5’-O-DMT-nukleozyd
przy³¹czony jest poprzez grupê 3’-hydroksylow¹ do nierozpuszczalnego z³o¿a za
pomoc¹ ³¹cznika, którym najczêœciej s¹ kwasy dikarboksylowe (np. kwas burszty-
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nowy). £¹cznik pozostaje trwa³y w czasie wszystkich etapów syntezy i zostaje
odciêty od syntetyzowanego oligonukleotydu po zakoñczeniu syntezy ³añcucha [22].

Synteza na fazie sta³ej jest wieloetapowa. W przypadku metody amidofosfory-
nowej [25], pierwszym etapem jest odblokowanie grupy 5’-hydroksylowej zwi¹za-
nego ze z³o¿em nukleozydu za pomoc¹ 2% kwasu dichlorooctowego w CH2Cl2.
Nastêpnie przeprowadzona jest reakcja kondensacji z u¿yciem 5’-O-DMT-nukleo-
zydo-3’-O-amidofosforynu, aktywowanego za pomoc¹ etylo-S-tetrazolu lub 1H-tetra-
zolu [22]. Jako rozpuszczalnik stosuje siê g³ównie acetonitryl (Rys. 3).

Rysunek 3. Synteza oligonukleotydów metod¹ amidofosforynow¹ na fazie sta³ej.
W przypadku syntezy n-meru cykl powtarza siê (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 wydajnoœciami powy¿ej 99,8%,
co stanowi warunek powodzenia syntezy. Po ka¿dym etapie kondensacji nastêpuje
utlenianie fosforynu do fosforanu, co gwarantuje stabilnoœæ produktu w warunkach
prowadzenia reakcji. W celu uniemo¿liwienia kondensacji z grup¹ 5’-OH nukleo-
tydu, który nie przereagowa³ w tym etapie, blokuje siê tê grupê poprzez acylowanie
za pomoc¹ roztworu bezwodnika octowego, w obecnoœci 4-dimetyloaminopirydyny
(DMAP). Etap ten nazywany jest „kapowaniem”.
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Optymalizacja warunków reakcji oraz dobór odpowiednich grup ochronnych
doprowadzi³y do szerokiego wykorzystania tej metody w zautomatyzowanej synte-
zie oligonukleotydów na fazie sta³ej zarówno w warunkach laboratoryjnych, jak
i w skali przemys³owej.

Standardowe 3’-O-amidofosforyny nukleozydów s¹ obecnie dostêpne hand-
lowo, a opracowane szczegó³owe protoko³y mog¹ byæ wykorzystane zarówno do
syntez standardowych, jak i do syntezy oligonukleotydów modyfikowanych [26].

Alternatywnie stosowan¹ metod¹ syntezy oligonukleotydów na z³o¿u jest
metoda H-fosfonianowa [27]. W metodzie tej jako monomery stosuje siê 3’-O-H-
-fosfoniany 5’-O-DMT-N-blokowanych-nukleozydów, które otrzymaæ mo¿na miê-
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 fosfityluj¹cego [28].
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Rysunek 4 Synteza monomerów w metodzie H-fosfonianowej [27]
Figure 4. The synthesis of monomers for H-phosphonates approach

Aktywacja monomeru odbywa siê za pomoc¹ chlorków kwasowych o du¿ej
zawadzie sterycznej (np. chlorku piwaloilu, chlorku adamantoilu), które w reakcji
z monomerem tworz¹ aktywne mieszane bezwodniki fosfonowo-karboksylowe, ule-
gaj¹ce podstawieniu nukleofilowemu wy³¹cznie na atomie fosforu, ze wzglêdu na
zawadê przestrzenn¹ przy karbonylowym atomie wêgla.

Nieprzereagowane grupy 5’-OH ³añcucha oligonukleotydu immobilizowanego
na z³o¿u s¹ acylowane (kapowane), podobnie jak w metodzie amidofosforynowej,
a z wyd³u¿onego o jednostkê nukleotydow¹ ³añcucha olignukleotydu usuwana jest
grupa dimetokstrytylowa.
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W przypadku metody H-fosfonianowej etap utleniania lub przy³¹czenia siarki
(selenu) nastêpuje po zakoñczeniu reakcji wyd³u¿ania ³añcucha. Zastosowanie ³agod-
nych odczynników utlenianiaj¹cych, takich jak hydroksynadtlenek tert-butylu,
pozwala na wprowadzanie do ³añcucha oligonukleotydu równie¿ modyfikacji wra¿-
liwych na utlenianie. Wykazano, ¿e w przypadku wariantów tej metody, nie jest
konieczne blokowanie grup egzoaminowych zasad nukleinowych [29, 30] (Rys. 5).

Rysunek 5. Synteza oligonukleotydów metod¹ H-fosfonianow¹ na fazie sta³ej [24]
Figure 5. The H-phosphonate approach to the oligonucleotides synthesis

Otrzymany oligonukleotyd odcina siê od z³o¿a w warunkach zasadowych (stê-
¿ony roztwór amoniaku). Je¿eli do syntezy u¿yto monomerów z zablokowanymi
grupami egzoaminowymi, na tym etapie nastêpuje równoczesne odblokowanie grup
zasadolabilnych [22].

Synteza oligonukleotydów na fazie sta³ej eliminuje koniecznoœæ izolowania
i oczyszczenia produktu metodami chromatograficznymi po ka¿dym etapie wyd³u-
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¿enia ³añcucha. Pozwala na automatyzacjê procesu, który wymaga bardzo wysokich
wydajnoœci wszystkich etapów oraz krótkich czasów reakcji. Aby spe³niæ ten wymóg,
w reakcji kondensacji stosowane s¹ du¿e nadmiary monomerów i aktywatorów,
a kluczowe dla wysokiej wydajnoœci jest zachowanie warunków bezwodnych.

3. PORÓWNANIE METOD SYNTEZY OLIGONUKLEOTYDÓW

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

Dynamiczny rozwój metod syntezy kwasów nukleinowych pozwala na precy-
zyjne wykorzystanie ró¿nych strategii, w zale¿noœci od sekwencji i modyfikacji syn-
tetyzowanego oligonukleotydu.

4. MODYFIKOWANE OLIGONUKLEOTYDY

W zale¿noœci od tego, jaki oligonukleotyd planuje siê otrzymaæ, dobiera siê
najefektywniejsz¹ metodê syntezy bior¹c pod uwagê:

• d³ugoœæ syntetyzowanego oligonukleotydu;
• iloœæ modyfikacji wprowadzonych do oligonukleotydu;
• po³o¿enie modyfikacji w ³añcuchu;
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• typ modyfikacji (wi¹zanie internukleotydowe, modyfikowana zasada, post-
syntetyczne modyfikacje oligomeru, np. wprowadzenie ligandów fluorescen-
cyjnych).

Modyfikacje oligonukleotydów mog¹ polegaæ m.in. na wprowadzeniu nietypo-
wej zasady heterocyklicznej w jednym lub kilku miejscach ³añcucha, na wprowa-
dzeniu modyfikacji do pierœcienia cukrowego np. grupy aminowej w pozycji 3’ lub
modyfikacji wi¹zania internukleotydowego.

W przypadku modyfikacji zasady heterocyklicznej czy reszty cukrowej, naj-
czêœciej przygotowuje siê odpowiednio zmodyfikowane monomery i wykorzystuje
siê je w standardowej metodzie np. amidofosforynowej. W takim przypadku nale¿y
wzi¹æ pod uwagê trwa³oœæ modyfikowanego monomeru w warunkach syntezy oraz
trwa³oœæ modyfikacji w warunkach reakcji i pod tym k¹tem dobieraæ warunki prowa-
dzenia syntezy lub zastosowaæ odpowiednio dobrane grupy ochronne tak, aby po
zakoñczeniu ca³ej syntezy mo¿na je by³o usun¹æ bez szkody dla otrzymanego oligo-
nukleotydu.

5. METODA SYNTEZY BLOKOWEJ OLIGONUKLEOTYDÓW
CHIMERYCZNYCH

Od lat dziewiêædziesi¹tych XX w. obserwuje siê wzrost zainteresowania chime-
rycznymi oligonukleotydami. Oligonukleotydy chimeryczne mog¹ zawieraæ wbudo-
wane w okreœlonej pozycji dinukleotydy modyfikowane, np. na centrum fosforo-
wym, zawieraj¹ce ró¿ne modyfikacje wi¹zania internukleotydowego. Stanowi¹ one
dogodne narzêdzia w biologii molekularnej i strukturalnej [31–34] (Rys. 6).

W przypadku modyfikacji wi¹zania inernukleotydowego pojawia siê zasadni-
czy problem, zwi¹zany z w³¹czeniem modyfikowanego dinukleotydu do oligonu-
kletydu, z utworzeniem P-chiralnego, modyfikowanego wi¹zania internukleotydo-
wego.

Je¿eli w syntetyzowanym w sposób niestereospecyficzny oligonukleotydzie
znajduje siê n modyfikowanych wi¹zañ internukleotydowych, w którym ka¿dy
z atomów fosforu bêdzie stanowi³ centrum chiralnoœci, to mo¿e on wyst¹piæ w skraj-
nym przypadku w postaci mieszaniny 2n diastereomerów, które ró¿ni¹ siê w³aœci-
woœciami fizykochemicznymi [35]. Stosowane podejœcia w syntezie chemicznej stere-
ozdefiniowanych oligonukleotydów o znanej konfiguracji na atomie fosforu wyma-
gaj¹ u¿ycia diastereomerycznie czystych substratów, o okreœlonej konfiguracji na
ka¿dym centrum chiralnym, a reakcje kondensacji musz¹ byæ stereospecyficzne.
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Rysunek 6. Modyfikacja metanofosfonianowa wbudowana w ³añcuch chimerycznego oligonukleotydu
Figure. 6. The methanephosphonate modification incorporated in to oligonucleotide

Jedn¹ z alternatywnych metod syntezy chimerycznych oligonukeotydów o zdefi-
niowanej konfiguracji na atomie fosforu jest synteza blokowa [23]. Jej podstaw¹
jest synteza dimerów (dinukleotydów), zawieraj¹cych modyfikowane wi¹zania inter-
nukleotydowe, lub relatywnie krótkich oligonukleotydów w roztworze, a nastêpnie
wykorzystanie ich jako reagentów do syntezy d³u¿szego oligonukleotydu, przy czym
dimeryczne bloki syntetyczne (ang. dimeric building blocks) traktowane s¹ tak jak
inne monomery w zautomatyzowanej syntezie na sta³ym noœniku.

Dimeryczne bloki syntetyczne, mo¿na otrzymaæ stosuj¹c niestereospecyficzne
reakcje kondensacji daj¹ce w efekcie obydwa P-diastereoizomery, a nastêpnie roz-
dzieliæ je metodami chromatograficznymi, jak w metodzie triazolidowej [36] (Rys. 7).

Mo¿na równie¿ pos³u¿yæ siê metod¹ stereospecyficznej kondensacji prowadz¹cej
do otrzymania po¿¹danego P-diastereoizomeru [23, 37]. Obydwie te metody mo¿na
jednak stosowaæ do relatywnie krótkich oligonukleotydów.

Stec et al. zaproponowali metodê pozwalaj¹c¹ 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)fosfonianów metod¹ triazolidow¹ [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
RP-dinukleozydo (3’,5’)-metanofosfonianów 25 [35]

Figure 8. Stereocontrolled and stereoconvergent synthesis of
RP-dinucleoside (3’,5’)-methanephosphonate 25 [35]

W metodzie tej izomer FAST-RP-21 przeprowadza siê na drodze stereospecy-
ficznej reakcji Steca (PN→PO) [38] w odpowiedni diastereomerycznie czysty
3’-O-metanotio(seleno)fosfonian nukleozydowy (RP-23) (Rys. 8A), który jest alkilo-
wany za pomoc¹ MeI w sposób chemoselektywny (reakcja zachodzi wy³¹cznie na
atomie siarki lub selenu), daj¹c odpowiedni 3’-O-(S-metylo) metanotiofosfonian
nukleozydowy (lub jego analog selenowy) SLOW-RP-24, który wykorzystywany
jest jako monomer do syntezy (3’,5’)-metanofosfonianu dinukleozydowego FAST-
RP-25 (Rys. 8B).
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Drugi izomer, 3’-O-anilidotio(seleno)metanofosfonian nukleozydowy SLOW-
SP-21, utlenianiany jest w sposób stereospecyficzny, z retencj¹ konfiguracji na ato-
mie fosforu, za pomoc¹ Oksonu [39] (Rys. 8C). Otrzymany w ten sposób 3’-O-
-anilidometanofosfonian nukleozydowy SLOW-RP-22 poddawany jest nastêpnie reak-
cji Steca (PN→PS, jako odczynnik elektrofilowy wykorzystuje siê CS2) i otrzymuje
siê odpowiedni 3’-O-metanotiofosfonian nukleozydowy RP-23, który po alkilowa-
niu za pomoc¹ MeI, tworzy monomer SLOW-RP-24. Autorzy wykazali, ¿e opisan¹
powy¿ej procedurê mo¿na stosowaæ zarówno do syntezy 2’-deoksynukleotydów, jak
i 2’-OMe-rybonukleotydów [37].

Metoda „anilidowa” pozwala na „bezodpadow¹” syntezê diastereomerycznie
czystych (3’,5’)-metanofosfonianów dinukleozydowych o konfiguracji RP lub SP,
z wykorzystaniem w ka¿dym przypadku obydwóch rozdzielonych na diastereomery
prekursorów anilidowych 21, co ma istotne znaczenie w przypadku syntezy na du¿¹
skalê [37].

Autorzy pokazali równie¿ wariant omawianej metody, w którym diastereome-
rycznie czysty 3’-O-anilidometanofosfonian 21 wykorzystywany by³ jako prekursor
do zawi¹zania wi¹zania internukleotydowego (Rys. 8) [23]. Jednoczeœnie grupa
3’-O-anilidometanofosfonianowa stanowi³a grupê protekcyjn¹.

Dziêki u¿yciu silnej zasady organicznej (DBU) oraz dodatku chlorku litu jako
aktywatora, w reakcji substytucji nukleofilowej nastêpuje zawi¹zanie metanofosfo-
nianowego wi¹zania internukleotydowego. W podanych warunkach nie zachodz¹
reakcje konkurencyjne, w których uczestniczy³aby grupa anilidowa, co potwierdzono
metodami NMR [2]. Grupa 3’-O-anilidometanofosfonianowa mo¿e byæ przekszta³-
cona w sposób chemoselektywny i stereospecyficzny (PN→PS) w odpowiedni¹ grupê
kwasow¹, któr¹ nastêpnie poddaje siê reakcji S-alkilowania, otrzymuj¹c w ten spo-
sób substrat do dalszych reakcji wyd³u¿ania ³añcucha oligonukleotydu.

Wykazano równie¿ mo¿liwoœæ syntezy krótszych oligonukleotydów, posiada-
j¹cych wy³¹cznie modyfikowane wi¹zania internukleotydowe z po¿¹dan¹ konfigu-
racj¹ na ka¿dym chiralnym atomie fosforu. Syntetyzuje siê wówczas w roztworze
dinukleotyd z modyfikowanym wi¹zaniem internukleotydowym, np. (3’,5’)-metano-
fosfonian dinukleozydowy, a nastêpnie ³¹czy siê go, równie¿ w roztworze, z odpo-
wiednim monomerem tak, by powsta³ trinukleotyd [23]. Metod¹ t¹ mo¿na równie¿
kondensowaæ blokowo ze sob¹ dwa (3’,5’)-metanofosfoniany dinukleozydowe, otrzy-
muj¹c w ten sposób tetranukleotyd, który mo¿e s³u¿yæ jako substrat do dalszych
reakcji wyd³u¿ania ³añcucha oligonukleotydu. Tak¹ metod¹ zosta³ 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 bloków syntetycznych, acz-
kolwiek rzadko stosowanymi, s¹ (3’,5’)-H-fosfoniany dinukleozydowe o zdefinio-
wanej konfiguracji na atomie fosforu. Wykazano, ¿e diastereomery (3’,5’)-H-fosfonia-
nów dinukleozydowych uzyskane na drodze niestereospecyficznej syntezy metod¹
H-fosfonianow¹ [40], mo¿na rozdzieliæ i ze wzglêdu na ich stosunkowo wysok¹
reaktywnoœæ, wykorzystaæ do syntezy innych analogów, w tym tiofosforanów, seleno-
fosforanów, metanofosfonianów i sfunkcjonalizowanych fosfonianów [41].

Prowadz¹c reakcjê analogicznie jak w metodzie H-fosfonianowej na fazie sta³ej
[42], z u¿yciem jonowych -H-fosfonianów nukleozydowych jako monomerów, i sto-
suj¹c jako aktywatory chlorki kwasowe (chlorek adamantoilu, chlorek piwaloilu),
otrzymuje siê odpowiednie (3’,5’)-H-fosfoniany dinukleozydowe, które w reakcji
utleniania lub przy³¹czenia siarki lub selenu, przeprowadza siê w odpowiednie fos-
forany oraz tiofosforany i selenofosforany [43].

Wykazano, ¿e z rozdzielonych na diastereomery (3’,5’)-H-fosfonianów dinu-
kleozydowych 37 mo¿na otrzymaæ odpowiednie (3’,5’)-metanofosfoniany dinukleo-
zydowe 20 w sposób stereospecyficzny [40]. W reakcji alkilowania RP-(3’,5’)-H-
-fosfonianu dinukleozydu 37 za pomoc¹ MeI, w obecnoœci butylolitu, otrzymuje siê
RP-(3’,5’)-metanofosfonian dinukleozydu 20, co oznacza, ¿e proces ten przebiega
z retencj¹ konfiguracji na atomie fosforu (Rys. 10).

Reakcja przy³¹czenia siarki i selenu do diastereomerycznie czystych dinukleo-
tydów 37 prowadzi do diastereomerycznie czystych, odpowiednio – tio- i selenofos-
foranów 38, i równie¿ przebiega z retencj¹ konfiguracji na atomie fosforu [40]
(Rys. 11).
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Rysunek 10. Syntezy pentanukleozydo (3’,5’)-metanofosfonianu metod¹ anilidow¹ [23]
Figure 10. The synthesis of pentanucleoside (3’,5’)-methanephosphonate [23]
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jako substratów do syntezy diastereomerycznie czystych metanofosfonianów 20 i tiofosforanów 38 [38]

oraz funkcjonalizowanych alkilofosfonianów 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 tak¿e jako substraty do tworzenia wi¹zania P-C w reakcji addycji
do podwójnego wi¹zania [44]. Jako zwi¹zki nienasycone, do badañ wyselekcjono-
wano akrylonitryl i akryloamid, bior¹c pod uwagê mo¿liwoœæ dalszego funkcjonali-
zowania uzyskanych fosfonianów w oparciu o ligandy propanonitrylowy i propiono-
amidowy w produkcie 39.

Uzyskane w powy¿szych reakcjach addycji (3’,5’)-alkilofosfoniany dinukleo-
zydowe 39 mo¿na wykorzystaæ, po 3’-fosfitylacji, jako 3’-O-amidofosforyny, do
syntezy oligonukleotydów na fazie sta³ej, wprowadzaj¹c do ³añcucha syntetyzowa-
nego okreœlony dinukleotyd w standardowej procedurze amidofosforynowej. W ten
sposób uzyskuje siê mo¿liwoœæ syntezy oligonukleotydów chimerycznych, posiada-
j¹cych niemodyfikowane oraz modyfikowane wi¹zania internukleotydowe zarówno
na noœniku sta³ym, jak i w roztworze.

PODSUMOWANIE

Metoda blokowa jest bardzo dogodnym rozszerzeniem standardowych metod
syntezy oligonukleotydów. Istotnym etapem jest synteza odpowiedniego dimerycz-
nego bloku syntetycznego, wykorzystywanego jako monomer w syntezie na fazie
sta³ej chimerycznego oligonukleotydu. Wykorzystanie dimerycznego bloku synte-
tycznego zarówno w syntezie na fazie sta³ej, jak równie¿ w roztworze, pozwala na
otrzymanie d³u¿szych ³añcuchów oligonukleotydów chimerycznych zawieraj¹cych
jedn¹ lub wiêcej modyfikacji, tak¿e wystêpuj¹cych na s¹siaduj¹cych wi¹zaniach
internukleotydowych.

Dostêpnoœæ wielu metod syntezy oligonukleotydów umo¿liwia wytworzenie
dowolnego fragmentu kwasu nukleinowego zarówno wystêpuj¹cego naturalnie, jak
i nie maj¹cego swojego odpowiednika w przyrodzie, przy czym otrzymywane iloœci
wystarczaj¹ nie tylko do badañ laboratoryjnych, ale i do zastosowañ praktycznych.

PODZIÊKOWANIE

Praca wykonana w ramach prac finansowanych z badañ w³asnych UM nr
502 17 961.
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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) VOSO4
or sodium orthovanadate(V) NaVO3 and some vanadium organic complexes are
potent insulin-mimetic compounds for treating both type I and type II 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

S³owa kluczowe: zwi¹zki wanadu, cukrzyca
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

acac – acetyloacetonian
AUC – pole powierzchni pod krzyw¹
BCM-EPR – monitoring krwiobiegu metod¹ paramagnetycznego rezo-

nansu elektronowego
BEOV – bis(etylomaltolo)oksowanad(IV)
BMOV – bis(maltolo)oksowanad(IV)
ClR – klirens nerkowy
cym – metylocysteina
EPR – paramagnetyczny rezonans elektronowy
ERK1/2 – kinazy reguluj¹ce pozakomórkowe przekazywanie sygna³u
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 sprzê¿onej
mal – malonian
MAPKs – kinazy bia³kowe 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 – bia³kowa fosfataza tyrozynowa
sal – aldehyd salicylowy
STZ – streptozotocyna
t1/2 – biologiczny okres pó³trwania
tart – winian
Tmax – maksymalne stê¿enie we krwi
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WSTÊP

Wanad (liczba at. 23, konfiguracja elektronowa [Ar]3d34s2) jest metalem przejœ-
ciowym, wystêpuj¹cym na ró¿nych stopniach utlenienia, od –1 do +5. W organiz-
mach ¿ywych, w warunkach fizjologicznych, przewa¿aj¹ dwa stopnie utlenienia: +4
i +5. Na +4 stopniu utlenienia wanad wystêpuje w formie jonu wanadylowego VO2

2+,
natomiast na +5 stopniu utlenienia wanad tworzy wanadany: HVO4

2–, VO3
–, VO4

3–,
H2VO4

– [1]. Oprócz wymienionych monomerów, wanadany tworz¹ dimery (szcze-
gólnie H2V2O7

2–), tetramery (V4O12
4–), pentamery (V5O15

5–) oraz dekamery (V10O28
6–),

których wzajemny stosunek zale¿y g³ównie od pH œrodowiska wewn¹trzkomórko-
wego [2].

Zwi¹zki koordynacyjne wanadu, które mog¹ mieæ potencjalne w³aœciwoœci far-
makologiczne, zawieraj¹ w cz¹steczce wanadany [VVOxLy], oksowanady (wanadyle)
[VIVOLz], a tak¿e peroksowanadany [VVO(O2)2(L-L’)]n–, n = 1, 2, 3 i [VVO(O2)(H2O)-
(L-L’)]n– , n = 0, 1.

Medyczne zastosowanie zwi¹zków wanadu skupia siê g³ównie na ich wykorzy-
staniu in vitro i in vivo w leczeniu cukrzycy typu I i II. Poza tym zwi¹zki wanadu
wykazuj¹ tak¿e w³aœciwoœci cytostatyczne i cytotoksyczne [3, 4] oraz plemnikobój-
cze [5–7].

Cukrzyca (³ac. diabetes mellitus) jest przewlek³¹ chorob¹ metaboliczn¹, charak-
teryzuj¹c¹ siê brakiem lub nieprawid³owym dzia³aniem wytwarzanego przez trzustkê
hormonu – insuliny. Wyró¿nia siê dwa podstawowe typy cukrzycy: cukrzycê typu I
(tzw. m³odzieñcz¹, insulinozale¿n¹) oraz typu II, insulinoniezale¿n¹. Typ I spowodo-
wany jest brakiem w organizmie insuliny, wynikaj¹cym z uszkodzenia komórek beta
trzustki, i mo¿e byæ skutecznie leczony wy³¹cznie iniekcjami insuliny [8]. Cukrzycê
typu II leczy siê odpowiedni¹ diet¹ i æwiczeniami fizycznymi oraz stosuje siê doustne
œrodki farmakologiczne, obni¿aj¹ce poziom cukru we krwi [9]. Ju¿ w koñcu XIX
wieku zwi¹zki wanadu by³y zalecane w stanach niedo¿ywienia, anemii, a tak¿e
w przypadku gruŸlicy i cukrzycy. W roku 1899 zaobserwowano obni¿enie wydziela-
nia glukozy z moczem u pacjentów z cukrzyc¹ leczonych wanadanem sodu [10, 11].
Jak stwierdzono przez ostatnie 30 lat badañ, zwi¹zki wanadu mog¹ zachowywaæ siê
w organizmie podobnie jak insulina, w odniesieniu do wybranych fizjologicznych
i biochemicznych objawów obu rodzajów cukrzycy.

Du¿¹ zalet¹ tych zwi¹zków, w porównaniu z insulin¹, jest to, ¿e mog¹ byæ poda-
wane doustnie. Zatem celem badañ w tym zakresie jest zsyntetyzowanie zwi¹zków
wanadu, które bêd¹ wch³ania³y siê i osi¹ga³y tkanki docelowe z odpowiednio wysok¹
skutecznoœci¹. Zwi¹zki o takich w³aœciwoœciach powinny posiadaæ niski ciê¿ar cz¹s-
teczkowy, optymaln¹ lipofilowoœæ i brak ³adunku w celu ³atwego przenikania przez
b³ony biologiczne.

W niniejszej pracy przedstawiono przegl¹d zwi¹zków wanadu, wykazuj¹cych
w³aœciwoœci insulinonaœladowcze.
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1. MECHANIZM DZIA£ANIA WANADU

Dzia³anie wanadu okreœlane jest w piœmiennictwie jako: insulinonaœladowcze
(ang. insulin-mimetic), insulinopodobne (ang. insulin-like), przeciwcukrzycowe
(ang. anti-diabetic) oraz wzmacniaj¹ce insulinê (ang. insulin enhancing), przy czym
ostatnie z wymienionych okreœleñ uznawane jest przez niektórych autorów za myl¹ce
i niezalecane. Mechanizm przeciwcukrzycowego i insulinonaœladowczego dzia³a-
nia wanadu oraz jego biologiczna rola jest szeroko dyskutowana w pracach [10–21].

Insulina jest hormonem regulatorowym, wytwarzanym przez komórki beta wyse-
pek Langerhansa w trzustce. Insulina wi¹¿e siê z podjednostk¹ β receptora insuli-
nowego (IR) na powierzchni komórek t³uszczowych i miêœniowych, aktywuj¹c jedno-
czeœnie kinazê tyrozyny. Powoduje to autofosforylacjê reszt tyrozynowych, rozpo-
czynaj¹c transdukcjê sygnalizowania insuliny, a tym samym szereg fizjologicznych
efektów, jak pobudzenie poboru glukozy przez komórki w¹troby, miêœni i adypo-
cyty oraz zahamowanie w¹trobowej produkcji glukozy. Wygaszanie dzia³ania insu-
liny nastêpuje w wyniku defosforylacji reszt tyrozynowych pod wp³ywem bia³kowej
fosfatazy tyrozynowej – PTP (g³ównie PTP-1B), co prowadzi do unieczynnienia
enzymów wchodz¹cych w sk³ad kaskady. Nadmierna aktywnoœæ bia³kowych fosfa-
taz tyrozyny mo¿e byæ jedn¹ z przyczyn insulinoopornoœci postreceptorowej, prowa-
dz¹cej do hiperglikemii, a w konsekwencji do m.in. oty³oœci i cukrzycy. W zwi¹zku
z tym zablokowanie aktywnoœci PTP mog³oby prowadziæ do potencjalizacji dzia³a-
nia insuliny u osób dotkniêtych insulinoopornoœci¹ oraz zmniejszyæ ryzyko wyst¹-
pienia zwi¹zanych z tym powik³añ [19]. Sugeruje siê, ¿e w³aœnie tak¹ rolê mog³yby
spe³niaæ zwi¹zki wanadu [20]. Wanad jest potencjalnym niespecyficznym inhibito-
rem bia³kowych fosfataz tyrozyny [12, 22], w tym równie¿ PTP-1B. Molekularny
mechanizm, odpowiedzialny za insulinonaœladowcze w³aœciwoœci zwi¹zków wana-
du, zwi¹zany jest z aktywacj¹ wielu sk³adników kaskady przekaŸnictwa insulino-
wego, do których nale¿¹ m.in. kinazy bia³kowe aktywowane przez mitogeny
(MAPKs), kinazy reguluj¹ce pozakomórkowe przekazywanie sygna³u (ERK1/2),
3-kinaza fosfatydyloinozytolu (PI3-K) czy kinaza bia³kowa B [13, 15, 22].

Wanad mo¿e naœladowaæ wiele funkcji metabolicznych insuliny zarówno
w warunkach in vivo, jak i in vitro [23–25]. Sole wanadu aktywuj¹ transport heksoz
w komórkach t³uszczowych i tkance miêœniowej wp³ywaj¹c pobudzaj¹co na transpor-
ter glukozy – bia³ko GLUT4 oraz ograniczaj¹ uwalnianie wolnych kwasów t³uszczo-
wych (FFA) [26]. Zwi¹zki wanadu, powoduj¹c uwra¿liwienie tkanek na insulinê,
mog¹ poprawiaæ jej w³aœciwoœci metaboliczne. Poza tym normalizuj¹ wtórne powi-
k³ania cukrzycy przez obni¿enie poziomu bia³ka w moczu, zapobieganie zmianom
histopatologicznym w nerkach oraz kardiomiopatii i retinopatii. Ponadto poprawiaj¹
w³aœciwoœci wydzielnicze trzustki i trzustkowy zapas insuliny.
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2. NIEORGANICZNE ZWI¥ZKI WANADU

Przeciwcukrzycowe w³aœciwoœci wanadu zosta³y po raz pierwszy opisane
w 1985 r. przez Heyligera i in. [2]. Autorzy stwierdzili, ¿e podawanie w wodzie
pitnej ortowanadanu sodu, w stê¿eniu 0,8 mg/ml, szczurom z cukrzyc¹ indukowan¹
streptozocyn¹ (STZ) powoduje wyrównanie poziomu glukozy we krwi [2]. Odkry-
cie to spowodowa³o wzrost iloœci doœwiadczeñ z wykorzystaniem nieorganicznych
zwi¹zków wanadu, g³ównie siarczanu oksowanadu(IV) (siarczanu wanadylu) VOSO4
oraz wanadanów sodu Na3VO4 i NaVO3.

W innych badaniach zaobserwowano hipoglikemizuj¹cy efekt siarczanu wana-
dylu podawanego dootrzewnowo szczurom z STZ-cukrzyc¹ w dawce 9,3 mg/kg m.c.
przez 12 dni; efekt ten utrzymywa³ siê jednak tylko do zakoñczenia podawania leku
[24]. Ze wzglêdu na stosunkowo s³abe wch³anianie tych zwi¹zków w przewodzie
pokarmowym oraz efekty niepo¿¹dane (utrata wagi, bóle brzucha, wymioty), zaczêto
poszukiwaæ nowych nieorganicznych i organicznych pochodnych wanadu o lep-
szych w³aœciwoœciach fizykochemicznych oraz fizjologicznych.

3. ZWI¥ZKI KOMPLEKSOWE WANADU(IV) I WANADU(V)
O W£AŒCIWOŒCIACH PRZECIWCUKRZYCOWYCH

Szereg zwi¹zków wanadu z ligandami organicznymi charakteryzuje siê lepszymi
w³aœciwoœciami przeciwcukrzycowymi ni¿ proste sole nieorganiczne zarówno
w badaniach in vitro, jak i in vivo, dziêki lepszej przenikalnoœci do tkanek drog¹
dyfuzji biernej i podniesieniu skutecznoœci dzia³ania wanadu. Do takich zwi¹zków
nale¿¹ m.in. kompleksy z maltolem, etylomaltolem czy pikolinianami. Ligandy orga-
niczne stosowane w kompleksach wanadu równie¿ obni¿aj¹ toksycznoœæ wanadu,
ograniczaj¹c lub likwiduj¹c g³ównie zaburzenia ze strony uk³adu pokarmowego.

3.1. KOMPLEKSY Z MALTOLEM I JEGO POCHODNYMI

Do szeroko przebadanych zwi¹zków koordynacyjnych wanadu nale¿¹ 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)
• 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 wystêpuje uk³ad
koordynacyjny (ang. coordination mode) VO(O4). Maltol i etylomaltol (stosowane
w wielu krajach jako dodatki do ¿ywnoœci) oraz ich pochodne jako ligandy charakte-
ryzuj¹ siê umiarkowan¹ wewnêtrzn¹ aktywnoœci¹ biologiczn¹ oraz nisk¹ toksycz-
noœci¹. Ponadto maltol tworzy trwa³e, obojêtne kompleksy z jonami metali posiada-
j¹ce optymalne w³aœciwoœci hydro- i lipofilowe oraz umiarkowan¹ zdolnoœæ hydro-
lizy.

Zastosowanie ligandów strukturalnie podobnych do maltolu, a mianowicie
kwasu kojowego czy 1,2-dimetylo-3-hydroksy-4-pirydynonu pozwala na uzyskanie
kompleksów o innej rozpuszczalnoœci w wodzie, lipofilowoœci i trwa³oœci hydroli-
tycznej. Zainteresowanie tymi ligandami wynika te¿ z ich zdolnoœci do ³atwej depro-
tonacji; wartoœci pKa dla Hma, Hema i Koj wynosz¹ odpowiednio 8,38; 8,78 oraz
7,72.

Jednym z szeroko i intensywnie badanych kompleksów wanadu jest bis(malto-
lato)oksowanad(IV), BMOV (Rys. 2) zawieraj¹cy kation wanadylu po³¹czony z dwoma
anionami maltolu, a tak¿e bis(etylomaltolato)oksowanad(IV), BEOV. We wszyst-
kich badaniach na zwierzêtach BMOV by³ 2–3 razy bardziej skuteczny w obni¿aniu
stê¿enia glukozy we krwi ni¿ siarczan(VI) wanadylu, ponadto by³ równie¿ lepiej tole-
rowany.
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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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Porównanie wyników badañ z udzia³em 48V-BMOV i 48VOSO4 wykaza³o
podobn¹ biodystrybucjê wanadu z obu zwi¹zków. Po doustnym podaniu 48V-BMOV
wanad najd³u¿ej zatrzymywany by³ w koœciach (biologiczny okres pó³trwania > 10
dni), nastepnie w nerkach i w w¹trobie. BMOV charakteryzuje siê jednak ponad
dwukrotnie wy¿szym czasem eliminacji z koœci, w porównaniu z VOSO4. Niew¹t-
pliw¹ przewag¹ BMOV nad siarczanem(VI) wanadylu by³o osi¹gniêcie w wiêkszoœci
tkanek ponad 2–3-krotnie wiêkszych stê¿eñ 48V po 24 godz., po doustnym podaniu
dawki równowa¿nej 10 μmoli wanadu.

BEOV charakteryzuje siê nieco wiêksz¹ odpornoœci¹ na hydrolizê oraz lipofilo-
woœci¹ ni¿ BMOV. W roku 2000 zakoñczono dla BEOV pierwsz¹ fazê badañ klinicz-
nych z udzia³em ludzi. Celem tych badañ by³o oszacowanie bezpieczeñstwa i tole-
rancji pojedynczej, wzrastaj¹cej doustnej dawki BEOV, badania farmakokinetyczne
dla œrednich dawek (oznaczenie stê¿enia wanadu w surowicy krwi, moczu i kale)
oraz porównanie dostêpnoœci biologicznej BEOV i siarczanu(VI) wanadylu. Bada-
nia przeprowadzono na 40 zdrowych ochotnikach w wieku 18–45 lat [34].

Podczas badañ nie zaobserwowano u ¿adnego z ochotników dzia³añ niepo¿¹-
danych; stan uk³adu pokarmowego, nerek, w¹troby oraz parametrów krwi pozosta-
wa³ na fizjologicznie prawid³owym poziomie.

Badania farmakokinetyczne wykaza³y nieproporcjonaln¹ zale¿noœæ miêdzy
dawk¹ a polem powierzchni pod krzyw¹ (AUC) oraz zawartoœci¹ wanadu (% daw-
ki) w moczu. Z kolei parametry, takie jak czas, po którym wystêpowa³o maksymalne
stê¿enie we krwi (Tmax), biologiczny okres pó³trwania (t1/2) oraz klirens nerkowy,
by³y niezale¿ne od dawki. Wartoœæ Tmax dla VOSO4 jest ok. 2-krotnie wy¿sza ni¿ dla
BEOV, co œwiadczy o znacznie wolniejszym wch³anianiu wanadu ze zwi¹zku nie-
organicznego. Biodostêpnoœæ BEOV jest ok. 3 razy wiêksza, w porównaniu do siar-
czanu(VI) wanadylu. Bardzo negatywny wp³yw na dostêpnoœæ biologiczn¹ BEOV
ma obecnoœæ pokarmu w ¿o³¹dku. Stwierdzono, ¿e absorpcja wanadu po doustnym
podaniu 75 mg BEOV by³a 13-krotnie wy¿sza na czczo ni¿ z ¿o³¹dka wype³nionego
pokarmem. Ten niepo¿¹dany efekt mo¿na wyeliminowaæ lub ograniczyæ podaj¹c
lek przed posi³kiem [34].

3.2. PIKOLINIANY

Kolejn¹ grupê dwudonorowych ligandów stanowi¹ pikoliniany, które tworz¹
kompleksy z wanadem na +3, +4 oraz +5 stopniu utlenienia [26–28]. Z jonami V(IV)
tworz¹ kompleksy typu VIVOL2 o uk³adzie koordynacyjnym VO(N2O2). Syntezê
bis(pirydyno-2-karboksy)-oksowanadu(IV) – VO(pic)2 (6) (Rys. 3) opisano ju¿
w 1964 roku [28]. Insulinopodobny efekt dzia³ania kompleksów oksowanadu(IV)
z pikolinianami zale¿y od dawki oraz metody podania. Podczas podawania szczu-
rom z indukowan¹ streptozotocyn¹ cukrzyc¹ zaobserwowano wyrównanie poziomu
glukozy we krwi oraz znacz¹cy wzrost poziomu insuliny. W innych badaniach (poda-
wano wiêksze dawki) zanotowano zgodny z przewidywaniami spadek poziomu glu-
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kozy we krwi i brak podniesienia stê¿enia insuliny oraz niepo¿¹dane dzia³anie dra¿-
ni¹ce na uk³ad pokarmowy. Dootrzewnowe podanie VO(pic)2 w dawkach 10–50
razy mniejszych ni¿ doustnie powodowa³o obni¿enie poziomu glukozy we krwi.
Przy wy¿szych dawkach wanadu towarzyszy³o temu podniesienie poziomu biliru-
biny.
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Rysunek 3. Kompleks wanadu(IV) z pikolinianem – VO(pic)2 (6)
Figure 3. Vanadium(IV) picolinate complex – VO(pic)2 (6)

Takino i in. zaproponowali di(5-jodopikoliniano)oxovanad(IV) – VO(Ipic)2 jako
potencjalny zwi¹zek hipoglikemiczny [35]. Wprowadzenie atomu jodu do liganda
(pikolinianu) spowodowa³o zwiêkszenie skutecznoœci obni¿ania poziomu glukozy
we krwi, w porównaniu do VO(pic)2; sta³y poziom glukozy utrzymywa³ siê 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)2 wi¹¿e siê we krwi z b³on¹ erytrocytów i albuminami.

Dipikolinian oksowanadu(V) – VO2(pic)2, a dok³adniej jego po³¹czenie z jonem
amonowym, podawany doustnie kotom z naturaln¹ cukrzyc¹, okaza³ siê skuteczny
jako œrodek hipoglikemiczny [27]. Poza tym zwi¹zek ten nie wykazywa³ dzia³añ
niepo¿¹danych, jak wymioty, biegunka czy odwodnienie, oraz nie zaobserwowano
hepato- i nefrotoksycznoœci. Jest to pierwszy organiczny zwi¹zek wanadu na +5
stopniu utlenienia skuteczny w badaniach na zwierzêtach.

Dla trzech pikolinianowych kompleksów wanadu na ró¿nym stopniu utlenie-
nia, a mianowicie H[V(III)(dipic)2

.H2O].3H2O, H[V(IV)O-dipic.(H2O)2]
 .2H2O oraz

NH4[V(V)O2-dipic] przeprowadzono badania przenikalnoœci przez b³ony ¿o³¹dka
z wykorzystaniem linii komórkowej Caco-2. W warunkach in vitro Caco-2 tworzy
monowarstwê komórek strukturalnie i funkcjonalnie podobnych do ludzkich entero-
cytów. Badano tak¿e cytotoksycznoœæ tych kompleksów w stosunku do komórek
nab³onka jelitowego testem oceniaj¹cym aktywnoœæ metaboliczn¹ komórek (test
MTT). Przenikalnoœæ kompleksów by³a niezale¿na od stê¿enia zwi¹zku i nadmiaru
liganda w stosunku do metalu. Wszystkie kompleksy wykazywa³y przenikalnoœæ
>10–6 cm/s i nisk¹ kumulacjê w komórkach (< 1%) w trakcie 60 min inkubacji.
Ponadto wszystkie kompleksy charakteryzuj¹ siê podobn¹ cytotoksycznoœci¹ w sto-
sunku do komórek Caco-2 [36].
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3.3. βββββ-DIKETONY

Bis(2,4pentanodionato-O,O)oksowanad(IV) VO(acac)2 (7) oraz jego analogi –
metylowy VO(Me-acac)2 (8) i etylowy VO(Et-acac)2 (9) (Rys. 4) by³y czêsto badane
jako zwi¹zki insulinonaœladowcze [27, 37, 38].
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Rysunek 4. Budowa kompleksów wanadu z β-diketonami:
R=H (7), CH3 (8), C2H5 (9) R= OCH3 (10), OC2H5 (11)

 Figure 4. The structure of vanadium complexes with β-diketone:
R=H (7), CH3 (8), C2H5 (9) R= OCH3 (10), OC2H5 (11)

W badaniach in vitro z wykorzystaniem izolowanych komórek t³uszczowych
(adypocytów) VO(acac)2, przy stê¿eniach 5–100 uM, by³ znacznie bardziej efek-
tywny w stymulowaniu lipogenezy ni¿ siarczan(VI) wanadylu. Kompleksy VO(acac)2
oraz VO(Et-acac)2 podawane doustnie w iloœci 0,4 mmola przez 8 tygodni wywo³y-
wa³y niewielkie, ³agodne obni¿enie poziomu glukozy we krwi, jednak istotnie ró¿ne
od siarczanu(VI) wanadylu podawanego w tej samej dawce. Stosunek dawki poda-
nej do stê¿enia wanadu we krwi by³ dla organicznych kompleksów oksowanadu(IV)
znacz¹co ni¿szy ni¿ dla VOSO4, co oznacza lepsze wch³anianie wanadu ze zwi¹z-
ków kompleksowych.

Sheela i in. zaproponowali nowe kompleksy wanadu(IV) z diketonami: bisdi-
metylomalonian oksowanadu(IV) – VO(dmmal)2 (10) oraz bisdietylomalonian okso-
wanadu(IV) –VO(demal)2 (11) (Rys. 4). Zbadano strukturê tych kompleksów oraz
ich w³aœciwoœci przeciwcukrzycowe. Obydwa kompleksy wykazuj¹ skutecznoœæ
porównywaln¹ do leku przeciwcukrzycowego glibenklamidu [39].

3.4. KOMPLEKSY Z FLAWONOIDAMI

Niektóre z flawonoidów, jak myrycetyna, kemferytryna czy hesperydyna, wyka-
zuj¹ in vitro przeciwcukrzycowe dzia³anie [40]. Cazarolli i in. porównali w³aœci-
woœci hipoglikemizuj¹ce wolnych pochodnych glikozydowych flawonoidów (kemp-
ferol-3,7-O-(α)-diramnozyd – kempferytryna i kempferol-3-neohesperydozyd) oraz
ich kompleksów z wanadem(IV). Kompleksy te charakteryzowa³y siê uk³adem koor-
dynacyjnym typu VO(O4).

WyraŸne obni¿enie stê¿enia glukozy we krwi zaobserwowano dla 0,0294 mmol
kompleksu VO(IV) z kempferytryn¹ (Rys. 5) (17,8%) oraz dla 0,0286 mmol kom-
pleksu z kempferolo-3-neohesperydozydem (56%) trzy godziny po dootrzewnowym
podaniu szczurom z cukrzyc¹ indukowan¹ alloksanem. Dla porównania: 0,0146 mmol
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siarczanu(VI) wanadylu powoduje efekt hipoglikemiczny na poziomie 16,8%, a 0,5 IU
insuliny obni¿a poziom glukozy we krwi o 67,5%. Jak widaæ, kempferolo-3-neohe-
sperydozydo-VO(IV) jest ok. dwukrotnie efektywniejszy w obni¿aniu stê¿enia glu-
kozy we krwi od wolnego VO(IV) i 3-krotnie od drugiego z badanych kompleksów
[41].
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Rysunek 5. Struktura kompleksu VO(IV) z kempferytryn¹ (w fizjologicznym pH)
Figure 5. The structure of VO(IV) with kaempferitrin complex (at physiological pH)

G³ówn¹ zalet¹ stosowania kompleksu kempferolo-3-neohesperydozydo-VO(IV)
jest zdolnoœæ jonów wanadu do zwiêkszenia insulinopodobnych w³aœciwoœci flawo-
noidów, a tak¿e wyd³u¿enie okresu hipoglikemii porównywalne do endogennej in-
suliny.

3.5. POCHODNE SALEN-U (SALICYLIDENOIMINY)

Jako potencjalne zwi¹zki o insulinopodobnych w³aœciwoœciach zaproponowa-
no równie¿ kompleksy wanadu (IV) z salicylidenoimin¹ (Rys. 6) – dianionow¹ czte-
rodonorow¹ zasad¹ Schiffa i jej pochodnymi [28, 42]. Kompleksy te charakteryzuj¹
siê uk³adem koordynacyjnym typu VO(N2O2). VOSALEN podawany doustnie w
dawce 7,5 mmol.kg-1.d-1 (przez 30 dni) szczurom z cukrzyc¹ indukowan¹ aloksanem
skutecznie obni¿a³ stê¿enie glukozy we krwi, aczkolwiek zaobserwowano wystêpo-
wanie hipoglikemii. Poza tym, po zaprzestaniu dawkowania, stê¿enie glukozy wzra-
sta³o 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 syntezê i charakterystykê strukturaln¹ oraz w³aœciwoœci
przeciwcukrzycowe kompleksu – [N,N’-1,3-propylo-bis(salicyladimino)] oksowa-
nadu(IV). Zwi¹zek ten podawano w ró¿nych dawkach szczurom STZ do¿o³¹dkowo,
raz dziennie, przez 2 tygodnie. Po up³ywie czasu dawkowania stwierdzono obni¿e-
nie stê¿enia glukozy we krwi. Autorzy sugeruj¹, ¿e badany kompleks mo¿e zwiêk-
szaæ klirens glukozy i poprawiaæ tolerancjê glukozy u szczurów z cukrzyc¹ (wywo-
³an¹ STZ).

3.6. KOMPLEKSY Z LIGANDAMI ZAWIERAJ¥CYMI SIARKÊ

Sakurai i in. [45, 46] zsyntetyzowali kompleksy oksowanadu(IV) z ligandami
zawieraj¹cymi siarkê i ocenili ich insulinonaœladowcz¹ aktywnoœæ w warunkach
in vitro i in vivo (na szczurach STZ). Najskuteczniejszym spoœród szeœciu komplek-
sów o uk³adzie koordynacyjnym VO(S4) okaza³ siê bis(pirolidino-N-karboditiola-
to)oksowanad(IV) [VO(pcd)2]. Z kolei bis(1-oksy-2-pirydynotiolato)oksowanad(IV)
[VO(opt)2] (Rys. 7) z uk³adem koordynacyjnym VO(S2O2) wykazuje silne w³aœci-
woœci insulinonaœladowcze in vitro oraz normalizuje (po podaniu doustnym i doot-
rzewnowym) poziom glukozy we krwi u szczurów z indukowan¹ STZ cukrzyc¹.
Z kolei u myszy ob/ob (model zwierzêcy cukrzycy typu II) w trakcie 15-dniowego
okresu podawania kompleksu stwierdzono obni¿enie poziomu glukozy, insuliny
i triglicerydów we krwi.

Inny, obiecuj¹cy pod wzglêdem w³aœciwoœci insulinonaœladowych, kompleks
oksowanadu(IV) z ligandem siarkowym to VO-(o-aminotiofenolan)2 (VO(tioan)2
z uk³adem koordynacyjnym VO(S2N2) (Rys. 7) [47].
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Rysunek 7. Budowa chemiczna kompleksów oksowanadu(IV):
a) bis(1-oksy-2-pirydynotiolato)oksowanad(IV), b) VO(IV)-(o-aminotiofenolan)2

Figure 7. Chemical structure of oxovanadium(IV) complexes:
a) bis(1-oxy-2-piridynothiolato)oxovanadium(IV), b) VO(IV)-(o-aminothiofenolate)2
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3.7. PORFIRYNOWE KOMPLEKSY WANADU

Do zwi¹zków o potencjalnych w³aœciwoœciach insulinonaœladowczych nale¿¹
tak¿e kompleksy jonów oksowanadu(IV) z porfirynami. Sakurai i in. [48] stwier-
dzili, ¿e kompleksu mezo-tetrakis(1-methylpirydyno-4-yl)porfiryny (tmpp) z VO(IV)
wykazuje insulinopodobn¹ aktywnoœæ, jeœli podawana jest szczurom STZ jedno-
czeœnie z askorbinianem sodu. Najprawdopodobniej jest to wynikiem synergistycz-
nego dzia³ania kompleksu i askorbinianu sodu. Dzia³anie in vitro VO(IV)tmpp oce-
niono na podstawie wartoœci stê¿enia (IC50) powoduj¹cego 50% zahamowanie uwal-
niania wolnych kwasów t³uszczowych (FFA) z izolowanych szczurzych adypocy-
tów. Kompleks VO(tmpp), podany samodzielnie lub te¿ w po³¹czeniu z askorbinia-
nem sodu (IC50 ok. 3,38 mmol), okaza³ siê 3-krotnie mniej aktywny ni¿ VOSO4 (IC50
ok. 1,00 mmol) i a¿ 10-krotnie ni¿ VOSO4 + askorbinian sodu (IC50 ok. 0,34 mmol).

Siln¹ aktywnoœæ insulinonaœladowcz¹ zarówno 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 obni¿a³, po podaniu doustnym, poziom glukozy we
krwi zarówno w modelu zwierzêcym cukrzycy typu 1 (myszy z cukrzyc¹ induko-
wan¹ streptozocyn¹), jak i typu 2 (myszy KKAy). Stwierdzono tak¿e, ¿e VO(tspp)
wykazuje insulinonaœladowcze w³aœciwoœci dziêki zdolnoœci pubudzenia receptora
insulinowego (IRβ) w adypocytach i fosforylacji pierwszego substratu receptora
insulinowego (IRS1) i kinazy bia³kowej B. Ponadto kompleks stymuluje przemiesz-
czenie transportera glukozy GLUT4 z cytozolu do b³ony komórkowej.
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3.8. KOMPLEKSY Z INNYMI LIGANDAMI

Na pocz¹tku lat 90. zaproponowano kompleksy wanadylu z metylocystein¹
VO(cym)2, szczawianami VO(ox)2, aldehydem salicylowym VO(sal)2, malonianem
VO(mal)2 oraz dwurdzeniowy kompleks z jonami winianowymi (VO)2(tart)2, które
wykazywa³y wysok¹ skutecznoœæ w normalizacji hiperglikemii u szczurów z cuk-
rzyc¹ indukowan¹ streptozotocyn¹ (STZ) [28].

Z kolei Noblia i in. zsyntetyzowali i scharakteryzowali strukturalnie trzy nowe
kompleksy – pochodne chinoksaliny (Rys. 8) [51]. Do oceny w³aœciwoœci przeciw-
cukrzycowych in vitro zastosowano test zahamowania lipolizy, w którym oznaczano
stopieñ zahamowania uwalniania wolnych kwasów t³uszczowych z adypocytów pod-
danych dzia³aniu adrenaliny. Wszystkie trzy kompleksy wykazywa³y w³aœciwoœci
hamuj¹ce lipolizê. Na podstawie wartoœci IC50 stwierdzono, ¿e kompleksy VO(L2)2
i VO(L1)2 maj¹ jednak silniejsze w³aœciwoœci hamuj¹ce ni¿ VO(L3)2 oraz bis(mety-
lopikolinianu) oksowanadu(IV) u¿yty jako wzorzec (odnoœnik).
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Rysunek 8. Budowa ligandów – pochodnych chinoksaliny L1 – R = H (3-amino-chinoksalino-2-nitrylo N1,N4

ditlenek) (16), L2 – R = Br (3-amino-6(7)-bromochinoksalino-2-nitrylo N1,N4 ditlenek) (17), L3 – R=CH3
(3-amino-6(7)-metylochinoksalino-2-nitrylo N1,N4 ditlenek) (18)

Figure 8. The ligands structure – derivatives of quinoxaline, L1 – R=H
(3-amino-quinoxaline-2-carbonitrileN1,N4-dioxide) (16); L2 – R = Br,

(3-amino-6(7)-bromoquinoxaline-2-carbonitrile N1,N4-dioxide) (17); L3 – R = CH3
(3-amino-6(7)-methylquinoxaline-2-carbonitrile N1,N4-dioxide) (18)

W pracy [52] przedstawiono wyniki badañ nad przeciwcukrzycowymi w³aœci-
woœciami po³¹czeñ wanadu(V) z witamin¹ B12. W pierwszym etapie zsyntetyzowano
pochodn¹ witaminy B12 – alkilokobalaminê (3-(3-hydroksy-2-metylo-1H-pirydyno-
-4-on)-propylokobalaminê). Nastêpnie, w wyniku reakcji alkilokobalaminy z meta-
wanadanem sodu (NaVO3) otrzymano dwa kompleksy zawieraj¹ce jedn¹ lub dwie
cz¹steczki liganda: VO2(OH(H))2L oraz VO2L2, gdzie L oznacza alkilokobalaminê.
Do oceny w³aœciwoœci hipoglikemizuj¹cych otrzymanych zwi¹zków wykorzystano
szczury z cukrzyc¹ typu 1 wywo³an¹ streptozocyn¹. Po 7 dniach od dootrzewnowej
iniekcji streptozocyny szczury podzielono na 4 grupy i podano do¿ylnie wodê (grupa
kontrolna), alkilokobalaminê (grupa 2), roztwór wodny NaVO3 grupie trzeciej oraz
grupie 4-ej równomolow¹ mieszaninê NaVO3 i pochodnej witaminy B12. Pod wp³y-
wem mieszaniny NaVO3-alkilokobalamina poziom glukozy we krwi stopniowo obni-
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¿a³ siê do prawie 50%, po 7 dniach od podania, a po 21 dniach wzrós³ do ok. 75%.
Skutecznoœæ obni¿ania poziomu glukozy we krwi by³a statystycznie istotnie wy¿sza
w porównaniu do samego NaVO3, natomiast podanie samej pochodnej witaminy
B12 nie powoduje zmiany stê¿enia glukozy.

3.9. ZWI¥ZKI HIPOGLIKEMIZUJ¥CE JAKO LIGANDY

Podjêto równie¿ próby zastosowania istniej¹cych na rynku leków hipoglikemi-
zuj¹cych jako ligandów w kompleksach z jonami wanadu, oczekuj¹c addytywnego
lub synergistycznego efektu. Woo i in. badali kompleksy VO(IV) z metformin¹ –
pochodn¹ biguanidu, lekiem przeciwcukrzycowym o wielokierunkowym dzia³aniu.
W Polsce jest to obecnie jedyny przedstawiciel tej grupy leków. Metformina hamuje
glukoneogenezê i glikogenolizê w w¹trobie, zmniejsza wch³anianie glukozy z jelita
natomiast zwiêksza jej wykorzystanie w miêœniach. VO(metf)2

.H2O wykazuje sku-
tecznoœæ obni¿ania poziomu glukozy we krwi, podobn¹ jak BMOV i BEOV, nato-
miast efekt utrzymuje siê krócej w przypadku kompleksów z maltolem i etylomalto-
lem [53].

Du¿¹ grupê badanych kompleksów stanowi¹ kompleksy wanadu z pochodny-
mi tiazolidynodionu [53, 54]. Tiazolidynodiony (TZDs) stosowane s¹ w leczeniu
cukrzycy typu II od 1997 roku. TZDs ³¹cz¹ siê, g³ównie w tkance t³uszczowej,
z j¹drowym receptorem aktywowanym przez proliferatory peroksymów PPARγ, wp³y-
waj¹c na metabolizm lipidów i aktywnoœæ insuliny.
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Rysunek 9. Ligandy zawieraj¹ce 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)

Budzisz_folie.p65 2009-12-13, 23:29100



INSULINONAŒLADOWCZE I PRZECIWCUKRZYCOWE W£AŒCIWOŒCI ZWI¥ZKOW WANADU 101

Storr i in. [54] zsyntetyzowali kompleksy wanadu(IV) z pochodnymi tiazolidy-
nodionu jako ligandami (Rys. 9). Badania z udzia³em szczurów z cukrzyc¹ induko-
wan¹ STZ przeprowadzono dla samych ligandów, ich kompleksów z oksowana-
dem(IV) oraz BMVO (jako substancji referencyjnej). Najskuteczniejszym w obni¿a-
niu poziomu glukozy we krwi by³ ligand (19) (ok. 49% po 24 godz.) oraz jego kom-
pleks z jonami wanadylu – VO(L1)2 (ok. 57%, po 24 godz.). Jak widaæ, w przy-
padku kompleksu VO(L1)2 uzyskano po¿¹dany efekt synergistyczny. Dla porówna-
nia, BMVO po takim samym czasie od podania obni¿a stê¿enie glukozy we krwi
o ok. 57%.

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

Siarczan wanadylu VOSO4 by³ testowany zarówno u pacjentów z cukrzyc¹
typu I, jak i typu II. W przypadku obu rodzajów cukrzycy stwierdzono u pacjentów
wzrost wra¿liwoœci tkanek w¹troby i miêœni na insulinê. Wad¹ tego zwi¹zku jako
leku jest jego niska dostêpnoœæ biologiczna oraz objawy niepo¿¹dane, wystêpuj¹ce
przy wiêkszych dawkach. W celu zwiêkszenia efektywnoœci dzia³ania wanadu i bez-
pieczeñstwa pacjentów, Fugono i in. [55] zaproponowali zastosowanie siarczanu
wanadylu w formie powlekanych dojelitowych kapsu³ek (ang. enteric-coated capsu-
les, ECC). Badania wykaza³y, ¿e sta³y VOSO4 podawany w formie ECC wykazuje
dwukrotnie wy¿sz¹ dostêpnoœæ biologiczn¹ ni¿ wodny roztwór siarczanu wanadylu,
co pozwala na stosowanie dwukrotnie mniejszych dawek i osi¹gniêcie takiego
samego poziomu leku we krwi. Lek podany w postaci dojelitowych kapsu³ek prze-
chodzi przez ¿o³¹dek nie wywo³uj¹c dzia³ania dra¿ni¹cego. Zastosowanie zwi¹z-
ków wanadu w postaci ECC opisano tak¿e w pracy [56].

W celu zwiêkszenia absorpcji leku, przetestowano tak¿e in vitro na izolowa-
nych szczurzych adypocytach oraz in vivo na myszach z cukrzyc¹ typu 1, kompleks
VOSO4 z wielkocz¹steczkowym kwasem poli(γ-glutaminowym) [57]. Zaobserwo-
wano znacz¹co wiêksz¹ aktywnoœæ kompleksu, w porównaniu do samego siarczanu
wanadylu. Inne metody polegaj¹ na jednoczesnym podaniu soli wanadu i dodatko-
wej substancji np. hydrofobowych noœników, g³ównie monohydroksamianów [34,
58] lub rozpuszczalnego w wodzie Tironu (kwasu 4,5-dihydroksy-1,3-benzenosul-
fonowego) [34]. Monohydroksamiany stosowano jako noœnik dla siarczanu wana-
dylu, natomiast Tiron podawano z metawanadanem sodu.

Z kolei kompleks peroksowanadu z 1,10-fenantrolin¹ próbowano podawaæ
szczurom przezskórnie (w formie plastrów). Wzrost stê¿enia wanadu we krwi by³
zauwa¿alny, natomiast obni¿enie poziomu glukozy by³o niewielkie.

Edel i in. zaproponowali podawanie ortowanadanu sodu jako zawiesiny
w wyci¹gu z czarnej herbaty. G³ówn¹ zalet¹ tej formy podania leku, w porównaniu
do konwencjonalnej zawiesiny w wodzie, by³o znacz¹ce ograniczenie objawów niepo-
¿¹danych [59]. Badania przeprowadzono na szczurach z cukrzyc¹ indukowan¹ strep-
tozotocyn¹ (STZ); po 4 dniach od do¿ylnej iniekcji STZ dwóm grupom szczurów
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podano doustnie 40 mg ortowanadanu sodu jako zawiesiny w wodzie destylowanej,
jako zawiesiny w wyci¹gu z czarnej herbaty, a grupie trzeciej podano sam wyci¹g
z herbaty. Nastêpnie mierzono stê¿enie wanadu we krwi i ró¿nych tkankach w prze-
ci¹gu 24 godz. od rozpoczêcia eksperymentu. W tkankach zwierz¹t, którym podano
wodn¹ zawiesinê zwi¹zku wanadu, stwierdzono podobne lub wy¿sze stê¿enia wanadu,
w porównaniu do zwierz¹t, które otrzyma³y zawiesinê w herbacie. W obu przypad-
kach stê¿enie wanadu by³o najwy¿sze w koœciach i mala³o w szeregu koœci > nerki >
w¹troba > trzustka > p³uca > serce > miêœnie > mózg. Obni¿enie stopnia kumulacji
wanadu w tkankach, dziêki zastosowaniu zawiesiny w wyci¹gu z czarnej herbaty,
mo¿e ograniczaæ jego toksycznoœæ przy przewlek³ym leczeniu cukrzycy.

Jednym ze sposobów kontroli uwalniania wanadu w organizmie i zwiêkszenia
jego dostêpnoœci biologicznej jest zastosowanie adsorpcyjnego kompleksu wanadu
z chitosanem (CS) lub dodatkowo – wbudowanie kompleksu V-CS w strukturê hydro-
¿elu chitosanu [60].

5. TOKSYCZNOŒÆ WANADU

Zwi¹zki wanadu o w³aœciwoœciach przeciwcukrzycowych powoduj¹ w wiêk-
szych dawkach i przy d³u¿szym stosowaniu objawy niepo¿¹dane. Badania na zwie-
rzêtach wykazuj¹, ¿e na toksycznoœæ zwi¹zków wanadu wp³ywa szereg czynników,
jak forma organiczna czy nieorganiczna zwi¹zku, stopieñ utlenienia wanadu, droga
i czas ekspozycji oraz dawka [61]. Do najczêœciej wystêpuj¹cych objawów niepo¿¹-
danych u zwierz¹t nale¿¹ zaburzenia ze strony uk³adu pokarmowego, biegunka,
odwodnienie, utrata przyrostu wagi. Wiêkszoœæ z tych objawów mo¿na by³o zneu-
tralizowaæ przez podanie w wodzie pitnej NaCl lub przez stopniowe zwiêkszanie
dawki wanadu. Podczas stosowania zwi¹zków wanadu (soli nieorganicznych) u ludzi
przez okres 2-4 tygodni wystêpowa³y tak¿e wymioty, wzdêcia, nudnoœci [62].

Goldfine i in. przeprowadzili badania z udzia³em ludzi chorych na cukrzycê
typu II, podaj¹c jednej grupie placebo, a trzem pozosta³ym siarczan wandylu w daw-
kach 75 mg, 150 mg i 300 mg dziennie (w trzech podzielonych dawkach) przez
6 tygodni. U pacjentów przyjmuj¹cych najmniejsz¹ dawkê nie zanotowano ¿adnych
objawów niepo¿¹danych, natomiast wraz ze wzrostem dawki nasili³y siê skurcze
i dyskomfort w uk³adzie pokarmowym [63].

W badaniach, w których stosowano zarówno sole nieorganiczne, jak i kom-
pleksy wanadu z organicznymi ligandami, zaobserwowano, ¿e podawanie szczurom
zwi¹zków organicznych nie wywo³ywa³o ¿adnych efektów ubocznych ze strony
uk³adu pokarmowego.

Poza niekorzystnymi objawami w uk³adzie pokarmowym, udokumentowano
szereg innych efektów toksycznych m.in. hepatotoksycznoœæ, nefrotoksycznoœæ oraz
teratogennoœæ [61].
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6. SPOSOBY TESTOWANIA ZWI¥ZKÓW WANADU

W przeci¹gu ostatnich 20 lat przeprowadzono badania wielu zwi¹zków kom-
pleksowych wanadu, szczególnie oksowanadu(IV), w celu oceny ich w³aœciwoœci
przeciwcukrzycowych. Wykorzystywane s¹ przede wszystkim in vivo modele zwie-
rzêce ze sztucznie indukowan¹ (streptozotocyn¹, aloksanem i in.) cukrzyc¹ typu I
i II, na których testuje siê zdolnoœæ zwi¹zków wanadu do skutecznego obni¿ania
stê¿enia glukozy we krwi. W badaniach zwi¹zków o w³aœciwoœciach przeciwcuk-
rzycowych stosuje siê tak¿e gryzonie (szczury) z genetycznie uwarunkowan¹ oty³oœci¹
i cukrzyc¹ – szczury typu Zucker fatty (ZF) oraz Zucker diabetic fatty (ZDF). Typ
ZF charakteryzuje siê hiperinsulinemi¹, ale prawid³owym poziomem glukozy we
krwi, natomiast u szczurów ZDF wystêpuje hipoinsulinemia i hiperglikemia (model
cukrzycy typu II) [63, 64].

W wielu laboratoriach stosowane s¹ tak¿e modele zwierzêce z genetycznie
indukowan¹ cukrzyc¹ typu II – insulinooporne gryzonie, a mianowicie myszy ob/ob
[65] i db/db (charakteryzuj¹ce siê odpowiednio hiperglikemi¹ i hiperinsulinemi¹)
oraz szczury BB (z tendencj¹ do tycia) i fa/fa (ze zmniejszon¹ odpowiedzi¹ na insu-
linê na poziomie receptorowym).

Do oceny w³aœciwoœci insulinopodobnych stosuje siê równie¿ in vitro izolo-
wane szczurze adypocyty. Testuje siê wówczas wp³yw badanego zwi¹zku na efek-
tywnoœæ uwalniania wolnych kwasów t³uszczowych z adypocytów [14, 66–68].

Do badania farmakokinetyki wanadu wykorzystuje siê in vivo monitoring krwio-
biegu metod¹ paramagnetycznego rezonansu elektronowego (BCM-EPR), oraz elek-
tronowego rezonansu j¹drowego (BCM-ESR) z udzia³em kompleksów wanadu zna-
kowanych izotopem 48V [33, 34, 69], a tak¿e monitoring stê¿enia metalu we krwi
z u¿yciem neutronowej analizy aktywacyjnej (NAA) oraz spektrometrii mas ze wzbu-
dzeniem w plazmie indukcyjnie sprzê¿onej ICP-MS. Uzupe³nienie badañ nad w³aœ-
ciwoœciami zwi¹zków kompleksowych wanadu stanowi¹ badania równowag w roz-
tworze, badania spektroskopowe oraz analiza rentgenograficzna kompleksów sta-
³ych.

Aktywnoœæ wielu zwi¹zków wanadu testowana jest przez pomiar wzrostu aktyw-
noœci metabolicznej mitochondriów wywo³anej przez zwiêkszone zu¿ycie glukozy
w mysich fibroblastach pozbawionych insuliny. Aktywnoœæ kompleksów wanadu
stanowi ok. 30–70% aktywnoœci insuliny. Zwi¹zki VO(IV) wykazuj¹ nieco wy¿sz¹
aktywnoœæ ni¿ kompleksy wanadanów(V), ale zarówno jedne, jak i drugie kompleksy
posiadaj¹ znacz¹c¹ aktywnoœæ biologiczn¹ w zakresie stê¿eñ 1–10 μmola. Przy wy¿-
szych stê¿eniach mog¹ wyst¹piæ objawy toksyczne; nieco silniejsze dla komplek-
sów VO(IV), w porównaniu do zwi¹zków wanadu(V) [26, 34].
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PODSUMOWANIE

Z roku na rok obserwuje siê wzrost liczby zachorowañ na cukrzycê, szczegól-
nie u osób w coraz m³odszym wieku. WHO szacuje, ¿e w 2030 roku liczba chorych
na cukrzycê wyniesie ok. 366 milionów na ca³ym œwiecie [70]. Powoduje to poszu-
kiwanie skutecznych i nietoksycznych doustnych œrodków farmakologicznych regu-
luj¹cych poziom glukozy we krwi, czy te¿ zwiêkszaj¹cych wra¿liwoœæ tkanek na
insulinê mog¹cych stanowiæ alternatywê dla codziennych iniekcji insuliny. Takie
nadzieje wi¹¿e siê m.in. z wanadem i jego zwi¹zkami, g³ównie kompleksami
z ligandami organicznymi.

Aktywnoœæ antyproliferacyjna i cytotoksyczna niektórych kompleksów wanadu
sugeruje, ¿e zwi¹zki te mog³yby byæ wykorzystane równie¿ w chemioterapii nowo-
tworów.
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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[c]acridine-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

S³owa kluczowe: pochodne akrydyny/akrydonu, aktywnoœæ biologiczna, synteza, zastosowa-
nie kliniczne
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

AIDS – zespó³ nabytego niedoboru odpornoœci
CDK – kinazy cyklinozale¿ne
DMF – N,N-dimetyloformamid
DMP – odczynnik Dess-Martina dostêpny komercyjnie
DMSO – dimetylosulfotlenek
DNA – kwas deoksyrybonukleinowy
HIV – ludzki wirus niedoboru odpornoœci
MS – sita molekularne
NMO – N-tlenek N-metylomorfoliny
PPE – ester kwasu polifosforowego
RNA – kwas rybonukleinowy
TBS – t-butylodimetylosilil
TBSOTf – trifluorometanosulfonian t-butylodimetylosililu
THP – tetrahydropiranyl
TMS – trimetylosilil
TPAP – nadrutenian tetrapropyloamoniowy
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WPROWADZENIE

Walka z chorobami nowotworowymi i zaka¿eniami bakteryjnymi jest jednym
z g³ównych celów stawianych œrodowiskom naukowym. Dlatego te¿ sporo uwagi
poœwiêca siê otrzymaniu nowych, skutecznych, selektywnie dzia³aj¹cych i mniej
toksycznych leków. Du¿ym zainteresowaniem naukowców ciesz¹ siê analogi akry-
dyny/akrydonu, zwi¹zki o szerokim spektrum aktywnoœci biologicznej.

Akrydyna 1 (Rys. 1) jest zwi¹zkiem heteropolicyklicznym. Jej struktura che-
miczna wywodzi siê z trójpierœcieniowego zwi¹zku aromatycznego, bêd¹cego ana-
logiem antracenu zawieraj¹cego atom azotu w pierœcieniu B.

Rysunek 1. Struktura akrydyny
Figure 1. Acridine structure

Ju¿ w XIX wieku pochodne akrydyny stosowane by³y jako pigmenty i barwni-
ki, ale dopiero po I wojnie œwiatowej odkryto ich w³aœciwoœci lecznicze. Pocz¹t-
kowo wykorzystywano je jako leki przeciwbakteryjne oraz przeciwpaso¿ytnicze
(np. w leczeniu malarii czy leiszmaniozy), a dopiero w latach 70. XX w. odkryto ich
w³aœciwoœci przeciwnowotworowe [1].

Mimo i¿ do tej pory zsyntetyzowano na œwiecie ca³y szereg analogów w tej
grupie zwi¹zków [1–8], to nadal poszukuje siê nowych, bardziej aktywnych i o lep-
szych w³aœciwoœciach farmakologicznych pochodnych. W artykule przedstawiono
metody syntez i aktywnoœæ biologiczn¹ najciekawszych z dotychczas otrzymanych
pochodnych akrydyny/akrydonu.

1. METODY SYNTEZ POCHODNYCH AKRYDYNY/AKRYDONU

W literaturze opisano kilka ró¿norodnych metod syntezy pochodnych akrydy-
ny/akrydonu [2, 3]. Wiêkszoœæ z nich polega na otrzymaniu w pierwszej kolejnoœci
prekursora pierœcieni akrydynowych – kwasu N-fenyloantranilowego 6 (Schemat
1). Najstarsz¹ i najbardziej popularn¹ metod¹ jego otrzymywania jest reakcja Ull-
manna-Jourdana przebiegaj¹ca pomiêdzy pochodn¹ kwasu o-halogenobenzoesowego
2 a pochodn¹ aniliny 3 b¹dŸ kwasem antranilowym 4 i pochodnymi halogenobenze-
nu 5, w obecnoœci py³u 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 obecnoœci toluenu, w temperaturze 95oC [10]. Reakcja bie-

N

1

A CB

18 9

6
5 4

3

27
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gnie pomiêdzy estrem kwasu o-jodobenzoesowego a pochodnymi aniliny. Inn¹ drog¹
otrzymywania kwasu 6 jest termochemiczne wygenerowanie benzynu 7 z soli ben-
zenodiazoniowej-2-karboksylanu 7a, zwykle w dichloroetanie w 80oC [3b], a nastêp-
nie saponifikacja powsta³ego estru (Schemat 1) [2, 3a].

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 mo¿e przebiegaæ w dwóch kierun-
kach, daj¹c pochodne akrydyny lub akrydonu (Schemat 2). Dodanie POCl3 prowa-
dzi do otrzymania 9-chloroakrydyn 8, produktów, które s¹ niestabilne, wiêc zaleca
siê szybkie przeprowadzenie dalszych etapów syntezy. W celu otrzymania pochod-
nych akrydonu 9, wymagane jest u¿ycie silnego kwasu lub zwi¹zku dehydratuj¹-
cego. Kwas siarkowy mo¿e byæ stosowany, jeœli w cz¹steczce nie ma obecnych grup
wra¿liwych na jego dzia³anie. W takich przypadkach lepszym odczynnikiem s¹ estry
kwasu polifosforowego w œrodowisku chloroformu. Otrzymany akrydon w wyniku
redukcji, a nastêpnie utlenienia mo¿na przekszta³ciæ w pochodn¹ 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 maj¹ wp³yw nastêpuj¹ce czynniki: rodzaj sub-
stratów, katalizator, rozpuszczalnik, œrodowisko reakcji, temperatura oraz czas reak-
cji. Obecnoœæ grup elektronoakceptorowych w pozycji orto lub para, w stosunku do
atomu chlorowca w pochodnych kwasu benzoesowego, wp³ywa na wzrost wydaj-
noœci, podobnie jak grupy elektronodonorowe w aminie, tak¿e w pozycjach orto lub
para. Natomiast grupy elektronodonorowe w tych pozycjach w pochodnych kwasu
benzoesowego utrudniaj¹ reakcjê, podobnie jak grupy elektronoakceptorowe w pozy-
cji orto lub para w aminie. Jako katalizatory stosuje siê najczêœciej ró¿ne zwi¹zki
miedzi, najlepsze rezultaty daje œwie¿o str¹cona miedŸ. Je¿eli reakcja prowadzona
jest w roztworze, stosuje siê alkohol izoamylowy lub inne rozpuszczalniki organiczne,
jak np. nitrobenzen, DMSO, chlorobenzen, w zale¿noœci od temperatury, w której
prowadzi siê reakcjê. Dodatek równowa¿nej iloœci zasady (wêglanu sodu lub potasu)
wi¹¿e wydzielaj¹cy siê w reakcji halogenowodór. Zbyt wysoka temperatura jak rów-
nie¿ zbyt d³ugi czas reakcji mo¿e doprowadziæ do powstania produktów smolistych
i obni¿enia wydajnoœci.

Spoœród innych znanych metod otrzymywania akrydyny 12 mo¿na wymieniæ
metodê Bernthsena [2], która polega na ogrzewaniu difenyloaminy 10 i kwasu orga-
nicznego 11, w obecnoœci chlorku cynku, w temperaturze 200–270oC (Schemat 3).
W celu podniesienia wydajnoœci reakcji aktywuje siê reagenty za pomoc¹ mikrofal.

CO2H

NH
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R R1
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R

H2SO4 lub PPE POCl3

N
H

O

R1
8

R N
R1
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R N
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N
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T
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Schemat 3. Metoda Bernthsena [2]
Scheme 3. Bernthsen method [2]
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Do syntezy pochodnych 1,3-dihydroksy-9-karboksyakrydyny 15 wykorzystuje
siê zmodyfikowan¹ metodê syntezy chinoliny Pfitzingera (Schemat 4) [2], polega-
j¹c¹ na wielogodzinnym ogrzewaniu reagentów 13 i 14 w roztworze wodorotlenku
sodu.

13 15

N

+

OH

OH

O OH

OH
14

OH

HON
H

O

O

Schemat 4. Metoda Pfitzingera [2]
Scheme 4. Pfitzinger method [2]

Schemat 5. Synteza pochodnych tetrahydrocyklopenta[c]akrydyn 18, 1-aminoakrydyn 20
i 1,3,7-trójpodstawionych 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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a. MeMgBr, THF, 40oC; b. MnO2, toluen, 80oC; c. NaI, CH3CN, HCl 4N, reflux; d. TBSOTf, Et3N, CH2Cl2; 
e. 1-alkin, PdCl2(PPh3)2, CuI, Et3N, toluen, temp. pok.; f. 10 mol % [Rh(CO)2Cl2], toluen, 120oC.
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Przedstawione powy¿ej metody wymagaj¹ stosowania drastycznych warunków
reakcji i nie mog¹ byæ u¿yte do otrzymywania pochodnych akrydyny zawieraj¹cych
grupy wra¿liwe na wysok¹ temperaturê i/lub dzia³anie silnych kwasów. To spowo-
dowa³o poszukiwanie alternatywnych dróg otrzymywania zwi¹zków akrydynowych.
Przyk³adem s¹ prace Belmonta i in. [11, 12], którzy do syntezy tetrahydrocyklo-
penta[c]akrydyn 18, 1-aminoakrydyn 20 i 1,3,7-trójpodstawionych akrydyn 22 wyko-
rzystali pochodne chinoliny 16a,b (Schemat 5).

2. POCHODNE AKRYDYNY O AKTYWNOŒCI PRZECIWBAKTERYJNEJ
I PRZECIWPASO¯YTNICZEJ

Pierwsze kliniczne zastosowania akrydyn skierowane by³y przeciwko zaka¿e-
niom bakteryjnym. Z czasem przestano siê nimi interesowaæ z powodu odkrycia
bardziej skutecznych i mniej toksycznych leków. Wzrost opornoœci wielolekowej
wœród szczepów bakterii spowodowa³ ponowne zainteresowanie zwi¹zkami akry-
dyny, wœród których aktywnoœæ przeciwbakteryjn¹ wykazuje akryflawina 23, bêd¹ca
mieszanin¹ proflawiny i euflawiny (w stosunku 1:1) (Rys. 2). W latach 40. XX w.
zast¹pione zosta³y one 9-aminoakrydyn¹ 24 oraz etakrydyn¹ (rivanol) 25 (Rys. 2).
Wszystkie wy¿ej wymienione zwi¹zki s¹ stosowane w medycynie do dziœ [5].

Zdolnoœæ akrydyn do wi¹zania siê z DNA wykorzystana zosta³a do inaktywacji
genomów patogenów wirusowych i bakteryjnych obecnych w cytoplazmie i czer-
wonych krwinkach preparatów u¿ywanych do testów klinicznych oraz transfuzji.
Do takich zwi¹zków nale¿y S-303 26 (Rys. 2), zawieraj¹cy fragment cz¹steczki ipe-
rytu azotowego. Wystêpuj¹ce tu wi¹zanie estrowe ulega szybkiej hydrolizie, zapew-
niaj¹c krótki okres pó³trwania zwi¹zku [4].
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Rysunek 2. Pochodne akrydyny o aktywnoœci przeciwbakteryjnej
Figure 2. Antibacterial acridine derivatives
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W zwalczaniu infekcji spowodowanych przez pierwotniaki typu: malaria, try-
panosomia i leiszmanioza, szczególnie u¿yteczne okaza³y siê pochodne 6-chloro-2-
metoksy-9-aminoakrydyny, takie jak: akranil 27, chinakryna (mepakryna) 28 i pyro-
nakrydyna 29. Zaczêto je stosowaæ w latach 40. XX wieku i do dziœ s¹ obecne w kli-
nikach (Rys. 3) [5].
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Rysunek 3. Pochodne akrydyny o aktywnoœci przeciwpaso¿ytniczej
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 zwyk³ej (HSV), wirus coxackie
typu B1, adenowirus typu 6, wirus cytomegalii (HCMV), wirus Epstein-Barr (EBV)
[13].

Otrzymano te¿ po³¹czenia akrydyn z aminoglikozydowymi antybiotykami, np.
neomycyn¹ B, które da³y oczekiwane rezultaty w badaniach przeciwko AIDS i wiru-
sowi HIV [14].

W 2006 roku [15] pojawi³y siê nowe pochodne akrydonu 30a–j (Rys. 4),
aktywne w stosunku do wirusa biegunki byd³a i b³on œluzowych (BVDV). BVDV
powoduje powa¿ne straty w hodowli byd³a. Uwa¿a siê, ¿e wirus ten jest surogatem
wirusa zapalenia w¹troby typu  C (HCV). Najbardziej aktywna pochodna 30j jest
zdolna nie tylko do ochrony komórki przed cytopatologiczn¹ dzia³alnoœci¹ wirusów
(tak jak inne analogi), ale tak¿e hamuje replikacjê HCV.
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Rysunek 4. Pochodne akrydyny o aktywnoœci przeciwwirusowej
Figure 4. Antiviral acridine derivatives

4. CHOROBA ALZHEIMERA

Alzheimer to choroba dotykaj¹ca w wiêkszoœci ludzi starszych. Objawia siê
postêpuj¹cym spadkiem zdolnoœci intelektualnych, wywo³anym zanikiem komórek
nerwowych. Leki stosowane w chorobie Alzheimera to inhibitory cholinesterazy
(cholinesteraza – enzym rozk³adaj¹cy acetylocholinê), które zwiêkszaj¹ neurotrans-
misjê w synapsach cholinergicznych w mózgu, a co za tym idzie – zwiêkszaj¹ czyn-
noœci intelektualne. Takim zwi¹zkiem jest takryna (1,2,3,4-tetrahydro-9-aminoakry-
dyna) 31 oraz zwi¹zek 32, bêd¹cy hybryd¹ takryny 31 i melatoniny 33 (Rys. 5),
posiadaj¹cy 8000-krotnie lepsze dzia³anie jako inhibitor cholinesterazy ni¿ 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 AKTYWNOŒCI
PRZECIWNOWOTWOROWEJ

Wielkoœæ i kszta³t cz¹steczki, u³o¿enie pierœcieni oraz zdolnoœci akceptorowo/
donorowe atomu azotu to w³aœciwoœci pochodnych akrydyny, pozwalaj¹ce na ich
wi¹zanie siê do kwasów nukleinowych DNA i RNA, a zatem na wykorzystanie ich
jako potencjalnych zwi¹zków przeciwnowotworowych [17]. U¿ytecznoœæ akrydyn
jako chemoterapeutyków wynika z ich biologicznej stabilnoœci, zdolnoœci do efek-
tywnego wi¹zania siê do DNA oraz do zaburzenia jego funkcji w komórkach.

Mechanizm interkalacji do DNA polega na wpasowaniu siê heterocyklicznego,
trójpierœcieniowego, p³askiego uk³adu pomiêdzy pary zasad w dwuniciowej struk-
turze DNA. Biologiczn¹ konsekwencj¹ interkalacji jest zak³ócenie prawid³owego
funkcjonowania DNA w komórkach.

Zdolnoœæ akrydyn do interkalacji do DNA jest warunkiem podstawowym do
posiadania przez nie aktywnoœci przeciwnowotworowej, a si³a i kinetyka wi¹zania
akrydyna-DNA ró¿nicuj¹ jakoœæ oddzia³ywañ pochodnych akrydynowych z kwasami
nukleinowymi. Badania wielu pochodnych wykaza³y, ¿e istnieje du¿a zale¿noœæ pomiê-
dzy si³¹ powy¿szego wi¹zania oraz czasem trwania tego po³¹czenia, a aktywnoœci¹
biologiczn¹ zwi¹zków badanych [4, 18].

Pochodne akrydynowe uniemo¿liwiaj¹ prawid³owe funkcjonowanie komórek
nowotworowych, równie¿ poprzez zaburzanie dzia³ania istotnych dla DNA enzy-
mów: topoizomeraz, telomeraz oraz cyklinozale¿nych kinaz.

5.1. INHIBITORY TOPOIZOMERAZY (TOPO)

Topoizomerazy DNA s¹ grup¹ homodimerycznych enzymów zwi¹zanych z repli-
kacj¹ DNA, transkrypcj¹, rekombinacj¹ i kondensacj¹ chromatyny. Dzia³aj¹ one
poprzez wprowadzenie „pêkniêæ” w jedno- i dwuniciowym DNA i tworz¹ z DNA,
tzw. „kompleksy rozszczepiaj¹ce”. Inhibitory topoizomerazy to zwi¹zki stabilizu-
j¹ce po³¹czenia enzym-DNA: nastêpuje uformowanie nowego potrójnego kompleksu
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inhibitor-enzym-DNA. Kompleksy enzym-DNA s¹ obecne w ma³ym stê¿eniu rów-
nie¿ w zdrowych komórkach. Leczenie inhibitorami topoizomeraz powoduje znaczny
ich wzrost. Powstaj¹ „przerwy” w niciach DNA, których obecnoœæ stymuluje wiele
procesów metabolicznych komórki i ostatecznie prowadzi do jej „œmierci”. G³ówn¹
wad¹ inhibitorów topoizomeraz jest ich mutagennoœæ, która mo¿e uodporniæ topo-
izomerazê na leki lub doprowadziæ do wtórnego nowotworu [1].

Amsakryna (m-AMSA) 34 (Rys. 6), otrzymana przez zespó³ Denny’a [19, 20],
jest pierwszym syntetycznym lekiem z grupy inhibitorów topoizomerazy wykazuj¹-
cym skutecznoœæ kliniczn¹. Stosowana od 1976 roku w leczeniu bia³aczki, jest pierw-
szym lekiem, któremu udowodniono oddzia³ywanie z kompleksem topo II-DNA.
Badania SERS (spektroskopia ramanowska ze wzmocnieniem powierzchnio-
wym) [21] wykaza³y, ¿e amsakryna ma zdolnoœæ do specyficznego oddzia³ywania
z enzymem, niezale¿nie od tworzenia siê kompleksu „rozszczepiaj¹cego”. To oddzia-
³ywanie zawdziêcza ³añcuchowi bocznemu, który wp³ywa na jej w³aœciwoœci inhi-
bituj¹ce [22]. Metabolizm amsakryny mo¿e poci¹gaæ za sob¹ produkcjê wolnych
rodników, co skutkuje m.in. uszkodzeniem DNA, nie tylko w komórkach rakowych,
ale równie¿ w zdrowych tkankach. W wyniku jej biooksydacji powstaje reaktywna
chinonodiimina, która reaguje z wewn¹trzkomórkowymi nukleofilami [23].

Otrzymano wiele pochodnych m-AMSA o silniejszych w³aœciwoœciach prze-
ciwnowotworowych i pozbawionych wielu szkodliwych efektów ubocznych [2].

Su i in. [24] zsyntetyzowali seriê zwi¹zków zawieraj¹cych podstawniki w czêœci
anilinowej, w pozycji meta wzglêdem grupy 9-amino. Najwa¿niejszym zwi¹zkiem
z tej grupy jest pochodna 5’-hydroksymetyloanilinowa (AHMA) 35 (Rys. 6). Po³o-
¿enie grup aminowych w pozycji meta zapobiega powstawaniu chinonodiimino-
wego pó³produktu. AHMA jest inhibitorem topo II, wykazuj¹cym wiêksz¹ skutecz-
noœæ w leczeniu bia³aczki i guzów litych u gryzoni ni¿ m-AMSA; posiada tak¿e
d³u¿szy okres pó³trwania w ludzkim osoczu.

W 2003 roku zespó³ Su [25] opisa³ syntezê dalszych analogów AHMA 36 (Rys. 6),
które wykazuj¹ wiêksz¹ cytotoksycznoœæ in vitro ni¿ AHMA. Ponadto, w badaniach
in vivo na myszach, zawieraj¹cych ludzkie komórki raka piersi MX-1, by³y one
bardziej aktywne i mniej toksyczne ni¿ AHMA. Otrzymano te¿ zwi¹zki, które zamiast
grupy metylowej zawieraj¹ grupê metoksylow¹ w pozycji orto, meta i para, w sto-
sunku do grupy aminowej, daj¹c kolejno: AOA, AMA, APA (Rys. 6), z których
pochodna AOA  wykazywa³a najwy¿sz¹ cytotoksycznoœæ [26].

AMCA 37 (Rys. 6) jest pochodn¹ amsakryny, która powsta³a w wyniku podsta-
wienia grupy sulfonoamidowej grup¹ karbaminianow¹. Zwi¹zek ten jest inhibito-
rem topo II. Wykazuje on du¿¹ toksycznoœæ w stosunku do komórek nieproliferuj¹-
cych oraz zdolnoœæ do pokonania bariery b³onowej opornych na inne leki linii komór-
kowych [1].
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Rysunek 6. Pochodne akrydyny – inhibitory topoizomerazy
Figure 6. Acridine derivatives – topoisomerase inhibitors

Inn¹ grup¹ pochodnych akrydyny, bêd¹cych inhibitorami topoizomerazy, s¹
4-karboksyamidoakrydyny. DACA 38 (Rys. 7), otrzymana w 1987 roku, jest jednym
z nielicznych zwi¹zków, które dzia³aj¹ blokuj¹co na dwa enzymy (topo I i II) [27].
W celu poznania tej niezwyk³ej w³aœciwoœci DACA, kompleksy DACA oraz jej
pochodnych 39-41 z oligonukleotydami DNA scharakteryzowano za pomoc¹ analizy
rentgenostrukturalnej. Z badañ wynika, ¿e cz¹steczka akrydyny interkaluje miêdzy
parê zasad d(CG)2, grupa NMe2H

+ 4-karboksy-amidu tworzy w wiêkszym rowku
wi¹zania wodorowe z atomem N7 guaniny (to samo dzieje siê z grup¹ NH+ morfo-
liny). Brak aktywnoœci morfolino-9-amino-DACA prawdopodobnie spowodowana
jest obecnoœci¹ grupy morfolinowej, która przez swoje „gabaryty” przeszkadza
w tworzeniu stabilnego kompleksu rozszczepialnego [28, 29].

Triazoloakrydon (C-1305) 42 (Rys. 7), zsyntetyzowany na Politechnice Gdañ-
skiej, jest inhibitorem topo II. Mimo ¿e mechanizm dzia³ania nadal jest w fazie
badañ wiadomo, ¿e zwi¹zek ten wykazuje silniejsze w³aœciwoœci inhibituj¹ce topo II
in vitro ni¿ amsakryna 34 (Rys. 6). C-1305 oddzia³uj¹c z DNA komórek nowotwo-
rowych, powoduje zahamowanie cyklu komórkowego w fazie G2, po czym nastê-
puje œmieræ komórki. Udowodniono, ¿e triazoloakrydon wywo³uje zmiany struktu-
ralne w sekwencjach DNA zawieraj¹cych tryplety guaniny. To strukturalne zak³óce-
nie, specyficzne dla C-1305, mo¿e wyjaœniaæ cytotoksycznoœæ i efekt przeciwnowo-
tworowy tego zwi¹zku [30, 31].
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W 1990 roku [32] zsyntetyzowano równie¿ na Politechnice Gdañskiej imida-
zoakrydon C-1311 43 (Rys. 7), który wszed³ do badañ klinicznych. Tak jak triazolo-
akrydon, hamuje on cykl komórkowy w fazie G2 w komórkach rakowych. Mecha-
nizm molekularny wskazuje na interkalacjê z parami zasad DNA i tworzenie kom-
pleksu stabilizuj¹cego topo II-DNA. Obecnoœæ grupy 8-OH w imidazoakrydonie
mo¿e t³umaczyæ przeciwnowotworow¹ aktywnoœæ tego typu zwi¹zków, poniewa¿
jest on du¿o wra¿liwszy na procesy utleniaj¹ce ni¿ zwi¹zek zawieraj¹cy grupê
8-OMe (która jest mniej aktywna biologicznie). Mo¿na zatem wnioskowaæ, ¿e akty-
wacja pierœcienia heterocyklicznego jest konieczna dla wykazania wysokiej aktyw-
noœci przeciwnowotworowej imidazoakrydonu [33].

Rysunek 7. DACA 38 i jej pochodne 39–41, 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 zakoñczenia chromosomów o powtarzaj¹cej siê sek-
wencji TTAGGG. Ich d³ugoœæ zwi¹zana jest z d³ugoœci¹ ¿ycia komórki. Telomery
skracaj¹ siê podczas ka¿dego kolejnego podzia³u komórki, a ich ca³kowita utrata
indukuje mechanizm apoptozy. W komórkach nowotworowych proces skracania
telomerów zaburzony jest poprzez enzym telomerazê, nieaktywn¹ w wiêkszoœci
zdrowych komórek. Enzym wyd³u¿a 3’-koñce telomerowego DNA, zapobiegaj¹c
w ten sposób skracaniu telomerów i – w efekcie – nadaj¹c komórce „nieœmiertel-
noœæ” [34].

Ludzkie telomery to bogate w guaninê sekwencje, które mog¹ formowaæ czte-
roniciowe wewn¹trzmolekularne struktury, zwane G-kwadrupleksami lub G-4.
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Te G-kwadrupleksy hamuj¹ aktywnoœæ telomerazy in  vitro, dlatego te¿ rozpatruje
siê je jako cel molekularny w projektowaniu leków przeciwnowotworowych. Stabi-
lizacja G-4 w telomerycznym DNA przez ma³e moleku³y mo¿e wp³ywaæ ujemnie na
aktywnoœæ telomerazy i ostatecznie prowadziæ do œmierci komórki. Pochodne akry-
dyny s¹ jednymi z nielicznych zwi¹zków wielopierœcieniowych, które stabilizuj¹
G-kwadrupleksy [1].

Najbardziej obiecuj¹c¹ grup¹ s¹ pochodne 3,6,9-triaminoakrydynowe, zsynte-
tyzowane przez Neidle’a i in. [35, 36]. Zwi¹zek o nazwie BRACO 19 44 (Rys. 8)
wykazuje aktywnoœæ wobec telomerazy w stê¿eniu 0,1 mM, a dzia³aj¹c nim na
komórki raka piersi, posiadaj¹ce krótkie telomery, znacznie zmniejszono liczbê komó-
rek nowotworowych po 15 dniach kuracji [1].

Piêciopierœcieniowe sole chinolino[4,3,2-kl]akrydyny stanowi¹ grupê inhibito-
rów telomerazy, których przedstawicielem jest difluorowy analog RHPS4 45 (Rys. 8).
Zwi¹zek ten jest rozpuszczalny w wodzie, stabilny przy pH 5–9 i efektywnie trans-
portowany do komórek nowotworowych. RHPS4 rozpatruje siê tak¿e jako podsta-
wow¹ strukturê dla dalszego opracowywania nowych inhibitorów telomerazy [1].
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Rysunek 8. Pochodne akrydyny – inhibitory telomerazy i kinaz bia³kowych
Figure 8. Acridine derivatives – telomerase and protein-kinase inhibitors
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5.3. INHIBITORY KINAZ BIA£KOWYCH

Komórki rakowe ró¿ni¹ siê od normalnych komórek m.in. sposobem komuni-
kowania siê ze swoimi s¹siadami, z powodu oddalenia w ich sieci sygnalizacyjnej.
Kinazy bia³kowe, przede wszystkim tyrozynowe i serynowo/treoninowe (CDK), s¹
mediatorami w szlakach sygna³owych steruj¹cych ka¿d¹ z faz cyklu komórkowego.
Mutacje w ich ekspresji lub funkcjonowaniu prowadz¹ do nowotworów. Dlatego te¿
inhibitory kinaz bia³kowych sta³y siê celem dla zaprojektowania nowych leków prze-
ciwnowotworowych [37, 38].

Skutecznymi inhibitorami kinaz okaza³y siê tioakrydony. Nale¿¹cy do tej grupy
3-ATA 46 (Rys. 8), jest selektywnym inhibitorem CDK4. Atenuuje on indukowan¹
przez kwas kainowy apoptozê w neuronach oraz mo¿e zapobiegaæ indukowanej
doksorubicyn¹ œmierci neuronowej komórki [39–41].

5.4. NITROAKRYDYNY I INNE HIPOKSJA-SELEKTYWNE ZWI¥ZKI

Z powodu wadliwego unaczynienia guzów nowotworowych, komórki nowo-
tworowe cechuje niedobór tlenu. Komórki takie, mog¹ byæ celem dla substancji
normalnie nietoksycznych, ulegaj¹cych transformacji do postaci czynnej w œrodo-
wisku beztlenowym. Takimi substancjami s¹ zwi¹zki aromatyczne zawieraj¹ce grupê
nitrow¹, które s¹ aktywowane w wyniku redukcji grupy NO2 [42-45].

Do tej rodziny nale¿y miêdzy innymi nitrakryna (Ledakrin, C-283) 47 (Rys. 9),
która zosta³a zsyntetyzowana na Politechnice Gdañskiej przez zespó³ Ledóchow-
skiego w latach 70. XX wieku [46a]. Aktywnoœæ zwi¹zku oraz jego cytotoksycznoœæ
znacz¹co uzale¿niona jest od obecnoœci grupy NO2. Nitrakryna tworzy wi¹zania
kowalencyjne z DNA i innymi makromoleku³ami, przez co daje po³¹czenia krzy-
¿owe z DNA, DNA-bia³ko oraz przerwy w pojedynczych niciach DNA. Produkty
jej metabolicznej aktywacji w warunkach in vitro zosta³y szczegó³owo opisane [46b].
Ledakrin skuteczny jest w leczeniu nowotworów jajnika, którym towarzysz¹ wysiêki,
nie wykazuje natomiast dzia³ania przeciwbia³aczkowego. Ze wzglêdu na swoje nie-
korzystne dzia³ania uboczne i toksyczne, zosta³ wycofany z klinik.

Poœród innych hipoksja-selektywnych zwi¹zków na uwagê zas³uguj¹ te zawie-
raj¹ce N-tlenek, np. N-tlenkowe pochodne nitrakryny 48 i DACA 49 (Rys. 9). S¹
one selektywnie bioaktywowane w niedotlenionych komórkach nowotworowych,
w wyniku redukcji enzymatycznej grupy N-tlenkowej w warunkach beztlenowych,
w jedno- lub dwu-elektronowym procesie. N-Utlenianie cz¹steczki ledakrinu czy
DACA, w której trzeciorzêdowa grupa aminowa jest przekszta³cana w N-tlenek,
maskuje ³adunek kationowy ³añcucha bocznego, tworz¹c prolek o s³abszym powi-
nowactwie do DNA, mniejszej toksycznoœci ani¿eli odpowiednie aminy (ledakrin
i DACA), lepszych w³aœciwoœciach transportowych w uk³adzie naczyniowym oraz
wykazuj¹cy znaczny wzrost cytotoksycznoœci 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 wzglêdu na doœæ wysok¹ toksycznoœæ ledakrinu, poszukiwano nowych pochod-
nych 1-nitroakrydyny. Okaza³o siê, ¿e wprowadzenie podstawnika metylowego lub
metoksylowego w pozycji 4 pierœcienia akrydyny sprawia, ¿e grupa nitrowa staje siê
mniej podatna na redukcjê, co istotnie obni¿a toksycznoœæ zwi¹zków i zwiêksza ich
aktywnoœæ przeciwnowotworow¹, w porównaniu z niepodstawionymi pochodnymi
1-nitroakrydyny. Zwi¹zek C-1748 50 (Rys. 9) wykazuje wysok¹ aktywnoœæ prze-
ciwko komórkom raka prostaty i znajduje siê w zaawansowanych badaniach in vivo
[47].

Pirazoloakrydyna (PZA) 51 (Rys. 10) posiada wiêksz¹ selektywnoœæ w stosunku
do linii komórkowych litych nowotworów, ni¿ do linii komórkowych bia³aczki, oraz
wysok¹ cytotoksycznoœæ ukierunkowan¹ na niedotlenione komórki. Zwi¹zek ten
wykazuje aktywnoœæ przeciwko opornym na wiele leków liniom komórkowym ner-
wiaka [48, 49]. PZA aktualnie przechodzi I i II fazê testów klinicznych, w po³¹cze-
niu z karboplatyn¹, na pacjentach z litymi nowotworami opornymi na inne leki
i cisplatyn¹ u pacjentów z nawracaj¹cymi glejakami. Synergizm PZA z lekami prze-
ciwnowotworowymi, takimi jak: doksorubicyna, etopozyd, topotekan powoduje du¿¹
cytotoksycznoœæ w opornych na leczenie komórkach nowotworowych SW-620
i SW620/AD300 [50, 51].

Antonini i in. [52] otrzymali pochodne 10-aza-PZA 52 (Rys. 10), które tak jak
PZA wi¹¿¹ DNA oraz posiadaj¹ redukuj¹c¹ siê grupê nitrow¹. Pochodna 52a
ponadto wykazuje aktywnoœæ przeciwko linii komórkowej gruczolakoraka prostaty,
powoduj¹c fragmentacje DNA i œmieræ komórki.

Bazuj¹c na strukturze PZA, zaprojektowano zwi¹zki, w których pierœcieñ pira-
zolowy zosta³ zast¹piony pierœcieniem pirymidynowym. Antonini i in. [53] zsynte-
tyzowali kilka nowych struktur pirymidoakrydyny. Wszystkie otrzymane zwi¹zki s¹
aktywne na liniach komórkowych opornych na dzia³anie wielu leków. Modyfikacja
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pierœcienia pirymidyny prowadzi do powstania pochodnej o aktywnoœci cytotok-
sycznej porównywalnej z cisplatyn¹ przeciwko szeœciu liniom komórkowym, w tym
ludzkiego raka okrê¿nicy (HT29) i raka jajnika [54].

Pirydazyloakrydyna 53 (Rys. 10), pochodna niezawieraj¹ca grupy nitrowej, jest
bardziej aktywna ni¿ doksorubicyna i mitoksantron, w stosunku do linii komórko-
wych opornych na leki np. L1210 (komórki mysiej bia³aczki limfocytowej), K562
(ludzka bia³aczka erytrocytowa), K562/DX, HL-60 (ludzka bia³aczka promielocy-
towa), HL-60/VINC i HL-60/DX [55].

Opieraj¹c siê na strukturze amonafidu (inhibitor topo II), otrzymano pochodne
pirymidoakrydyny 54 (Rys. 10), których biologiczna aktywnoœæ przeciw mysiej bia-
³aczce P388 jest porównywalna 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)

S³abe dzia³anie leków cytostatycznych spowodowane jest miêdzy innymi opor-
noœci¹ wielolekow¹ (MDR). Znanych jest kilka mechanizmów wykszta³cania opor-
noœci komórek nowotworowych. Najwiêksze znaczenie wœród tych mechanizmów
ma wystêpowanie w  b³onie plazmatycznej komórek rakowych specjalnych bia³ek
transporterowych, które kosztem energii zgromadzonej w ATP przeciwstawiaj¹ siê
wnikniêciu stosowanych leków [57].
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Zbadano wp³yw modulatorów MDR1 na chemioterapiê (cisplatyn¹ i doksoru-
bicyn¹) czterech linii komórkowych (trzy linie hepatoblastomy HB i jedna linia raka
w¹trobowokomórkowego HCC). Wœród testowanych modulatorów zwi¹zek GF
120918 (GG 918, elakridar) 55 (Rys. 10) okaza³ siê najlepszym inhibitorem P-gP
w terapii linii komórkowej HCC. Okaza³o siê, ¿e pochodna ta podnosi stê¿enie doce-
takselu w mózgu o 59% bez wiêkszego wp³ywu na organizm, co daje podstawy do
dalszych badañ klinicznych [57, 58].

5.6. KOMPLEKSY PLATYNY Z POCHODNYMI AKRYDYNY

Leki zawieraj¹ce platynê s¹ od lat 60. XX w. powszechnie stosowane jako leki
przeciwnowotworowe. Cisplatyna zosta³a zatwierdzona do stosowania przez FDA
(Agencja ds. ¯ywnoœci i Leków) w 1978 roku. Od tego czasu stopieñ wyleczenia
osób z szybko zdiagnozowanym nowotworem j¹der by³ wy¿szy ni¿ 90%. Cisplatyna
jest zdolna do tworzenia ró¿nych typów usieciowania DNA (ang. cross-links)
poprzez wi¹zanie do pozycji N7 guaniny i adeniny, co powoduje zahamowanie
replikacji DNA. Wad¹ zwi¹zków platyny jest ich toksycznoœæ. Reaguj¹ one z  wie-
loma biomoleku³ami, szczególnie z zawieraj¹cymi reszty metioninowe i  cysteinowe
(powoduje to zatrucie nerek). Mo¿na omin¹æ ten problem przy³¹czaj¹c platynê do
odpowiedniego noœnika [2].

Otrzymano i scharakteryzowano nowe kompleksy metali przejœciowych tj. Ni(II),
Pt(II), Pd(II) ze zwi¹zkami akrydyny [4-hydroksyakrydyna 56, oran¿ akrydyny 57
(Rys. 11)]. Analiza rentgenostrukturalna kompleksu Ni(II) z 4-hydroksyakrydyn¹
wykaza³a po³¹czenie dwóch cz¹steczek akrydyny z niklem poprzez atomy tlenu
i azotu (podobna struktura mo¿liwa jest dla platyny) [2].

Zespó³ Bierbacha [2] opisa³ w 2001 roku nowy typ sprzê¿enia miêdzy akry-
dyn¹ a platyn¹, polegaj¹cy na chelatowaniu platyny poprzez tiomocznik przy³¹-
czony do cz¹steczki akrydyny ACRAMTU 58 (Rys. 11). Nowy kompleks nazwano
PT-ACRAMTU 59 (Rys. 11). PT-ACRAMTU wykazuje wiêksz¹ cytotoksycznoœæ
ni¿ ACRAMTU w stosunku do linii komórkowych bia³aczki HL-60, zwi¹zek ten
posiada tak¿e zwiêkszon¹ cytotoksycznoœæ, w porównaniu z cisplatyn¹ w komór-
kach glejaka SNB19 i U87MG.

Modyfikacje struktury PT-ACRAMTU przyczyni³y siê do powstania nowych
pochodnych. Reakcja PT-ACRAMTU z 2’-dezoksyguanozyn¹ (dGuo) zaowoco-
wa³a zwi¹zkiem [Pt(en)(ACRAMTU)(dGuo)]3+ 60 (Rys. 11). Oddzia³ywanie z przy-
padkow¹ sekwencj¹ DNA powoduje powstanie monofunkcyjnych adduktów gua-
niny (80%) i adeniny (20%), które ³ami¹ paradygmat unikalnego wi¹zania cispla-
tyny do guaniny w pozycji N7 [2].

Kompleksy di(akrydyna)platyna (II) 61a i 61b (Rys. 11), silnie oddzia³uj¹
z DNA, prawdopodobnie przez di-interkalacjê. Przeprowadzone badania pokaza³y,
¿e zwi¹zki platyny z bisakrydynami wykazuj¹ aktywnoœæ w stosunku do komórek
glejaka SNB19 i  normalnych komórek mózgu (astrocytów szczurów) [2].
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Rysunek 11. Kompleksy platyny z pochodnymi akrydyny
Figure 11. Acridine-platinum complexes

Przy kompleksowaniu z zastosowaniem PtCl2(en), uzyskano trzy nowe koniu-
gaty platyny 62a–c (Rys. 11). Zwi¹zek 62a, ze wzglêdu na swoj¹ niestabilnoœæ,
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zosta³ wykluczony z dalszych badañ. Cytotoksycznoœæ dla pochodnych 62b i 62c
oraz PT ACRAMTU zosta³a zbadana na liniach komórkowych nowotworów jajnika
(A2780, A2780/CP), p³uc (NCI-H460) i okrê¿nicy (RKO). Zwi¹zki 62b i 62c wyka-
za³y aktywnoœæ zbli¿on¹ do cisplatyny. Pochodna 62d z dodatkow¹ grup¹ metyle-
now¹ przy tiomoczniku cechuje siê podobn¹ aktywnoœci¹ co PT-ACRAMTU. Zwi¹-
zek 62e z tiomocznikiem przy³¹czonym do wêgla C9 rdzenia akrydyny nie wykazuje
aktywnoœci w testowanych liniach komórkowych [2].

5.7. ALKILUJ¥CO-INTERKALUJ¥CE ZWI¥ZKI AKRYDYNY

Pochodne aminoakrydyny

Demeunynck i in. [59] zsyntetyzowali dwadzieœcia pochodnych aminoakrydy-
ny, 3-amino-  i  3-alkiloamino-4-hydroksymetyloakrydyny 63 (Rys. 12) posiadaj¹-
cych ró¿norodne podstawniki w pierœcieniu. Wiele z tych zwi¹zków wykazuje ak-
tywnoœæ cytotoksyczn¹ przeciwko liniom komórkowym bia³aczki mysiej L1210,
ludzkiego nowotworu p³uc A549 oraz nowotworu okrê¿nicy HT29. Zwi¹zki te re-
aguj¹ z DNA poprzez interkalacjê. Niektóre z nich mog¹ wi¹zaæ siê kowalencyjnie
z makromoleku³ami poprzez wewn¹trzcz¹steczkow¹ katalizê kwasowo-zasadow¹.
W odró¿nieniu od innych analogów przeciwnowotworowych akrydyny, takich jak
DACA czy m-AMSA, pochodne te nie s¹ inhibitorami topoizomerazy. Najbardziej
cytotoksyczne zwi¹zki 63a i 63b s¹ aktywne w nanomolarnym stê¿eniu i posia-
daj¹ inny mechanizm dzia³ania. Pochodna 63b jest rozprowadzana równomiernie
w komórce zarówno w cytoplazmie, jak i w j¹drze, podczas gdy pochodna 63a jest
zlokalizowana g³ównie w ziarnistoœciach cytoplazmatycznych, co w tym wypadku
wydaje siê, ¿e j¹drowe DNA nie jest celem. Zwi¹zek 63a przekszta³ca siê w prolek
63c poprzez zast¹pienie grupy 3-aminowej oraz dodatkowo grupy 4-hydroksymety-
lenowej, cz¹steczk¹ karbaminianu nitrobenzylu [60].
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Rysunek 12. Pochodne aminoakrydyny 63 oraz pochodne zawieraj¹ce siarkê 64
Figure 12. Aminoacridine derivatives 63 and derivatives containing sulfur 64

 Pochodne akrydyny zawieraj¹ce siarkê

Otrzymano siarkowe pochodne 9-akrydyny 64 i 64a,b (Rys. 12) zawieraj¹ce
ró¿ne grupy funkcyjne w ³añcuchach bocznych, a ich aktywnoœæ zosta³a oceniona
w ramach programu Narodowego Instytutu Raka (NCI, Bethesda, USA). Badania
prowadzono na 60 liniach ludzkich komórek nowotworowych. Zwi¹zki, które
w ³añcuchu bocznym zawiera³y iperyt siarkowy, siarczek epoksydowy i sulfotlenek,
by³y najbardziej aktywne. Ponadto zwi¹zek 64c wykaza³ aktywnoœæ w 41 z 60 linii
komórkowych [61].

Pochodne 9-anilinoakrydyny

Poœród znanych leków przeciwnowotworowych znajduje siê iperyt azotowy
N(CH2CH2Cl)3, bêd¹cy analogiem iperytu siarkowego, chemicznego truj¹cego œrodka
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bojowego. By³ on pierwszym preparatem zastosowanym do leczenia zmian nowo-
tworowych ju¿ w latach 40. XX wieku. Do niedawna stosowano go jeszcze w lecze-
niu ziarnicy z³oœliwej. Sta³ siê zwi¹zkiem macierzystym dla grupy cytostatyków
o w³aœciwoœciach alkiluj¹cych, np. cyklofosfamidu czy ifosfamidu. Zsyntetyzowano
wiele pochodnych, w których fragment iperytu azotowego zosta³ przy³¹czony do
wêgla C4 pierœcienia akrydyny poprzez grupê O-etylow¹, O-propylow¹ lub O-buty-
low¹. Zwi¹zki te wykaza³y cytotoksycznoœæ przeciwko bia³aczce oraz wielu litym
nowotworom in vitro. Wiele z tych pochodnych sieciuje DNA bardziej ni¿ inhibi-
tory topo II. Analogi 65a i 65b (Rys. 13) okaza³y siê aktywne przeciwnowotworowo
w badaniach na myszach, którym przeszczepiono komórki ludzkiego raka piersi
MX-1 [62].

Bioaktywne kompleksy akrydyny

DC-81 66 (Rys. 13) nale¿y do rodziny pirolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin, która
jest grup¹ antybiotyków otrzymywanych z bakterii Streptomyces, potencjalnie oddzia-
³uj¹cych z  DNA. Ich interakcja z DNA jest dobrze udokumentowana i unikalna,
poniewa¿ ³¹cz¹ siê one z mniejszym rowkiem DNA, tworz¹c kowalencyjne wi¹za-
nie aminowe z grup¹ N2-aminow¹ guaniny. Hybrydy pirolobenzodiazepinowe 67
(Rys. 13) zwi¹zku DC-81, przy³¹czone do  wêgla C4 pierœcienia akrydyny/akrydonu
poprzez grupê amidow¹, wykazuj¹ zdolnoœæ wi¹zania DNA oraz biologiczn¹ aktyw-
noœæ. Zwi¹zek 67a  jest aktywny w stosunku do linii komórkowych raka p³uc NCI-
H23, czerniaka M14 i UACC-62 oraz nerek A498 [63].

Pochodne 68 otrzymane w wyniku po³¹czenia 2,5-diazyrydylo-benzochinonu
(DZQ) 69 (Rys. 14) z 9-karbonyloakrydyn¹, poprzez grupê polimetylenow¹ (n = 2–6),
s¹ przyk³adem kompleksów akrydyny z innymi zwi¹zkami przeciwnowotworo-
wymi. Ich aktywnoœæ zosta³a przebadana na kilkunastu liniach komórkowych ró¿-
nych typów nowotworów, m.in. przewlek³ej bia³aczki szpikowej K562, raka p³uc
H596 i H460 oraz raka okrê¿nicy BE i HT29 [64].

W celu udoskonalenia dzia³ania przeciwnowotworowego tirapazaminy (TPZ)
70 (Rys. 14), zwi¹zek ten po³¹czono z 9-aminoakrydyn¹ za pomoc¹ grupy alkilo-
wej. Otrzymano pochodn¹ SN26955 71 (Rys. 14), która jest zwi¹zkiem silniej dzia-
³aj¹cym ni¿ TPZ [65].
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Rysunek 13. 9-Anilinoakrydyny 65 i bioaktywne kompleksy akrydyny 66, 67
Figure 13. 9-Anilinoacridines 65 and bioactive acridine-conjugate 66, 67
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Figure 14. Structures 68, DZQ 69, TPZ 70, SN26955 71 and water-soluble boronated acridines (WSA) 72
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Borowane akrydyny rozpuszczalne w wodzie (WSA)

WSA 72 (Rys. 14) to zwi¹zki znaczone, stosowane w terapii borowo-neutrono-
wej (BNCT) (atomy 10B s¹ napromieniowane neutronami termicznymi, co  powo-
duje formowanie siê cz¹stek rozszczepieniowych, toksycznych dla komórek). Zwi¹zki
te s¹ dostarczane do komórek nowotworowych za pomoc¹ stabilizowanych gliko-
lem polietylenowym liposomów epidermalnego czynnika wzrostu (EFG). Poniewa¿
receptory EFG s¹ nadmiernie wyraziste w wielu komórkach rakowych, czynnik ten
stosowany jest jako œrodek wykrywaj¹cy nowotwory. WSA jest transportowana g³ów-
nie do cytoplazmy i posiada d³ug¹ retencjê w komórce (po 48 godzinach zawiera
80% boru) [66].

5.8. BIS-AKRYDYNY/AKRYDONY

Diimidazoakrydony

Przeciwnowotworowe diimidazoakrydony (WMC26) 73 (Rys. 15) s¹  dwufunk-
cyjnymi zwi¹zkami wi¹¿¹cymi DNA, które wykazuj¹ aktywnoœæ cytotoksyczn¹
in vitro i in vivo, w stosunku do komórek raka okrê¿nicy. Badania mikroskopem
wspó³ogniskowym, wykorzystuj¹ce fluorescencje chromoforu WMC26, okreœli³y
lokalizacjê tego bisakrydonu w cytoplazmie w przestrzeni oko³oj¹drowej. St¹d przy-
puszczenia, ¿e celem tych zwi¹zków jest cytoplazmatyczne DNA. Nieodwracalne
magazynowanie siê WMC26 powoduje stopniow¹ wakuolizacjê cytoplazmy i œmieræ
komórki [67].

Difenazon

Difenazon (MLN944) 74 (Rys. 15) posiada wysok¹ aktywnoœæ przeciwnowo-
tworow¹ in vitro i in vivo w stosunku do wielu ludzkich i mysich nowotworów.
Mechanizm dzia³ania tego zwi¹zku polega na hamowaniu transkrypcji DNA, w 
przeciwieñstwie do jego monomerycznej pochodnej DACA, która jest inhibitorem
topoizomerazy [68].

Pochodne izochinolino[4,5-bc]akrydyny

Spoœród zsyntetyzowanych izochinolino[4,5-bc]akrydyn, pochodna 75a (Rys. 15)
wykazuje najwy¿sz¹ aktywnoœæ in vitro przeciw komórkom raka p³uc (A549). Nato-
miast pochodna 75b jest aktywna w stosunku do mysiej bia³aczki (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].
Zwi¹zek ten wykazuje znaczn¹ aktywnoœæ przeciwko wielu guzom litym. Jednak¿e
podczas badañ klinicznych nie otrzymano zadowalaj¹cych rezultatów. Zwi¹zane to
by³o miêdzy innymi ze s³ab¹ rozpuszczalnoœci¹ leku w wodzie. Zale¿noœæ struk-
tura-aktywnoœæ pochodnych akronycyny pokaza³a, ¿e dla zachowania aktywnoœci
biologicznej konieczna jest obecnoœæ 1,2-podwójnego wi¹zania zlokalizowanego
w pierœcieniu dimetylochromenu. Epoksydacja tego wi¹zania powoduje powstanie
niestabilnego epoksydu 77 (Rys. 16), który jest postrzegany jako aktywny metabolit
akronycyny in vivo i jest odpowiedzialny za wi¹zanie kowalencyjne z nukleofilo-
wymi czynnikami w komórkach nowotworowych. Te obserwacje doprowadzi³y do
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powstania szeregu bardziej aktywnych diestrowych pochodnych cis- i trans-1,2-
dihydroksy-1,2-dihydroakronycyny 77a,b [70–72]. Izolacja epoksydu akronycyny z
drzewa Sarcomelicope sp zapocz¹tkowa³a syntezê serii zwi¹zków o zwiêkszonej
aktywnoœci in vivo, w porównaniu z akronycyn¹. Tillequin i in. [73] zsyntetyzowali
szereg 1,2-diestrowych pochodnych akronycyny (Rys. 16), reaguj¹cych z nukleofi-
lami w pozycji 1, a badania aktywnoœci potwierdzi³y s³usznoœæ za³o¿enia.
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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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Spoœród benzo[b]akronycyn szczególnie interesuj¹cy wydaje siê S23906-1 81
(Rys. 16), który okaza³ siê wyj¹tkowo skuteczny wobec komórek bia³aczki P-388
i nowotworu okrê¿nicy. Dawka 6,25 mg/kg w 96% hamowa³a rozwój nowotworu,
a 2 z 7 badanych myszy po 43 dniach by³y zdrowe [74]. Zwi¹zek ten trafi³ do badañ
przedklinicznych.

Z organizmów morskich wyizolowana zosta³a rodzina alkaloidów pirydoakry-
dynowych. Zwi¹zki te charakteryzuje wyrazista barwa, a ich struktura oparta jest
o 11H-pirydo[4,3,2-mn]akrydynê lub 8H-pirydo[4,3,2-mn]akrydon. Przyk³adem jest
amfimedyna 83 (Rys. 16), otrzymana z g¹bki pacyficznej Amphimedon sp. [75].

Dziêki swojej planarnej budowie, pirydoakrydyny zdolne s¹ do interkalacji do
DNA. Poza tym ich aromatyczna struktura pozwala na oddzia³ywanie z enzymami,
np. z topoizomerami: ascydemina, displamina, cystodytyna J. Chocia¿ mechanizm
dzia³ania tych alkaloidów nie zosta³ do koñca poznany, ich silna aktywnoœæ biolo-
giczna czyni je interesuj¹cymi zwi¹zkami dla naukowców poszukuj¹cych cz¹ste-
czek o dzia³aniu przeciwnowotworowym.

PODSUMOWANIE

Akrydyny/akrydony stanowi¹ grupê zwi¹zków o bardzo szerokim spektrum
aktywnoœci biologicznej, stosowanych jako leki przeciwbakteryjne, przeciwpaso-
¿ytnicze, przeciwmalaryczne, anty-HIV oraz przeciwnowotworowe. Obecnie du¿ym
zainteresowaniem ciesz¹ siê aminokwasowe i peptydowe analogi akrydyny/akry-
donu, które mog¹ znaleŸæ zastosowanie w leczeniu chorób opartych na terapii geno-
wej oraz w nowoczesnych metodach diagnostycznych (np. jako fluorescencyjne
markery w diagnostyce nowotworowej) [8]. Aktywnoœæ przeciwnowotworowa tej
grupy zwi¹zków skierowana jest nie tylko na hamowanie topoizomerazy, enzymu
uczestnicz¹cego w prawid³owym procesie replikacji DNA, ale równie¿ telomerazy
czy kinaz bia³kowych. Zsyntetyzowano wiele analogów przeciwdzia³aj¹cych opor-
noœci wielolekowej (MDR), która powoduje utratê aktywnoœci przeciwnowotworo-
wej wiêkszoœci stosowanych leków o ró¿nej budowie i ró¿nych mechanizmach dzia-
³ania. Nale¿¹ do nich imidazoakrydony, triazoloakrydony, pirymidoakrydyny, pyra-
zoloakrydony oraz pirydazynoakrydony [76]. Du¿e nadzieje wi¹¿e siê z zastosowa-
niem pochodnych akrydyny 84a–h (Rys. 17) w leczeniu malarii [77, 78], tropikalnej
choroby paso¿ytniczej, na któr¹ co roku zachorowuje wiele milionów osób, a umiera
1–3 mln, g³ównie dzieci poni¿ej 5 roku ¿ycia z Afryki.
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Rysunek 17. Pochodne akrydyny o aktywnoœci przeciwmalarycznej [77, 78]
Figure 17. Antimalarial acridine derivatives [77, 78]

Walka z chorobami nowotworowymi oraz zaka¿eniami bakteryjnymi stanowi
powa¿ny problem dla wielu dyscyplin wspó³czesnej nauki. Jest ona ¿mudna i d³u-
gotrwa³a. Synteza nowych analogów akrydyny/akrydonu mo¿e przybli¿yæ nas do
otrzymania skutecznych leków pozbawionych szkodliwych dzia³añ ubocznych,
w tym równie¿ opornoœci wielolekowej.

PODZIÊKOWANIE

Praca powsta³a w ramach realizacji projektu badawczego N N405 064134 finan-
sowanego przez MNiSzW.
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Ignacy Z. Siemion, urodzony w 1932 r., ukoñczy³ studia
chemiczne na Uniwersytecie Moskiewskim w 1955 r. Dok-
torat nauk technicznych na Politechnice Wroc³awskiej –
1964. Doktor habilitowany nauk chemicznych – 1968.
Profesor nadzwyczajny – 1974, profesor zwyczajny – 1981.
By³ kierownikiem Zak³adu Chemii Organicznej Wydzia³u
Chemii Uniwersytetu Wroc³awskiego. W³asne zaintere-
sowania badawcze: chemia i stereochemia peptydów
i bia³ek. Wypromowa³ 23 doktorów chemii, z których trzech
siê habilitowa³o. Autor 8 ksi¹¿ek, 275 prac oryginalnych
i ponad 120 artyku³ów przegl¹dowych oraz dotycz¹cych

historii nauki. W latach 1983–1994 Redaktor Naczelny „Wiadomoœci Chemicz-
nych”. Obecnie opiekun Gabinetu Historii Chemii Wydzia³u Chemii Uniwersytetu
Wroc³awskiego.
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W dniu 4 listopada 2008 roku odby³a siê
w Poznaniu uroczystoœæ ods³oniêcia tablicy pami¹t-
kowej, ufundowanej na 90 rocznicê urodzin twórcy
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Pozna-
niu, profesora Macieja Wiewiórowskiego, który
zmar³ 30 marca 2005 roku. Tablicê umieszczono
w hallu budynku Instytutu. Uroczystoœæ otworzy³
i prowadzi³ profesor UAM w Poznaniu, Wies³aw Z.
Antkowiak. Organizatorzy uroczystoœci poprosili
mnie, bym przy tej okazji opowiedzia³ zebranym
o swojej wieloletniej i bliskiej z profesorem Wie-
wiórowskim przyjaŸni. W poni¿szym tekœcie stara-
³em siê odtworzyæ treœæ swego wyst¹pienia, w ma-
³ym tylko stopniu uzupe³niaj¹c go niewielkimi
dodatkami.

 Maciej Wiewiórowski urodzi³ siê 24 sierpnia 1918 roku w rodzinie o trady-
cjach wolnoœciowych. Jego ojciec, z zawodu leœnik (nadleœniczy), by³ wspó³organi-
zatorem Powstania Wielkopolskiego. By³ odznaczony Krzy¿em Walecznych i Krzy-
¿em Virtuti Militari. Pad³ w 1919 roku w Powstaniu. Maciej pozosta³ wierny tej
tradycji. Jako ochotnik wzi¹³ udzia³ w Kampanii Wrzeœniowej. Przebywaj¹c pod-
czas okupacji niemieckiej na terenie Generalnego Gubernatorstwa ukoñczy³ pod-
ziemn¹ Szko³ê Podchor¹¿ych i zosta³ skierowany do oddzia³u partyzanckiego „Wil-
ki” na Podhalu. By³ tam dowódc¹ plutonu. Latem 1944 roku oddzia³ wszed³ w sk³ad
I Pu³ku Strzelców Podhalañskich AK. Musia³o to byæ ciekawe doœwiadczenie: Ro-
dowity Poznaniak
na czele plutonu podhalañskich juhasów. Ale podkomendni chyba polubili swego
dowódcê. Kiedyœ, podczas naszej wspólnej pieszej wêdrówki w Karkonoszach, wspo-
mina³ Maciej, jak mu podkomendni mówili: „Najwa¿niejsze to dobre buty, panie
podchor¹¿y. Bo jak óne zacn¹ nózki w casie marsu...., to nie daj Boze”. Tak siê nie
mówi do nielubianych dowódców.

W pocz¹tkach mojej z Maciejem znajomoœci moja ¿ona dziwi³a siê nieco, ¿e
tak doskonale siê rozumiemy. – Sk¹d to siê bierze – mówi³a – przecie¿ profesor nie
by³ chyba partyzantem? – Dlaczego – odpar³em – by³ przecie¿ dowódc¹ plutonu
dywersyjnego na Podhalu. – To ju¿ nic nie mów – powiedzia³a wtedy – to wszystko
ju¿ zrozumia³e.

By³em od Macieja przesz³o dziesiêæ lat m³odszy. A przecie¿ nale¿eliœmy do
tego samego pokolenia: pokolenia wojny. Moje losy tak siê u³o¿y³y, ¿e bardzo szybko
musia³em wydoroœleæ. Z pacholêctwa przejœæ od razu do doros³oœci. W naszej licz-
nej, mêskiej rodzinie, starsi bracia tkwili g³êboko w wojskowych pracach konspira-
cyjnych. Rozumia³em ich dobrze i oni mnie rozumieli. I tak ju¿ zosta³o. £atwo nawi¹-
zywa³em przyjaŸnie ze starszymi od siebie. Znacznie trudniej z m³odszymi.
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Zacznê tu od osobistego wspomnienia. W kwietniu 1943 roku zgin¹³ w starciu
z patrolem ¿andarmerii niemieckiej jeden z moich starszych braci. Bardzo prze¿y-
³em tê œmieræ. I oto, po kilku latach, jestem w liceum w Lublinie. Id¹c ulic¹ widzê
wielki afisz: „Wystawa zoologiczna”. By³ to czas kiedy interesowa³y mnie ³usko-
skrzyd³e. Zaszed³em zobaczyæ, czy coœ tam z nich maj¹. Du¿a, pusta sala. Tylko
w jednym k¹cie, przy stoliku z ksiêg¹ goœci, m³ody jeszcze cz³owiek. Dy¿urny asys-
tent. Wpisa³em siê do ksiêgi i ruszy³em wzd³u¿ œciany. Niezad³ugo on ruszy³ za
mn¹. – Pan jest Siemion? – pyta. – Tak – odpowiadam. – A mo¿e S³awka brat? –
Te¿ odpowiadam twierdz¹co. – Panie, mówi mój nieznajomy – przecie¿ my byliœmy
w liceum najwiêkszymi przyjació³mi. I zaczê³a sie bezw³adna rozmowa, która szybko
przyjê³a poufa³e formy, co nas obydwu nie zdziwi³o. W koñcu ¿egnamy siê. I wtedy
on mówi: Popatrz, S³awek zgin¹³, a my obaj ¿yjemy. Tylu ch³opaków pad³o. To my
obaj, widzisz, tak teraz musimy pracowaæ, ¿eby w naszej pracy i oni, i S³awek,
mogli siê zrealizowaæ.

By³ to wymóg, wiêcej, by³ to nakaz pokolenia wobec tych co prze¿yli. Tego
nakazu by³ w pe³ni œwiadomy tak¿e i Maciej. I kiedy dziœ patrzymy na dokonania
Macieja, nie sposób nie przyznaæ, ¿e nakaz ten wype³ni³ on bodaj w dwójnasób.
Najwiêkszym jego dokonaniem by³o powo³anie do istnienia poznañskiego Instytutu
Chemii Bioorganicznej. Podziwiaæ trzeba konsekwencjê, dalekowzrocznoœæ i sku-
tecznoœæ dzia³añ, jakie w tym celu podj¹³. Zaczyna³ od ma³ego zespo³u. Ten prze-
kszta³ci³ siê z biegiem lat w Zak³ad. Zak³ad z latami obrasta³ w podzespo³y, wyspe-
cjalizowane laboratoria. A¿ wszyscy ju¿ wiedzieli, ¿e najwy¿sza pora przekszta³ciæ
tê budowê w Instytut. Równoczeœnie powstawa³a materialna baza Instytutu. Zaczy-
na³ Maciej od opuszczonego baraku i dwóch nieprzystosowanych do przedsiêwziê-
tego celu willi. Co jest dzisiaj, wszyscy widzimy. Stworzenie od podstaw Instytutu
to przyk³ad realizacji doskona³ego, przemyœlanego planu, przyk³ad skutecznej pracy.

Fot. 2. Tablica poœwiêcona pamiêci profesora Macieja Wiewiórowskego

Siemion_folie.p65 2009-12-13, 23:08144



OKRUCHY IX. MACIEJ 145

W pracach tych pomaga³y Maciejowi trzy cechy dobrego kierownika, którymi
dysponowa³. Pierwsz¹ by³ dar dobrego doboru wspó³pracowników. Z grona m³o-
dych wychowanków Macieja, których do tych prac przysposobi³, wyrós³ aktualny
kolektyw kierowniczy Instytutu. Okazali siê doskonale dobrani. Drug¹, mo¿e wa¿-
niejsz¹ cech¹ Macieja, jako kierownika prac, by³a rzadka umiejêtnoœæ pozostawia-
nia m³odym wspó³pracownikom swobody dojrzewania, zdobywania w³asnych doœ-
wiadczeñ i samodzielnej pozycji. By³ mistrzem, który patronowa³ samowyzwoleniu
wychowanków. Trzeci¹ zaœ cech¹ by³a Jego odwaga badawcza i organizacyjna. Kiedy
przystêpowa³ do budowy przysz³ego Instytutu, by³ ju¿ uznanym badaczem na polu
chemii alkaloidów, a zw³aszcza zwi¹zków grupy sparteiny. Przecie¿ to w³aœnie te
badania otwar³y mu drogê do Polskiej Akademii Nauk. Tematykê tê zamkn¹³ i wszed³
na pole dla siebie zupe³nie nowe: na pole chemii kwasów nukleinowych. Trzeba
znacznej odwagi, by tak post¹piæ. Na ogó³ ¿a³ujemy utraty posiadanych ju¿ doœwiad-
czeñ. Chronimy je, zachowuj¹c tematykê badañ.

Profesor Wiewiórowski by³ chemikiem-organikiem. Dzia³ania badawcze w chemii
kwasów nukleinowych ustawi³ wiêc na organiczno-chemiczny kierunek, na opano-
wanie w pierwszym rzêdzie metod syntezy fragmentów kwasów deoksyrybonuk-
leinowych i rybonukleinowych. Jego zespó³ nadspodziewanie szybko opanowa³ tê
sztukê, a co wiêcej, wniós³ do niej szereg w³asnych metod, niektóre z nich zdoby³y
powszechne uznanie i wziêcie. Sam profesor patronowa³ pracy nad ambitnym dla
swojego czasu zadaniem syntezy supermodyfikowanej pêtli antykodonowej jednego
z transferowych kwasów rybonukleinowych. Wyniki tej pracy sta³y siê centralnym
bodaj punktem wniosku o Nagrodê Pañstwow¹, któr¹ Maciej wtedy uzyska³.

Muszê tu powiedzieæ, ¿e i ja sam, na samym sobie, dozna³em w tamtych latach
czegoœ, co mogê nazwaæ opiekuñcz¹ odwag¹ Macieja. Pewne moje uboczne zaintere-
sowania skierowa³y mnie w stronê chemii kodu genetycznego. Zaczê³o siê od próby
sprawdzenia, jak w tabeli kodu zlokalizowana jest taka cecha kodowanych amino-
kwasów, jak ich smak: s³odki b¹dŸ gorzki. Uzyskaliœmy ciekawy, symetryczny obraz
kodowania tej cechy. Wyniki te pokaza³em po raz pierwszy w Poznaniu, na jakiejœ
konferencji. Nie wywo³a³y one entuzjazmu, raczej rodzaj niedowierzania. Przypad-
kowo zaobserwowa³em tak¹ scenê: przed naszym plakatem stoi dwóch m³odych
ludzi i jeden mówi do drugiego: jak te¿ takie rzeczy ludziom przychodz¹ do g³owy!
I w tym, co mówili, nie by³o podziwu, raczej pow¹tpiewanie co do jakoœci tej g³owy.

Maciej okaza³ mi wtedy skuteczn¹ pomoc. Wspar³ nasze poczynania w³asnym
nazwiskiem. Koñcowy wynik tego studium opublikowaliœmy razem w Biuletynie
Polskiej Akademii Nauk. By³o to wtedy dla mnie bardzo pomocne wsparcie. Profe-
sor Barciszewski opowiedzia³ mi po iluœ tam latach, ¿e profesor, ¿artem oczywiœcie,
radzi³ mu, by publikacji tej nauczy³ siê na pamiêæ. By³o to, jak rozumia³em, uznanie
dla nowych pomys³ów, dla szukania nowych œcie¿ek. Mnie zaœ profesor wtedy mówi³:
Ty nie masz pojêcia, jak ja lubiê takie naukowe spekulacje! W s³owie „spekulacje”
nie by³o, rzecz jasna, dezaprobaty, raczej znów uznanie dla jakiejœ tam oryginal-
noœci pomys³u.
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Tematyka ta rozwija³a siê u nas i dalej. W koñcu uzyskaliœmy ciekawy, jak
sadzê, wynik. Obraz periodycznoœci w kodowaniu wa¿nych cech strukturalnych
aminokwasów w kodzie ko³owo zamkniêtym przez nabór regularnych jednopunkto-
wych mutacji w ich kodonach. Ten obraz te¿ nie móg³ spotkaæ siê z powszechn¹
aprobat¹. Maciej stworzy³ nam mo¿liwoœæ publicznej prezentacji tego wyniku. Przed-
stawialiœmy go kilka razy tutaj, w Poznaniu, a tak¿e na plenarnym posiedzeniu
III Wydzia³u PAN, co oczywiœcie zawdziêcza³em Maciejowi. Prezentacje te nie wywo-
³a³y wiêkszej dyskusji, ale zdawa³em sobie sprawê z tego, ¿e w kuluarach musia³y
one byæ omawiane, i to nie koniecznie w duchu aprobaty. Kiedyœ zagadn¹³em o to
Macieja. – Gdybyœ ty wiedzia³ – powiedzia³ wtedy – co te¿ niektórzy ludzie na ten
temat plot¹. Ale nie bêdziesz wiedzia³. Bo ja ci o tym nie powiem. I to by³ ca³y
Maciej. Wola³, abym dalej spokojnie móg³ dr¹¿yæ te sprawy. Os³oni³ mnie przed
ogniem krytycznych opinii, których sam nie podziela³.

Do bliskich przyjació³ Macieja nale¿a³ pracuj¹cy w Getyndze niemiecki bioor-
ganik, profesor Friedrich Cramer. I on nale¿a³ do pokolenia wojny, tyle ¿e swoje
doœwiadczenia zbiera³ po drugiej strony frontu. Pod koniec swojego ¿ycia wyda³
Cramer dwa tomy z lekka zbeletryzowanej autobiografii. Drugi jej tom nosi tytu³:
„Wie Hiob leben”. W tym tomie pojawia siê postaæ Macieja. By³o to w czasie stanu
wojennego. Cramer chcia³ osobiœcie przekonaæ siê, jak wygl¹da w stanie wojennym
kondycja psychiczna polskich œrodowisk naukowych. Jego decyzjê wyjazdu do Pol-
ski koledzy w Getyndze kwitowali wieloznacznym pukaniem siê w czo³o. – Czy ty
wiesz – mówili – co ciê tam mo¿e spotkaæ? A mo¿e twoja podró¿ zakoñczy siê
gdzieœ za Uralem? Mimo to Cramer pojecha³. By³ to pocz¹tek stycznia 1982 roku.
Poci¹g przyjecha³ do Poznania z dwugodzinnym opóŸnieniem. By³o w nim zreszt¹
tylko dwóch podró¿nych. Mimo to na poznañskim dworcu czeka³a na Cramera grupa
pracowników Instytutu, z Maciejem na czele. Cramer przedstawia Macieja jako
„d¿entelmena starej szko³y”. „Jego bia³y w¹s nad górn¹ warg¹ – pisze – srebrzy³ siê
w œwietle jedynej lampy ³ukowej.” Cramer pyta³ z niepokojem Macieja, co dalej
bêdzie. Bo przecie¿ sytuacja jest nadal niepewna. A mo¿e mimo wszystko Rosjanie
wejd¹? Co wtedy?” – Wtedy – powiedzia³ mu Maciej – pójdê do lasu. Ju¿ raz poszed-
³em czterdzieœci lat temu, przeciwko wam. Pójdê jeszcze raz. Zreszt¹, muszê ci powie-
dzieæ, ¿e jesteœmy do tego ca³kowicie ju¿ przygotowani. – Wszystko zosta³o przygo-
towane. Mniejsza o to, jak du¿o by³o w tej wypowiedzi m³odzieñczej zgo³a fanfaro-
nady. Ale mo¿na sobie wyobraziæ, jak ta wypowiedŸ porazi³a Niemca. Spodziewa³
siê nastrojów frustracji i stanu psychicznej depresji. Napotka³ spokojne oczekiwanie.

Poznañ czymœ jeszcze zadziwi³ wtedy Cramera. Chcia³ on wyst¹piæ tam z wyk³a-
dem naukowym. A tu przykroœæ – wed³ug regu³ stanu wojennego, wolno zgroma-
dziæ w jednym miejscu tylko co najwy¿ej dziesiêciu uczestników jakiegokolwiek
zebrania. I wtedy Poznaniacy zorganizowali wyk³ad w kilku zradiofonizowanych
salach. W ka¿dej sali dziesiêciu s³uchaczy. By³ to znakomity sposób obejœcia wymo-
gów wojennego stanu. Nie wiem, czy to Maciej by³ autorem tego pomys³u. W ka¿-
dym razie odpowiada³ za jego realizacjê, jako dyrektor Instytutu.
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Przez trudne lata osiemdziesi¹te przeszed³ Instytut bez szwanku. Rozwija³ siê
nawet nadal. W tych przecie¿ latach utworzono pracownie krystalografii biopolime-
rów i rozpoczêto prace nad patologiami genotypu ludzkiego. Dokonania te dobitnie
œwiadczy³y, ¿e Instytut zaj¹³ wyraziste miejsce na œwiatowej mapie nauki. Maciej,
pocz¹wszy od 1982 roku, przejawia³ postawê, mo¿na by rzec, koncyliacyjn¹. Uwa-
¿a³, ¿e najgorzej trwaæ w klinczu. Szuka³ mo¿liwoœci porozumienia. W lutym 1987
roku wyst¹pi³ z rodzajem politycznego memoria³u do w³adz. Przys³a³ mi tekst tego
memoria³u. Perswadowa³ tam, ¿e w interesie ogó³u i samej „w³adzy” le¿y, by ta
ostatnia podzieli³a siê swoimi prerogatywami ze spo³eczeñstwem. ¯eby uzna³a wolne
zwi¹zki zawodowe. ¯eby w œrodowisku naukowym postawi³a na swoich przedsta-
wicieli dysponuj¹cych w³asnym autorytetem naukowym. ¯eby, jednym s³owem,
posunê³a siê na zajmowanej ³awce, robi¹c miejsce dla „reszty spo³eczeñstwa”. Mo¿na
powiedzieæ, ¿e treœæ memoria³u znamionowa³a pewien polityczny idealizm. Bo, jak
dobrze wiemy, ¿adna w³adza nie ustêpuje miejsca, bez wyraŸnej koniecznoœci. Ale,
co mo¿e zadziwiæ, dalsze lata przynios³y rozwi¹zanie dok³adnie odtwarzaj¹ce wyra-
¿one przez Macieja idee. Wiêc w koñcu „na Jego wysz³o”?

Powiedzmy sobie tutaj, ¿e postawa Macieja w tamtych latach by³a typowa dla
ludzi pokolenia wojny. Widzieli oni wokó³ siebie tyle œmierci, tyle zgliszcz i ruin, ¿e
wytworzy³ siê w nich zrozumia³y odruch chronienia wszystkiego, co siê da. Chro-
nienia tych resztek, co ocala³y z pogromu. Chronienia tego, co siê da³o odbudowaæ.
Chronienia wreszcie tego nowego, co siê uda³o zbudowaæ. Bez uwzglêdnienia tego
czynnika nie mo¿na zrozumieæ postaw i dzia³añ ludzi pokolenia wojny w latach
powa¿nych prze³omów.

W tych osiemdziesi¹tych latach po raz kolejny zmieni³ Maciej kierunek swoich
poszukiwañ badawczych. Jego wychowankowie, teraz szefowie samodzielnych zes-
po³ów, rozwijaj¹cy w³asne pomys³y badawcze i kszta³c¹cy w³asnych uczniów, szli
samodzielnymi drogami. Szuka³ wiêc Maciej nowego pola dzia³ania i znalaz³
w czymœ, co nazwa³ „in¿ynieri¹ krystaliczn¹”. Oponowa³em trochê przeciwko tej
nazwie. Wydawa³o mi siê, ¿e lepiej by u¿yæ prostego zwrotu: in¿ynieria kryszta³ów.
Ale byæ mo¿e ta „krystalicznoœæ” dodawa³a pomys³om Macieja pewnego, potrzeb-
nego mu dla ca³ej sprawy, blasku. Chodzi³o w tych badaniach o okreœlenie preferen-
cji konformacyjnych, jakie wykazuj¹ sk³adowe kwasów nukleinowych w siatce kry-
stalicznej ich kryszta³ów. Na tym nowym dla siebie polu uzyska³ Maciej istotne
wyniki. Pokaza³, ¿e w kryszta³ach nukleotydów uprzywilejowane s¹ uk³ady heli-
kalne cz¹steczek. Badania te prowadzi³ wespó³ ze swoj¹ Ma³¿onk¹, Danut¹.

Kiedy idziemy w³asn¹ œcie¿k¹ przez ¿ycie, wielokrotnie napotykamy na œcie¿ki
innych ludzi, Nasze tropy krzy¿uj¹ siê, a czasami biegn¹ obok siebie. Bywa, i jest to
du¿e szczêœcie, ¿e nasza œcie¿ka napotka œcie¿kê kogoœ niepospolitego. Ja osobiœcie
mia³em – w przypadku Macieja – takie szczêœcie.

Panu Profesorowi Adamowi Kraszewskiemu z Instytutu Chemii Bioorganicz-
nej PAN w Poznaniu dziêkujê za materia³ ilustracyjny, zamieszczony w tym tekœcie.
Pani doktor Alicji Kluczyk za pomoc w przygotowaniu go do druku.

Praca wp³ynê³a do Redacji 6 stycznia 2009
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SEMINARIUM POŒWIÊCONE
100 ROCZNICY URODZIN

PROF. DR HAB. BOGUS£AWY JE¯OWSKIEJ-TRZEBIATOWSKIEJ
I CHEMII KOORDYNACYJNEJ W POLSCE

WROC£AW, 20–21 LISTOPADA 2008

Na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroc³awskiego, w zwi¹zku z obchodami
setnej rocznicy urodzin prof. dr hab. B. Je¿owskiej-Trzebiatowskiej, organizatora
i wieloletniego dyrektora Instytutu Chemii, zorganizowano dwudniowe Seminarium.
Obchody by³y tak¿e œwiêtem polskiej chemii koordynacyjnej, dziedziny której roz-
wój w wielkim stopniu jest zwi¹zany z osob¹ prof. B. Je¿owskiej-Trzebiatowskiej.

Fot. 1. Uczestnicy Seminarium w audytorium Wydzia³u Chemii Uniwersytetu Wroc³awskiego

kronika_folie.p65 2009-12-13, 23:14149



KRONIKA150

Uroczyste obchody pracownicy Wydzia³u Chemii, uczniowie i wspó³pracow-
nicy Pani Profesor rozpoczêli 19 listopada z³o¿eniem kwiatów na grobie p.p. Trzebia-
towskich na Cmentarzu Komunalnym przy ul. Osobowickiej.

Dwudniowe Seminarium prowadzili gospodarze Wydzia³u Chemii: dziekan prof.
dr hab. Leszek Z. Ciunik oraz prodziekan ds. naukowych prof. dr hab. Anna Trze-
ciak. Uczestniczy³o w nim ok. 250 chemików i przedstawicieli innych dyscyplin
naukowych z ca³ej Polski i z zagranicy, w tym wielu uczniów, wspó³pracowników
i przyjació³ prof. B. Je¿owskiej-Trzebiatowskiej. Na uroczystoœci przybyli m.in.:
wiceprezydent Wroc³awia Jaros³aw Obremski, wiceprezes Polskiej Akademii Nauk
prof. dr hab. Andrzej Górski, przewodnicz¹cy Wydzia³u III Polskiej Akademii Nauk
prof. dr hab. Janusz Jurczak, wiceprzewodnicz¹cy Rady Nauki prof. dr hab. Henryk
Górecki, przewodnicz¹cy Wroc³awskiego Oddzia³u PAN prof. dr hab. Daniel Bem,
prorektor UWr prof. dr hab. Adam Jezierski, dziekan Wydzia³u Matematyki i Infor-
matyki UWr prof. dr hab. Piotr Biler, prodziekan Wydzia³u Nauk Spo³ecznych UWr
prof. dr hab. Maciej Manikowski.

Spo³ecznoœæ chemików wroc³awskich reprezentowa³a liczna delegacja z Poli-
techniki Wroc³awskiej z prodziekanem Wydzia³u Chemii prof. dr hab. Andrzejem
Trochimczukiem i by³ym rektorem prof. dr hab. Tadeuszem Lutym oraz profesoro-
wie z Instytutu Niskich Temperatur i Badañ Strukturalnych PAN we Wroc³awiu
z dyrektorem prof. dr hab. Józefem Sznajdem. Wielu goœci przyby³o z Uniwersytetu
Jagielloñskiego, a wœród nich dziekan Wydzia³u Chemii prof. dr hab. Gra¿yna Sto-
chel. Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN w Krakowie reprezento-
wali cz³onkowie PAN – nestor polskiej chemii prof. dr hab. Adam Bielañski oraz
twórca i wieloletni dyrektor Instytutu prof. dr hab. Jerzy Haber. Goœciliœmy tak¿e
przedstawicieli Instytutu Chemii Organicznej PAN w Warszawie, Wydzia³u Chemii

Fot. 2. Dziekan Wydzia³u Chemii Uniwersytetu Wroc³awskiego prof. Leszek Z. Ciunik
podczas prezentacji Wydzia³u
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Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza, Uniwersytetu im. Miko³aja Kopernika,
Uniwersytetu Opolskiego, Politechniki Warszawskiej, Politechniki Rzeszowskiej,
Uniwersytetu Humanistyczno-Przyrodniczego im. J. Kochanowskiego w Kielcach.

Goœciem specjalnym Seminarium by³ wybitny chemik nieorganik prof. dr Achim
Müller z Uniwersytetu w Bielefeld, dr hc Uniwersytetu Wroc³awskiego, wieloletni
przyjaciel profesor B. Je¿owskiej-Trzebia-towskiej. W Seminarium wzi¹³ tak¿e udzia³
prof. Austin Barnes z Uniwersytetu w Sal-ford, redaktor naczelny czasopisma Jour-
nal of Molecular Structure, odznaczony 15 listopada 2008 roku z³otym medalem
Uniwersytetu Wroc³awskiego.

Fot. 3. Prof. dr Achim Müller z Uniwersytetu w Bielefeld w czasie wyk³adu

Obecni byli prezesi i dyrektorzy zak³adów przemys³owych: Zak³adów Azoto-
wych w Kêdzierzynie, Zak³adów Chemicznych „Z³otniki”, FQS Fujitsu Kraków,
WOMAREX, EMCCO Group, LeenLife i Kubicz Book Center.

Seminarium rozpocz¹³ wyk³adem zatytu³owanym „Chemia we Wroc³awiu –
rys historyczny” prof. dr hab. Lucjan Sobczyk, przybli¿aj¹c uczestnikom pionier-
skie czasy tworzenia nauki w zrujnowanym wojn¹ Wroc³awiu. W czasy wspó³czesne
przenios³a nas prezentacja Wydzia³u Chemii Uniwersytetu Wroc³awskiego przedsta-
wiona przez prof. dr hab. Leszka Ciunika. Natomiast z najnowszymi osi¹gniêciami
mo¿na by³o dok³adniej zapoznaæ siê na sesji posterowej, przygotowanej przez dokto-
rantów Wydzia³u Chemii, na której pokazano 60 plakatów. Uczestnicy spotkania
wys³uchali równie¿ wyk³adu specjalnego prof. dr Achima Müllera z Uniwersytetu
w Bielefeld zatytu³owanego Porous nanocapsules: coordination chemistry at the sur-
faces, in the pores and the cavities, piêknie ilustruj¹cego wspó³czesne mo¿liwoœci

kronika_folie.p65 2009-12-13, 23:14151



KRONIKA152

chemii koordynacyjnej. Pierwszy dzieñ Seminarium zakoñczy³o spotkanie towarzy-
skie, na którym wspominano niezwyk³¹ osobowoœæ profesor Bogus³awy Je¿owskiej-
Trzebiatowskiej i opowiadano anegdoty z Ni¹ zwi¹zane. Zaproszeni goœcie znaleŸli
te¿ odrobinê czasu na wpisanie kilku s³ów do ksiêgi, która pozostanie pami¹tk¹ po
tym szczególnym spotkaniu.

Fot. 4. Spotkanie towarzyskie w klubie i holu Wydzia³u Chemii.

Fot. 5. Uczestnicy Seminarium przy ksiêdze pami¹tkowej
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Drugi dzieñ Seminarium otworzy³ prof. dr hab. Henryk Koz³owski prezentacj¹
sylwetki profesor Bogus³awy Je¿owskiej-Trzebiatowskiej. Ciep³o opowiada³ o swo-
jej szefowej, akcentuj¹c ma³o znane, a budz¹ce podziw fakty z Jej ¿ycia, zw³aszcza
te z czasów wojny (praca dla Armii Krajowej pod pseudonimem Ren, produkowa-
nie ma³ych bomb dymnych i wybuchowych dla AK, ukrywanie ̄ yda – dr Emila Tasz-
nera, za co zosta³a odznaczona medalem „Sprawiedliwy wœród Narodów Œwiata”).
Wyst¹pienie prof. Koz³owskiego uzupe³ni³ pokaz filmu dokumentalnego TVP z 1985
roku, w którym profesor Trzebiatowska opowiada o wroc³awskiej szkole chemii,
a tak¿e prezentacja zdjêæ przedstawiaj¹cych Pani¹ Profesor w ¿yciu prywatnym
i zawodowym przygotowana przez dr W³adys³awa Wrzeszcza. Po tych wzruszaj¹-
cych chwilach wspomnieñ, dziekan Wydzia³u Chemii wrêczy³ medale upamiêtnia-
j¹ce 100-lecie narodzin profesor Bogus³awy Je¿owskiej-Trzebiatowskiej, Jej uczniom
i wspó³pracownikom oraz wychowankom Jej uczniów. Medal z numerem 1, przy-
znany prof. dr hab. Józefowi J. Zió³kowskiemu, odebra³a ma³¿onka – pani El¿bieta
Zió³kowska. Prof. J.J. Zió³kowski, jeden z najwybitniejszych uczniów Pani Profe-
sor, zainicjowa³ obchody setnej rocznicy Jej urodzin, niestety zmar³ w koñcowej
fazie ich przygotowañ. Nic dziwnego, ¿e podczas ca³ego spotkania wspomnienia
o Pani Profesor splata³y siê z reminiscencjami zwi¹zanymi z Profesorem.

Fot. 6. Prof. Tadeusz Garbuliñski wspomina profesor Trzebiatowsk¹

Seminarium zakoñczy³y wyst¹pienia okolicznoœciowe uczestników spotkania,
w których próbowano przywo³aæ obraz niezwyk³ej kobiety i uczonej, zapamiêtanej
w ró¿nych sytuacjach i okolicznoœciach przez poszczególnych mówców. G³os za-
brali m.in. prof. dr hab. Jan Stankowski, prof. dr hab. Andrzej Górski, prof. dr hab.
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Jan Klamut, prof. dr hab. Adam Bielañski, prof. dr hab. Zofia Stasicka, prof. dr hab.
Zygmunt Galasiewicz, prof. dr hab. Tadeusz Garbuliñski i prof. dr hab. Adam Je-
zierski. Prof. dr hab. Florian Pruchnik poinformowa³ o ustanowieniu przez PTChem
medalu im. Bogus³awy i W³odzimierza Trzebiatowskich.

Fot. 7. Prof. Zofia Stasicka wspomina profesor Trzebiatowsk¹

Wszyscy uczestnicy Seminarium otrzymali materia³y zjazdowe: numer
2/2008 czasopisma „Spotkajmy siê we Wroc³awiu” poœwiêcony profesor Trzebia-
towskiej i wroc³awskiej chemii oraz ksi¹¿ki przygotowane specjalnie na to spotka-
nie przez pomys³odawcê uroczystoœci rocznicowych – prof. Józefa J. Zió³kowskiego,
zatytu³owane: „Profesor Bogu-s³awa Je¿owska-Trzebiatowska 1908–1991” i „Che-
mia koordynacyjna w Polsce”. W pierwszej ksi¹¿ce zamieszczono dok³adne zesta-
wienie dokonañ zawodowych Pani Profesor wraz ze spisem wszystkich publikacji i
doktoratów, których by³a promotorem. Znalaz³y siê tu tak¿e osobiste, czêsto wzru-
szaj¹ce wspomnienia osób, które J¹ zna³y i które zachowa³y we wdziêcznej pamiêci
Jej obraz. Druga ksi¹¿ka przedstawia wspó³czesny wizerunek chemii koordynacyj-
nej w Polsce, dziedziny, w której tworzeniu prof. B. Je¿owska-Trzebiatowska mia³a
ogromny udzia³.

Seminarium towarzyszy³a okolicznoœciowa wystawa ukazuj¹ca fotografie i pa-
mi¹tki po Pani Profesor, wykonana przez Katarzynê Lukjan i Wojciecha Nowaka.

Fotografie do tekstu autorstwa dr W³adys³awa Wrzeszcza.

Leszek Z. Ciunik
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INFORMACJE

INFORMACJA  REDAKCJI  „WIADOMOŒCI  CHEMICZNYCH”

Redakcja „Wiadomoœci Chemiczne” w porozumieniu z Rad¹ Redakcyjn¹
kontynuuje inicjatywê podjêt¹ na konferencji Dziekanów Wydzia³ów Chemicz-
nych, która odby³a siê w lutym 2009 roku w Poznaniu.

Zgodnie z t¹ inicjatyw¹ poszczególne oœrodki chemiczne (przede wszyst-
kim uczelniane) w Polsce mog¹ publikowaæ w zeszytach „Wiadomoœci Che-
miczne” informacje o swojej dzia³alnoœci.

Redakcja bardzo dziêkuje za dotychczasowe wsparcie i jednoczeœnie
informuje, ¿e w 2008 roku pozytywnie na apel Redakcji odpowiedzia³y ni¿ej
wymienione oœrodki chemiczne:

1.
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UWAGA!!
ZMIANA  CENY  PRENUMERATY  NA  ROK  2009*

Redakcja miesiêcznika PTCh „Wiadomoœci Chemiczne” zawiadamia, ¿e
wysokoœæ prenumeraty rocznej „Wiadomoœci Chemicznych” za 2009 r. wynosi
150 z³ dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratorów indywidualnych oraz
60 z³ dla bibliotek szkó³ œrednich i podstawowych. Nale¿noœæ za prenumeratê
prosimy przekazywaæ na konto:

Bank PEKAO SA
Oddzia³ we Wroc³awiu

pl. Powstañców Œl. 9, 50-950 Wroc³aw
Redakcja „Wiadomoœci Chemiczne”

NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata „Wiadomoœci Chemicznych” dla cz³onków PTCh, po³¹czona
z op³at¹ sk³adek cz³onkowskich, jest znacznie ni¿sza i przedstawia siê nastêpu-
j¹co:

– prenumerata „Wiadomoœci Chemicznych” na rok 2009 wraz ze sk³adk¹
cz³onkowsk¹, w ramach której dostarczany jest „Orbital”, wynosi 70 z³
(sk³adka – 50 z³, prenumerata – 20 z³);

– emeryci, doktoranci oraz studenci p³ac¹ 35 z³ (sk³adka – 15 z³, prenu-
merata – 20 z³); a nauczyciele szkó³ œrednich i podstawowych p³ac¹
40 z³ (sk³adka – 20 z³, prenumerata – 20 z³).

Cz³onkowie PTCh, którzy zechc¹ zaprenumerowaæ „Wiadomoœci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni s¹ o wnoszenie op³at na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Millennium BIG BG SA

NRB 57 1160 2202 0000 0000 2720 2458

* Prenumeratorzy, którzy wp³acili kwotê ni¿sz¹ od obowi¹zuj¹cej w 2009 roku,
proszeni s¹ o dop³atê

2.
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Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych” informuje, ¿e s¹ u nas do nabycia
nastêpuj¹ce pozycje „Biblioteki Wiadomoœci Chemicznych”:

Nomenklatura chemii nieorganicznej. Zalecenia 1990, red. Z. Stasicka, cena 25 z³
Podstawowa terminologia stereochemii oraz S³ownik podstawowych terminów

w nauce o polimerach. Zalecenia 1996, red. O. Achmatowicz, B. Szechner
i P. Kubisa, cena 12 z³

Nomenklatura wêglowodanów. Zalecenia 1996, t³um. i red. T. Soko³owska
i A. Wiœniewski, cena 18 z³

I.Z. Siemion, Bronis³aw Radziszewski i lwowska szko³a chemii organicznej, cena
18 z³

K. Maruszewski, Fizykochemia moleku³ zamkniêtych w zeolitach i zol-¿elach,
cena 18 z³

Praca zbiorowa, Uporz¹dkowane materia³y mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 z³

Skorygowana nomenklatura rodników, jonów, jonorodników i podobnych indywi-
duów chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Soko³owska i A. Wiœniewski,
cena 15 z³

I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czêœæ pierwsza,
cena 18 z³

M. Zab³ocka-Malicka, Ruchliwoœæ jonów w podwójnych uk³adach stopionych soli,
cena 8 z³.

Praca zbiorowa, Nanomateria³y, red. D. Hreniak, W. £ojkowski, W. Strêk,
M. Suszyñska, cena 25 z³.

Praca zbiorowa, Ogniwa paliwowe – nowe kierunki rozwoju, red. H. Drulis,
J. Hanuza, D. Hreniak, M. Miller, G. Paœciak, W. Strêk, cena 20 z³

Glosariusz nazw klas zwi¹zków organicznych i reaktywnych produktów poœrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. KaŸmierczak
i J. Gawroñski, cena 16 z³.

Od substacji prostych do ¿ycia. Œwiat RNA – pocz¹tki ¿ycia na Ziemi, Zdzis³aw
Chilmonczyk, cena 18 z³.

Profesor Bogus³awa Je¿owska-Trzebiatowska. 1908–1991 w setn¹ rocznicê urodzin,
cena 12,00 z³.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czêœæ I, cena 17,50 z³.
Chemia koordynacyjna w Polsce. Czêœæ II, cena 17,50 z³.

Ksi¹¿ki wysy³amy na koszt zamawiaj¹cego. Zamówienia prosimy kierowaæ pod
adresem: Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroc³aw. Op³aty nale¿y wnosiæ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroc³aw,
Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



„Wiadomoœci Chemiczne” publikuj¹ artyku³y przegl¹dowe, dotycz¹ce wszystkich dziedzin
chemii i wczeœniej niedrukowane w innych czasopismach. Prace raz opublikowane w „Wiadomoœ-
ciach Chemicznych”, bez zgody Redakcji, nie mog¹ byæ wydane gdzie indziej.

Treœæ artyku³ów powinna odpowiadaæ aktualnemu stanowi wiedzy i uwzglêdniaæ najnowsze
osi¹gniêcia z dziedziny, której artyku³ dotyczy.

„Wiadomoœci Chemiczne” nie przyjmuj¹ do druku oryginalnych prac w³asnych. W wyj¹tko-
wych przypadkach mog¹ zostaæ wydane prace przegl¹dowe dotycz¹ce dorobku w³asnego autora
(np. nowo mianowanego profesora lub laureata wa¿nej nagrody) albo prace podsumuj¹ce dorobek
Instytutu, Wydzia³u itp. Zamiar z³o¿enia takiego artyku³u do druku powinien byæ jednak wczeœniej
uzgodniony z Redakcj¹.

Ponadto w serii „Biblioteka Wiadomoœci Chemicznych” publikowane s¹ prace, bêd¹ce z za³o-
¿enia d³u¿szymi artyku³ami przegl¹dowymi lub monografiami poœwiêconymi wa¿nym i aktualnym
problemom wspó³czesnej chemii. Autorzy, którzy chcieliby dla „Wiadomoœci Chemicznych” taki
artyku³ napisaæ, powinni wczeœniej skontaktowaæ siê z Redakcj¹ i przes³aæ poczt¹ elektroniczn¹
(e-mail: wchem@wchuwr.pl) lub zwyk³¹ informacjê zawieraj¹c¹ tytu³ przygotowywanej publika-
cji oraz przybli¿on¹ liczbê stron, tabel i rysunków itp.

W ramach nowej serii wydawniczej „WCh” pod nazw¹ „Habilitacje” mog¹ byæ publikowane
prace habilitacyjne z szeroko pojmowanego obszaru chemii. Zwa¿ywszy, ¿e zgodnie z ustaw¹,
dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku bliskotematycznych publikacji, poprzedzonych omówieniem w jêzyku polskim (tzw. autorefe-
ratem), Redakcja przewiduje drukowanie (równie¿ w kolorach) obydwu tych wariantów. W zale¿-
noœci od sytuacji finansowej Wydawnictwa lub w przypadku specjalnych wymagañ Autorów,
Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztów druku z Autorami lub Instytucjami zlecaj¹cymi
druk.

Prace nale¿y przesy³aæ do Redakcji poczt¹ elektroniczn¹ (e-mail: wchem@wchuwr.pl) oraz
równolegle – poczt¹ zwyk³¹ (na adres: Redaktor Naczelny/Sekretarz Redakcji „Wiadomoœci Che-
micznych”; ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroc³aw), dwa egzemplarze jednostronnego wydruku
komputerowego publikacji z do³¹czon¹ p³yt¹ CD, zawieraj¹c¹ tekst, tabele i ilustracje.

Tekst powinien byæ przygotowany w edytorze Word lub innym kompatybilnym z MS Office.
Artyku³y nale¿y opracowywaæ zwiêŸle i nie zamieszczaæ nadmiaru szczegó³ów, odsy³aj¹c Czytel-
nika do piœmiennictwa oryginalnego, które powinno uwzglêdniaæ najnowsze prace z dziedziny, któ-
rej dotyczy artyku³.

Maszynopis nie powinien przekraczaæ 25 stron, wliczaj¹c wykaz piœmiennictwa w przypadku
krótkiego przegl¹du, lub 100 stron, w przypadku monografii przeznaczonej do druku w Bibliotece
„Wiadomoœci Chemicznych”. Strona powinna zawieraæ 1800 znaków (razem ze spacjami), co przy
interlinii 1,5 oznacza 30 wierszy po 60 znaków oraz margines z prawej strony ok. 5 cm.

Na pierwszej stronie, pod tytu³em polskim, nale¿y umieœciæ tytu³ w jêzyku angielskim, nazwis-
ko(a) i adres autora(ów) oraz spis rozdzia³ów. Dalej powinno siê znale¿æ obszerne streszczenie
pracy w jêzyku angielskim (do 2700 znaków, z cytowaniem piœmiennictwa i odsy³aczami do tabel
i rysunków w tekœcie) oraz wykaz s³ów kluczowych, osobno w jêzyku polskim i osobno w angiel-
skim. Redakcja prosi o przysy³anie tekstów angielskich adjustowanych.

Na oddzielnej kartce prosimy do³¹czyæ krótk¹ (do 150 wyrazów) notkê biograficzn¹, zawie-
raj¹c¹ tytu³y naukowe i miejsca pracy oraz inne informacje wg uznania Autora/Autorów, w tym
aktualne zdjêcie. Nades³anie tych informacji bêdziemy traktowaæ jako zgodê na ich publikacjê.

Rysunki (mog¹ byæ kolorowe, ale trzeba siê liczyæ z dop³at¹ do druku) w formie wydruku
nale¿y przes³aæ w dwóch egzemplarzach. Musz¹ mieæ odpowiedni¹ formê graficzn¹, by w razie
potrzeby nadawa³y siê do reprodukcji. Na odwrocie nale¿y wpisaæ o³ówkiem nazwisko autora
i numer rysunku – ten sam, który w odpowiednim miejscu zosta³ wpisany w manuskrypcie. Na
osobnej stronie do³¹czyæ podpisy pod rysunki w jêzyku polskim i angielskim. Osobno nale¿y do³¹-
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czyæ ponadto jeden komplet wzorów i schematów, narysowanych oddzielnie w formie nadaj¹cej siê
do reprodukcji. W wersji elektronicznej rysunki czarno-bia³e nale¿y zapisaæ w formacie .doc, .cdr,
.jpg, .tif, .pdf, natomiast rysunki kolorowe – w formacie .jpg lub .tif. Rozdzielczoœæ rysunków
≥ 300 dpi. Ka¿dy z rysunków zapisaæ w oddzielnym pliku.

Tabele nale¿y ponumerowaæ cyframi arabskimi, a ich tytu³y w jêzyku polskim i angielskim
zapisaæ nad tabelami.

Piœmiennictwo nale¿y zestawiæ w kolejnoœci cytowania w tekœcie: powinno ono zawieraæ
kolejno inicja³y imion i nazwisko, skrót tytu³u czasopisma zgodny z przyjêtymi normami, rok wyda-
nia, tom podkreœlony i numer pierwszej strony cytowanej pracy, przyk³ad: J. Kowalski, Wiad.Chem.,
2007, 61, 473. Wykaz skrótów wa¿niejszych czasopism chemicznych jest podany w „Wiadomoœ-
ciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jeœli czêœæ piœmiennictwa zebrana jest w monografiach lub
innych wydawnictwach, nie nale¿y podawaæ szczegó³owo wykazu tego piœmiennictwa, lecz cyto-
waæ odnoœne wydawnictwo.

O przyjêciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Przed podjêciem decyzji wszyst-
kie prace s¹ przesy³ane recenzentom. Artyku³y niezakwalifikowane do druku Redakcja zwraca,
zachowuj¹c kopiê maszynopisu.

Autorzy zobowi¹zani s¹ do wykonania jednej korekty tekstu.
Autorzy wydrukowanych prac otrzymuj¹ bezp³atnie 20 odbitek.

Redakcja
„Wiadomoœci Chemicznych”

regulamin.p65 2009-12-13, 23:21161




	Anna M. Trzeciak, Józef J. Ziółkowski - Nanocząskowe katalizatory palladowe w reakcjach tworzenia wiązań C-C
	Jan Małyszko, Monika Karbarz - Spektrofotometryczne i elektrochemiczne metody oznaczania aktywności antyoksydacyjnej 
	Izabela Jasicka-Misiak - Allelopatyczne właściwości metabolitów wtórnych roślin uprawnych
	Małgorzata Bukowiecka-Matusiak, Iwona Ziemecka - Perspektywy stosowania metody
blokowej do syntezy modyfikowanych oligonukleotydów w roztworze i na stałym podłożu
	Bogumiła Kupcewicz, Elżbieta Budzisz - Insulinonaśladowcze i przeciwcukrzycowe właściwości związków wanadu
	Krystyna Dzierzbicka, Aleksandra Kawzowicz, Agnieszka Koc, Magdalena Kukowska-Kaszuba - Pochodne akrydyny/akrydonu
– synteza, aktywność biologiczna
i zastosowanie kliniczne
	Felieton Naukowy. Ignacy Z. Siemion. Okruchy IX. Maciej
	KRONIKA
	INFORMACJE


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /OK
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /FuturaTEE-Medi
    /hum
    /SymbolMT
    /TimesNewRomanPS
    /TimesNewRomanPS-Bold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-Italic
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 2400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 2400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /OK
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /FuturaTEE-Medi
    /hum
    /SymbolMT
    /TimesNewRomanPS
    /TimesNewRomanPS-Bold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-Italic
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 2400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 2400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /OK
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /FuturaTEE-Medi
    /hum
    /SymbolMT
    /TimesNewRomanPS
    /TimesNewRomanPS-Bold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-Italic
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 2400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 2400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /OK
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /FuturaTEE-Medi
    /hum
    /SymbolMT
    /TimesNewRomanPS
    /TimesNewRomanPS-Bold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-Italic
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 2400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 2400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /OK
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /FuturaTEE-Medi
    /hum
    /SymbolMT
    /TimesNewRomanPS
    /TimesNewRomanPS-Bold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-Italic
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 2400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 2400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /OK
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /FuturaTEE-Medi
    /hum
    /SymbolMT
    /TimesNewRomanPS
    /TimesNewRomanPS-Bold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-Italic
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 2400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 2400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /OK
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /FuturaTEE-Medi
    /hum
    /SymbolMT
    /TimesNewRomanPS
    /TimesNewRomanPS-Bold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-Italic
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 2400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 2400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /OK
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /FuturaTEE-Medi
    /hum
    /SymbolMT
    /TimesNewRomanPS
    /TimesNewRomanPS-Bold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-Italic
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 2400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 2400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /OK
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /FuturaTEE-Medi
    /hum
    /SymbolMT
    /TimesNewRomanPS
    /TimesNewRomanPS-Bold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-Italic
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 2400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 2400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /OK
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /FuturaTEE-Medi
    /hum
    /SymbolMT
    /TimesNewRomanPS
    /TimesNewRomanPS-Bold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-Italic
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 2400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 2400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /OK
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /FuturaTEE-Medi
    /hum
    /SymbolMT
    /TimesNewRomanPS
    /TimesNewRomanPS-Bold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-Italic
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 2400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 2400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


