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Mgr inZz. Barbara Szcze$niak urodzita si¢ w 1991 r. Studiowala chemie w spe-
cjalnoéci materialy niebezpieczne i ratownictwo chemiczne na Wydziale Nowych
Technologii i Chemii Wojskowej Akademii Technicznej w Warszawie. Podczas
realizacji pracy magisterskiej badala wlagciwosci adsorpcyjne mikroporowatych
wegli aktywnych. Studia ukonczyta w 2015 r. z oceng 4,5. W tym samym roku
rozpoczela studia doktoranckie w Wojskowej Akademii Technicznej pod opieka
naukowg prof. dr hab. inz. J. Chomy. Zajmuje si¢ otrzymywaniem i badaniem
wlasciwosci adsorpcyjnych materiatéw grafenowych oraz materialéw kompozy-
towych MOF-grafen. Jest wspotautorem 4 artykuléw naukowych.

Prof. dr hab. inz. Jerzy Choma urodzil si¢ w 1952 r. w Lublinie. Studiowat che-
mie w Wojskowej Akademii Technicznej w Warszawie. Stopien doktora i doktora
habilitowanego uzyskat odpowiednio w 1981 i 1985 r., a tytut profesora w 1993
r. Aktualnie jest zatrudniony na stanowisku profesora zwyczajnego w Insty-
tucie Chemii Wojskowej Akademii Technicznej w Warszawie i rdwnoczesnie
pelni obowiazki dyrektora tego instytutu. W latach 2002-2012 pracowal takze
na Uniwersytecie Jana Kochanowskiego w Kielcach. Jego gtowne zainteresowa-
nia naukowe dotyczg: teoretycznego opisu adsorpcji pojedynczych gazéw na
mikro i mezoporowatych adsorbentach, eksperymentalnego charakteryzowa-
nia réwnowag adsorpcyjnych na granicy faz cialo stale-gaz i cialo stale - ciecz,
otrzymywania i modyfikacji impregnowanych wegli aktywnych, otrzymywania
i adsorpcyjnej charakterystyki wlasciwosci strukturalnych i powierzchniowych
nanoporowatych uporzadkowanych adsorbentéw krzemionkowych (MCM-41,
MCM-48, SBA-15), otrzymywania i charakterystyki wlasciwoséci adsorpcyjnych
uporzadkowanych mezoporowatych materiatléw weglowych z wykorzystaniem
»twardych” i ,,migkkich” matryc. Specjalizuje si¢ réwniez w otrzymywaniu i charakteryzacji fizykochemicznych wiasci-
wosci nanostruktur typu rdzen-otoczka (core-shell) skladajacych sie z weglowego lub krzemionkowego rdzenia i zlotej
lub srebrnej otoczki. Ostatnio jego grupa badawcza zajmuje si¢ otrzymywaniem i charakteryzacja fizykochemicznych
wiadciwosci, ze szczegolnym uwzglednieniem wlasciwosci adsorpcyjnych wzgledem CO,, CH,, H, i C.H,, nanoporowa-
tych materiatow weglowych otrzymanych z prekursoréw polimerowych (projekt Narodowego Centrum Nauki 2014-
2017) oraz nanoporowatych materialéw grafenowych i sieci metalo-organicznych (projekt Narodowego Centrum Nauki
2017-2020). Jest autorem i wspélautorem ponad 350 artykuléw naukowych i blisko 150 komunikatow i referatéw na
konferencjach oraz wspétautorem dwéch monografii i kilku obszernych artykuléw monograficznych. Jego 161 prac
(wedlug bazy Web of Science) byto cytowanych lacznie ponad 1700 razy. H-index wynosi 23. Od 1986 r. $cisle wspot-
pracuje naukowo z prof. Mieczystawem Jaronicem z Kent State University, Kent, Ohio, USA.

Prof. dr hab. Mieczyslaw Jaroniec pracuje obecnie w Zaktadzie Chemii i Bio-
chemii, Kent State University, Ohio, USA. Jego gtéwne zainteresowania naukowe
dotycza chemii zjawisk powierzchniowych, w szczegolnosci adsorpcji na granicy
faz gaz/cialo stafe i ciecz/cialo stale oraz chemii materialéw nanoporowatych
ze szczegélnym uwzglednieniem nanomaterialéw o uporzadkowanych i hie-
rarchicznych strukturach do zastosowan w ochronie srodowiska (np. usuwanie
jonéw metali ciezkich, fotokatalityczna degradacja toksycznych zwigzkéw orga-
nicznych, adsorpcja dwutlenku wegla) i do magazynowania/wytwarzania energii
(kondensatory, baterie). Obecnie grupa Prof. Jaronca koncentruje si¢ na synte-
zie, modyfikacji i charakterystyce réznorodnych materiatéw o uporzadkowanych
strukturach nanoporowatych, w szczegélnosci krzemionkach, krzemionkach
z grupami organicznymi, tlenkach metali (np. glinu, tytanu), zywicach fenolo-
wych, weglach oraz materiatach kompozytowych. Prof. Jaroniec jest autorem
i wspotautorem ponad 1000 artykuléw naukowych, wspétautorem monografii
nt. fizycznej adsorpcji na powierzchniach niejednorodnych oraz wielu obszer-
nych artykutéw monograficznych. Nalezy do najczeéciej cytowanych chemikéw w zakresie chemii nanomateriatéw.
Ponadto jest lub byt czlonkiem komitetow redakcyjnych w wielu czasopismach, oraz otrzymat wiele nagrod i wyrdznien,
miedzy innymi tytut Profesora Honorowego Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie oraz doktoraty honoris
causa Uniwersytetu im. Mikofaja Kopernika w Toruniu oraz Wojskowej Akademii Technicznej w Warszawie.
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ABSTRACT

The effective capture of harmful gases and clean energy sources are of great
importance for protection of the environment. In this regard, it is possible to take
advantage of the MOF-graphene composites to develop new technologies for envi-
ronmental and energy-related applications. These composites attract a great atten-
tion around the world due to their higher adsorption affinity toward CO,, volatile
organic compounds (VOCs), H, and CH, reported in comparison to the parent
MOFs. Integration of MOFs with graphene nanosheets can be a very effective stra-
tegy not only to improve their adsorption performance but also to generate new
chemical and physical properties that are not present in MOFs alone. In this review
we present the progress in the field of gas capture/storage using MOEF-graphene
composites with special attention on the correlation between composition, structure
and adsorption properties.

Keywords: MOF-graphene composites, gas adsorption and storage, CO,, VOCs, H,,
CH, adsorbents

Stowa Kkluczowe: kompozyty MOF-grafen; adsorpcja i magazynowanie gazow,
adsorbenty CO,, VOCs, H,, CH,
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WPROWADZENIE

Nieustannie ro$nie zapotrzebowanie na energie. Z tego wzgledu pojawiaja sie
uzasadnione obawy co do wyczerpania si¢ dostepnych rezerw paliw kopalnych.
Dodatkowo, problemy dotyczace $rodowiska naturalnego, gtéwnie ocieplenie kli-
matu i co si¢ z tym wiaze, topnienie lodowcdw i podnoszenie si¢ poziomu wod oce-
anicznych wymagajg bezzwlocznych rozwigzan. Jednym z nich moze by¢ wdrazanie
bezpiecznych technologii magazynowania i konwersji energii, w ktorych wykorzy-
stywane sg tzw. czyste noéniki energii, miedzy innymi woddr i metan. Wodor jest
uwazany za najbardziej ekologiczny nosnik energii, gdyz produktem jego spalania
jest czysta woda. Natomiast metan jest paliwem obficie wystepujacym w przyro-
dzie, a jego spalanie prowadzi co prawda do powstawania dwutlenku wegla i pary
wodnej, ale nie tworza si¢ inne grozne dla srodowiska substancje. Wykorzystujac
materialy porowate, mozliwe jest magazynowanie energii oraz pochlanianie szko-
dliwych gazéw, ktore w procesach przemyslowych i dzialalnosci gospodarczej
czlowieka, w duzych ilosciach emitowane s3 do atmosfery. Z tego wzgledu rozwdj
wiedzy o nowych, zaawansowanych adsorbentach jest bardzo istotny. Wiele réznych
materialow porowatych proponuje sie do adsorpcji gazéw. Na szczegdlng uwage
zastuguja wegle aktywne [1-3], zeolity [4-6], uporzadkowane materialy krzemion-
kowe [6-8] i weglowe [9-11], struktury metalo-organiczne [12, 13] oraz materiaty
grafenowe [14, 15]. W poréwnaniu z tradycyjnymi, nieorganicznymi materialami
porowatymi, struktury metalo-organiczne (ang. metal-organic frameworks, MOFs)
charakteryzuja si¢ zazwyczaj bardzo dobrze rozwinigta porowatosécia, przestrzen-
nie jednorodnym rozproszeniem komponentdw, organiczno-nieorganiczng naturs,
krystaliczng strukturg oraz kontrolowanym wymiarem poréw. Dodatkowym atu-
tem tych materialéw sa duze mozliwosci ich modyfikacji, a ponadto laczenie ich
z innymi klasami materialéw [16-21]. Natomiast piroliza MOF-6w w wysokich tem-
peraturach prowadzi do uzyskania nowych nieorganicznych struktur, tj. porowatych
wegli, metali, tlenkéw metali czy wieloskladnikowych kompozytéow [17, 22-25].
Dzigki takim modyfikacjom i procesom przetworczym mozliwosci wykorzystania
MOFEF-6w znaczne si¢ poszerzaja. Znakomite wlasciwosci adsorpcyjne MOF-6w, ich
kompozytéw i pochodnych, opisywane w literaturze, inspiruja licznych badaczy do
poszukiwan wsrdd tych materialéw, adsorbentéw do réznorodnych zastosowan, np.
w przemysle motoryzacyjnym, ogniwach paliwowych czy stacjonarnych stacjach
zasilajacych [26-30].

Niniejsza przegladowa praca po$wiecona jest MOF-om i materialom hybrydo-
wym MOF-grafen w zastosowaniach adsorpcyjnych do pochtaniania CO, i VOCs
oraz do magazynowania H, i CH,. Mamy nadzieje, Ze prezentowane tu opisy mate-
rialéw hybrydowych oraz cytowana literatura zainspiruja chemikéw i inzynieréw
materiatowych do dalszych badan nad nowymi materialami MOF i ich kompozy-
tami. Przede wszystkim mamy na uwadze dazenie do uzyskania jak najlepszych
wlasciwos$ci adsorpcyjnych tych materiatow i zastosowanie ich w procesach pochta-
niania i magazynowania roznych gazow.
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1. STRUKTURY MOF-GRAFEN

Struktury metalo-organiczne (MOF-y) sa materiatami krystalicznymi sklada-
jacymi sie z jonéw metali i tacznikéw organicznych, czyli s3 materialami nieorga-
niczno-organicznymi. Struktura, a w konsekwencji i wlasciwosci tych materiatow,
moga by¢ stosunkowo fatwo modyfikowalne poprzez dobdr odpowiednich katio-
néw metali i zwigzkdw organicznych. Ponadto mozliwa jest modyfikacja tych mate-
rialéw zaréwno na etapie ich syntezy, jak i po syntezie. Do tej pory otrzymano prze-
szto 20 tysiecy réznych MOF-6w o réznorodnych gestosciach (od 0,13 g/cm’) oraz
bardzo r6znych wymiarach poréw (od utamka nanometra do blisko 50 nm) [31, 32].

Rysunek 1. Struktury wybranych MOF-6w z uwzglednieniem ich powierzchni wlasciwej oraz wymiaru po-
réw [33]. Rysunek wykonany na podstawie [33] za zezwoleniem. Prawa autorskie® 2010, naleza do
Royal Society of Chemistry

Figure 1. Structures of the selected MOFs including their specific areas and pore sizes [33]. Adapted with
permission from ref. [33]. Copyright® 2010, Royal Society of Chemistry
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Na Rysunku 1 przedstawiono struktury wybranych MOF-6w z uwzglednieniem
ich powierzchni wlasciwej oraz wymiaru poréw, ktore sa waznymi parametrami
w procesach adsorpcji [33]. Laczniki organiczne wiekszo$ci MOF-6w to polikarbok-
sylany, np.: 1,3,5-benzenotrikarboksylan (z Cu powstaje MOF oznaczony symbolem
HKUST-1, z Al, Cr lub Fe — MIL-100), 1,4-benzenodikarboksylan (z Zn - MOE-5,
z V(IV) — MIL-47, z Cr, Fe — MIL-101, z Al, Cr, Fe, Ga — MIL-53) lub 1,3,5-ben-
zenotribenzoesan (z Zn - MOF-177). Wigkszo$¢ z nich ma sztywng strukture, np.
MOF-5, HKUST-1, MIL-100, MIL-101, MOF-177, Mn,[(Mn,Cl),(BTT),], (BTT -
1,3,5-tris(2H-tetrazol-5-ylo)benzen) [33-40].

Mimo wielu zalet, sieci metalo-organiczne maja w wiekszosci przypadkéow
istotne wady, do ktdérych niewatpliwie mozna zaliczy¢ powolny rozktad w tempe-
raturze pokojowej, malg odpornos¢ na wode i $wiatlo oraz stabe przewodnictwo
elektryczne i wytrzymalos¢ mechaniczng [41-43]. Ze wzgledu na to, ze MOEF-y
mogg mie¢ bardzo duze powierzchnie wtasciwe, nawet 7000 m?/g [43] oraz w duzej
mierze skfadajg si¢ ze zwigzkéw organicznych mozna je poddaé karbonizacji
i z powodzeniem otrzyma¢ nanoporowate wegle (ang. nanoporous carbons, NPCs)
[22, 23, 44-51]. Tak otrzymane wegle moga charakteryzowac si¢ nie tylko duzymi
powierzchniami i objetosciami poréw, lecz réwniez bardzo dobrg stabilnoscia che-
miczng i mechaniczng. Przykltadowo, karbonizacja MOF-u o nazwie Zn-fumarate
umozliwita otrzymanie wegla o powierzchni wlasciwej bliskiej 4800 m*/g i objetosci
poréw 4,0 cm’/g [44]. W procesie syntezy NPCs z MOF-6w (czesto z dodatkowym
zrédlem wegla) takie warunki jak: temperatura karbonizacji, szybko$¢ wzrostu
temperatury, wymiar krysztaléw czy wystepowanie dodatkowych komponentéw
w strukturze decyduja o porowatosci i charakterze otrzymanych wegli.

Zazwyczaj wegle otrzymywane z MOF-6w majg bardzo malg dyspersje roz-
kfadu poréw, w przeciwienstwie do wiekszosci wegli aktywnych otrzymanych
w wyniku klasycznej karbonizacji i aktywacji weglowych prekursoréw. Jest to szcze-
golnie istotne w takich zastosowaniach, gdzie wymagane sg selektywne adsorbenty.
Z MOF-6w otrzymuje si¢ rowniez inne materialy, w tym materialy grafenowe, np.
wstazki grafenowe skladajace si¢ z 2-6 warstw grafenowych [25, 52-57]. Niestety
synteza pochodnych MOF-6w, tj. nanoporowatych wegli, metali czy tlenkéw metali,
wiaze si¢ z duzym zuzyciem energii, poniewaz karbonizacje MOF-6w prowadzi sie
w ciagu kilku godzin w wysokich temperaturach (700-1100°C) (Rys. 2) [45, 47].
Nalezy wzig¢ réwniez pod uwage koszt syntezy samych MOF-6w, ktéry w wielu
wypadkach jest czynnikiem limitujacym ich wykorzystanie. Pomimo tego, jak si¢
wydaje, powinny by¢ prowadzone dalsze badania zwigzane z otrzymaniem tych
funkcjonalnych materialéw, majac na uwadze réwniez aspekt ekonomiczny.
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Rysunek 2. Schemat otrzymywania nanoporowatego wegla w wyniku karbonizacji MOF-5 zawierajacego jony
Zn [45]. Rysunek wykonany na podstawie [45] za zezwoleniem. Prawa autorskie® 2012, naleza do
American Chemical Society

Figure 2. Scheme illustrating the synthesis of nanoporous carbon via carbonization of zinc ion contain-
ing MOF-5 [45]. Adapted with permission from ref. [45]. Copyright® 2012, American Chemical
Society

Jak juz wspomniano jedng z kluczowych wad MOF-6w jest ich mala stabilnos¢,
a w szczegolnosci mata odpornosé na wode, czego efektem jest powolne niszczenie
struktury krystalicznej. Najstabszymi elementami strukturalnymi tych materiatow
sg polaczenia metal-ligand. Jednak w ostatnich latach udalo sie znaczaco poprawi¢
stabilno$¢ MOF-6w w wilgotnym otoczeniu, dobierajgc odpowiednie metale i facz-
niki organiczne lub tworzac materiaty hybrydowe na bazie MOF-6w, na przyktad
z tlenkiem grafenu (GO). Dodatek GO ma znaczacy wplyw na stabilno$¢ w wil-
gotnym $rodowisku MOF-u miedziowego (HKUST-1 lub Cu-BTC, BTC - anion
kwasu 1,3,5-benzenotrikarboksylowego) [58]. Juz 5%-owy dodatek GO do Cu-BTC
zapewnil odpornos¢ kompozytu na destrukcyjne dzialanie wody. Grupy tlenowe
na powierzchni GO, polgczone z centrami metalicznymi wigzaniami koordynacyj-
nymi, uniemozliwiaja adsorpcje czasteczek wody. Innymi stowy, warstwy GO zlo-
zone z pierscieni weglowych, otaczajg aktywne centra metaliczne, tworzac hydrofo-
bowa bariere chroniaca wigzania koordynacyjne w strukturze MOF-u. Ze wzgledu
na znaczny udzial komponentu organicznego, MOF-y sa mniej odporne na wysokie
temperatury, w poréwnaniu do materialéw nieorganicznych, np. zeolitéw czy wegli.
Zazwyczaj rozkladaja si¢ one w przedziale temperatur od 300°C do 600°C [59, 60].

Male czasteczki adsorbatu sg zatrzymywane na powierzchni MOF-6w na sku-
tek dzialania duzych sil dyspersyjnych w tym ukfadzie. Sily te wynikaja z duzego
uporzadkowania i matych wymiaréw poréw (mikropordéw) w wigkszosci MOF-6w.
Tylko niektére MOF-y zawieraja mezopory. Jak wskazujg liczne badania, w przy-
padku adsorpcji matych czasteczek struktura mikro-mezoporowata adsorbentu
jest bardziej korzystna, gdyz mikropory zapewniaja duzg pojemnos$¢ adsorpcyjna,
a mezopory dobra dyfuzje¢ gazoéw i kinetyke adsorpcji [61, 62].

taczenie MOF-6w z innymi funkcjonalnymi materiatami np. grafenem
czy nanorurkami weglowymi jest stosunkowo latwg metoda modyfikacji ich
wlasciwosci fizycznych i chemicznych, a dzigki temu, zwigksza si¢ ich uzytecznosé
(17, 18, 63-78]. Materialy grafenowe (np. zredukowany tlenek grafenu, rGO) s3 jed-
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nymi z najlepszych dodatkéw do innych materialéw funkcjonalnych, ze wzgledu na
wiele istotnych zalet m.in.: duza odporno$¢ termiczng i chemiczna, dobre wiasci-
wosci elektryczne czy istniejace szerokie mozliwosci ich modyfikacji. Odpowied-
nie $ciezki syntezy materiatéw hybrydowych MOEF-grafen umozliwiaja zachowanie
zalet skfadnikow, redukujac jednoczesnie ich wady. W zwigzku z tym, w przypadku
tych materialéw czesto obserwowany jest tzw. efekt synergiczny, czyli kompozyt
wykazuje znacznie lepsze wlasciwosci w pordwnaniu z wilasciwosciami wyjscio-
wych skfadnikéw. Kompozyty na bazie MOF-6w beda mogly by¢ wykorzystywane
wszedzie tam, gdzie moga by¢ wykorzystane same MOF-y oraz by¢ moze tam gdzie
MOFEF-y ,samodzielnie” nie mogg by¢ uzyte. W przysztosci bedzie coraz wiecej
wymagan dotyczacych specyficznych wlasciwosci jakie musza spetnia¢ materiaty
(w tym adsorbenty). Jak si¢ wydaje wymagania te beda mogly spetnia¢ materiaty
hybrydowe. Analize literatury dotyczaca réznych materialéw kompozytowych na
bazie MOF-6w mozna znalez¢ w nastepujacych pracach [18, 19, 79, 80].

Materialy hybrydowe MOF-grafen przyciagaja coraz wigkszg uwage badaczy
na calym $wiecie, ze wzgledu na duzy potencjat aplikacyjny w adsorpcji, elektro-
chemii czy katalizie [68-71, 78]. Materialy te mozna otrzymac poprzez krystali-
zacje¢ MOF-u ,,in situ” na materiale grafenowym lub poprzez fizyczne zmieszanie
tych komponentéw. Zdyspergowany GO, dodany do roztworu zawierajacego jony
metalu i czasteczki ligandu, jest czynnikiem inicjujacym krystalizacje MOF-u
zarébwno w temp. pokojowej, jak i w temp. podwyzszonych. GO jest wykorzysty-
wany jako dodatek do potencjalnych adsorbentow ze wzgledu na jego dwie istotne
zalety: duza gestos¢ upakowania atoméw oraz duzg ilos¢ powierzchniowych grup
funkcyjnych, ktore zwigkszaja dziatanie powierzchniowych sit dyspersyjnych w
kompozycie. Czesto obserwuje sie zwigkszenie powierzchni wlasciwej kompozytu
po dodaniu tlenku grafenu, pomimo iz jego powierzchnia wlasciwa jest mata (do
kilkudziesieciu m*/g) [81]. Dzieje sie tak dlatego, ze wprowadzone warstwy grafe-
nowe (np. zawiesina GO) do struktury MOF-u nie ulegajg agregacji, dzigki czemu
moga one mie¢ powierzchni¢ wlasciwa bliskg teoretycznej wartosci powierzchni
wlasciwej grafenu (2630 m’/g [82]). Poza tym nowe pory powstajg pomiedzy siecig
metalo-organiczng i warstwami grafenowymi. Zazwyczaj ilos¢ dodawanego GO lub
zredukowanego GO (rGO) zawiera si¢ w przedziale od 1 do 20%. Przyklad syntezy
kompozytu MOF-grafen oraz kompozytu nanoporowaty wegiel wzbogacony w azot
(NPC) przedstawiono na Rysunku 3, w ktorej przytaczono ZIF-8 do warstw tlenku
grafenu w obecnosci polipirolidonu [56]. Jesli tak otrzymany nanokompozyt pod-
dany zostanie pirolizie, to powstaje kompozyt NPC-grafen o znacznej powierzchni
wlasciwej (S, = 780 m’/g) [56].

BET
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Rysunek 3. Schemat otrzymywania materiatu hybrydowego MOF-grafen oraz NPC-grafen [56]. Rysunek
wykonany na podstawie [56] za zezwoleniem. Prawa autorskie® 2016, nalezg do Royal Society of
Chemistry

Figure 3. Scheme illustrating the synthesis of MOF-graphene hybrid and NPC-graphene material [56].
Adapted with permission from ref. [56]. Copyright® 2016, Royal Society of Chemistry

Poprawa wlasciwosci adsorpcyjnych materialéw hybrydowych MOEF-grafen
w stosunku do komponentdw, jest wynikiem wiekszej powierzchni wiasciwej (nie
zawsze) oraz zwiekszonych sit dyspersyjnych w takim materiale. Dodatkowo, tlenki
grafenu majg liczne, powierzchniowe grupy funkcyjne, dzigki czemu moga wia-
za¢ si¢ z kationami metali wigzaniami koordynacyjnymi konkurujac z facznikami
organicznymi. Konsekwencja tego sa niedoskonatosci sieci krystalicznych MOF-6w
powodujace zwigkszenie ilosci nienasyconych wigzan kationdéw metali, ktore staja
sie centrami aktywnymi oddziatywujacymi z czgsteczkami adsorbatu [60, 65, 66].

2. ADSORPCJA CO,ILOTNYCH ZWIAZKOW ORGANICZNYCH NA
KOMPOZYTACH MOF-GRAFEN

Negatywne konsekwencje szybkiego rozwoju naszej cywilizacji, tj. zwigksza-
jaca sie emisja gazow cieplarnianych i innych zanieczyszczen powietrza wymagaja
innowacyjnych rozwigzan. Poszukuje si¢ wydajnych sposobéw redukeji emisji CO,,
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CH, czy lotnych zwigzkéw organicznych (ang. volatile organic compounds, VOCs)
do atmosfery. Jednym z proponowanych rozwigzan jest wykorzystanie, w celach
adsorpcyjnych, materialow weglowych, sieci metalo-organicznych, zeolitéw czy
materiatow hybrydowych powstalych z polaczenia réznych grup materiatow. Bar-
dzo niewiele adsorbentéw bada sie w celu wykorzystania ich do redukeji emisji lot-
nych zwigzkéw organicznych. Powszechnie stosowanymi, szkodliwymi VOC-ami s3
n-alkany, benzen, toluen, aceton, formaldehyd czy chlorek metylenu [83, 84]. Jed-
nym z najbardziej rozpowszechnionych zwigzkéw organicznych jest benzen, ktory
wystepuje naturalnie w ropie naftowej czy smole weglowej. Benzen stosuje sie w
przemysle chemicznym, jako substrat w syntezie organicznej, jest réwniez wysoko-
oktanowym sktadnikiem benzyny silnikowej. Zwiazek ten podlega ocenie w bada-
niu jako$ci powietrza, ze wzgledu na udokumentowane dziatanie kancerogenne
[85]. Z tego powodu, poszukiwania wydajnych adsorbentéw par benzenu i innych
zanieczyszczen $rodowiska z grupy VOCs sa bardzo uzasadnione. Niestety badania
zwigzane z adsorpcja VOCs nie sa czesto podejmowane przez badaczy, gtownie ze
wzgledu na ich toksyczno$¢ oraz drogg aparature pomiarows.

Jednym z najlepszych adsorbentéw CO, sposréd wszystkich MOF-6w jest
Mg-MOF-74, ktéry adsorbuje 8,61 mmol/g w temperaturze 25°C pod ci$nieniem
1 bar [85]. Tak duzg pojemno$¢ adsorpcyjna material ten zawdziecza silnym oddzia-
tywaniom miedzy czasteczkami CO, a nienasyconymi centrami Mg™*, a takze znacz-
nej powierzchni wlasciwej BET (1174 m’/g) oraz $redniemu wymiarowi poréw
wynoszacemu 10,2 A. Jak wiadomo, wymiar poréw ponizej 10 A jest preferowany
w przypadku adsorpcji CO, [12, 86, 87]. Dane na temat uzytecznosci MOF-6w do
adsorpcji CO, mozna znalez¢ w nastepujacych artykutach [88-90].

Pionierska praca na temat materialéw MOF-grafen ukazala si¢ w 2009 roku
[63]. W 2013 roku Bandosz i in. [65] zaproponowali synteze modyfikowanego mate-
rialu hybrydowego MOF-grafen faczac modyfikowany mocznikiem GO z MOF-em
zawierajgcym miedz (Cu-BTC), znanym jako HKUST-1. Aminowe i inne grupy
na powierzchni GO reagowaly z lacznikami BTC zwiekszajac liczbe defektéw na
powierzchni krysztaléw oraz liczbe atoméw nieskoordynowanej miedzi. Materiat
ten adsorbowat 4,23 mmol/g CO, w temp. 30°C, co stanowilo okolo dwukrotnie
wigkszg warto$¢ adsorpcji CO, niz uzyskang na samym Cu-BTC [65]. Wprowadze-
nie GO pozwolito zwigkszy¢ porowatos¢ Cu-BTC o ok. 50%, glownie dzieki porom
powstalym pomiedzy warstwami grafenowymi i siecig metalo-organiczng. Pozniej-
sza analiza wykazata, Ze adsorpcja CO, w przypadku tego kompozytu miata charak-
ter adsorpcji fizycznej [91]. W nastepnych latach udalo si¢ poprawi¢ wlasciwosci
adsorpcyjne Cu-BTC/GO wzgledem CO, do ok. 9 mmol/g (0°C, ~1 bar) (Rys. 4)
oraz zwigkszy¢ selektywno$¢ adsorpcji CO, wzgledem N, do 186 [60, 92-94]. Ostat-
nio wykazano, zZe material grafenowy moze by¢ czynnikiem wplywajacym na mor-
fologie i strukture MOF-u Cu-BTC [95].
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Rysunek 4. Schemat ilustrujacy strukture Cu-BTC/GO oraz izotermy adsorpcji CO, na Cu-BTC i Cu-BTC/
GO [60]. Wykorzystano dane z pracy [60]

Figure 4. Schematic illustration of the structure of Cu-BTC/GO, and CO, adsorption isotherms on Cu-BTC
and Cu-BTC/GO [60]. Data from ref. [60]

Inny miedziowy MOEF-505 otrzymywano z wykorzystaniem kwasu organicz-
nego bifenylo-3,3’5,5 -tetrakarboksylowego (H,BPTC) [96,97]. Chen i in. [97] zsyn-
tetyzowali serie kompozytéw MOF-505/GO z rézng iloscig GO (od 2% do 10%).
Najlepszym adsorbentem CO, i zarazem najbardziej selektywnym, byl kompozyt
MOF-505/GO zawierajacy 5% GO. Adsorbowat on 3,9 mmol/g CO, w temperatu-
rze 25°C pod ci$nieniem 1 bar, co stanowilo o ok. 37%-owag poprawe wiasciwosci
adsorpcyjnych w poréwnaniu z samym MOF-505. Wyniki analizy rentgenowskiej
wykazaly, ze wprowadzenie nawet niewielkich ilosci GO do MOF-505 skutko-
walo wiekszg iloécig nieskoordynowanej miedzi w strukturze tych kompozytéw.
Wykonano réwniez badania stabilnosci tych materialéw w wilgotnym otoczeniu.
W odréznieniu od Cu-BTC [98], zaréwno MOEF-505 jak i jego kompozyty z GO
byly odporne na wilgo¢, dzigki silnym wigzaniom koordynacyjnym wytworzonym
pomiedzy grupami karboksylowymi z GO a jonami miedzi w tym kompozycie.

Znacznym zainteresowaniem cieszg si¢ réwniez MOF-y oznaczone symbo-
lem MIL-101 zawierajagce chrom oraz materialy hybrydowe powstale z potgcze-
nia MIL-101 z tlenkami grafenu (Rys. 5) [66, 99-103]. Przykladowo, hybrydowy
material porowaty MIL-101/GO skladajacy sie z MIL-101 i tlenku grafenu (GO),
dodanego w stosunku masowym 1 GO:10 Cr(NO,),-9H,O, charakteryzowat si¢
bardzo duzg powierzchnia wtasciwa BET, réwng 2950 m’/g, jak réwniez duzg cal-
kowita objetoscig poréw 1,42 cm’/g [66]. Material ten znacznie lepiej adsorbowat
CO, oraz CH, niz sam MIL-101 (S, = 2670 m*/g) [66]. Badano réwniez selektyw-
nos¢ adsorpcji CO, dla tego materiatu wzgledem CH,. Dla mieszaniny zawieraja-
cej 10% CO, i 90% CH, uzyskano dobra selektywnos¢ adsorpcji CO, (32) wzgle-
dem CH, w temp. 25°C pod ci$nieniem 1,5 bar. Selektywno$¢ ta byla ok. 3-krotnie
wigksza niz dla MIL-101 [66]. Badano réwniez wlasciwosci adsorpcyjne MIL-101/
GO (S,;; = 2930 m*/g) wzgledem par acetonu [100]. W temperaturze 15°C i pod
ci$nieniem 0,16 bar zaadsorbowano na nim 20,1 mmol/g acetonu, podczas gdy w tej
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temperaturze i pod ci$nieniem 0,17 bar MIL-101 adsorbowal jedynie 13,9 mmol/g
acetonu. Podobnie jak w przypadku innych materiatéw hybrydowych MOF-grafen,
poprawa wlasciwosci adsorpcyjnych w pordéwnaniu z komponentami wynika ze
zwiekszenia powierzchni wlasciwej oraz zwiekszenia sit dyspersyjnych. Czynniki te
wplywaja na efektywng adsorpcje réznych gazéw i par zwiagzkow organicznych. Poza
tym, warstwy grafenowe maja duzy wplyw na wzrost i jakos¢ krysztatéw MIL-101
w kompozytach MIL-101/GO. Krysztaty MIL-101, ktére powstawaly na warstwach
grafenowych byly mniejsze i bardziej zdefektowane w pordwnaniu z krysztalami
samego MIL-101. Dodatkowo, na podstawie izotermy adsorpcji azotu, stwierdzono
zwiekszong ilo§¢ malych mezoporéw w kompozycie MIL-101/GO w poréwnaniu
do MIL-101. Byly to najprawdopodobniej puste przestrzenie pomiedzy krysztatami
MOF i GO. Sun i in. [103] badali pojemnos¢ adsorpcyjng MIL-101 i jego kompozy-
tow z GO wzgledem n-heksanu. Powierzchnia wlasciwa kompozytow zawierajacych
5% GO (3500 m*/g) lub 10% GO (3320 m’/g) byla wieksza od powierzchni MIL-101
(2880 m*/g). Maksymalna warto$¢ adsorpcji n-heksanu dla MIL-101/GO z 5 % GO
w temperaturze 25°C wynosita 12,1 mmol/g. Stanowito to ponad 90%-owy wzrost
adsorpcji n-heksanu w poréwnaniu z MIL-101. Ta wartos$¢ adsorpcji n-heksanu jest
réwniez znacznie wigksza od tych, uzyskiwanych dla standardowych wegli aktyw-
nych czy zeolitéow [5, 6].

Rysunek 5. Zdjecia SEM: GO (a), MIL-101 (b), MIL-101/GO5 (c i d) [99]. Rysunek skopiowany za zezwole-
niem z [99]. Prawa autorskie® 2012, naleza do John Wiley and Sons

Figure 5. SEM images of: GO (a), MIL-101 (b), MIL-101/GO5 (c and d) [99]. Reproduced with permission
from ref. [99]. Copyright® 2012, John Wiley and Sons
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Dla innego MOF-u z Cr o symbolu MIL-53 réwniez obserwowano poprawe
adsorpcji CO, oraz selektywnosci wzgledem CH, po dodaniu GO [104]. Material
hybrydowy MIL-53/GO z 10% GO mial o 62% wicksza pojemnos¢ adsorpcyjna
oraz 16 razy lepsza selektywno$¢ w poréwnaniu z MIL-53 w temperaturze 25°C pod
ci$nieniem 5 bar. Dodatkowo zauwazono, ze taka ilo$¢ warstw grafenowych w struk-
turze MIL-53 skutkowata znacznym zmniejszeniem elastycznosci tego MOF-u.

Wedlug dostepnej literatury, kompozyty MOF-grafen na bazie MOF-u cyn-
kowego ZIF-8, majg powierzchni¢ wlasciwg mniejszg niz sam ZIF-8 (zwykle
S,z = 1100-1300 m*/g) [105, 106]. Przykladowo dodanie jedynie 2% GO skutkowato
zmniejszeniem powierzchni wlasciwej do 820 m*/g, natomiast 20% GO - do 289 m*/g.
Jednakze adsorpcja CO, na tych kompozytach w temperaturze -78°C zwigkszata
sie znaczaco wraz ze wzrostem ilosci dodanego GO, osiagajac maksymalng wartos¢
16,3 mmol/g dla kompozytu ZIF-8 z 20%-owa zawartosciag GO. W tych warunkach
na samych GO i ZIF-8 adsorbowalo si¢ odpowiednio 7,5 mmol/g i 6,2 mmol/g CO..
Adsorbenty hybrydowe ZIF-8/GO otrzymano w wyniku dodania zawiesiny eksfo-
liowanego tlenku grafenu do ZIF-8 w trakcie jego syntezy w temperaturze poko-
jowej [105]. Wykorzystujac t¢ samg Sciezke syntezy Zhou i in. [106] przygotowali
kompozyty ZIF-8/GO z réznym stosunkiem cynku do acznika organicznego oraz
z r6zna iloscig GO. Maksymalny dodatek GO, dzieki ktéremu mozliwe byto otrzy-
manie kompozytu ZIF-8/GO wynosil 15%. Autorzy tej pracy zsyntetyzowali ZIF-8 o
duzej powierzchni wtasciwej BET wynoszacej 1770 m*/g. Nastepnie material ten jak
i jego kompozyty z GO badano pod wzgledem uzytecznosci do adsorpcji chlorku
metylenu z roztworéw wodnych. Okazalo sie, ze rowniez w przypadku adsorpcji
z roztworéw wodnych najlepszym adsorbentem byt kompozyt z najwigksza iloscia
tlenku grafenu w swojej strukturze.

Jak wiadomo w procesie adsorpcji gazéw i par zwigzkdéw organicznych istotna
role pelni chemia powierzchni adsorbentéw [107-109]. Liu i in. [107] badali adsorp-
cje par benzenu i etanolu na materiatach hybrydowych MOEF-5-grafen. Materiaty
te otrzymano metodg solwotermalng wygrzewajac prekursory MOF-5 z zawiesing
GO i glukozg w temperaturze 120°C w ciggu 25 godzin. MOF-5-grafen z 5,2 % GO
adsorbowal najwigksze ilosci benzenu i azotu (najwigksza powierzchnia wlasciwa).
Natomiast w przypadku adsorpcji etanolu, najwigksza pojemnos¢ adsorpcyjng miat
material hybrydowy z 3,5%-owa zawartoscia GO. Prawdopodobnie ze wzgledu na
wigkszg ilo$¢ tlenowych grup funkcyjnych w tym materiale (ta sama ilos¢ glukozy)
niz w materiale z 5%-ami GO. Te polarne grupy znaczaco zwigkszyly site oddzialy-
wan pomiedzy adsorbentem i polarnymi czasteczkami etanolu.

Czgsto tlenki grafenu, przed dodaniem do MOF-6w, sg poddawane modyfikacji
[22, 65, 109]. Najczesciej modyfikacja ta polega na przylaczaniu dodatkowych grup
funkcyjnych do powierzchni warstw grafenowych. Mozliwa jest rowniez modyfika-
cja GO za pomocg nanoczastek metali lub tlenkéw metali. Su i in. [109] obserwo-
wali zwiekszanie si¢ pojemnosci adsorpcyjnej kompozytu na bazie MOF wzgledem
CO, w temperaturze 0°C wraz ze wzrostem ilosci (do 11% wag.) dodawanego GO
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z nanoczgstkami Pt (GO-Pt). Powyzsze przyklady wskazuja, ze warstwy grafenowe
sg bardzo dobrymi dodatkami do potencjalnych adsorbentéw, przeznaczonych do
pochfaniania i usuwania szkodliwych gazéw (CO,) i par zwigzkéw organicznych.
Na rysunku 6 przedstawiono maksymalne adsorpcje CO, uzyskane na materiatach
kompozytowych MOF-grafen w réznych warunkach ciénienia i temperatury.
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Rysunek 6. Adsorpcja CO, na materiatach kompozytowych MOF-grafen
Figure 6. CO, adsorption on MOF-graphene composite materials

3. KOMPOZYTY MOF-GRAFEN DO ADSORPCJI WODORU I METANU

W dobie zwiekszajacego si¢ zapotrzebowania na energie, istotnego znaczenia
nabiera poszukiwanie efektywnych, czystych nosnikéw energii takich jak wodoér
czy metan. Niestety duzym problemem jest sposéb magazynowania tych paliw. Jed-
nym z potencjalnych, pomocnych rozwigzan moze by¢ przechowywanie H, i CH,
z wykorzystaniem nowych adsorbentéw. Ministerstwo Energii USA (Departament
of Energy - DOE) wyznaczylo cele, jakie musi spelni¢ material magazynujacy, by
mogl on by¢ zastosowany na szeroka skale. Celem do osiggniecia do 2020 r. ma by¢
0,055 kg wodoru na 1 kg systemu (co odpowiada energii 1,8 kWh/kg) lub 0,040 kg
wodoru na 1 L systemu (energia 1,3 kWh/L)[110,111] oraz 0,5 kg/kg lub 3,5 kWh/L
(350 cm’ STP/cm’) metanu w przypadku jego magazynowania [112, 113]. Pomimo
dos¢ bogatej literatury na temat stalych adsorbentow i intensywnie prowadzonych
badan, jak do tej pory nie otrzymano takiego materialu, ktéry spetnialby wyma-
gania DOE. Ponadto metan moze by¢ pozyskiwany z gazu ziemnego lub biogazu,
jednak przed jego wykorzystaniem lub zmagazynowaniem niezbedne jest oddzie-
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lenie zanieczyszczen, w tym gtéwnie CO,. Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze
selektywne adsorbenty réznych gazéw sa bardzo aktualnym i waznym obiektem
poszukiwan [114, 115].

Po raz pierwszy wyniki badan wlasciwoséci adsorpcyjnych MOF-6w wzgledem
wodoru opublikowano w 2003 r. [30]. Jak dotad, najwieksza pojemnoscia adsorp-
cyjna wzgledem wodoru charakteryzowat si¢ MOF-210 - 17,6% wag. w temperatu-
rze -196°C i pod ci$nieniem 80 bar. MOF ten ma jedng z najwi¢kszych powierzchni
wlasciwych BET, sposréd wszystkich materialéw porowatych, réwng 6240 m’/g
[116]. Inny MOF (UMCM) o powierzchni wiasciwej 5200 m*/g adsorbowat 6,9%
wag. H, réwniez w temperaturze ciektego azotu, ale pod nizszym ci$nieniem wyno-
szacym 46 bar [117].

Wiele MOF-6w o bardzo duzych powierzchniach wtasciwych (MPE-180,
MOF-200, MOF-205 [116], PCN-61, PCN-66, PCN-68 i PCN-610 [118], NOTT-112
i NOTT-116 [119,120] oraz NU-100 [121], NU-109, czy NU-110 [43]) otrzymano,
w wyniku uzycia mieszanych lacznikdéw organicznych lub suszenia w warunkach
nadkrytycznych. Prace te jednoznacznie wskazuja na znakomite wlasciwosci
adsorpcyjne MOF-6w wzgledem H,, w niskich temperaturach np. -196°C. Jednak,
aby material spetnial wymagania DOE, taki system musi osigga¢ pojemnos¢ adsorp-
cyjng ok. 5,5% wag. H, w temperaturze wyzszej niz -40°C pod ci$nieniem nizszym
od 100 bar. Dla poréwnania aktualne technologie magazynowania wodoru pracujg
pod duzymi ci$nieniami w zakresie od 350 do 700 bar (energia 1,3 kWh/L) [122].

Czasteczki wodoru oddzialuja z MOF-ami, jak réwniez z materiatami
MOF-grafen, w wyniku stabych wigzan van der Waalsa. W adsorpcji H, istotne s3
nie tylko wymiary poréw, ale réwniez chemia powierzchni tych poréw oraz otwarte
centra metaliczne w strukturze tych materiatéw. Zwigkszenie interakcji pomigdzy
H, i MOF-ami, jak réwniez wzrost wartosci izosterycznego ciepta adsorpcji realizuje
sie poprzez funkcjonalizacje tacznikéw organicznych lub wzrost liczby otwartych
centréw metalicznych [122-124]. Niewielkie ilosci materialu grafenowego w struk-
turze MOF-u moga wplynac¢ na jego wiasciwosci adsorpcyjne réwniez wzgledem H,
iCH, [17-19]. Przykladowo w temp. -196 °C i pod ci$nieniem 42 atm MOF Cu-BTC
adsorbuje 2,81% wag. H, [64]. Natomiast poprzez dodanie zawiesiny tlenku grafenu
w ilosci 9% wag., w trakcie syntezy tego MOF-u, uzyskano wydajniejszy adsorbent
(oznaczony jako CG-9), ktory w tych samych warunkach adsorbowat 3,58% wag.
H, (Rys. 7). Badano réwniez efektywnos¢ adsorpcji H, na Cu-BTC z 3%-owym
dodatkiem GO (CG-3) oraz z 15%-owym dodatkiem GO (CG-15). W przypadku
CG-15 zaobserwowano drastyczny spadek pojemno$¢ adsorpcyjnej tego materiatu
wzgledem wodoru, spowodowany duza aglomeracjg warstw grafenowych, jaka ma
miejsce dla kompozytéw zawierajacych stosunkowo duze ilosci GO w swojej struk-
turze [64].
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Rysunek 7. Zdjecie HRTM kompozytu Cu-BTC/GO (CG-9) (a) oraz izotermy adsorpcji H, na Cu-BTC i jego
kompozytach z GO (b) [64]. Rysunek skopiowany za zezwoleniem z [64]. Prawa autorskie® 2013,
nalezg do Royal Society of Chemistry

Figure 7. HRTM image of Cu-BTC/GO composite (CG-9) (a) and H, adsorption isotherms on Cu-BTC and
on its composite with GO (b) [64]. Reproduced with permission from ref. [64]. Copyright® 2013,
Royal Society of Chemistry

Niestety w temperaturze pokojowj MOF-y zazwyczaj nie s3 efektywnymi
adsorbentami H, [125-127]. Pewna poprawe tych wlasciwo$ci mozna uzyskac
poprzez rézne modyfikacje [67, 128-130], w tym domieszkowanie nanoczastkami
[128-130]. Zhou i in. [128] zsyntetyzowali MOF ZIF-8, materiat hybrydowy ZIF-8/
GO oraz dodatkowo ZIF-8/GO z nanoczastkami Pt oznaczony jako Pt-ZIF-8/GO.
Nanoczastki te ze wzgledu na wymiar 3,8 nm byly zbyt duze, by wypelni¢ prze-
strzenie poréw. Natomiast prawdopodobnie zostaly przylaczone do zewnetrznych
powierzchni tego MOF-u blokujac wejscia do poréw ZIF-8. W rezultacie, wyzna-
czona na podstawie niskotemperaturowej adsorpcji azotu powierzchnia wlasciwa
kompozytu Pt-ZIF-8/GO byta ponad 2-krotnie mniejsza (620 m?/g) niz w przy-
padku ZIF-8 (1300 m*/g) i ZIF-8/GO (1250 m’/g). Natomiast adsorpcja H, w tem-
peraturze 25°C i pod ci$nieniem 10 bar byla ponad 2-krotnie wigksza w przypadku
adsorbentu z nanoczgstkami Pt w poréwnaniu do ZIF-8 i ZIF-8/GO ze wzgledu



MATERIALY KOMPOZYTOWE MOF-GRAFEN 687

na efekt ,rozprzestrzeniania si¢” wodoru, (ang. spillover effect) (Rys. 8). Efekt ten
polega na dysocjacji czasteczek wodoru za po$rednictwem metali lub tlenkow
metali, a nastepnie migracji atomowego wodoru do wnetrza materialu porowatego
[131-133].

ZIF-8

!

o

Pt

Rysunek 8.  Schemat efektu ,,rozprzestrzeniania si¢” wodoru w materiale hybrydowym ZIF-8/GO domieszko-
wanym nanoczgstkami Pt [128]

Figure 8. Schematic illustration of hydrogen spillover effect on the ZIF-8/GO hybrid material decorated
with Pt nanoparticles [128]

Podobng poprawe wlasciwosci adsorpcyjnych wzgledem wodoru w tempe-
raturze pokojowej obserwowano na innych domieszkowanych metalami lub tlen-
kami metali materiatach hybrydowych MOEF-grafen, np. Cu-BTC/GO-Pt i MIL-
101/GO-Pt [129, 130]. Material hybrydowy Cu-BTC/GO po domieszkowaniu
platyng (Cu-BTC/GO-Pt) mial nieco wigksza pojemnos$¢ adsorpcji wzgledem H,
(0,77% wag.) w temp. 25°C i pod ci$nieniem 80 bar, w poréwnaniu do Cu-BTC
(0,41% wag.) [129]. Natomiast MIL-101/GO-Pt adsorbowal 2,7 razy wiecej wodoru
niz MIL-101 w temp. 25°C pod ci$nieniem 10 bar [130].

Metan ma najwickszy stosunek masowy wodoru do wegla sposrod wszystkich
weglowodordw. Bezpieczne, tanie technologie wykorzystujace wydajne adsorbenty
metanu sg intensywnie poszukiwane do zastosowan w przemysle motoryzacyjnym.
Czesto efektywng adsorpcje metanu na MOF-ach realizuje si¢ w temperaturze poko-
jowej i pod umiarkowanym ci$nieniem, co stwarza realne do wykorzystania roz-
wigzania magazynowania metanu w praktyce [112]. Odpowiedni wymiar i rozktad
objetosci porow jest kluczowy w uzyskaniu efektywnej, fizycznej adsorpcji metanu.
Jednak, jesli cisnienie przekracza 60 bar, to grawimetryczna pojemnos¢ adsorpcji
CH,, gléwnie zalezy od powierzchni wlasciwej oraz objetosci poréw. Podobnie
jak w przypadku wodoru, materialy o znacznych powierzchniach np. MOF-210,
Al-soc-MOF-1 majg wyjatkowo dobre wiasciwoéci adsorpcyjne wzgledem CH,
[116, 134]. Najwicksza grawimetryczng pojemnos¢ adsorpcji 0,41 g/g mial mate-
rial oznaczony symbolem Al-soc-MOF-1, ktéry charakteryzowat sie powierzchnia
wlasciwg BET 5590 m”/g i calkowita objetoscig poréw 2,3 cm’/g [134]. MOF-210
pomimo wiekszej powierzchni (6240 m*/g) i objetosci poréw (3,6 cm’/g) w tych
warunkach adsorbowal w przyblizeniu taka samg ilos¢ CH, [116]. Moze to wska-
zywaé na pewnego rodzaju ograniczenie w procesie adsorpcji CH, na MOF-ach,
poniewaz pomimo zwiekszenia wartosci tych dwoch, najwazniejszych parametrow
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strukturalnych, ilo§¢ grawimetrycznie zaadsorbowanego metanu nie zwigkszyta si¢
[135].

W temperaturze 25°C pod ci$nieniem 65 bar, najwieksza objetosciowy adsorp-
cje ~270 cm® STP/cm’ uzyskano na materiale HKUST-1 [42]. Niemniej jednak
warto$¢ ta jest nadal znacznie ponizej celu okre$lonego przez DOE (350 cm®/STP/
cm’). W wyniku obnizenia temperatury pomiaru do -3°C uzyskuje sie znaczng
poprawe adsorpcji CH,. W tych warunkach (-3°C, 65 bar) HKUST-1 adsorbowal
juz ~300 cm’ STP/cm’, natomiast grawimetryczne pojemnosci adsorpcyjne Al-soc-
-MOF-1,NU-111 i MOF-177 wynosily odpowiednio 0,51, 0,50 i 0,43 g/g. Duze gra-
wimetryczne pojemnosci adsorpcyjne MOF-6w wynikajg z ich duzych powierzchni
wlasciwych. Jednak czesto dla tych materialéw obserwuje si¢ male objetosciowe
pojemnosci adsorpcyjne, ze wzgledu na mate gestosci krysztaléw. Poszukuje si¢
materialéw o duzych pojemnosciach magazynowania metanu zaréwno grawime-
trycznych jak i objetosciowych, dlatego najbardziej obiecujgcym materiatem wydaje
sie by¢ NU-111 [136]. MOF-y sg niewatpliwie jednymi z najlepszych adsorbentow
metanu pod zwigkszonym ci$nieniem. Poréwnanie ich wzgledem innych materia-
téw proponowanych do adsorpcji metanu, czytelnik moze znalez¢ w nastepujacych
pozycjach literaturowych [137, 138].

W warunkach pokojowych (25°C i 1 bar) podobnie jak w przypadku CO,
duza pojemnos¢ adsorpcyjng wzgledem CH, mial MOF-177, ktéry adsorbowal
1,05 mmol/g (0,017 g/g) tego gazu [86]. Dla danego adsorbentu ilo§¢ zaadsorbowa-
nego CH, jest znacznie mniejsza niz ilos¢ zaadsorbowanego CO,. W odréznieniu od
czgsteczki CH,, czasteczka CO, ma silny moment kwadrupolowy (14,3-10™ C-m’),
dzieki czemu moze silniej oddziatywac z powierzchnig adsorbentu. W konsekwen-
cji, domieszkowanie materialdéw MOF tlenkami grafenu nie wplywa tak znaczaco
na ich wlasciwosci adsorpcyjne wzgledem CH,, jak to czesto mialo miejsce w przy-
padku adsorpcji CO, [66, 97]. Niemniej jednak wplyw ten jest widoczny juz pod
ci$nieniem 1 bar, w temperaturze 25°C. Przykladem jest MOF-505 po domiesz-
kowaniu 5% GO [97]. Wzrost iloéci zaadsorbowanego CH,, w stosunku do wyj-
$ciowego MOF-u, obserwowano réwniez na innych materiatach hybrydowych:
UTSA-16/GO, Cu-BTC/GO, MIL-101/GO [66,92,139]. W temperaturze 0°C pod
ci$énieniem 1 bar MOF-y Cu-BTC z dodatkami GO adsorbowaly ok. 1,3 mmol/g
[64,92]. Natomiast pod ci$nieniem 25 bar i w temperaturze pokojowej na MIL-101/
GO zaadsorbowalo si¢ az 7,5 mmol/g CH, (0,120 g/g) - o ok. 1,5 mmol/g wiecej CH,
niz na MIL-101 [66]. Prostoliniowy ksztalt izoterm adsorpcji CH, uzyskiwany dla
wyzej wymienionych materialéw potwierdza istnienie stabych oddziatywan adsor-
bat-adsorbent. Podobnie jak w przypadku H,, efektywna adsorpcja CH, przebiega
dopiero pod zwigkszonym ci$nieniem.
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PODSUMOWANIE

Hybrydowe materialy porowate skladajace si¢ z sieci metalo-organicznych
i materialow grafenowych s bardzo atrakcyjne z punktu widzenia ich potencjalnych
zastosowan do adsorpcji/magazynowania réznych gazéw. Materialy te moga by¢
szczegolnie uzyteczne do pochtaniania i usuwania szkodliwych gazéw i par. Dodatek
tlenkéw grafenu do niektérych MOF-6w (np. Cu-BTC i MIL-101) powoduje zmiany
strukturalne oraz zwigkszenie powierzchni wlasciwych. Dodatkowo, wprowadzone
warstwy grafenowe do struktur metalo-organicznych moga znacznie zwigkszac¢ ich
powierzchniowe sily dyspersyjne oraz ilo$¢ nienasyconych centréw aktywnych, co
jest korzystne z uwagi na zastosowania adsorpcyjne. Jednymi z najbardziej efek-
tywnych adsorbentéw CO, s3 MOF-y zawierajace miedz, domieszkowane matymi
ilosciami GO (do 9%). Adsorbujg one do 9 mmol/g CO, w temperaturze 0°C pod
ci$nieniem atmosferycznym. Okazuje si¢, ze dodatek tlenkéw grafenu do MOF-6w
moze znacznie zwigkszy¢ ich pojemnosci adsorpcyjne wzgledem réznych VOCs.
Obserwowano nawet 90% poprawe tych wlasciwosci w przypadku adsorpcji n-hek-
sanu na MIL-101 z dodatkiem rGO w poréwnaniu z MIL-101. Materialty MOF-gra-
fen moga okaza¢ sie uzyteczne réwniez do magazynowania gazowych surowcow
energetycznych, tzw. nosnikéw energii, np. H, i CH,. Ostatnio coraz czesciej publi-
kowane sg prace wskazujace na ich lepsze wlasciwosci adsorpcyjne wzgledem tych
gazow w stosunku do wyjsciowych MOF-6w. Na przykiad na Cu-BTC/GO zaadsor-
bowano 3,58% wag. H,, w temp. -196°C pod ci$nieniem 40 bar, podczas gdy na Cu-
-BTC w tych warunkach adsorbowalo si¢ 2,83% wag. H,. Natomiast znaczny wzrost
adsorpcji CH, (o 1,5 mmol/g, 25°C i 25 bar) obserwowano na materiale MIL-101/
GO. Jak dotychczas najczesciej otrzymywanymi kompozytami MOF-grafen byty
materialy powstale z polaczenia tlenkéw grafenu z Cu-BTC, ZIF-8 lub MIL-101.
Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze kompozyty MOF-grafen sg uznawane za nowg
klase adsorbentdw, ktore czesto z sukcesem konkurujg z innymi materialami propo-
nowanymi do pochfaniania/magazynowania gazéw.

Praca byla czesciowo finansowana ze $rodkéw projektu 2016/23/B/ST5/00532
z Narodowego Centrum Nauki.
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ABSTRACT

Cell penetrating peptides (CPPs) are short peptides able to efficiently cross cel-
lular membrane. The group includes great diversity of sequences and besides capa-
bility to enter various types of cells, their characteristic feature is lack of toxicity.
CPPs can be divided according to their origin (natural and synthetic) or according
to their physicochemical properties responsible for the cellpenetrating ability (catio-
nic, amphipathic and hydrophobic).

Properties of CPPs are closely related to their mechanism of internalisation.
Endocytic pathway is probably the dominating mechanism for majority of CPPs, but
less common energyindependent internalisation (occurring via inverted micelle,
carpet-like, barrel stave pore or toroidal pore model may also play a relevant part in
the uptake across membranes.

CPPs have been applied in transporting various compounds. They are very
effective in delivering small molecules (fluorophores, drugs, peptides), macromo-
lecules (proteins, nucleic acids) and even nanoparticles (metal nanoparticles, lipo-
somes). Conjunction of CPP and cargo can be achieved either covalently (peptide
bond, sulphide bridge etc.) or noncovalently (electrostatic or hydrophobic interac-
tion, hydrogen bonding).

Ability to unspecific enter almost any kind of cell and tissue becomes a great
problem in the case of in vivo applications. Another disadvantage of CPPs is their
low plasma stability. Many strategies have been suggested to overcome these issues.
Selectivity can be improved by attaching targeting ligands (e.g. short peptides, anti-
bodies, proteins, folic acid or hyaluronic acid) or by incorporating CPPs into macro-
molecular drug carriers, which exploit the so called enhanced permeability and
retention (EPR) effect. The most recent and most sophisticated way of improving
CPPs’ stability and selectivity is the synthesis of activatable cell penetrating peptides
(ACPPs). The deactivating moiety may consist of anionic sequence, polymer chain
or smaller protecting groups. The deactivating parts are connected to the delivery
system via linker that can be cleaved under conditions characteristic for the site of
action. ACPPs may be activated by enzymes, pH and oxidative potential change,
temperature or radiation.

CPPs may find application in tumour therapy, diagnostics and the combination
of both - theranostics. Despite many successful studies in delivering drugs and tags
in vivo and in vitro, CPPs have passed only few clinical trials (some are being run
currently). It is sure that this research area will develop in next years.

Keywords: cell penetrating peptides (CPPs), activatable cell penetrating peptides
(ACPPs), cargo, transport into the cells, mechanism of penetration

Stowa Kluczowe: peptydy penetrujace do komorek, aktywowalne peptydy zdolne
do przenikania przez blony komoérkowe, cargo, transport roznych zwigzkéw do
komorki, mechanizm przenikania przez blony komérkowe
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WPROWADZENIE

W 1988 r. dwie niezalezne grupy badawcze [1, 2] zaobserwowaly, ze biatko tat
wirusa HIV-1 zdolne jest do efektywnego przenikania przez blone komorkows.
Ponadto wykazano, ze biatko to wigze si¢ z DNA jadrowym i wplywa na jego
ekspresje. Innym polipeptydem wykazujacym zdolnoé¢ przenikania przez blone
komorkowg jest biatko kodowane przez geny homeotyczne muszki owocowej (Dro-
sophila homeobox), odpowiedzialne za morfogeneze [3]. Zdolnos¢ przenikania bfon
komoérkowych przez polipeptydy byla na tyle zaskakujaca i intrygujaca, ze niemal
natychmiast podjeto poszukiwania najkrotszych fragmentéw wykazujacych taka
aktywno$¢. Stwierdzono, ze w przypadku biatka wywodzacego si¢ z homeodomeny
Antennapedia jest to 16-aminokwasowy peptyd [4] o sekwencji RQIKIWFQNR-
RMKWKK, znany obecnie jako penetratyna. Zidentyfikowano réwniez 11-amino-
kwasowy peptyd wywodzacy sie z bialka tat [5, 6] o sekwencji GRKKRRQRRRPQ,
powszechnie nazywany peptydem TAT.

Odkrycia te daly impuls do dalszych badan nad peptydami zdolnymi do prze-
nikania blon komoérkowych oraz nad mozliwosciami ich szerokiego wykorzystania
w praktyce. Obecnie w literaturze naukowej opisane sg setki peptydéw penetru-
jacych komorki [7, 8], okreslanych akronimem CPPs, utworzonym z angielskiego
terminu cell penetrating peptides. Zainteresowanie CPPs wynika z przekonania o ich
zdolnosci do transportu przez bltony komodrkowe réznego rodzaju zwiazkow.

1. PEPTYDY PENETRUJACE BEONY KOMORKOWE

1.1. DEFINICJA PEPTYDOW PENETRUJACYCH BEONY KOMORKOWE

Peptydy penetrujace blony komoérkowe sg krotkimi peptydami zawierajacymi
zwykle do 40 reszt reszt aminokwasowych. Z punktu widzenia ich struktury pierw-
szorzedowej charakteryzujg si¢ znaczng réznorodnoscia. Ich jedyna cechg wspolna
jest zdolno$¢ do penetrowania bton komérkowych i przenikania do wnetrza komo-
rek. Do ogdlnych wilasciwosci CPPs zalicza si¢ rowniez ich niska toksyczno$¢.

Wykazano, ze charakteryzuja sie one zdolnoscig do przenikania do wnetrza nie-
malze wszystkich testownych pod tym katem komorek zwierzat [9], roélin, drozdzy
i bakterii [10, 11]. Posiadaja one ponadto zdolno$¢ transportu do wnetrza komorek
szerokiej gamy zwiazkow o zroznicowanych strukturach [7]. Wsrdéd nielicznych
przykladéw wykazujacych ograniczenia CPPs sg komorki linii MDCK (Madin
Darby Canine Kidney) [12] niepodatne na penetracje przez dotychczas znane CPPs,
w tym przez znakowany fluorescencyjnie peptyd TAT. Opisano pojedyncze przy-
padki czasteczek, ktorych CPPs nie moga transportowac przez blong komoérkowa
(nalezy do nich np. fragment A toksyny bloniczej) [13].
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1.2. KLASYFIKACJA CPPs

Proponowane sg rozne kryteria klasyfikacji CPPs. Jeden z funkcjonujacych
podzialéw oparty jest na pochodzeniu peptydéw. Pierwsza grupe CPPs stanowia
peptydy pochodzenia naturalnego. Do grupy tej naleza: peptyd TAT, penetratyna,
peptyd pVEC o sekwencji LLIILRRRIRKQAHAHSK (fragment kadheryny mysiego
nablonka, VE-cadherin) [14] oraz peptyd (HGLASTLTRWAHYNALIRAFGGG)
wywodzacy sie z biatka gH625, glikoproteiny H wirusa opryszczki [15]. Kolejnych
peptydow o zdolnosci do penetrowania blony poszukuje si¢ w obrebie bialek wig-
zacych sie z heparyna, bialek oddziatywujacych z kwasami nukleinowymi, natu-
ralnych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych wydzielanych przez komérki $rod-
blonka i fagocyty oraz biatek wirusowych [16]. Druga grupe CPPs stanowia peptydy
syntetyczne, ktére projektowane sa w oparciu o motywy strukturalne naturalnych
CPPs. Nowe CPPs odkrywane sg czgsto na drodze przeszukiwania bibliotek pepty-
dowych, korzystajac z metody ekspozycji fagowej lub ekspozycji RNA.

Podzial peptydéw penetrujgcych komdrki mozna takze dokonaé bioragc pod
uwage ich wlasciwosci fizykochemiczne, determinujace zdolnos¢ do przenikania
przez blong lipidowa. Stad wyroznia si¢ CPPs: kationowe, amfifilowe i hydrofobowe.

Kationowe CPPs

Wiekszo$¢ opisanych CPPs posiada wypadkowy fadunek dodatni, jednak do
grupy kationowych peptydéw penetrujacych komorki zalicza sie jedynie te, ktore
zawierajg dodatnio naladowane reszty aminokwasowe, warunkujace zdolno$¢ do
prznikania przez btong. W oparciu o t¢ definicje naturalne CPPs, takie jak peptyd
TAT i penetratyna, zaliczy¢ mozna do grupy kationowych peptydow penetrujacych
komorki.

Obecnos¢ zasadowych reszt aminokwasowych w sekwencji CPPs zwieksza
zdolnos¢ ich przenikania przez blon¢ komoérkows dzigki silnemu oddzialywaniu
z ujemnie naladowanymi lipidami i polisacharydami blon komérkowych. Dowo-
dem na kluczowa role zasadowych reszt aminokwasowych w strukturach kationo-
wych CPPs byl wynik eksperymentu, w ktérym kolejne reszty peptydu TAT [17]
oraz penetratyny [18] zamieniane byly na reszty alaniny.

Wykazano, ze CPPs zawierajace reszty argininy penetruja btony komoérkowe
znacznie efektywniej niz analogi zawierajace reszty pozostatych aminokwaséw zasa-
dowych: lizyny, ornityny czy histydyny [19]. Efekt ten przypisuje si¢ silnym wia-
zaniom wodorowym pomiedzy grupa gunidynowa a resztami fosforanowymi [20]
oraz anionowymi grupami polisacharydéw membranowych [21].
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Rysunek 1. Wigzania wodorowe pomiedzy grupa guanidynowsg reszty argininy lub grupa aminowg reszty
lizyny a grupa fosforanowa: Silne oddzialywanie argininy z btong lipidowa wynika z tworzenia
dwoch wigzan wodorowych pomiedzy grupg guanidynows a resztami kwasowymi na powierzchni
blony komérkowej. Grupa aminowa lizyny utworzy¢ moze tylko jedno wigzanie wodorowe

Figure 1. Hydrogen bonds between guanidinium group of arginine residue or amine function of lysine and
phosphate group: Strong interaction between arginine and lipid membrane stems from the for-
mation of two hydrogen bonds between guanidinium group and acid residues on the membrane
surface. Amine group of lysine can form only one H-bond

Obecnos¢ takich oddziatywan potwierdzily rowniez wyniki izotermicznej
kalorymetrii miareczkowej [22, 23]. Po dostrzezeniu szczegolnej roli reszt argininy
w transporcie przez blong otrzymano CPPs skladajace si¢ wylacznie z tego ami-
nokwasu. Poliargininy zawierajace co najmniej szes¢ reszt aminokwasowych cha-
rakteryzowaly sie efektywnym przenikaniem przez blone komdrkowg Uznaje sie,
ze optymalna liczba reszt aminokwasowych w tanicuchu CPP wynosi 8-9 [24, 25].
Jednakze nawet peptyd zlozony z jedenastu reszt argininy [26] przewyzsza zdolno-
$cig do przenikania zar6wno penetratyne jak i peptyd TAT.

Uzyteczno$¢ CPPs nie jest oczywiscie w prosty sposdb zalezna od liczby reszt
argininy w anuchu peptydowym. Poréwnanie modyfikowanych arginina polime-
rowych nanoczgstek wykazalo, ze czastki modyfikowane o§mioma resztami (R,)
wnikaly co prawda do komorek efektywniej od nanomaterialu modyfikowanego
tylko czterema resztami argininy, jednak stwierdzono, ze w obu przypadkach ich
transport zachodzi wedtug odmiennych mechanizméw [27].

Uwaza sie, ze w szczego6lnych przypadkach aktywno$¢ penetrujaca kationowych
CPPs moze wynika¢ z ich mozliwosci do przyjmowania struktury helikalnej. Przy-
ktadem moze by¢ ,,miniaturowe biatko 5.3” o sekwencji GPSQPTYPGDDAPVR-
DLIRFYRDLRRYLNVVTRHRY, ktérego pie¢ reszt argininy zlokalizowanych jest
po jednej stronie helisy (,,penta-arg”). Wykazal on lepsze wlasciwosci penetrujace
od TAT oraz R8, co wigzane jest z jego zdolnoscia do szybkiego opuszczania endoso-
mow [28]. Formutowane s3 réwniez obawy przed nazbyt szerokim wykorzystaniem
polikationowych CPPs, wynikajace z braku dostatecznej znajomosci mechanizmoéw
wigzania ich z DNA [29] i ewentualnych nastepczych zmian w regulacji i ekspresji
genow.
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AMFIFILOWE CPPs

Amfifilowe CPPs podzielone zostaly na pierwszorzedowe i drugorzedowe.
Amfifilowos¢ pierwszorzedowych CPPs wynika bezposrednio z sekwencji amino-
kwasowj peptydu, gdzie obecne s3 dwa jednoznacznie zdefiniowane fragmenty:
jeden skfadajacy sie z reszt aminokwaséw hydrofobowych i drugi zawierajacy reszty
o charakterze hydrofilowym. W drugorzedowych amfifilowych CPPs sekwencja nie
zawiera wyraznych regionéw hydrofobowych i hydrofilowych, a ich wlasciwosci
amfifilowe sg skutkiem przyjmowania odpowiedniej konformacji przez tancuch

peptydowy [16].

Rysunek 2. Amfifilowe CPPs dzielg si¢ na pierwszorzedowe (przyklady z zaznaczonymi fragmentami hydro-
filowymi i hydrofobowymi) oraz drugorzedowe (przedstawione projekcje a-helis przykladowych
drugorzedowych amfifilowych CPPs)

Figure 2. Amphipathic CPPs can be divided into primary (examples with indicated hydrophobic and hy-
drophilic fragments) and secondary (projections of a-helices of secondary amphipathic CPPs)

Wiele pierwszorzedowych amfifilowych CPPs zsyntetyzowano laczac, wywo-
dzgce si¢ z roznych bialek, domeny hydrofobowe z peptydem lokalizujacym jadro
komorkowe (ang. nuclear localization sequence, NLS). NLSs to krétkie hydrofilowe
peptydy, rozpoznawane przez biatka poréw jadrowych. NLSs zawieraja wiele reszt
aminokwaséw zasadowych, jednak same nie sg zdolne do przenikania przez blone
komorkows. Przykladem wykorzystania NLS jest koniugat o sekwencji GLAFLG-
FLGAAGSTMGAWSQPKKKRKY, zlozony z fragmentu NLS (wywodzgcego si¢
z antygenu T wirusa SV40) oraz hydrofobowej domeny glikoproteiny wirusa HIV-1.
Wykorzystany zostal jako uklad transportujacy do komorek niekowalencyjnie zwig-
zane z peptydem geny (peptide-based gene delivery system) [30]. Grupe CPPs wyka-
zujacych zdolnos¢ transportowania do komoérek réznego rodzaju zwigzkéw (cargo)
bez koniecznosci kowalencyjnego laczenia CPPs okreslono symbolem Pep [31].
Najlepiej poznanym przykladem Pep byl Pep-1 [32] o sekwnecji KETWWETWW-
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TEWSQPKKKRKY. Jest to koniugat bogatego w reszty tryptofanu hydrofobowego
peptydu z NLS z antygenu T wirusa SV40.

Drugorzedowe amfifilowe CPPs posiadajg zdolno$¢ przyjmowania konfor-
macji amfifilowej a-helisy lub -kartki. W konformacjach tych reszty hydrofilowe
i hydrofobowe ulokowane sg po przeciwnych stronach uporzadkowanej struktury.
Wiele peptydéw penetrujacych blony komoérkowe posiada wlasciwosci amfifilowe
i wiele z nich tworzy struktury helikalne, ale do grupy amfifilowych CPPs zalicza
sie tylko te, ktorych zdolnos¢ do penetrowania blony nie zalezy od wypadkowego
fadunku po stronie hydrofilowe;.

Do poréwnania udzialu oddziatywan hydrofobowych i elektrostatycznych
w przenikaniu przez blony komodrkowe CPPs wykorzystano dwie niezalezne
metody. Jedna z nich polegala na uzyskaniu pochodnych amfifilowego CPP
(ang. model amphipatic peptide, MAP) o wypadkowym ladunku obojetnym oraz
o fadunku ujemnym. Stwierdzono, ze oba peptydy posiadaty zdolno$¢ do przenika-
nia do komorek [33]. W drugiej metodzie, poréwnano oddzialywanie penetratyny
(RQIKIWFQNRRMKWEKK) i peptydu RL16 (RRLRRLLRRLLRRLRR) z wielo-
warstwowymi liposomami zbudowanymi z anionowych i amfoterycznych lipidow
[34]. Stwierdzono, ze penetratyna przybiera konformacj¢ a-helisy jedynie w trakcie
oddziatywania z anionowymi lipidami, co ufatwia jej przenikanie przez blony, nie
oddzialuje za$§ z amfoterycznymi lipidami, co potwierdza duze znaczenie oddzia-
tywan elektrostatycznych. Natomiast peptyd RL16 przyjmuje konformacje amfifi-
lowej a-helisy w roztworze buforu i oddzialuje zaréwno z anionowymi jak i obo-
jetnymi lipidami. Obecno$¢ wielu reszt argininy skutkuje silnymi oddziatywaniami
pomiedzy RL16 a anionowymi lipidami, co paradoksalnie moze sprzyja¢ wigzaniu
peptydu do powierzchni liposomu i ograniczac jego przenikanie. Podobne badania
wykonano réwniez dla wigkszej grupy peptydow i wykazano, ze wiele z nich moze
przyjmowa¢ uporzadkowane struktury w obecnosci anionowych lipidéw, co umoz-
liwia im przenikanie przez blone [35].

Amfifilowych CPPs o konformacji -harmonijki opisanych zostalo znacznie
mniej w pordwaniu do CPPs o strukturze ahelikalnej. Ograniczenie ich zastoso-
wania wynika z podatnosci do agregacji i obnizonej rozpuszczalnosci. Przykla-
dem rozpuszczalnego CPP o strukturze -harmonijki jest peptyd VT5 o sekwencji
aminokwasowej DPKGDPKGVTVTVTVTVTGKGDPKPD ([36, 37]. Gdy peptyd
poddano modyfikacji poprzez wprowadzenie reszt p-aminokwaséw w pozycje
13 i 14 (D-Val”, D-Thr"), okazalo sie, ze utracit on zdolnoé¢ tworzenia struktury
B-harmonijki i niemalze calkowicie zdolno$¢ przenikania przez btone komérkowa
[36]. Innym przykladem CPP o strukturze S-harmonijki jest fragment ludzkiej
aneksyny, znany jako peptyd AA3H o strukturze MASIWVGHRG. Wykazano
w badaniach in vitro, ze peptyd ten charakteryzuje sie wyzsza zdolno$cig penetracji
bton komoérkowych od peptydu TAT [38].

W literaturze chemicznej opisana jest réwniez trzecia grupa amfifilowych
CPPs, czyli peptydy bogate w proling [39]. Ich szczegolng wlasciwoscig jest zdol-
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no$¢ do tworzenia poliprolinowych helis, gléwnie typu PPII (lewoskretna helisa
pozbawiona wigzan wodorowych) [16]. Jednym z CPPs bogatych w reszty proliny
jest peptyd Bac, ,, o sekwencji RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPG, wyodrebniony
z bialka przeciwdrobnoustrojowego Bac 7 [40]. Znane sg réwniez peptydy synte-
tyczne o sekwencjach (PRR) i (PPR) (n = 3-6), z ktérych najdluzsze wykazaly
silniejszg zdolnos¢ do przenikania przez blon¢ komoérkowa od poliargininy [41].
Do grupy tej zaliczany jest réwniez peptyd SAP [42] o sekwencji (VRLPPP),, ktory
stanowi modyfikacje motywu strukturalnego y-zeiny (biatka kukurydzy bogatego
w proline) [43]. Modyfikacja polega na zastgpieniu reszt histydyny resztami argi-
niny. Pochodna SAP, w ktdrej reszty argininy zastgpiono resztami kwasu glutamino-
wego, rowniez przenika przez blony komaérkowe [42]. Potwierdza to, ze zdolnos¢ do
penetrowania wynika w gtéwnej mierze z drugorzedowej struktury, a nie z obecno-
$ci dodatnio natadowanych tancuchéw bocznych.

HYDROFOBOWE CPPs

Grupa hydrofobowych CPPs jest zdecydowanie mniej liczna od grupy pep-
tydow kationowych oraz amfifilowych. Naleza do niej peptydy o wlasciwosciach
penetrujacych, zawierajace apolarne reszty aminokwasowe lub hydrofobowy frag-
ment niepeptydowy odpowiedzialny za zdolnos¢ do transportu przez blong. Prze-
waga reszt hydrofobowych i fadunek wypadkowy bliski zeru sprzyjaja transportowi
bezposredniemu [44]. Naturalnym hydrofobowym CPP jest peptyd FGF12,, ..
o sekwencji PIEVCMYREP, bedacy fragmentem czynnika wzrostu 12 fibroblastow
[45]. Kolejnym przykladem moze by¢ peptyd C105Y o sekwencji CSIPPEVKFNKP-
FVYLIL wywodzacy sie z a -antytrypsyny [46].

Do hydrofobowych CPPs zaliczy¢ mozna réwniez peptyd Xentry o strukturze
LCLRPVG wyizolowany z biatka X wirusa zapalenia watroby typu B, cho¢ sami
autorzy opisujg peptyd jako nieprzystajacy do zadnej z wymienionych powyzej grup
CPPs [47]. Fakt ten dokumentuje, jak bardzo klasyfikacja CPP jest umowna. Xentry
wyr6znia zdolno$¢ do przenikania jedynie do komoérek produkujacych syndekan,
obecny w wielu komorkach (w szczegdlnosci w komdrkach nablonka) [47].

Zaproponowano rowniez kilka sposobéw poprawiania wtasciwoséci penetruja-
cych a tym samym réwniez transportujacych CPPs przez dolgczenie hydrofobowych
fragmentéw niepeptydowych. Jednym z nich jest prenylowanie peptyddw, czyli
przylaczenie jednostek izoprenoidowych (15-weglowego farnezylu lub 20-weglo-
wego geranylgeranylu). Prenylowanie peptydéw ufatwia ich przenikanie przez btone
na drodze transportu pasywnego, niewymagajacego dostarczenia energii [48]. Inny
sposdb wlaczenia hydrofobowego fragmentu polega na dobudowaniu reszty kwasu
tluszczowego do N-konca peptydu [49]. Modyfikowane w ten sposéb peptydy
nazywa si¢ pepducynami (pepducins). Obecnos¢ diugiego tanicucha alifatycznego
skutkuje czesto gromadzeniem si¢ peptydu na powierzchni blony komodrkowe;j
i tylko w niektérych przypadkach wspomaga przenikanie przez blone. Przykladowo,
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modyfikowany fancuchem lipidowym transportan 10 przenika z wigksza wydajno-
$cig, ale lipidowana pochodna R9 lub penetratyny nie wykazuje lepszej zdolnosci
przenikania przez blony komérkowej w poréwaniu do peptydu niemodyfikowanego
(49].

Poza zastosowaniem opisanych modyfikacji, zdolnos¢ wybranych peptydow
do przenikania przez blony komérkowe moze by¢ zwigkszona przez usztywnienie
struktury a-helisy mostkami weglowodorowymi (stapled peptides) [50, 51]. Nalezy
podkresli¢, ze usztywnanie peptydéw poprzez tworzenie mostkéw nie zawsze
poprawia ich zdolno$¢ przenikania przez btony komérkowe. Do chwili obecnej
mechanizm oddzialywania i penetrownia blon komoérkowych przez usztywnione
analogii CPPs nie jest doktadnie poznany [52].

1.3. MODULOWANIE WEASCIWOSCI CPPs

Poza wspomnianymi juz aminokwasami zasadowymi niektére aminokwasy
wlaczone w sekwencje CPPs poprawiaja ich zdolno$¢ penetracji. Na wlasciwosci
CPPs korzystnie wplywa¢ moze obecnos¢ histydyny, chociaz nie wykazuje ona tak
silnych oddzialywan z blong lipidowa jak arginina czy lizyna. Warto$¢ pK  histy-
dyny (pK,, = 6) jest nieznacznie nizsza od fizjologicznego pH (ok. 7,4). Reszty
histydyny ulegaja protonowaniu wewnatrz endosoméw, gdzie pH wynosi okoto
5-6,5. Gromadzenie si¢ tadunku wewnatrz endosomu destabilizuje membraneg lipi-
dowg i ufatwia ,ucieczke” jego zawartosci do cytoplazmy. Modyfikowany peptyd
TAT z dotgczonymi resztami histydyny sprawniej przedostaje sie do cytoplazmy niz
peptyd niemodyfikowany [53]. Podobnie modyfikowana pochodna nonaargininy
(HR9 o sekwencji CHHHHHRRRRRRRRRHHHHHC) réwniez wykazuje lepsze
wlasciwosci transportujace niz R9 [54]. Modyfikacjom resztami histydyny poddano
takze rodzine PepFect, drugorzedowych amfifilowych CPPs [55]. W tym wypadku
protonowanie reszt histydyny powodowalo destabilizaje struktury a-helisy, skutku-
jaca latwiejsza ucieczkg z endosomu.

Szczegblng role w tranporcie przez blone lipidowg odgrywa takze tryptofan.
Sposréd wszystkich reszt hydrofobowych w penetratynie jedynie wymiana trypto-
fanu skutkuje ograniczeniem zdolno$ci do przenikania przez bton¢ komoérkows [56].
Zaprojektowano i przebadano wiele syntetycznych CPPs celem wyjasnienia, jaki jest
wypadkowy efekt wywolany obecnoscig reszt argininy i tryptofanu. Przykladami
moga by¢ (i) peptyd RW9 [57] o sekwencji RRWWRRWRR, (ii) cykliczny deka-
peptyd z ulozonymi na przemian resztami tryptofanu i argininy [WR]5 o sekwencji
c(RWRWRWRWRW) [58] oraz (iii) samoorganizujace si¢c CPPs zlozone z trypto-
fanu, lizyny i glutaminy [59]. Analog RW9 z resztami tryptofanu zamienionymi na
reszty fenyloalaniny wiazal si¢ z blong komodrkows, ale nie przenikal do wnetrza
komorki [60]. Uwaza sig, ze tryptofan zdolny jest do tworzenia wyjatkowo korzyst-
nych oddzialywan ze skfadnikami bfony komdérkowej poprzez wigzania wodorowe
oraz oddzialywania hydrofobowe. Zalozenie to oparte jest na obserwacji, ze natu-
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ralne biatka transblonowe zawierajg znaczace iloéci tego aminokwasu [61]. Ponadto
sugeruje si¢, ze obecnos¢ tryptofanu w sekwencji CPPs sprzyja¢ moze przenikaniu
na drodze endocytozy, dzieki promowaniu oddzialywan z glikozaminoglikanami
[62].

Wiasciwosci CPPs poprawi¢ mozna takze poprzez wbudowanie do tanucha
peptydowego reszty cysteiny. Jej rolg jest stabilizowanie peptydu przez tworzenie
miedzyczgsteczkowych mostkéw disulfidowych. Na potwierdzenie tej tezy wskazuje
sie odporno$¢ na degradacje enzymatyczng maurokalcyny zawierajacej trzy mostki
sulfidowe [63]. Obecno$¢ cysteiny umozliwia tworzenie struktur usieciowanych
poprzez powolne utlenianie grup tiolowych. Stosujac jako monomery polilizyne
[64] i poliarginine [65] modyfikowane cysteing zsyntetyzowano kationowe makro-
czasteczki tworzace kompleksy z kwasami nukleinowymi. Utworzone kompleksy
posiadaly zdolnos¢ przenikania do wnetrza komorek i ulegaly nastepczej redukcji
z uwalnieniem DNA lub RNA. Cysteina okazala si¢ takze niezbedna do zachowa-
nia wlasciwosci penetrujacych wspomnianego juz peptydu Xentry, jednak jej rola
W procesie transportu tego peptydu nie zostala jeszcze wyjasniona [66].

Modyfikacje, ktore nie wystepuja w prostych naturalnych polipeptydach zbu-
dowanych z kodowanych aminokwasdw, takze moga wplywacé korzystnie na wlasci-
wosci CPPs. Do modyfikacji tych naleza acylowanie resztami kwasow ttuszczowych,
prenylowanie oraz cyklizacje, ktére zwiekszaja hydrofobowos¢ uktadu. Wbudowa-
nie ornityny do fanucha peptydowego pozwala na uzyskanie aktywnosci zblizonej
do argininy [67], za$ obecnos¢ fosfotyrozyny i/lub fosfotreoniny zwieksza hydro-
tilowos¢ peptydu [68]. Wbudowywanie niekodowanych reszt aminokwasowych
o konfiguracji p- lub B-aminokwaséw poprawia odpornos¢ CPPs na degradacje
enzymatyczng [69, 70].

2. MECHANIZM PRZENIKANIA CPPs PRZEZ BLONY KOMORKOWE

Od momentu odkrycia CPPs podejmowane sg proby wyjasnienia mechanizmu
przenikania peptydow przez blone komoérkowa. Pierwsze badania nad penetratyna,
TAT, poliargining oraz transportanem wskazywaly, ze peptydy te przenikaja przez
blony komérkowe na drodze niewymagajacej dostarczenia energii i bez udziatu bia-
tek receptorowych i transporterowych [4, 6, 22, 71]. Jednakze pozniejsze badania
wykazaly, ze, poza wyjatkowymi przypadkami, transport przez btony komdrkowe
zachodzi gléwnie na drodze endocytozy [72]. Od tego czasu zaproponowano wiele
réznych drég przenikania CPPs do komdrek i obecnie przyjmuje sie, ze nie istnieje
uniwersalny mechanizm ttumaczacy transport wszystkich rodzajéow CPPs (Rys. 3).
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Rysunek 3. Mechanizmy transportu CPPs przez blone: CPPs moga przenika¢ do wnetrza komoérki na dro-
dze endocytozy (makropinocytozy oraz pinocytozy zaleznej lub niezaleznej od receptoréw) lub
w wyniku transportu bezposredniego (przez tworzenie poréw lub odwréconej miceli).

Figure 3. Mechanisms of transmembrane transport of CPPs: CPPs may internalise into cells via endocy-
tic pathway (macropinocytosis or receptordependent and receptor-independent pinocytosis) or
through direct transport (via pore or inverted micelle formation).

Roézne czynniki (budowa CPPs, wypadkowy fadunek CPPs, stezenie peptydu,
temperatura oraz rodzaj komdrek) decyduja o mechanizmie przenikania CPPs
przez blong komoérkowa. Przenikanie zachodzi¢ moze na drodze endocytozy lub na
drodze transportu bezposredniego.

2.1. ENDOCYTOZA

Endocytoza polega na tworzeniu pecherzykéow (endosomoéw) przez fragment
blony komodrkowej, ktdre nastepnie przemieszczaja do wnetrza komorki. Jednym
z rodzajow endocytozy jest fagocytoza, ktora zachodzi w wyspecjalizowanych
komorkach (np. makrofagach) i pozwala przenosi¢ do wnetrza komérek duze struk-
tury (wirusy, inne komorki itd). Kolejnym typem endocytozy jest pinocytoza, ktorag
do transportu réznorodnych zwigzkéw chemicznych rozpuszczalnych w wodzie
wykorzystuje wiekszo$¢ komorek [73]. Komorki nieustannie wchlaniajg fragment
blony komérkowej i odnawiaja rownowaznik calej jej powierzchni nawet kilka razy
w ciagu godziny [74], dlatego wszystkie zwigzki wykazujace powinowactwo do
blony komdrkowej (np. kationowe peptydy) sa latwo zamykane wewnatrz peche-
rzyka i transportowane do wnetrza komorki, proces taki nazywany jest pinocytoza
adsoprcyjng. Czynniki wzrostu i inne zwigzki sygnalowe indukuja makropinocytoze,
ktora pozwala na transport relatywnie duzych objetoséci roztworéw. Jednakze zde-
cydowanie najwydajniej przebiega proces endocytozy indukowanej przez receptory
[75]. Z receptorami ulokowanymi na powierzchni blon komérkowych zwigzanych
jest kilka rodzajow pinocytozy. Roznig sie one sposobem formowania endosomow.
W procesie tym posredniczy¢ moze klatryna (endocytoza klatrynozalezna) jak row-
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niez bogate w lipidy domeny blonowe (endocytoza tratw lipidowych, do tego typu
nalezy takze endocytoza zalezna od kaweoli) (Rys. 3). Endocytoza moze réwniez
przebiega¢ z wykorzystaniem innych, nieznanych jeszcze mechanizméw. Zawsze
jednak, by cargo moéglo by¢ transportowane do wnetrza komoérki, musi istnie¢
mechanizm przenikania (ucieczki) z endosomu [76]. Zwiazki, ktore nie sg zdolne do
szybkiej ucieczki z pecherzyka nie sa dobrymi transporterami, poniewaz zamkniety
w endosomie material ulega trawieniu.

Obecnie uwaza, si¢, ze endocytoza jest jedna z najwazniejszych drég przeni-
kania CPPs do wnetrza komoérek. Obserwacja ta dotyczy gtéwnie CPPs obdarzo-
nych tadunkiem [73, 77]. Poznano kilka biatek odpowiedzialnych za indukowanie
endocytozy pod wpltywem CPPs bogatych w arginine. Sg to miedzy innymi synde-
kan-4 [78, 79] (proteoglikan) oraz laminina [80] (glikoproteina). Zidentyfikowano
takze geny warunkujace endocytotoze, a tym samym réwniez transport poliargi-
niny [81]. Wykazano ponadto, ze oddzialywania kationowych CPPs z wchodzacymi
w sklad btony komdrkowej glikozaminoglikanami (ang. glycosaminoglycans, GAGs)
oraz proteoglikanami [11, 82] sg istotnym czynnikiem warunkujacym przenika-
nie do komoérek. Oddziatywanie z glikozaminoglikanami jest zapewne pierwszym
z etapow transportu TAT [83, 84], penetratyny [85, 86] i poliargininy [22]. Role
GAGs potwierdzity eksperymenty z komoérkami pozbawionymi membranowych
proteoglikanéw [87] oraz badania termodynamiczne [22, 88, 89]. Wyniki badan
termodynamicznych dowodzg takze, ze oddziatywania réznych kationowych CPPs
z glikozaminoglikanami sg znacznie silniejsze w poréwaniu do oddziatywan z lipi-
dami [90]. Udzial proteoglikanéw w transporcie pecherzykowym poczatkowo
budzil pewne kontrowersje, jednak obecnie istnieje wiele dowodéw wskazujacych
na indukowanie endocytozy przez proteoglikany [91]. Wykazano réwniez, ze CPPs
oddzialujac z proteoglikanami indukujg makropinocytoze [92]. Endocytoza bierze
udzial w transporcie nie tylko kationowych CPPs, ale réwniez amfifilowych [93, 94]
i hydrofobowych CPPs [47]. Wykorzystujac inhibitory réznych $ciezek endocytozy
wykazano, ze kationowe CPPs przenikaja do komorek gtéwnie poprzez makropi-
nocytoze, natomiast amfifilowe CPPs poprzez endocytoze klatrynozalezna [95, 96],
nie wykluczono jednak udziatu innych drég transportu.

2.2. TRANSPORT BEZPOSREDNI

Transport bezposredni moze by¢ oparty na mechanizmie odwréconych miceli
lub przebiega¢ z tworzeniem poréw w membranie [73]. Odwrdcona micela [97]
powstaje, gdy w wyniku gromadzenia si¢ CPPs przy blonie komérkowej fragment
membrany ulega deformacji. Odwrécony pecherzyk zamyka wewnatrz hydrofilowy
peptyd, jednoczesnie przenikajac do hydrofobowej warstwy blony komoérkowej
(Rys. 4).
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Rysunek 4.  Mechanizm odwrdconej miceli jako przyklad transportu bezposredniego do wnetrza komorki:
W trakcie transportu zachodzacego zgodnie z mechanizmem odwréconej miceli wewngtrz mem-
brany tworzy sie pecherzyk z hydrofilowymi glowami fosfolipidéow skierowanymi do wewnatrz
i hydrofobowymi fancuchami skierowanymi na zewnatrz. Wewnatrz pecherzyka znajduje sie
transportowane cargo

Figure 4. Mechanism of reverse micelle as an example of direct transport into the cell: During internalisa-
tion through inverted micelle formation, a vesicle is formed with hydrophilic groups of phospho-
lipids facing its interior and hydrophobic groups directed outwards. The cargo stays inside the
vesicle

Odwrdcona micela przemieszcza si¢ w kierunku wewnetrznej powierzchni
blony i finalnie uwalnia zamkniete cargo. Formowanie poréw w blonie komor-
kowej moze zachodzi¢ na drodze trzech mechanizméw (Rys. 5): pierscieniowego
[98] (toroidal pore), wowczas tancuchy peptydu ukladajg si¢ w poprzek membrany
(wzdluz poréw), co powoduje jej zawiniecie hydrofilowa strong do wnetrza poru;
klepek beczki [99] (barrel stave pore), tancuchy peptydu ukiadajg si¢ w poprzek
membrany (peptyd ma kontakt z hydrofobowa warstwa blony komoérkowej) oraz
dywanowego [100] (carpet), gdy znaczne nagromadzenie CPPs przy powierzchni
blony powoduje jej calkowity destabilizacje.

Rysunek 5. Tworzenie poréw w blonie komérkowej jako przykiad transportu bezposredniego do wnetrza ko-
morki: Przenikanie do wnetrza komoérki poprzez tworzenie poréw moze zachodzi¢ na drodze
trzech réznych mechanizmoéw: klepek beczki, pierscieniowego i dywanowego

Figure 5. Formation of pores in the cell membrane as an example of direct transport into cell: Internalisation
via pore formation may occur via one of three pathways: barrel stave, toroidal or carpet-like
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Cho¢ dostgpnych jest wiele dowoddw na niezalezne od endocytozy przenika-
nie CPPs, w literaturze brakuje potwierdzenia dominacji konkretnego mechanizmu
transportu bezposredniego. Mozliwos¢ tworzenia odwrdconych miceli przez pene-
tratyne wykazaly eksperymenty NMR [101], jednak kationowe CPPs bez elementéw
hydrofobowych prawdopodobnie nie moga wykorzystywac tej drogi do przenika-
nia. Jednoczesnie mechanizmy przebiegajace z tworzeniem poréw i destabilizacja
blony nie korelujg z niska toksycznoscia wigkszosci CPPs [73]. Dla kationowych
CPPs przyjmuje sie, (jesli przenikaja bton¢ komdrkowa na drodze innej od endo-
cytozy), ze proces ten przebiega wedlug mechanizmu bliskiemu odwrdconej miceli,
nazywanym adaptacyjng translokacja (adaptive translocation) [102-104], przy czym
nie jest to jedyna mozliwa $ciezka transportu.

Przenikanie na drodze transportu bezposredniego potwierdzono dla wielu
peptydow penetrujacych komodrki w warunkach wykluczajacych przebieg endo-
cytozy, a takze z wykorzystaniem liposomoéw. Obserwowano bowiem przenikanie
do komorek poliarginin zaréwno w obecnosci inhibitoréw endocytozy [105, 106]
oraz w temperaturze 4°C [107, 108]. Oprocz tego, heksaarginina i TAT przenikaty
do wnetrza jednowarstwowych liposoméw o réznych rozmiarach [109-111]. Nie
powodowaly przy tym wycieku zawartego w nich barwnika, natomiast peptyd R W
przenikal do liposoméw, powodujac powolna ucieczke ich zawartosci, co sugero-
waé moze mechanizm oparty na tworzeniu poréw. Eksperyment na modelowych
ukltadach wielofazowych wykazal zdolno$¢ dyfuzji poliargininowych CPPs przez
warstwe hydrofobows [112].

W przypadku amfifilowych i hydrofobowych CPPs bezpos$rednie przenika-
nie moze zachodzi¢ w wiekszym stopniu niz w przypadku peptydéw kationowych
[42, 113], cho¢ nie wszystkie badania to potwierdzaja [114]. Zdolnos¢ do transportu
na drodze niezaleznej od endocytozy sugerowana jest dla peptydéw: MAP [33] oraz
dla Pep-1 [31]. Amfifilowe CPPs moga przenika¢ do wnetrza liposoméw [108]. Co
ciekawe, bezpo$redni transport amfifilowych peptydéw zdaje si¢ by¢ zalezny od
obecnosci glikozaminoglikanéw w blonie, w odréznieniu od kationowych CPPs,
w przypadku ktérych obecno$¢ GAG nie wplywa na przenikanie do liposomoéw
[115].

Mechanizm przenikania bezposredniego jest wcigz przedmiotem licznych kon-
trowersji. Mimo ze badania eksperymentalne dostarczajg wielu dowodéw przema-
wiajacych za zdolno$cig CPPs do transportu bezposredniego, pojawiajg sie tez prace
wykluczajace te droge przenikania, lub wykazjuace jej minimalny udziat [83, 116,
117]. Kontrowesyjne jest réwniez bezposrednie przenoszenie wynikéw badan
z liposomami na procesy zachodzace w zywych komoérkach i ogélnie zastosowanie
modeli in vitro do opisu przenikania przez komorki in vivo. Najrozsadniej wydaje
sie przyja¢, ze mechanizm przenikania CPPs jest zalezny nie tylko od ich budowy,
ale réwniez od stezenia CPPs, przy czym postuluje sie, ze przy niskich stezeniach
promowana jest endocytoza, natomiast przy wysokich transport bezposredni [118].
Mechanizm zalezy réwniez od rozmiaru transportowanych czasteczek, przy czym
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wiekszy rozmiar sprzyja endocytozie [119]. Wsrod innych czynnikéow wptywaja-
cych na mechanizm przenikania wymieni¢ mozna takze rodzaj transportowanych
czasteczek [120], komdrek do ktorych zachodzi przenikanie [121] i inne.

3. ZASTOSOWANIE CPPs JAKO TRANSPORTEROW ZWAZKOW
CHEMICZNYCH DO KOMOREK

Od momentu odkrycia CPPs zaproponowano dla nich wiele réznorodnych
zastosowan, jednak gléwne ich wykorzystanie dotyczy transportu zwigzkéw lecz-
niczych i obrazujacych. CPPs charakteryzuja si¢ wysoka skutecznoscig in vitro
w dostarczaniu do komorek fluoroforéw, maloczasteczkowych lekow, bialek, pepty-
dow, kwaséw nukleinowych czy nanoczastek. Ponadto wykazano, ze CPPs zdolne sg
do transportu substancji aktywnych w warunkach in vivo. Koniugat -galaktozydazy
z fragmentami biatka tat , oraz tat, , [122, 123] w badaniach na myszach wyka-
zywal aktywno$¢ enzymatyczng we wszystkich tkankach organizmu, a najwyzsza
aktywno$¢ obserwowano w sercu, watrobie, trzustce, plucach i migsniach szkiele-
towych. Podobne zdolnosci do transportu in vivo potwierdzono dla wielu innych
CPPs [124-127] (Tab. 1).

Tabela 1. Przyklady wykorzystania CPPs do transportu przez blone komérkows réznych tadunkéw (cargo)
w postaci prostych koniugatéw i kompleksow [122-127]
Table 1. The table gathers examples of CPPs applications for transmembrane transport of various cargos as

simple conjugates or complexes [122-127]

T t i
CPPs Cargo ¥P pofgczenia Test Rezultat
CPP-cargo
Transportan- GiRNA koniugat - wigzanie | . V\.’e)sc14e do komorki wraz z efektem
penetratyna kowalencyjne biologicznym
Penetratyna SGRNA koniugat —‘wiqzanie in vitro V\.’ejs'ciie do komorki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym
Tat SRNA koniugat - wigzanie | L V\.fe)sa.e do komorki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym
Tat, SRNA koniugat - wigzanie | . We)sa.e do komorki wraz z efektem
penetratyna kowalencyjne biologicznym
leks - wiazani s 1 P
MPG GiRNA kc.)mp eks w1.qzan1e in vitro V\.’e)sa.e do komorki wraz z efektem
niekowalencyje biologicznym
Tat PNA koniugat - wigzanie | . V\-’e)sa‘e do komorki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym
Transportan PNA koniugat —.wiqzanie in vitro V\.fejs'ci.e do komorki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym
koni - wigzani jéci komo6rki fek
Penetratyna-NLS | PNA oniugat wigzanie | L We]sa‘e do komérki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym
Transportan10 Plazmid kc?mpleks - wi.a,zanie in vitro Wejs’ci.e do komorki wraz z efektem
niekowalencyje biologicznym
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CPPs Cargo Typ polaczenia Test Rezultat
CPP-cargo
Tat Plazmid k(I)mpleks - w.1qzan1e in vitro We)scl.e do komorki wraz z efektem
niekowalencyje biologicznym
Tat-fag Plazmid kc.)mpleks - wigzanie | oo V\.’e)sc14e do komorki wraz z efektem
niekowalencyje biologicznym
Tat B-galaktozydaza koniugat - wigzanie | .o WBJSCIAC do komorki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym
Tat GFP Koniugat _ WREE | ive Wejscie do komorki
kowalencyjne
Tat insulina koniugat - WIREIE | yitro Transport transepitelialny
kowalencyjne
Tat,
Tenetratyna Penta-peptyd koniugat - WIREE G yitro Wejscie do komorki
Transportan kowalencyjne
MAP
R, Tri-, koniugat VIR G yitro Wejscie do komorki
RW tetra-peptyd kowalencyjne
Anhydraza koniugat - wigzanie | . . Wejécie do komorki wraz z efektem
R, . in vitro . R
weglanowa kowalencyjne biologicznym
R, I
R, insulina ko-administratracja | in situ T.ransPort transepitelialny i efekt
8 biologiczny
Rl(]
R Cyklosporyna A koniugat - wigzanie | . We)sa.e do komorki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym
. kip1
Blaiik(_) 27 kompleks - wigzanie | . . Wejscie do komorki wraz z efektem
Pep-1 Inhibitor cyklu . . invitro |
, niekowalencyje biologicznym
komoérkowego
p-galaktozydaza | kompleks — wigzanie | . . Wejscie do komorki wraz z efektem
Pep-1 . . in vitro . R
GFP niekowalencyje biologicznym
Pep-1 B-galaktozydaza Wejscie do komorki wraz z efektem
YTA2 5 . 4 ko-administratracja | in vitro . ) .
PVEC streptawidyna biologicznym

Istnieja dwa sposoby laczenia CPPs z transportowanym ladunkiem: trwaly
koniugat polgczony wigzaniami kowalencyjnymi oraz kompleks uzyskiwany na
drodze oddzialywan niekowalencyjnych (Rys. 6). Z punktu widzenia trwalo$ci
korzystniejsze jest tworzenie kowalencyjnie potaczonych koniugatéw, jednak moze
to skutkowa¢ ograniczeniem lub utratg zdolnosci przenikania do komorek, a takze
wplywac na aktywno$¢ tadunku. Krétkie interferujace RNA (siRNA) transporto-
wane jako kompleks (oddzialywania jonowe) z CPP zachowuja swoja aktywnosé¢
[128], podczas gdy proby transportu kowalencyjnie zwigzanych komplekséw CPP-
-siRNA zakonczyly sie niepowodzeniem [129]. Réwniez w przypadku transportu
bialtek i peptyddw nie ma prostej recepty pozwalajgcej okresli¢ w jakiej postaci fadu-
nek powinien by¢ transportowany za pomocg CPP do wnetrza komoérek. W litera-
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turze opisane sg przyklady transportu przez blony komdrkowe niekowalencyjnych
kompleksow biatek z CPPs [130, 131].

Potgczenia kowalencyjne Potgczenia niekowalencyjne

CARGO oddziatywania elektrostatyczne

oddziatywania hydrofobowe

cPP
(o]
UN/Q tacznik peptydowy wigzania wodorowe
H
S
Dl@ tacznik tiazolidynowy
N
H

@7575@ tacznik disiarczkowy

D»H7NAQ tacznik hydrazynowy
\

S—N facznik sulfanylowy

Rysunek 6. Przyklady koniugatéw z CPP: CPP mozna laczy¢ z transportowang substancja poprzez wigzanie
kowalencyjne. Alternatywa jest tworzenie kompleksu niekowalencyjnego

Figure 6. Examples of conjugates with CPP: CPP may be connected with cargo via covalent linkage.
Alternatively, noncovalent complex can be formed

Oprécz wspomnianych zalet, CPPs posiadaja jedng zasadniczg wade, a mia-
nowicie brak selektywnosci dostarczania cargo do tkanek i komoérek w orga-
nizmie zywym [7, 132] i wykazuja jednakowa zdolno$¢ wnikania do wszystkich
rodzajow komodrek eukariotycznych. Z punktu widzenia wykorzystania in vivo
réwniez niska odporno$¢ CPPs na degradacje enzymatyczng stwarza problemy.
Z tego wzgledu podjete zostaly proby opracowania strategii pozwalajacych na
wykorzystanie funkcji transporterowej CPPs z poprawiong selektywnoscig oraz
stabilnoscig. Modyfikowane CPPs znalazty zastosowanie jako uktady transporujace
leki przeciwnowotworowe, stad tez celem badan bylo opracowanie strategii pozwa-
lajacych na selektywne wprowadzanie fadunku do komoérek nowotworowych [7, 8].

3.1. AKITYWOWANIE CPPs - WZROST SELEKTYWNOSCI PRZENIKANIA
DO KOMOREK

Strategia wykorzystania ligandéw naprowadzajacych

Przenikanie CPPs do wnetrza komdrek wynika z oddzialywania kationowych
CPPs z anionowymi fragmentami lipidéw lub glikozaminoglikanéw. Sa to skladniki
blon komoérkowych wszystkich typéw komorek, zaréwno zdrowych jak i nowotwo-
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rowych. W szczegélnych przypadkach mozliwe jest jednak wykorzystanie zwigk-
szonej ilosci anionowych sktadnikéw blon fizjologicznych w komérkach nowotwo-
rowych. Siarczan chondroityny produkowany jest przez komorki nowotworowe
w wiekszej ilo$ci i efekt ten zostal wykorzystany do poprawy selektynosci przenikania
do komérek nowotworowych koniugatéw CPPs z lekami przeciwnowotworowmi.
Niewielka poprawe selektywnos$ci obserwownao dla komplekséw penetratyny [133]
z terapeutykami. Dopiero wykorzystanie peptydu BR2 (RAGLQFPVGRLLRRLLR)
opartego na strukturze buforyny IIb jako CPP znaczaco poprawilo selektywnos¢
oddzilywania z komdrkami nowotworowymi [134].

W wielu przypadkach blony komoérek nowotworowych charakteryzujg sie
zwiekszong iloscig (nadekspresja) wybranych biatek receptorowych. Wykorzystu-
jac nadekspresje wybranych receptoréw blonowych w komoérkach nowotworowych
mozliwe jest wigc zwigkszenie selektywnosci dzialania poprzez tworzenie koniu-
gatoéw zawierajacych lek-CPP-ligand. W ukladzie takim ligand pelni role zwigzku
naprowadzajacego. Jako ligandy najcze$ciej wykorzystuje sie kwas hialuronowy
[135, 136], przeciwciata [137], kwas foliowy [138, 139] oraz aktywne biologicznie
peptydy: transferyne [140] i bombezyne [141], RGD [142, 143] i NGR [144, 145].

Makroczasteczki oraz nanoczasteczki jako nosniki koniugatow CPP-cargo

Jako no$niki wielu lekdéw, w tym réwniez przeciwnowotworowych, stosowane
sa zwigzki wielkoczasteczkowe oraz nanoczastki. Takie podejscie znalazlo réwniez
zastosowanie w transporcie koniugatéw CPPs z lekami. Wykorzystanie makrocza-
stek zapewnia ochrone przed degradacja zaréwno CPP jak i transportowanego leku
oraz umozliwia bardziej selektywne dotarcie nosnika do tkanki nowotworowe;j.
Selektywno$¢ transportu do tkanki nowotworowej wynika z efektu wyzszej prze-
puszczalnosci i retencji (ang. enhanced permeability and retention, EPR) [146, 147].
Makroczasteczki w ograniczonym stopniu przenikajg z krwiobiegu w zdrowych
tkankach. Ze wzgledu na nietypowa fizjologie tkanki nowotworowej oraz fakt, ze
jej naczynia krwionosne s przepuszczalne zaréwno dla zwigzkéw niskoczastecz-
kowych jak i makroczastek, ma miejsce zwiekszone dostarczanie makromolekut do
tkanki nowotworowej. Efekt ten zostal wykorzystany do selektywnego kierowania
terapeutykow, okreslanego teminem biernego naprowadzania [7]. Przyjmuje sig,
ze granicg zapewniajaca selektywnos¢ makroczastek wobec tkanki nowotworowej
jest ciezar czasteczkowy 40 kDa [146]. Zjawisko EPR wykorzystywane jest réwniez
w przypadku nanoczastek, przy czym naczynia krwionosne w obrebie tkanki nowo-
tworowej umozliwiajg przenikanie zaréwno pojedynczych czastek nano jak i ich
agregatow. Przykladem ilustrujgcym ten efekt jest zwiekszona selektywno$¢ dzia-
tania koniugatéw TAT z deksorubicyng osadzonych na nanoczastkach zlota [148].

Zazwyczaj platformy dostarczania lekéw oparte na makroczasteczkach lub
nanoczastkach dodatkowo zawieraja elementy zwickszajace jeszcze selektywnosé
np. naprowadzajace ligandy lub systemy aktywowania w miejscu dzialania. Baza
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dla nos$nikéw zawierajacych CPPs moga by¢ polimery [139], dendrymery [142] czy
liposomy [140]. W literaturze opisane sg przyklady wykorzystania peptydéw zdol-
nych do agregacji, a powstajace agregaty moga stanowi¢ platformy do przenoszenia
lekow [149].

CPPs osadzane s3 rowniez na wirusach, ktére sg niejako naturalnymi nosni-
kami substancji do wnetrza komoérek. Peptyd TAT osadzony na adenowirusach
nadawal im zdolno$¢ przenikania do komoérek pozbawionych receptoréw wirusow
Coxsackie i adenowiruséw (ang. Coxsackievirus and adenovirus receptor, CAR)
[150-152].

Taktyka aktywowania CPPs w miejscu ich dzialania

Przedstawione powyzej metody poprawiania selektwnosci dziatania CPPs
i ich koniugatéw z terapeutykami (wbudowywanie fragmentéw naprowadzajacych,
metoda EPR) czasami sa niewystrczajace do uzyskania wysokiej specyficznosci
przenikania do komérek nowotworowych [153]. W celu uzyskania oczekiwanej
selektywnosci dzialania koniugatéw CPPs z terpeutykami opracowano wiele stra-
tegii polegajacych na hamowaniu zdolnosci przenikania CPPs przez blony komor-
kowe az do momentu osiggniecia wlasciwego miejsca dzialania. Dziatania takie
polegaja na dobudowywaniu do CPPs uktadéw ostaniajacych, co jest mozliwe przez
stosowanie pochodnych o znacznej zawadzie sterycznej lub uktadéw ekranujacych
dodatni fadunek CPPs. Przykladowo wspomniany wczesniej peptyd Xentry jest
dezaktywowany gdy do jego sekwencji dobudowany jest anionowy peptyd bedacy
mimetykiem heparyny [66].

Elementy ostaniajgce usuwane sa po dotarciu koniugatu CPP-terapeutyk
do tkanki zmienionej chorobowo. Do usuwania oston stosuje sie badz roznice
w $rodowisku fizjologicznym komoérek nowotworowych (np. odmienne pH) lub
réznice w aktywnosci specyficznych enzymoéw. Ponadto wykorzystywane sa do
tego celu bodzce fizycze takie jak: temperatura, ultradzwigki czy naswietlanie [7, 8].
Noéniki z zablokowang aktywnoscig CPP nazywa sie czg¢sto aktywowalnymi pep-
tydami penetrujgcymi komorki (ang. activatable cell penetrating peptides, ACPP).
Uzywa si¢ tez nazwy aktywowane peptydy penetrujace komorki, cho¢ pojecie akty-
wowalny lepiej oddaje ich potencjal do bycia aktywowanymi w miejscu dzialania.

Modyfikowane CPPs jako no$niki aktywowane enzymatycznie

Srodowisko nowotworu oraz tkanek z rozwinietym stanem zapalnym charak-
teryzuje si¢ wyzszym poziomem wielu enzyméw m.in. proteaz, esteraz i glikozydaz
[154]. W przypadku nowotwordéw obserwuje si¢ znacznie wyzszy poziom metalo-
proteinaz macierzy pozakomdrkowej (ang. matrix metalloproteinases, MMP), ktore
umozliwiaja szybka przebudowe macierzy pozakomorkowej. Na szczegdlng uwage
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w grupie metaloproteinaz zastuguja MMP-2 oraz MMP-9, ktérych podwyzszony
poziom obserwuje si¢ w wielu rodzajach nowotwordw [7, 154]. Skutecznos¢ strate-
gii wykorzystujacej metaloproteinazy in vivo jest jednak ograniczona ze wzgledu na
obecnos¢ tych enzymow takze w zdrowych tkankach, co oznacza mozliwo$¢ aktywo-
wania koniugatu CPP-terapeutyk réwniez poza tkanka nowotworows. Obserwacja
ta sklania do poszukiwan innych, specyficznych dla nowotworéw enzymoéw [155].

Pierwszym zaproponowanym rozwigzaniem opartym na enzymatycznej akty-
wacji bylo dolaczenie do CPP zlozonego z dziewigciu reszt argininy (R9) innego
peptydu zbudowanego z dziewieciu reszt kwasu glutaminowego. Pomiedzy pepty-
dami wbudowany byl facznik PLG| LAG, rozcinany w miejscu oznaczonym strzatka
przez enzym MMP-2 [156].

Rysunek 7. Przyklad aktywowalnego CPP: do kationowego CPP dolaczony jest dezaktywujacy fragment po-
lianionowy, po rozcieciu tacznika pod dziatania protezy, ,wolny” CPP przenika przez blong ko-
morkowa [w oparciu o 156]

Figure 7. Example of activatable CPP with deactivating polyanionic chain connected to the cationic CPP:
after cleavage of the linker by protease, free CPP can transport the cargo [based on 156]

Testy ex vivo pozwalaja przypuszczad, ze nosnik aktywowany MMP-2 moze by¢
wykorzystany do obrazowania nowotworéw. Podobne rozwigzania wykorzystano
do transportu deksorubicyny polaczonej z wyzej wymienionym peptydem [157] jak
réwniez do transportu srodkéw kontrastujacych do obrazowania MR i znacznikéw
fluorescencyjnych [158].

Ciekawym rozwigzaniem jest modyfikacja fancuchéw bocznych aminokwa-
sOw grupami usuwanymi enzymatycznie. Modyfikacja jednej z reszt lizyny peptydu
TAT aminokwasem lub dipeptydem okazala si¢ wystarczajgca do zahamowania jego
przenikania przez blony komoérkowe. Odszczepienie dodatkowo wprowadzonego
fragmentu zachodzi pod dzialaniem aminopeptydazy N lub dipeptydylopepty-
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dazy IV [159]. Przyfaczenie tripeptydu AAN pozwolito uzyska¢ CPP aktywowany
endopeptydaza C13 [160].

Alternatywne podejscie polega na ostonieciu CPPs pochodnymi poli(glikolu
etylenowego), ktére usuwane sa pod wplywem dzialania enzymoéw. Przykltadem
takiego rozwigzania jest koniugat ztozony z poliargininy, pochodnej PEG oraz nano-
czastek tlenku zelaza [161], ktory zostal wykorzystany do bioobrazowania. Podobne
rozwigzanie zastosowano w syntezie koniugatu zlozonego z plazmidowego DNA
(fadunku), peptydu PepFectl4 (petnigcego role CPP), ktory polaczony byl z cza-
steczkami PEG usuwanymi pod wplywem dziatania enzymoéw [162].

Modyfikowane CPPs jako nosniki aktywowane zmiang pH lub zmiana
potencjalu utleniajaco-redukujacego

Cechg odrozniajacg tkanke nowotworowa od zdrowej jest réwniez pH. Sred-
nie pH komoérek nowotworowych wynosi 7,0, za$ tkanki zdrowej 7,5 [163]. Odczyn
plynu miedzykomadrkowego w guzach nowotworowych zwykle jest kwasowy [164].
Do konstruowania aktywowanych niskim pH peptydéw penetrujacych wykorzy-
stano laczniki trwale w normalnych warunkach fizjologicznych, a ulegajace rozsz-
czepieniu w srodowisku kwasowym.

Przykladem takiego rozwigzania sa aktywowalne liposomy modyfikowane
poliargining poprzez rozszczepiany w srodowisku kwasnym facznik hydrazonowy
[165]. Inne rozwigzanie polega na wprowadzaniu kwasowolabilnych grup ostania-
jacych do tanuchéw bocznych zasadowych aminokwaséw. Boczne grupy aminowe
lizyny w peptydzie CR,G,PK_ acylowano bezwodnikiem 2,3-dimetylomaleinowym.
Utworzone wigzanie amidowe ulegato hydrolizie w obnizonym pH tkanki nowo-
tworowej, uwalniajac aktywny CPP [166]. Aktywacja peptydu penetrujacego moze
nastepowaé takze w wyniku odwracalnego procesu protonowania. Peptyd GALA
o sekwencji WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA w $rodowisku kwa-
sowym jest konformerem o a-helikalnej strukturze, co gwarantuje jego zdolnos¢
do penetrowania bton komérkowych. Gdy tancuchy boczne obecnych w peptydzie
reszt kwasu glutaminowego sa zdeprotonowane w zasadowym $rodowisku, struk-
tura helikalna ulega destabilizacji i peptyd traci zdolnos¢ do przenikania przez
btony komérkowe [167, 168].

Aktywne w niskim pH CPPs mozna uzyska¢ poprzez wbudowywanie w fanuch
peptydowy reszt histydyny. Dodanie fragmentu naprzemiennie ulozonych reszt
histydyny i kwasu glutaminowego pozwala uwrazliwi¢ na pH peptydy penetrujace
o zrdznicowanych sekwencjach aminokwasowych [169]. Podobny efekt mozna uzy-
ska¢ poprzez wymiane reszt lizyny na reszty histydyny [170].
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Rysunek 8.  Przykladowe strategie tworzenia aktywowalnych CPPs: 1) sekwencje polianionowe i polikatio-
nowe polaczone rozszczepialnym tacznikiem [15]; 2) fragment blokujacy przytaczony do taru-
cha bocznego kationowego aminokwasu w CPP [158, 159]; 3) CPPs osloniete polimerami dolg-
czonymi do nos$nika poprzez rozszczepialny facznik [156, 157]; 4) modyfikacja wybranych reszt
kationowych CPPs grupami anionowymi [163]; 5) peptyd przybierajacy aktywna konformacje
jedynie w pH patologicznym [164-167]

Figure 8. The examples of strategies of formation activatable CPPs: 1) polyanionic and polycationic frag-
ments connected with cleavable linker [153]; 2) blocking fragment connected to the side chain
of basic residue of the CPP [158, 159]; 3) shielding polymer chains connected to the carrier with
a cleavable linker [156, 157]; 4) modification of cationic parts of CPP with anionic groups [163];
5) peptide adopting its active conformation only at pathologic pH [164-167]

Zaproponowano takze aktywowalne peptydy penetrujgce komorki, w ktorych
grupy ostaniajgce CPPs odszczepiane sg3 w wyniku redukeji lub utlenienia. Peptyd
M918 o sekwencji MVTVLFKRLRIRRACGPPRVKYV traci zdolnos¢ do przenika-
nia po dobudowaniu do jego struktury tancuchéw PEG [171]. Polimer przylaczono
do bocznych grup aminowych lizyny poprzez ugrupowanie azabenzenowe, ktére
rozszczepiane jest w wyniku redukcji. Wykazano, ze proces redukeji moze by¢ kata-
lizowany przez bakteryjng azoreduktaze w okreznicy. Znane sa rowniez CPPs akty-
wowane w wyniku utlenienia nadtlenkiem wodoru. Zdolnos¢ ta moze by¢ wykorzy-
stane do nakierowywania aktywnych substancji do tkanek znajdujacych si¢ w stanie
stresu oksydacyjnego. Kluczowym elementem warunkujacym takie rozwigzanie
jest polaczenie aktywnej poliargininy z ostaniajacym zwigzkiem polianionowym
poprzez reszte kwasu 4-boronomigdatowego [172].
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Modyfikowane CPPs jako nosniki aktywowane termicznie

CPPs transportujace terapeutyki aktywowaé mozna réwniez zewnetrznymi
czynnikami fizycznymi. Jednym z nich jest stosowana w terapii nowotworéw miej-
scowa hipertermia, czyli kontrolowane przegrzewanie komoérek guza. W podejsciu
tym najczesciej stosowane sg liposomy uwalniajgce zawarto$¢ w podwyzszonej
temperaturze [173]. Coraz wigksze zainteresowanie wzbudza podejscie wykorzystu-
jace tzw. peptydy elastynopodobne (ang. elastin-like polypeptide, ELP) [174]. Maja
one posta¢ posta¢ rozpuszczalnych monomeréw w temperaturze fizjologicznej,
za$ w warunkach hipertermii tworza agregaty. Dofaczenie do nich koniugatu CPP-
-cargo umozliwia tworzenie no$nikdw, ktore przenikajg przez blone jedynie po pro-
cesie agregacji [175-177]. Lokalna hipertermia wywolywana moze by¢ przeptywem
pradu elektrycznego lub ultradZwigkami [178]. Ta ostatnia metoda cieszy sie jednak
wigksza popularnoscia i jest chetniej wykorzystywana [145] jako czynnik warun-
kujacy hipertemie. Przyktadem takiego podejscia jest wykorzystanie opakowanego
w nanosfery kompleksu CPP-deksorubicyna do selektywnego transportu i uwalnia-
niania leku przeciwnowotworowego. Jako naprowadzajacy czynnik fizyczny coraz
cze$ciej stosowane jest takze zlokalizowane pole magnetyczne [179, 180].

Modyfikowane CPPs jako no$niki aktywowane swiattem

Podejmowane sg réwniez proby wykorzystania promieniowania elektromagne-
tycznego do aktywacji no$nikéw lekow. Aktywowanie $wiatlem pozwala uzyskad
wysokg precyzje zaréwno obszarows jak i czasowg. Przykladem takiego podejscia
sa liposomy modyfikowane CPPs, w ktérych grupy aminowe w fatuchach bocznych
lizyny ostaniane s3 dzialaniem chloromréwcznanu 4,5-dimetoksy-2-nitrobenzylu,
ktéry usuwany jest promieniowaniem UV [181].

Jeszcze korzystniejsze jest zastosowanie promieniowania podczerwonego, ktére
glebiej penetruje tkanke. Znane jest podobne do opisanego powyzej rozwigzanie,
w ktérym reszty lizyny zablokowane byty usuwanym pod dzialaniem promienio-
wania podczerwonego grupami 1-(bromometylo)-4,5-dimetoksy-2-nitrobenzylo-
wymi [144, 182]. Bazujac na ostonie 4,5-dimetoksy-2-nitrobenzylowej opracowano
réwniez system uwalniajacy polianionowa sekwencje CPP po naswietlaniu promie-
niowaniem IR [183].

4. ZASTOSOWANIE CPPs W TERAPII I DIAGNOSTYCE

W diagnostyce nowotworow, a takze w diagnostyce polaczonej z terapig (tera-
nostyce) wykorzystywane sa systemy transportujgce nanoczastki metali. Do ukie-
runkowanej radioterapii wykorzytywane sg wzbogacone lutetem-177 nanoczgstki
zlota, ktore kowalencyjnie polaczone sg z TAT [141]. Modyfikowane nanorurki
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zlota, przenikajace przez blony po ich modyfikowaniu za pomocg CPPs zostaly
wykorzystane do selektywnego dostarczania zwigzkéw fotouczulajacych [138] do
tkanek nowotworowych.

Peptydy penetrujace do komdrek wykorzystano takze do transportu kropek
kwantowych. Kropki kwantowe moga by¢ funkcjonalizowane za pomocg CPPs na
dwodch drogach: poprzez tworzenie kowalencyjnie polaczonych koniugatéw lub
w postaci kompleksow, w ktorych nie ma koniecznos$ci tworzenia wigzan kowalen-
cyjnych pomiedzy CPP a fadunkiem [184]. Modyfikowane za pomocg CPPs kropki
kwantowe wykorzystano do znakowania komdrek macierzystych w celu $ledzenia
ich dystrybucji in vivo [185].

Ze zdolnoscia CPPs do przenikania przez blone komoérkowa zwigzana jest
takze ich zdolnoé¢ do przenikania przez inne bariery biologiczne, takie jak bariera
krew-mozg, bariera jelitowa czy skora [8]. Wiele badan na modelach in vitro suge-
ruje, ze nosniki oparte na CPPs mogg dostarczaé terapeutyki do moézgu przekra-
czajac bariere krew-mozg [186, 187]. Badania in vivo modyfikowanych za pomocg
peptydu TAT liposoméw potwierdzity ich selektywnos¢ wobec komorek glejaka
[188]. Dalsze badania z uzyciem peptydéw elastynopodobnych modyfikowanych
za pomocg CPPs wykazaly jednak, ze proces przenikania do centralnego ukiadu
nerwowego, po podaniu donosowym, nie jest dostatecznie efektywny [189].

Coraz czg$ciej podejmowane sg rowniez proby wykorzystania CPPs do trans-
portu lekow polipeptydowych. Badania te zmierzaja do opracowania rozwigzania,
w ktérym mozliwe bedzie uzyskanie wydajnego wchlaniania podawanych dojeli-
towo peptydéw. Badania wchlaniania i dystrybucji podawanej doustnie insuliny
wykazaly znacznie wyzsza skutecznos¢ wchlania koniugatéw insuliny z poliargi-
ning, TAT i penetratyng w poréwaniu do wchlaniania hormonu niemodyfikowa-
nego [190, 191]. Atrakcyjnym rozwigzaniem jest zastosowanie CPPs do transportu
substancji terapeutycznych przez skore, ktora jest nieprzepuszczalna dla zwigzkow
makroczasteczkowych w tym réwniez polipeptydéw. Wykazano, ze poliarginina
zapewnia transport transdermalny cyklosporyny A [192], natomiast penetratyna
iinne CPPs umozliwiajg transport soli sodowej diklofenaku [193].

Mimo licznych propozycji zastosowan CPPs w terapii i diagnostyce, popar-
tych obiecujacymi wynikami wstepnych badan in vitro i in vivo, do tej pory nie
ma jeszcze zadnej terapii wykorzystujacej peptydy penetrujace do komorek. Kon-
tynuowane sg testy kliniczne wykorzystujace gtéwnie TAT [194] (GRKKRRQRR-
RPQ) oraz p28 (LSTAADMQGVVTDGMASGLDKDYLKPDD) [7] jako ukfady
transportujace. Najbardziej zaawnasowane sg badania nad zastosowaniem peptydu
TAT jako czynnika wspomagajacego dostarczanie inhibitoréw kinazy Ce oraz Co
(leki przeciwbolowe, przeciwniedokrwienne i przeciwzawatowe), inhibitoréw kinaz
aktywowanych stresem (leki przeciwudarowe i przeciwko wypadaniu wloséw) czy
transport przez skore botuliny [195]. Uzyskano tez obiecujace wyniki wstepnych
badan klinicznych dla hybrydowego peptydu zlozonego z fragmentu sekwencji
receptora NMDA oraz TAT (Tat-NR2B9c lub NA-1). Hybryda wykazuje zdolnos¢
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blokowania neurotoksycznych $ciezek sygnalowych i tym samym hamuje uszko-
dzenie mézgu zwigzane z udarem [196]. Peptyd p28 badany jest pod katem wyko-
rzystania w leczeniu nowotwordw [197, 198]. Obecnie w trakcie badan klinicznych
jest kompleks ztozony z peptydu DTS-108, inhibitora topoizomerazy i przeciwcialta
skierowanego przeciwko ludzkiemu CPP (DPV1047). Peptyd DTS-108 wykazuje
aktywno$¢ CPP (zawiera pie¢ resz argininy oraz dwie reszty lizyny warunkujace
zdolnosc przenikania bton komoérkowych) [199, 200].

PODSUMOWANIE

Synteza i poznanie obszaru zastosowania peptydéw penetrujacych do komoérek
jest wyjatkowo intensywnie rozwijanym obszarem badawczym. Cho¢ bezposrednie
praktyczne wykorzystanie CPPs jest ograniczone przez ich niedostateczng selektyw-
no$¢ i niskg stabilnos$¢, uzyskany postep w dzialaniach zmierzajgcych do wyelimi-
nowania tych nieporzadanych wlasciwoéci wskazuje na ogromny potencjat owych
prostych ale bardzo zréznicowanych strukturalnie peptydéw. Dzialania te powinny
otworzy¢ szerokie mozliwosci wykorzystania CPPs w dostarczaniu terapeutykow,
a takze w diagnostyce i w teranostyce.
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Mgr Magdalena Kropidlowska ukonczyla studia magisterskie na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Gdanskiego, bronigc w 2014 roku prace pt. ,Zastosowanie natyw-
nej chemicznej ligacji do syntezy C-terminalnego fragmentu cystatyny C”. W tym
samym roku rozpoczela studia doktoranckie w Katedrze Chemii Biomedycznej Uni-
wersytetu Gdanskiego. Swoja prace doktorska realizuje pod kierownictwem prof. dr
hab. Franciszka Kasprzykowskiego. W ramach pracy doktorskiej zajmuje si¢ poszu-
kiwaniem modulatoréw aktywnosci ludzkiego proteasomu h20S wsréd zwigzkow
pochodzenia naturalnego, takich jak polifenole i peptydy cykliczne izolowane
z cyjanobakterii.

Mgr Katarzyna Jedrzejewska, absolwentka Uniwersytetu Gdanskiego na Wydziale
Chemii. W 2016 roku uzyskala tytul magistra na kierunku Chemia, prace dyplo-
mowa wykonywala w Katedrze Chemii Biomedycznej. Obecnie jest stuchaczka Stu-
dium Doktoranckiego przy Wydziale Chemii UG, gdzie wykonuje prace doktorska
pod kierunkiem dr hab. Elzbiety Jankowskiej. W swoich badaniach zajmuje sie pro-
jektowaniem i syntezg peptyddéw i peptydomimetykow, ktdrych sekwencje oparte
s3 na strukturach naturalnych biatkowych aktywatoréw proteasomu oraz ich bada-
niem pod katem mozliwosci modulowania aktywnosci ludzkiego proteasomu h20S.

Dr Ewa Wieczerzak, absolwentka Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.
Obecnie jest adiunktem w Katedrze Chemii Biomedycznej na Wydziale Chemii
UG. W swojej pracy naukowej zajmuje si¢ projektowaniem, syntezg i badaniami
biologicznymi peptydéw i peptydomimetykéw o potencjalnym dziataniu terapeu-
tycznym (inhibitory proteaz cysteinowych, inhibitory/aktywatory proteasomu).
Jej zainteresowania naukowe dotycza réwniez poszukiwania struktur wiodgcych
umozliwiajacych projektowanie zwigzkéw o potencjalnym dziataniu terapeutycz-
nym wsrod substancji pochodzenia naturalnego.
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ABSTRACT

Proteins are biological macromolecules affecting very important functions in
the body. They are involved in many biochemical processes. They can perform cata-
Iytic functions acting as enzymes. They also participate in the transport of many
small molecules and ions — for example one molecule of hemoglobin carries four
molecules of oxygen. In addition, proteins serve as antibodies and are involved in
transmission of nerve impulses as receptor proteins. Because peptides and proteins
perform so important functions, to study them it is essential to obtain these com-
pounds in the greatest possible amounts. The compounds can be obtained generally
by three main methods:

+ by isolation of the native peptides and proteins

» by expression in microorganisms

o by chemical synthesis.

Each of the above methods has its advantages and disadvantages, but only the
chemical synthesis gives the possibility to introduce modifications to the structure
of the resulting protein, such as the insertion of new functional groups, to give the
product in the final form and with satisfactory yield.

In this review we present the application of chemical ligation methods in the
synthesis of peptides and proteins. We describe in details mechanism of native che-
mical ligation method and the conditions necessary to carry the reaction [1]. The
synthesis of long polypeptide chains by kinetically controlled ligation (KCL) is also
depicted [2]. This part of the paper also details a number of approaches to non-
cysteine containing peptides by chemical ligation methods.

Keywords: Native chemical ligation, NCL, Kinetically controlled ligation, KCL, pep-
tide synthesis

Stowa kluczowe: Natywna chemiczna ligacja, NCL, Kinetycznie kontrolowana liga-
cja, KCL, synteza peptydow




730

M. KROPIDLOWSKA, K. JEDRZEJEWSKA, E. WIECZERZAK

Boc
C-peptyd

Fmoc
KCL

MESNA
Mpa
MPAA
NCL

N-peptyd

SAr
SDS
SR
TCEP
TFA
Thz
TMSBr
Xaa

WYKAZ STOSOWANYCH SYMBOLI I OZNACZEN

grupa tert-butoksykarbonylowa

fragment peptydowy, na ktorego N-koncu znajduje
si¢ reszta cysteiny

grupa fluorenylo-9-metoksykarbonylowa
kinetycznie kontrolowana ligacja (ang. Kinetically
Controlled Ligation)

2-merkaptoetanosulfonian sodu

kwas 3-merkaptopropionowy

kwas 4-merkaptofenylooctowy

natywna chemiczna ligacja (ang. Native Chemical
Ligation)

fragment peptydowy, na ktérego C-koncu znajduje
si¢ ugrupowanie tioestrowe

tioester arylowy

dodecylosiarczan sodu

tioester alkilowy

tris(2-karboksyetylo)fosfina

kwas trifluorooctowy

tiazolidyna

bromotrimetylosilan

reszta aminokwasu
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WPROWADZENIE

Bialka to makromolekuly biologiczne spelniajace bardzo wazne funkcje w orga-
nizmie. Biorg udzial w wielu procesach biochemicznych. Struktury te moga petnié
funkcje katalityczne, dziatajac jako enzymy. Uczestniczg tez w transporcie wielu
malych czgsteczek i jondéw - przyktadowo jedna czasteczka hemoglobiny przenosi
cztery czasteczki tlenu. Ponadto biatka stuzg jako przeciwciala oraz biorg udziat
w przekazywaniu impulséw nerwowych jako biatka receptorowe. W zwigzku z tym,
ze peptydy i biatka pelnig tak wazne funkcje, aby mdc te funkcje badac istotna staje
sie mozliwos$¢ pozyskiwania tych zwiazkow w jak najwickszej ilo$ci. Bialka pozy-
skuje sie generalnie za pomoca trzech gtéwnych metod:

» wykorzystujac izolacje natywnych peptydéw i biatek,

o za pomocy ekspresji w mikroorganizmach,

+ poprzez chemiczng synteze.

Kazda z powyzszych metod ma swoje zalety i wady, ale jedynie chemiczna syn-
teza daje mozliwo$¢ wprowadzenia modyfikacji w budowe otrzymywanego bialka,
takiej jak na przyklad wprowadzenie nienaturalnych grup funkcyjnych, co prowadzi
do otrzymania produktu w ostatecznej formie i z zadowalajaca wydajnoscia.

Powszechnie stosowang technika syntezy fragmentow peptydowych jest opra-
cowana przez Brucea Merrifielda w drugiej polowie XX w. metoda syntezy na
noséniku staltym [3]. Otrzymane w ten sposob, liniowe fragmenty peptydowe skia-
dajace si¢ z 30-40 reszt aminokwaséw, mozna polaczy¢ w wigksze czasteczki za
pomoca sprzegania. Podczas faczenia dwoch fragmentéw peptydowych z ostonie-
tymi grupami funkcyjnymi, tworzy sie selektywnie wigzanie peptydowe, a w nastep-
nej kolejnosci usuwane sg grupy ochronne. Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia
epimeryzacji oraz agregacji duzych odcinkéow peptydowych oraz czeste problemy
z ich rozpuszczalnosciy, strategia ta jest znacznie ograniczona [4]. Dlatego tez aby
otrzymac wieksze fragmenty peptydowe coraz cze¢sciej stosuje si¢ chemoselektywne
reakcje ligacji nieostonietych fragmentéw peptydowych takie jak natywna che-
miczna ligacja (NCL) czy kinetycznie kontrolowana ligacja (KCL).

1. NATYWNA CHEMICZNA LIGACJA

Natywna chemiczna ligacja zostala opisana po raz pierwszy przez Kenta i Daw-
sona w 1994 roku [5]. Jest to chemoselektywna reakcja kondensacji dwoch niechro-
nionych fragmentéw peptydowych, ktére mozna otrzymac za pomoca syntezy na
nosniku statym stosujac strategie Boc lub Fmoc. Fragmenty biorace udziat w reakcji
zostaly tak zaprojektowane, by reagowaly ze sobg tylko poszczegdlne grupy funk-
cyjne — tzn. tioester znajdujacy si¢ na C-koncu jednego peptydu (N-peptyd) z grupa
tiolowa cysteiny znajdujacej sie na N-koncu drugiego peptydu (C-peptyd). Glow-
nym produktem reakcji jest biatko lub peptyd z natywnym wigzaniem amidowym
w miejscu ligacji.
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1.1. MECHANIZM ORAZ WARUNKI REAKCJI NCL

Natywna chemiczna ligacja jest technika chemoselektywnego laczenia frag-
mentéw peptydowych, opierajaca sie na procesie przegrupowania. Mechanizm
reakcji jest dwuetapowy (Schemat 1). W pierwszym etapie nastepuje atak nukleofi-
lowej grupy tiolowej reszty cysteiny znajdujacej si¢ na N-koncu jednego fragmentu
peptydowego na elektrofilowy atom wegla grupy tioestrowej znajdujacej si¢ na
C-konicu drugiego fragmentu peptydowego. Ten etap reakeji to odwracalna trans-
tioestryfikacja, w wyniku ktorej powstaje produkt posredni zwigzany wiazaniem
tioestrowym, zawierajacy wolng grupe aminowg. Zachodzi ona w obecnosci egzo-
gennego tiolowego katalizatora, zwigkszajacego wydajnos¢ reakcji. W kolejnym
etapie nastepuje wewnatrzczasteczkowy atak nukleofilowy wolnej pary elektrono-
wej atomu azotu z grupy aminowej na karbonylowy atom wegla tioestru i spon-
taniczne, nieodwracalne przegrupowanie, zachodzace poprzez piecioczlonowy
stan przejsciowy, skutkujace przeniesieniem acylu S>N. Prowadzi to do powstania
produktu ostatecznego polaczonego natywnym wigzaniem peptydowym, a w odpo-
wiednio dobranych warunkach otrzymane biatko badz polipeptyd moze uzyskac
strukture trzeciorzedowa dzieki pofaldowaniu. Ponadto produkt otrzymywany jest
w ostatecznej formie i nie ma koniecznosci dalszych modyfikacji. Zaleta reakeji jest
brak racemizacji reszty aminokwasowej znajdujacej sie przy tioestrze N-peptydu [6].

Schemat 1. Mechanizm reakcji natywnej chemicznej ligacji
Scheme 1. Mechanism of native chemical ligation reaction

Odwracalnos¢ pierwszego etapu gwarantuje, ze produkt powstanie z duza
wydajnoscia, nawet jesli w taricuchu ktdrego$ z peptydéw znajdowaly sie dodatkowe
reszty cysteiny. Swiadczy to o regioselektywnosci reakcji. Wystepowanie dodatko-
wych reszt cysteiny wewnatrz reagujacych fragmentéw peptydowych nie ma wplywu
na wydajnos¢ reakeji, poniewaz nie uczestnicza one w reakcji NCL. Nieodwracalne
przeniesienie acylu S>N jest mozliwe jedynie dla N-koncowej reszty cysteiny
i zachodzi poprzez piecioczlonowy stan przejsciowy w drugim etapie reakcji ligacji.
Kazda pozostala reszta cysteiny uczestniczagca w tworzeniu tioestru szybko wraca
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do pierwotnego stanu (Schemat 2) dzieki obecnosci nadmiaru tiolowego kataliza-
tora [7].

Schemat 2.  Réwnowaga pomiedzy tioestrami peptydow
Scheme 2. Equilibrium between peptide thioesters

1.2. ZALETY I OGRANICZENIA REAKCJI NCL

Gl6éwna zaleta natywnej chemicznej ligacji sa tagodne warunki reakcji, ktora
zachodzi w buforze wodnym o obojetnym pH (6,8-7,0) zawierajacym 6M wodny
roztwér chlorowodorku guanidyny. Neutralne $rodowisko jest istotne z dwodch
powoddw:

+ kwasowe warunki nie sprzyjaja zachodzeniu reakcji NCL, gdyz spada reak-
tywnos¢ grupy tiolowej oraz grupy aminowej cysteiny znajdujacej sie na
N-koncu C-peptydu,

» w warunkach zasadowych tioestry sa niestabilne, gdyz ulegaja utlenieniu,
poza tym w silnie zasadowych warunkach reszta lizyny staje si¢ podatna na
reakcje z tioestrem.

Dzieki zastosowaniu lagodnych warunkéw, NCL rozwigzuje problemy

z racemizacjg i rozpuszczalnoscig wystepujagce w klasycznej syntezie peptydow
z wykorzystaniem fragmentow osfonietych. Metoda ta umozliwia tworzenie duzych
tancuchow peptydowych, gdyz nie ma naturalnych barier dla wydajnego sprzegania
diugich fragmentéw peptydowych.

Natywna chemiczna ligacja jest reakcja chemoselektywng, poniewaz w jej
wyniku nie tworzg si¢ produkty uboczne, bedgce wynikiem reakcji z niezabezpie-
czonymi grupami funkcyjnymi aminokwaséw obecnych w fancuchach reagujacych
fragmentéw peptydowych.

Czynnikiem ograniczajacym reakcje NCL jest to, Ze zachodzi wylacznie
w peptydach zawierajacych na N-koncu reszte cysteiny, czyli jeden z aminokwa-
sow rzadko wystepujacych w bialkach. Jesli w odpowiednim miejscu w biatku nie
wystepuje cysteina ograniczenie to mozna jednak przezwyciezy¢, miedzy innymi
wprowadzajac ten aminokwas w miejscu zachodzenia ligacji. Sktonnos¢ cysteiny
do tworzenia wigzan disulfidowych sprawia jednak, ze wprowadzenie dodatkowych
grup tiolowych do sekwencji moze wplyna¢ niekorzystnie na strukture badz funkcje
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tworzonego bialka. Moze to uniemozliwi¢ jego wlasciwe pofaldowanie, badz zakio-
ci¢ funkcjonowanie biatka juz pofatdowanego [8].

W przypadku gdy ktdrys z reagujacych fragmentow peptydowych nie jest roz-
puszczalny w standardowych warunkach reakeji, mozna doda¢ odczynnika denatu-
rujacego (chlorowodorek guanidyny, mocznik) lub detergentéw takich jak dodecy-
losiarczan sodu (SDS) [9].

Bardzo waznym czynnikiem w reakcji NCL jest budowa tioestru, ktory musi
wykazywa¢ dos¢ wysoka reaktywnos¢. Tioestry arylowe sg bardziej reaktywne, ale
mniej stabilne od alkilowych, a co za tym idzie trudniejsze do otrzymania. Przez to
powszechnie syntezuje si¢ tioestry peptydowe jako pochodng alkilowa m.in. 4-mer-
kaptoetanosulfonianu sodu (MESNA) i dopiero w nastepnej kolejnosci przeksztatca
je za pomoca reakgji transtioestryfikacji w tioestry arylowe dodajac pochodne tiofe-
noli np. rozpuszczalnego w wodzie kwasu 4-merkaptofenylooctowego (MPAA) [10]
(Schemat 3).

Schemat 3. Reakcja wymiany tioestru alkilowego na tioester arylowy
Scheme 3. Exchange reaction of alkyl to aryl thioester

MPAA charakteryzuje si¢ uniwersalnoscig i efektywnoscia, gdyz peptydy
i biatka otrzymane przy jego pomocy uzyskuje si¢ z wysoka wydajnoscig. Dodat-
kowo katalizator ten rozpuszcza si¢ w wodzie, a jego zapach nie jest drazniacy, czego
mozna by sie spodziewa¢ po zwigzku siarki. Tioestry alkilowe bardzo szybko i nie-
mal catkowicie podlegajg reakcji transtioestryfikacji pod wptywem MPAA, jest on
tez idealng grupa odchodzgcg w reakeji NCL.

Na szybkos$¢ reakcji NCL ma réwniez wplyw charakter C-koncowej reszty ami-
nokwasowej tioestru. Badania przeprowadzone przez Dawsona ze wspolpracowni-
kami wykazaty, ze wszystkie 20 naturalnych aminokwaséw ulega natywnej chemicz-
nej ligacji [11], jednak reakcja bedzie najszybsza i najwydajniejsza w przypadku gdy
zastosuje si¢ najmniej rozbudowany aminokwas poprzedzajacy C-koncowg grupe
tioestrows, taki jak glicyna lub alanina. Peptydy zawierajace takie malo rozgalezione
aminokwasy reagujg iloSciowo w mniej niz 4 godziny, natomiast tioestry, ktore sa
poprzedzone -rozgalezionymi aminokwasami, jak izoleucyna i walina lub proling
nie dajg ilo$ciowej przemiany nawet po 48 godzinach. W celu zwiekszenia efektyw-
noéci reakeji podczas syntezy z uzyciem zattoczonych sterycznie tioestréw wyma-
gane jest zastosowanie bardziej reaktywnych tioli jako katalizatorow [10].
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2. KINETYCZNIE KONTROLOWANA LIGACJA

Synteza dlugich tancuchéw polipeptydowych oraz biatek metodg chemicznej
ligacji czgsto wymaga polaczenia trzech, a nawet wigcej niechronionych fragmen-
tow peptydowych. Najlepszym rozwigzaniem bylaby synteza zbiezna, w ktorej reak-
cje biegna réwnolegle, dzieki czemu osiagga si¢ wicksze wydajnosci niz w przypadku
ligacji sekwencyjnej, jednakze peptydy nieposiadajace ostlon moglyby reagowac
chaotycznie, tworzac nieodpowiednie produkty (Schemat 4).

Schemat 4.  Pordéwnanie dwoch strategii syntezy chemicznej: a - sekwencyjnej ligacji, b - ligacji zbieznej
Scheme 4.  Comparison of two chemical synthesis strategies: a - sequential ligation, b — convergent ligation

Zwigzanie kilku nieposiadajacych zadnych oston fragmentéw peptydowych,
w odpowiedniej kolejnosci, jest mozliwe dzieki kinetycznie kontrolowanej ligacji
(KCL) (Schemat 5). W reakgji tej wykorzystywane sg réznice w reaktywnosci tio-
estrow alkilowych i arylowych w reakcji chemicznej ligacji. Poprzez wprowadzenie
bardziej reaktywnego tioestru arylowego do fragmentu peptydowego majacego ulec
w pierwszej kolejnosci ligacji, mozna uporzadkowac kolejno$¢ zachodzacych reakcji
(2, 12].

Schemat 5. Reakcja kinetycznie kontrolowanej ligacji (KCL)
Scheme 5. The reaction of kinetically controlled ligation (KCL)
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Gléwnym problemem jest ewentualna reaktywno$¢ wewnetrznych fragmentow
polipeptydu, ktore zawierajg nie tylko reszte cysteiny na N-koncu, ale i na C-koncu
ugrupowanie tioesterowe.

Reakcja KCL moze zachodzi¢ zaréwno w kierunku od C- do N-konca, jak i
od N- do C-konca, natomiast reakcja NCL jedynie od N- do C-konca. Gdy reak-
cja KCL zachodzi od C-konca do N-konica mozna zablokowa¢ tymczasowo reszte
cysteiny wewnetrznych fragmentéw za pomoca ugrupowania tiazolidynowego
(Thz). Po przeprowadzeniu reakcji z uzyciem tioestru, pierscien Thz mozna otwo-
rzy¢ uzywajac chlorowodorku metoksyaminy w srodowisku kwasnym co prowadzi
do odtworzenia reszty cysteiny (Schemat 6) [13]. Lagodne utlenianie w koricowym
etapie reakcji, po utworzeniu calego lanicucha polipeptydowego, powoduje utworze-
nie mostkow disulfidowych, a biatko ulega pofaldowaniu [6, 14].

Schemat 6. Reakcja otwierania pier$cienia tiazolidyny (Thz)
Scheme 6.  Thiazolidine (Thz) ring opening reaction

Przykladem enzymu otrzymanego za pomocg KCL i NCL jest 203-aminokwa-
sowy homodimer proteazy HIV-1. Zsyntezowane z czterech fragmentéw peptydo-
wych bialko wykazywalo pelng aktywnos¢ enzymatyczna [15].

Na drodze KCL i NCL otrzymano réwniez wykazujacy pelng aktywnosé
katalityczng ludzki lizozym. Jest to enzym zbudowany ze 130 reszt aminokwaso-
wych, w tym o$miu reszt cysteiny. Jego syntez¢ przeprowadzono faczac cztery frag-
menty peptydowe [14].

Poprzez polaczenie pieciu fragmentéw peptydowych natomiast przeprowa-
dzono synteze biatka nowotworowego NY-ESO-1 zbudowanego ze 180 reszt ami-
nokwasowych. W syntezie przeprowadzono desulfuryzacje wprowadzonych trzech
nienatywnych reszt cysteiny, a takze przeksztalcenie utlenionej formy metioniny do
natywnej metioniny (Schemat 7) [16].
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Schemat 7.  Reakgje ligacji prowadzace do otrzymania biatka nowotworowego NY-ESO-1 zbudowanego ze
180 reszt aminokwasowych
Scheme 7.  The ligation reactions leading to tumor protein NY-ESO-1, composed of 180 amino acid residues

3.NCL PEPTYDOW NIEZAWIERAJACYCH W SEKWENC]JI RESZTY
CYSTEINY

Reakcja NCL jest bardzo przydatna metoda pozwalajacg na otrzymanie bialek
oraz polipeptyddéw zawierajacych natywne wigzanie peptydowe. Problem pojawia
sie, gdy w sekwencji otrzymywanego bialka nie wystepuje reszta cysteiny, ktora musi
by¢ obecna na N-konicu C-peptydu by reakcja zaszla. Te ograniczenia mozna prze-
zwyciezy¢ poprzez zastosowanie specjalnie opracowanej strategii w syntezie metoda
NCL, gdzie reszte cysteiny wprowadza si¢ na miejsce innej reszty aminokwaso-
wej, a po zakonczeniu reakcji ligacji tak modyfikuje fancuch boczny by otrzyma¢
oczekiwang sekwencje. Kolejng metodg jest przeprowadzenie reakcji NCL z wyko-
rzystaniem innego aminokwasu na N-koncu C-peptydu niz cysteina, a nastgpnie
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modyfikacja powstatego tanicucha bocznego lub zastosowanie grupy pomocniczej
zawierajacej w swojej budowie grupe tiolowa [9].

3.1. NCL Z WYKORZYSTANIEM SELENOCYSTEINY

Jedna z metod syntezy biatek niezawierajacych w swojej sekwencji cysteiny jest
wprowadzenie w jej miejsce rzadkiego aminokwasu - selenocysteiny (Sec). Reak-
cja ligacji z grupa selenowodorowg zachodzi szybko i z wysoka wydajnoscia, gdyz
nukleofil selenowy jest bardziej kwasowy i nukleofilowy niz grupa tiolowa. Produkty
NCL zawierajgce selenocysteing mozna podda¢ dalszym modyfikacjom. Selenocy-
steine mozna przeksztalci¢ w reszte alaniny przy zastosowaniu niklu Raneya, nato-
miast zastosowanie nadtlenku wodoru podczas oksydacyjnej eliminacji prowadzi
do otrzymania dehydroalaniny w miejscu ligacji (Schemat 8) [17].

Schemat 8. Reakcja ligacji z wykorzystaniem Sec na N-koncu C-peptydu
Scheme 8.  Ligation reaction with Sec residue at N-terminus of C-peptide

3.2. NCL Z WYKORZYSTANIEM HISTYDYNY

Nastepnym przyktadem zastosowania aminokwasu innego niz cysteina jest
uzycie histydyny na N-koncu C-peptydu. Ugrupowanie imidazolowe pelni role
nukleofila, przyspieszajgcego reakcje przeniesienia acylu na atom azotu grupy ami-
nowej w warunkach kwasowych (Schemat 9) [18].

Schemat 9.  Reakcja ligacji z wykorzystaniem histydyny na N-koncu C-peptydu
Scheme 9. Reaction of histidine ligation at N-terminus of C-peptide
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3.3. CHEMICZNA MODYFIKACJA PRODUKTOW NCL

Produkt otrzymany metoda ligacji mozna w rézny sposéb zmodyfikowa¢ che-
micznie. W wyniku tych modyfikacji w miejscu cysteiny otrzymuje sie reszty takich
aminokwasow jak: alanina, seryna, glutamina, kwas glutaminowy czy lizyna, co pro-
wadzi do otrzymania biatka o zupelnie nowych wlagciwosciach.

3.3.1. Alkilowanie i tioalkilowanie

Do modyfikacji reszty cysteiny wykorzystywane sa wlasciwoséci nukleofilowe
grupy tiolowej oraz jej podatno$¢ na alkilowanie i tioalkilowanie. Reszta cysteiny
obecna w biatkach moze zosta¢ przeksztalcona w procesie tioalkilowania metano-
tiosulfonianem metylu w analog metioniny. Mozna réwniez otrzymac analog lizyny
w reakeji z bromoetyloaming [19] lub analog seryny w reakcji metylowania cysteiny
4-nitrobenzenosulfonianem metylu, a nastepnie wewnatrzczgsteczkowego przegru-
powania z bromocyjanem (CNBr) w kwasie mréwkowym, na skutek czego, w lekko
zasadowym $rodowisku, nastepuje przeniesienie acylu O>N (Schemat 10) [20].

Schemat 10. Reakcja przeksztalcenia cysteiny w seryne w wyniku metylowania, a nastepnie wewnatrzczastecz-
kowego przegrupowania z CNBr w kwasie mrowkowym

Scheme 10.  The conversion of cysteine to serine residue due to the methylation and intramolecular rearrange-
ment with CNBr in the formic acid

3.3.2. Katalityczna desulfuryzacja reszt cysteiny

Desulfuryzacja jest jedna z najpowszechniejszych i najprostszych metod
modyfikacji produktu ligacji. Polipeptyd zawierajacy wolna grupe tiolows jest prze-
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ksztalcany w natywny analog poprzez zastosowanie niklu Raneya lub borku niklu.
Metoda ta umozliwia synteze peptyddw czy bialek niezawierajacych w sekwencji
reszty cysteiny. Reakcje NCL mozna przeprowadzi¢ w miejscu gdzie w oczekiwane;j
sekwencji znajduje si¢ reszta alaniny. Podczas syntezy C-peptydu w miejsce alaniny
wprowadza si¢ cysteine, nastepnie przeprowadza reakcje NCL, po czym po desulfu-
ryzacji otrzymuje si¢ produkt zawierajacy w miejscu ligacji oczekiwang reszte ala-
niny (Schemat 11) [21].

Schemat 11. Synteza biatka metodg NCL wraz z desulfuryzacjg reszty Cys prowadzacg do otrzymania Ala
w miejscu ligacji
Scheme 11.  Synthesis of a protein by NCL with desulfurization of Cys residue leading to Ala at the ligation site

Gléwna wadg desulfuryzacji jest stosowany podczas reakeji katalizator niklowy,
ktéry czesto powoduje agregacje i doprowadza do réznych reakcji ubocznych, takich
jak epimeryzacja drugorzedowych alkoholi, a takze desulfuryzacja tioeteréw w resz-
tach tiazolidyny (Thz) i metioniny. Opracowano metod¢ pokonujaca te ogranicze-
nia - zastosowano katalizator o budowie rodnikowej (VA-044). Katalizator ten jest
rozpuszczalny w wodzie i ma bardzo niskg temperature rozpadu [22].

Desulfuryzacje mozna przeprowadzi¢ réwniez po reakcji NCL w miejscu,
gdzie w sekwengji bialka znajduje si¢ fenyloalanina lub walina. W przypadku gdy
celem jest otrzymanie biatka zawierajacego reszte waliny, w pozycje 8 lub y tego
aminokwasu wprowadza si¢ tymczasowo grupe tiolowa. Grupa tiolowa w pozycji
y bedzie grupg pierwszorzedows, a wiec bardziej reaktywna niz w pozycji f [23].
W przypadku fenyloalaniny grupe tiolowa wprowadza si¢ w pozycje 3, co prowadzi
do produktu ligacji zawierajacego f-merkaptofenyloalanine [24]. Po przeprowa-
dzeniu obu opisanych reake;ji ligacji nalezy wykona¢ desulfuryzacje co prowadzi do
otrzymania produktu polaczonego natywnym wigzaniem peptydowym z waling lub
fenyloalaning w miejscu ligacji.
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3.3.3. Alkilowanie homocysteiny

Ligacja fragmentow peptydowych moze zajs¢, gdy na N-koncu C-peptydu
znajduje si¢ homocysteina. Reakeja ta zachodzi analogicznie do NCL jednak w tym
przypadku tworzy si¢ 6-czlonowy stan przejsciowy, a produkt koncowy potaczony
natywnym wigzaniem peptydowym w miejscu ligacji posiada homocysteine (Sche-
mat 12).

Otrzymany produkt z homocysteing w miejscu ligacji mozna nastepnie zmo-
dyfikowa¢ np. poddajac go reakcji alkilowania p-nitrobenzenosulfonianem metylu
co prowadzi do peptydu posiadajacego reszte metioniny w miejscu ligacji [6, 25].

Schemat 12. Ligacja z wykorzystaniem homocysteiny na N-koncu C-peptydu
Scheme 12.  Ligation using homocysteine at the N-terminus of the C-peptide

3.4. ZASTOSOWANIE GRUP POMOCNICZYCH

Ligacja peptydow niezawierajacych reszty cysteiny moze zachodzi¢ takze
w obecnosci grup pomocniczych zawierajacych grupe tiolowa. Wprowadza si¢ ja
w poblize N-konca C-peptydu, a nastepnie przeprowadza reakcje ligacji. Po powsta-
niu produktu posredniego polgczonego wigzaniem tioestrowym dochodzi do
wewnatrzczasteczkowego przegrupowania jak w przypadku reakcji NCL, a nastep-
nie z nowo powstatego produktu usuwa si¢ grupy pomocnicze (Schemat 13).
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Praktyczne grupy pomocnicze powinny cechowac sie fatwoscig wprowadzania
do fragmentu poddawanego syntezie, powinny tatwo i szybko ulega¢ ligacji w dena-
turujacym buforze wodnym oraz fatwo ulega¢ usunieciu w tagodnych warunkach
(6, 26].

Schemat 13. Reakcja ligacji w obecnosci grup pomocniczych
Scheme 13.  Ligation reaction in the presence of auxiliary groups

Grupy pomocnicze to zwigzki organiczne wsrdéd ktérych wyrézni¢ mozemy
grupy fotolabilne (Schemat 14). Sg one zwigzkami N*-1-arylo-2-merkaptoetylowymi
i zawieraja w swojej budowie o-nitrobenzen, pozwalajgcy na efektywne lgczenie
dwoch fragmentéw peptydowych. Produkty ligacji uzyskuje si¢ z wysoka wydajno-
$cig, po czym grupe pomocnicza usuwa si¢ za pomoca $wiatla. Gléwnym ograni-
czeniem metody jest mozliwos$¢ otrzymywania peptydow zawierajacych w miejscu
ligacji tylko nierozbudowane sterycznie aminokwasy, takie jak glicyna-alanina i gli-
cyna-glicyna [7, 27].

Schemat 14. Grupa fotolabilna
Scheme 14.  Photocleavable auxiliary group
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Kolejnym przykladem czgsto wprowadzanych na N-koniec C-peptydu grup
pomocniczych sg grupy etanotiolowe i oksyetanotiolowe (Schemat 15.). Po wpro-
wadzeniu grupy do fragmentu peptydowego zostaje przeprowadzona reakcja NCL,
po czym wigzanie N-O znajdujace si¢ w grupie oksyetanotiolowej moze zosta¢ zre-
dukowane cynkiem w $rodowisku kwasnym co prowadzi do otrzymania natywnego
wigzania peptydowego w miejscu ligacji [28], natomiast grupa etanotiolowa nie
zostaje usunigta z peptydu. Zwigzki te wielokrotnie sprawdzily si¢ w syntezie pepty-
doéw trudnych i problematycznych takich jak peptydy cykliczne.

Schemat 15.  Grupa etanotiolowa/oksyetanotiolowa
Scheme 15.  Ethanethiol/oxyethanethiol auxiliary group

Do grup pomocniczych zaliczamy réwniez grupy N®-1-arylo-2-merkap-
toetylowe, ktore pozwalaja na Iaczenie fragmentéw ze stosunkowo wysoka wydaj-
noscig, gdy w miejscu ligacji znajduja si¢ nierozbudowane sterycznie aminokwasy
takie jak alanina lub glicyna. Pozwalaja na uzyskanie wysokiej wydajnosci synte-
zowanych peptydéw, moga to by¢ zaréwno glikopeptydy, jak i peptydy cykliczne.
Grupe pomocniczg usuwa si¢ w warunkach silnie kwasowych tj. pod dziataniem
TFA/TMSBr lub cieklego fluorowodoru (Schemat 16) [6, 7].

Schemat 16. Reakcja ligacji z zastosowaniem grupy N*-1-arylo-2-merkaptoetylowej
Scheme 16.  Ligation reaction using N*-1-aryl-2-mercaptoethyl group
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Do grup pomocniczych naleza réwniez silnie nukleofilowe zwigzki z grupy
4,5,6-trimetoksy-2-merkaptobenzyloaminowych (Tmb) (Schemat 17). Grupa
2-merkaptobenzylowa zostala tak zaprojektowana, by byla labilna w $rodowisku
kwasowym oraz by reakcja ligacji byla bardziej efektywna, dzigki tworzacemu sie
trzeciorzedowemu amidowi [6].

Schemat 17. Ligacja z zastosowaniem grupy 4,5,6-trimetoksy-2-merkaptobenzyloaminowej (Tmb)
Scheme 17.  Ligation using 4,5,6-trimethoxy-2-mercaptobenzylamine (Tmb) group

Niedawno zaprojektowano réwniez bardzo funkcjonalng grupe pomocnicza
2-merkapto-2-fenyloetylowa (Schemat 18), ktéra po dolaczeniu drugiego frag-
mentu peptydowego jest selektywnie usuwana w fagodnie zasadowych warunkach
i w obecnosci TCEP [29].

Schemat 18. Grupa 2-merkapto-2-fenyloetylowa
Scheme 18.  2-mercapto-2-phenethyl auxiliary group

Jako prekursory tioestru dla reakcji natywnej chemicznej ligacji zaprojekto-
wano réwniez pochodne amidu peptydowego Weinreb z grupa merkaptoetylowa
podstawiong do atomu azotu. Udowodniono, ze amidy te sa doskonalymi elektro-
filami, ktore ulegajac wewnatrzczasteczkowej acylowej substytucji nukleofilowej
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tworza tioestry dla NCL in situ. Reakcja ligacji takich tioestrow z peptydem zawiera-
jacym reszte cysteiny zachodzi szybko w normalnych warunkach NCL, prowadzac
do utworzenia réznych wigzan peptydowych Xaa-Cys, w tym réwniez trudnego do
otrzymania innymi metodami wigzania Val-Cys [30].

PODSUMOWANIE

Synteza peptydéw z wykorzystaniem natywnej chemicznej ligacji oraz kine-
tycznie kontrolowanej ligacji posiada wiele zalet, a wérdd nich:

reakcja chemicznej ligacji pozwala rozwigza¢ problemy zwigzane z rozpusz-
czalnoscig i racemizacjg, ktore wystepuja w klasycznej syntezie w roztworze
reakcja ta umozliwia efektywne sprzeganie nawet duzych tancuchéw pepty-
dowych

jest to reakcja wysoce chemoselektywna, gdyz w wyniku jej zajscia nie two-
rzg sie zazwyczaj produkty uboczne

jest to reakcja regioselektywna, gdyz pierwszy etap reakgji tj. wymiana tiol
- tioester jest calkowicie odwracalny w obecnosci egzogennego tiolu jako
katalizatora

substratami do reakcji sg nieostoniete fragmenty peptydowe, ktore dos¢
fatwo mozna otrzymac za pomocg syntezy na nosniku staltym

zardwno substraty, jak i produkty mozna z fatwoscig oczysci¢ za pomocy
wysokosprawnej chromatografii cieczowej na fazach odwrdéconych
(RP-HPLC).

Wymienione zalety sprawily, ze reakcja ligacji cieszy si¢ coraz wigksza popular-
noscig. Naukowcy z calego $wiata coraz cze$ciej wybieraja metody NCL oraz KCL do
syntezy bialek oraz polipeptydéw o trudnych sekwencjach, rozgaltezionych, czesto
agregujacych i problematycznych, na co wskazujg liczne doniesienia literaturowe.
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Mgr Katarzyna Jedrzejewska, absolwentka Uniwersytetu Gdanskiego na Wydziale
Chemii. W 2016 roku uzyskala tytul magistra na kierunku Chemia, prace¢ dyplo-
mowg wykonywatla w Katedrze Chemii Biomedycznej. Obecnie jest stuchaczka Stu-
dium Doktoranckiego przy Wydziale Chemii UG, gdzie wykonuje prace doktorska
pod kierunkiem dr hab. Elzbiety Jankowskiej. W swoich badaniach zajmuje si¢ pro-
jektowaniem i synteza peptyddéw i peptydomimetykow, ktdrych sekwencje oparte
sg na strukturach naturalnych biatkowych aktywatoréw proteasomu oraz ich bada-
niem pod katem mozliwosci modulowania aktywnosci ludzkiego proteasomu h20S.

Mgr Magdalena Kropidlowska ukonczyta studia magisterskie na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Gdanskiego, bronigc w 2014 roku prace pt. ,Zastosowanie natyw-
nej chemicznej ligacji do syntezy C-terminalnego fragmentu cystatyny C” W tym
samym roku rozpoczela studia doktoranckie w Katedrze Chemii Biomedycznej Uni-
wersytetu Gdanskiego. Swoja prace doktorska realizuje pod kierownictwem prof. dr
hab. Franciszka Kasprzykowskiego. W ramach pracy doktorskiej zajmuje si¢ poszu-
kiwaniem modulatoréw aktywnosci ludzkiego proteasomu h20S wsréd zwigzkow
pochodzenia naturalnego, takich jak polifenole i peptydy cykliczne izolowane
z cyjanobakterii.

Dr Ewa Wieczerzak, absolwentka Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.
Obecnie jest adiunktem w Katedrze Chemii Biomedycznej na Wydziale Chemii
UG. W swojej pracy naukowej zajmuje si¢ projektowaniem, syntezg i badaniami
biologicznymi peptydéw i peptydomimetykéw o potencjalnym dziataniu terapeu-
tycznym (inhibitory proteaz cysteinowych, inhibitory/aktywatory proteasomu).
Jej zainteresowania naukowe dotycza réwniez poszukiwania struktur wiodacych
umozliwiajacych projektowanie zwigzkéw o potencjalnym dziataniu terapeutycz-
nym wsrod substancji pochodzenia naturalnego.
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ABSTRACT

Proteins are synthesized only by living organisms. Today, we are able to receive
them by recombinant protein expression in bacterial cells. This technique is very
useful and gives satisfactory amount of desirable material but it precludes the possi-
bility of introduction of some chemical modifications that are often obligatory. For
this reason, chemical synthesis of longer peptide chains is still important and is the
object of scientists attention.

Opver the last century, notion of peptide synthesis took a new meaning. Nowa-
days, we know a number of innovative methods and also automated devices which
help us to make progress in this area. Nevertheless, the synthesis of longer, more
complicated peptide chains and proteins still constitutes a problem. Native chemical
ligation (NCL) has facilitated the synthesis of numerous complex peptide and pro-
tein targets. Expansion of ligation techniques has allowed the entry of peptides into
the world of therapeutic drugs [1].

NCL reactions are carried out in aqueous solution and give good yields. Due to
mild conditions, NCL overcomes racemic and solubility problems encountered in
classical peptide synthesis using protected fragments. The challenge is to synthesize
the C-terminal thioester-containing peptide necessary for the transesterification
reaction, which is the first step of linking the peptide fragments [2].

In this review we discuss the evolution, advantages and potential applications
of chemical ligation reactions. In the first part of this article we described the uti-
lity of native chemical ligation approach to non-cysteine containing peptides. This
part details a number of important approaches to the synthesis of peptides bearing
a C-terminal thioester. Contemporary applications of these techniques to the total
chemical synthesis of proteins are also presented.

Keywords: native chemical ligation, peptide synthesis, thioester
Stowa kluczowe: natywna chemiczna ligacja, synteza peptydow, tioester
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Aa
AAPH

AcOH
BAL
Boc
DBU
Dbz
DCM
DIEA
DMF
DNA
Fmoc
HATU

HBTU

GdnHCI
GSH
GSSG
MPA
MPAA
NBS
Nbz
NCL

PBS

PG
SEA
SPPS

TCEP
TFA
TFE
Thz

WYKAZ STOSOWANYCH SYMBOLI I OZNACZEN

aminokwas

dichlorowodorek 2,2’-azobis(2-metylopropionoami-
dyny)

kwas octowy

tacznik amidowy (ang. Backbone Amide Linker)
tert-butoksykarbonyl

1,8-diazabicykloundek-7-en

kwas 3,4-diaminobenzoesowy

dichlorometan

N,N-diizopropyloetyloamina

N,N-dimetyloformamid

kwas deoksyrybonukleinowy
9-fluorenylometoksykarbonyl

heksafluorofosforan 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-yl)-
-1,1,3,3-tetrametyluroniowy

heksafluorofosforan 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-
-1,1,3,3-tetrametylouroniowy

chlorowodorek guanidyny

glutation

disiarczan glutationu

kwas 3-merkaptopropionowy

kwas 4-merkaptofenylooctowy

N-bromosukcynimid

N-acylobenzimidazol

natywna chemiczna ligacja (ang. Native Chemical
Ligation)

buforowana fosforanem so6l fizjologiczna (ang. Phos-
phate-Buffered Saline)

grupa ochronna

grupa bis(2-sulfanyloetylo)aminowa

synteza peptydow na nosniku statym (ang. Solid
Phase Peptide Synthesis)

tris(2-karboksyetylo)fosfina

kwas trifluorooctowy

trifluoroetanol

tiazolidyna
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WPROWADZENIE

Bialka syntetyzowane sg jedynie przez organizmy zywe. Znaczne ilosci bialek
mozna uzyska¢ wykorzystujac techniki rekombinacji DNA, ktére prowadza do ich
zwiekszonej ekspresji w komorkach bakteryjnych. W dzisiejszych czasach jestesmy
w stanie tatwo i skutecznie oczy$ci¢ wiele protein jednak istnieje szereg bialek, kto-
rych oczyszczenie w aktywnej i stabilnej formie moze stanowi¢ prawdziwe wyzwa-
nie, np. bialka integralne, niestabilne kompleksy bialkowe lub tez bialka ulegajace
ekspresji w postaci nierozpuszczalnych agregatow, dlatego coraz czesciej dazy sie do
pozyskania konkretnego bialka przy zastosowaniu syntezy chemicznej.

W ciagu ostatniego stulecia pojecie syntezy peptydéw nabralo nowego znacze-
nia. W tej chwili dysponujemy szeregiem innowacyjnych metod, a takze zautomaty-
zowanych sprzetow, ktore pomagaja nam osiggac coraz wieksze postepy w tej dzie-
dzinie. Niestety wcigz problemem sg bardziej ztozone tancuchy peptydowe - bialka,
ktérych produkcja, nawet dzi$, czesto przekracza nasze mozliwosci. Technika jaka
jest natywna chemiczna ligacja ulatwila jednak synteze licznych kompleksowych
peptydow i bialek. Reakcje NCL prowadzone s3 w roztworze wodnym i czesto
daja dobre wydajnosci otrzymanych produktéw. Wyzwaniem jest synteza peptydu
zawierajacego na C-koncu tioester, niezbednego do zajécia reake;ji transtioestryfika-
cji, ktora stanowi pierwszy etap laczenia fragmentéw. W ponizszym artykule przed-
stawione zostang metody otrzymywania tioestréw peptydowych jako substratéw do
NCL przy uzyciu strategii Fmoc oraz ich najnowsze zastosowania w pozyskiwaniu

bialek.

1. SYNTEZA PEPTYDOW W ROZTWORZE

Poczatkowo synteza peptydow polegala na prowadzeniu wszystkich reakcji
w roztworze. Ze wzgledu na konieczno$¢ przeprowadzenia wielu reakcji tworze-
nia wigzania peptydowego, a takze usuwania oston grupy aminowej i/lub karbok-
sylowej, metoda ta pochtania duzo czasu i pracy. Dodatkowym utrudnieniem jest
konieczno$¢ wyodrebnienia i oczyszczenia peptydu po kazdym etapie syntezy,
a takze scharakteryzowania produktéw posrednich. Ze wzgledu na szereg etapow,
synteza taka czesto wigze si¢ z malg wydajnoscig gtéwnie poprzez straty podczas
oczyszczania, a takze powstawanie produktow ubocznych o wlasciwosciach podob-
nych do produktu gtéwnego. Z tego wzgledu podejscie takie najczesciej stosuje sie
do otrzymywania krétkich tancuchéw peptydowych [3].
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2. SYNTEZA PEPTYDOW NA NOSNIKU STALYM

Rysunek 1. Schemat przedstawiajacy idee syntezy peptydéw na nosniku stalym
Figure 1. Scheme representing the idea of peptide synthesis on solid phase

Pomimo, ze synteza w roztworze przynosila stosunkowo dobre rezultaty
zaczeto szukaé nowych, bardziej wydajnych metod, a takze dazy¢ do udogodnie-
nia i usprawnienia operacji na przyklad poprzez automatyzacje podstawowych
procesdw podczas syntezy. W II potowie XX wieku Bruce Merrifield zaproponowat
innowacyjne podejécie polegajace na przytaczeniu C-koncowego aminokwasu do
nierozpuszczalnego polimeru i stopniowym wydluzaniu faniicucha peptydowego.
Sam nosnik natomiast przygotowuje sie wczesniej poprzez reakcje z odpowiednim
linkerem, ktéry gwarantuje trwate potaczenie polimeru z aminokwasem oraz tatwe
odszczepienie peptydu po zakonczonej syntezie. Konicowym etapem jest odszcze-
pienie peptydu od zywicy, najczesciej polaczone ze zdjeciem oslon fancuchéw bocz-
nych aminokwaséw (Rys. 1) [4]. Nadmiar nieprzereagowanych substratow usuwa
sie poprzez przemywanie zywicy, co pozwala na stosowanie nadmiaréw reagentow,
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a synteze mozna prowadzi¢ na mniejsza skale. Krokiem milowym w syntezie pep-
tydow z wykorzystaniem statego nosnika bylo stworzenie nowoczesnych syntezato-
réw mikrofalowych, ktére pozwalajg znacznie skroci¢ czas syntezy, mniej angazujg
operatora, a takze dajg wigksze wydajnosci oraz czystsze produkty [2, 5].

3. NATYWNA CHEMICZNA LIGACJA

Rysunek 2.  Dwuetapowy mechanizm natywnej chemicznej ligacji
Figure 2. Two-stage mechanism of native chemical ligation

Czeste trudnosci w syntezie polegajacej na kondensacji fragmentéw pepty-
dow, a takze wysoki stopien racemizacji jej produktoéw, spowodowaly iz zaczeto
szuka¢ nowych sposobow tworzenia dlugich tancuchéw peptydowych. Alterna-
tywne podejscie do tego problemu zaproponowat Stephen Kent w 1994 roku. Wraz
z wspolpracownikami opracowal on metode Natywnej Chemicznej Ligacji (ang.
Native Chemical Ligation, NCL), polegajaca na chemoselektywnym laczeniu dwdch
niechronionych peptyddéw natywnym wigzaniem peptydowym. Aby reakcja NCL
mogla zaj$¢, konieczna jest obecnos¢ dwoch peptydéw: N-peptydu z C-terminal-
nym tioestrem oraz C-peptydu z wolng reszta cysteiny na N-koncu [6].

Reakcja NCL zachodzi w dwoch etapach. W pierwszym etapie nastgpuje atak
nukleofilowej grupy tiolowej N-koncowej reszty cysteiny C-peptydu na C-konicowa
grupe tioestru N-peptydu, ktéra pelni role elektrofila. Tworzy si¢ produkt posredni
zawierajacy wolng grupe aminows, a etap ten nazywa sie odwracalng transtioestry-
fikacja. Nastepnie w wyniku wewngtrzczgsteczkowego ataku wolnej pary elektrono-
wej atomu azotu grupy aminowej na karbonylowy atom wegla dochodzi do spon-
tanicznego przegrupowania i przeniesienia acylu SSN. W efekcie powstaje peptyd
polaczony natywnym wigzaniem peptydowym (Rys. 2) [7].

Reakcje¢ NCL prowadzi si¢ w $rodowisku wodnym, w neutralnym pH (pH
6,8-7) ze wzgledu na niestabilno$¢ tioestréw w warunkach zasadowych. Jako doda-
tek do buforu stosuje sie chlorowodorek guanidyny, ktory zapobiega agregacji frag-
mentéw peptydowych.

W zwiazku z tym, Ze tioestry arylowe sg bardziej reaktywne od tioestrow alki-
lowych, powszechne jest stosowanie egzogennych katalizatoréw (np. kwasu 4-mer-
kaptofenylooctowego - MPAA) w celu zwigkszenia szybkosci ligacji [8, 9].
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4. SYNTEZA PEPTYDOW METODA NCL
Z ZASTOSOWANIEM STRATEGII FMOC

Niezbedne do przeprowadzenia reakcji NCL peptydy zakonczone C-terminal-
nym tioestrem mozna otrzymac stosujac standardowa syntez¢ na nosniku stalym
z uzyciem chemii Boc badz dla wigkszych polipeptydéw - stosujac bakteryjne sys-
temy ekspresyjne. Niestety synteza tioestrow peptydowych z zastosowaniem strate-
gii Boc wymaga uzycia toksycznego fluorowodoru podczas zdejmowania peptydu z
nosnika.

Alternatywe dla chemii Boc stanowi chemia Fmoc, ktdrej zastosowanie nie
wymaga uzycia szkodliwego HE. Niestety do usuwania ostony Fmoc podczas syn-
tezy w wiekszosci przypadkdow stosuje sie piperydyne, co jest duzym ograniczeniem
ze wzgledu na niestabilno$¢ tioestrow w obecnosci tak silnych nukleofili. Opisanych
zostalo jednak kilka strategii umozliwiajagcych ominiecie tego problemu.

4.1. SYNTEZA Z WYKORZYSTANIEM ZYWICY 2-CHLOROTRITYLOWE]

Rysunek 3. Schemat syntezy tioestru z zastosowaniem zywicy 2-chlorotritylowej
Figure 3. Scheme of thioester synthesis using 2-chlorotrityl resin

Pierwsza proba utworzenia tioestru z zastosowaniem strategii Fmoc polegala
na zsyntezowaniu odpowiednio chronionego peptydu na zywicy 2-chlorotritylowe;j.
Po zdjeciu gotowego peptydu z nosnika w tagodnych warunkach kwasowych, wolna,
C-koncowa grupe karboksylowa cze$ciowo chronionego peptydu poddawano tio-
estryfikacji odpowiednimi tiolami. Na koniec peptyd poddawano dzialaniu kwasu
trifluorooctowego w celu zdjgcia wszystkich oston. Staba strong opisanej metody
byla utrudniona rozpuszczalno$¢ chronionych peptydéw, a takie epimeryzacja
C-koncowej reszty peptydu, innej niz glicyna (Rys. 3) [10].

Dzigki tej metodzie udato si¢ miedzy innymi otrzymac rézne izoformy cholecy-
stokininy (CCK) - hormonu odpowiedzialnego za uczucie glodu [11].
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4.2. SYNTEZA PRZY UZYCIU ZYWICY ,,SAFETY-CATCH”

1)R-5H

o, 0 Q0 0.0
. SPPS HaN. o ICH, H;N j‘* o ATFA L HN.
H,N 5\-3 —p _"R“NH 5\; ) ”_fgj 5\..; e _Fﬂ\sn
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Rysunek 4.  Synteza tioestru peptydu na zywicy typu ,safety catch”
Figure 4. Synthesis of peptide thioester on “safety catch” type resin

Peptyd syntezowany jest na zywicy z linkerem alkanosulfonamidowym, ktory
jest stabilny w warunkach reakeji. Po zsyntezowaniu catego tancucha do zywicy
dodaje si¢ tzw. czynnik aktywujacy (jodoacetonitryl lub diazometan), w wyniku
czego powstaje drugorzedowy sulfonamid. Sulfonamid poddaje si¢ reakeji z nukle-
ofilowym tiolem i przeprowadza catkowita deprotekcje za pomocg TFA (Rys. 4)
(12, 13].

4.3. SYNTEZA Z WYKORZYSTANIEM LINKERA BAL
(ANG. BACKBONE AMIDE LINKER)

Rysunek 5. Synteza tioestru zawierajacego C-koncowg glicyne przy uzyciu linkera BAL
Figure 5. Synthesis of thioester containing C-terminal glycine using BAL linker

Uzycie linkera BAL polega na zakotwiczeniu syntezowanego peptydu na
nosniku stalym poprzez grupe a-aminowa C-koncowego aminokwasu. C-koncowa
grupa karboksylowa pozostaje wtedy chroniona, najczesciej poprzez ester allilowy.
Po zsyntezowaniu calego peptydu usuwa si¢ ostong z grupy a-karboksylowej C-kon-
cowego aminokwasu i przeprowadza tioestryfikacje przy uzyciu odpowiedniego
tiolu [14].

Metoda ta stosowana jest w celu syntezy peptydéw modyfikowanych na
C-konicu (Rys. 5) [14] oraz peptydow cyklicznych [15].
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Jednym z zastosowan linkera BAL byla synteza cyklicznych 10-aminokwaso-
wych peptydéw opartych na sekwencji biatka BPTI (ang. Bovine Pancreatic Trypsin
Inhibitor) poprzez wewnatrzczasteczkowg NCL [15].

4.4. SYNTEZA Z ZASTOSOWANIEM LINKERA SEA
(SEA - GRUPA BIS(2-SULFANYLOETYLO)AMINOWA)

Grupa bis(2-sulfanyloetylo)aminowa moze wystepowa¢ w formie zredukowa-
nej (SEAon) oraz utlenionej (SEAoff) (Rys. 6). Grupa SEAon posiada dwa ugrupo-
wania tiolowe. W wodnym $rodowisku tatwo przeksztalca sie w nietrwaly tioester
poprzez przeniesienie acylu. Taki tioester moze by¢ poddany reakgcji z egzogennym
tiolem, w wyniku czego jesteSmy w stanie otrzymac tioester na C-koncowej grupie
karboksylowej peptydu.

Rysunek 6. Schemat grupy SEA w formie zredukowanej (SEAon) oraz ultenionej (SEAoff)
Figure 6. Scheme of reduced (SEAon) and oxidized (SEAoff) SEA group

Synteza peptydu z grupa SEA na C-konicu rozpoczyna si¢ od otrzymania sto-
sownego linkera. Linker taki wytwarza si¢ w reakcji chlorowodorku bis(2-chloro-
etylo)aminy z trifenylometanotiolem w obecnosci 1,8-diazabicykloundek-7-enu
(DBU), a otrzymany produkt poddaje si¢ deprotekcji pod wptywem TFA, po czym
natychmiast nanosi na zywice 2-chlorotritylowa.

Rysunek 7. Schemat syntezy tioestru z zastosowaniem grupy SEA
Figure 7. Scheme of thioester synthesis using SEA group

Na tak przygotowanej zywicy z przylagczonym linkerem mozna osadzi¢ pierw-
szy Fmoc-chroniony aminokwas. Kolejnym etapem jest elongacja fancucha pepty-
dowego. Po zakonczonej syntezie peptyd jest odszczepiany od no$nika, w wyniku
czego uzyskuje si¢ SEA-peptyd, ktory po przeksztalceniu w tioester alkilowy moze
postuzy¢ za substrat do reakcji NCL (Rys. 7) [16].
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Za pomocyg SEA-ligacji otrzymano, miedzy innymi, N-terminalng domene
ludzkiego czynnika wzrostu hepatocytéw (ang. Hepatocyte Growth Factor, HGF)
zbudowang z 97 reszt aminokwasowych (Rys. 8) [17].

Rysunek 8. Schemat syntezy N-terminalnej domeny ludzkiego HGF
Figure 8. Scheme of N-terminal domain of human HGF synthesis

4.5. SYNTEZA Z WYKORZYSTANIEM ARYLOWEGO LINKERA HYDRAZYNOWEGO

Synteza z zastosowaniem linkera arylowo-hydrazynowego przebiega na
zywicy fenylohydrazynowej przy uzyciu standardowej strategii Fmoc. Po zakon-
czonej syntezie nastepuje utlenienie chronionej Zywicy za pomocg N-bro-
mosukcynimidu (NBS) w obecnosci pirydyny w dichlorometanie (DCM).
Kolejno, reaktywny acylowy zwiazek azowy zostaje odszczepiony od noénika
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za pomocy alkilowego tioestru aminokwasu. Na skutek tej operacji powstaje
chroniony a-tioester peptydu, ktory poddawany jest reakcji z kwasem trifluorooc-
towym w celu usunigcia grup ochronnych (Rys. 9) [18].

Linker arylowo-hydrazynowy jest réwniez z powodzeniem uzywany w syntezie

peptydow cyklicznych [19].

4.6. SYNTEZA Z UZYCIEM LINKERA DBZ (LINKER DAWSONA)

W pierwszym etapie kwas 3,4-diaminobenzoesowy przylaczany jest do zywicy.
W tym celu przeprowadza si¢ reakcje grupy karboksylowej Dbz z grupa aminowa
zywicy. Nastepnie na jednej z grup aminowych linkera prowadzona jest synteza fan-
cucha peptydowego przy zastosowaniu standardowej strategii Fmoc. Po przylgcze-
niu wszystkich aminokwaséw nastepuje aktywacja linkera poprzez przeksztalcenie
go do grupy zwanej Nbz (ang. N-acylobenzimidazol, Nbz) przy pomocy chlorom-
réwczanu p-nitrofenylu. W konicowym etapie peptyd odlaczany jest od zywicy wraz
z Nbz i moze by¢ przeksztalcony w C-koncowy tioester gotowy do reakeji chemicz-
nej ligacji (Rys. 10) [20, 21]. Przy uzyciu linkera Dawsona udalo si¢ migdzy innymi
otrzymac¢ fragment H3M histonu H3 skladajacego sie z 135 reszt aminokwasowych.
Jest to tioestrowa pochodna 44-aminokwasowego fragmentu, zawierajaca reszty
47-90 histonu, z wprowadzona grupa acetylowa na reszcie lizyny w pozycji 56.
Fragment ten wykorzystano nastgpnie w reakcji natywnej chemicznej ligacji, w celu
utworzeniu calej sekwencji wspomnianego biatka [22].

HaN
HoN
iy Fmoc- $PPS i
H,N ( \ " ] N 3
s} Boe peptyd AN \L/]

[o]
13O, o/\ a

2} DIPEA

°=<Kl( <m

H- peptyd
| RSH

o
H- peptyd o SR

Rysunek 10. Synteza tioestru peptydu przy uzyciu linkera Dawsona
Figure 10.  Synthesis of peptide thioester using Dawson linker

Boc- peptvd
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4.7.SYNTEZA Z UZYCIEM LINKERA HYDRAZYNOWEGO

Role zwigzku, ktéry mozna selektywnie przeksztalci¢ w tioester moze petni¢
réwniez sama hydrazyna osadzona na nosniku staltym [23]. Procedura taka polega
na poczatkowej hydrazynolizie zywicy 2-chlorotritylowej, w wyniku czego powstaje
stosowny linker. Na tak przygotowanym polimerze syntezuje si¢ peptyd zaczynajac
od C-konica, przy zastosowaniu strategii Fmoc i odczynnikéw sprzegajacych takich
jak HATU czy HBTU. Po zakonczonej syntezie i odszczepieniu peptydu od nosnika
otrzymany peptydylohydrazyd utlenia si¢ do azydku przy uzyciu azotanu (III) sodu
w pH 3. Kolejno azydek poddawany jest reakcji z egzogennym tiolem (najcze$ciej
MPAA), co w rezultacie prowadzi do otrzymania tioestru, ktéry moze by¢ wykorzy-
stany w reakcji chemicznej ligacji (Rys. 11) [24].

Rysunek 11.  Schemat syntezy tioestru peptydu przy uzyciu hydrazyny w charakterze linkera
Figure 11.  Scheme of peptide thioester synthesis using hydrazine linker

Strategia opisana powyzej zostala miedzy innymi wykorzystana podczas syn-
tezy histonu H2A potaczonej z metylowaniem glutaminy [24] oraz biatka priono-
wego pochodzacego od myszy [25].

4.8. SYNTEZA EACZONA

Przy zastosowaniu linkeréw hydrazynowego oraz Dbz udalo si¢ utozy¢ stra-
tegie do otrzymania wielu interesujacych bialek, jak np. bialka alergennego Pru
p3 o pochodzeniu rodlinnym. W celu uzyskania pelnej sekwencji biatka, ktorego
nie sposob otrzymac wykorzystujac techniki rekombinacji DNA, podjeto si¢ syn-
tezy polegajacej na polaczeniu pieciu segmentoéw peptydowych przy uzyciu ligacji
chemicznej w polaczeniu z desulfuryzacja i postuzeniu si¢ dwoma wczesniej wspo-
mnianymi linkerami (Rys. 12) [26].

Naukowcy podjeli sie rowniez otrzymania obiecujacego dla celéw antynowo-
tworowych biatka Grb2 (ang. Growth factor receptor bound protein 2), ktore otrzy-



760 K. JEDRZEJEWSKA, M. KROPIDLOWSKA, E. WIECZERZAK

mali zaréwno przy uzyciu linkera Dawsona - w jednej reakcji NCL (faczac dwa
fragmenty peptydowe), a takze stosujgc sekwencyjng reakcje natywnej chemicznej
ligacji w kierunku od N- do C-konca laczac 3 fragmenty przy wykorzystaniu lin-
kera hydrazynowego. Obie techniki pozwolily na otrzymanie wyzej wspomnianego
bialka jednakze ligacja sekwencyjna pozwolila otrzymac je z lepsza wydajnoscia

[27].

PODSUMOWANIE

W ciggu ostatnich lat, poprzez zaplanowang synteze zbiezna nieostonietych
fragmentdw peptydowych, reakcje chemicznej ligacji umozliwily efektywna synteze
wielu natywnych biatek, w tym bialek modyfikowanych post-translacyjnie. W tym
rozdziale podsumowane zostalo znaczenie natywnej chemicznej ligacji w szeroko
pojetej syntezie protein ze szczeg6lnym naciskiem na metody tworzenia tioestrow
peptydowych, ktére stanowig jeden z substratow niezbednych do przeprowadze-
nia NCL. Omoéwione metody dotyczg przede wszystkim metodologii Fmoc, ktora
w przeciwienstwie do chemii Boc umozliwia przeprowadzenie syntez w tagodniej-
szych warunkach i wyeliminowana zostaje konieczno$¢ uzycia niebezpiecznego cie-
kiego fluorowodoru. Ze wzgledu na swoja wysoka chemoselektywno$¢, NCL oka-
zala sie by¢ wygodna metoda w otrzymywaniu peptydéw zbudowanych z ponad stu
reszt aminokwasowych. Zastosowanie nowoczesnych zywic badz linkeréw (takich
jak linker hydrazynowy czy linker Dawsona) pozwolito na synteze szeregu biatek i
enzymow, co daje nadzieje na stosowanie tej techniki w przyszlosci do tworzenia
jeszcze bardziej ztozonych struktur.
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SPRAWOZDANIE Z 49. MIEDZYNARODOWE] OLIMPIADY CHEMICZNE]
W NAKHON PATHOM (TAJLANDIA)
6-15.07.2017 R.

49. Migdzynarodowa Olimpiada Chemiczna (IChO) odbyla si¢ w dniach 6-15
lipca 2017 r. w Nakhon Pathom, prowincji lezacej ok. 60 km od Bangkoku, na tere-
nie Uniwersytetu Mahidol (Mahidol University).

W 49. IChO wzielo udzial 296 zawodnikéw z 76 krajow: Arabii Saudyjskiej,
Argentyny, Armenii, Australii, Austrii, Azerbejdzanu, Bialorusi, Belgii, Brazylii,
Bulgarii, Chin, Chorwacji, Cypru, Czarnogéry, Czech, Danii, Estonii, Filipin, Fin-
landii, Francji, Gruzji, Grecji, Hiszpanii, Holandii, Indii, Indonezji, Iranu, Irlandii,
Islandii, Izraela, Japonii, Kanady, Kazachstanu, Kirgistanu, Korei Pld., Kostaryki,
Kuby, Litwy, Lotwy, Macedonii (fYROM), Malezji, Meksyku, Motdawii, Mongolii,
Niemiec, Norwegii, Nowej Zelandii, Pakistanu, Peru, Polski, Portugalii, Republiki
Poludniowej Afryki, Rosji, Rumunii, Salwadoru, Serbii, Singapuru, Stowacji, Stowe-
nii, Standéw Zjednoczonych Ameryki PéInocnej, Syrii, Szwajcarii, Szwecji, Tadzyki-
stanu, Tajlandii, Tajwanu, Turcji, Turkmenistanu, Ukrainy, Urugwaju, Uzbekistanu,
Wenezueli, Wegier, Wielkiej Brytanii, Wietnamu i Wioch. Obecni byli réwniez
obserwatorzy z 2 krajow: Luksemburga i Zjednoczonych Emiratéw Arabskich,
w zwigzku z zamiarem uczestniczenia tych krajow w przysztych olimpiadach mie-
dzynarodowych.

Gospodarzem tegorocznej IChO byt Mahidol University, nazwany tak na czes¢
Jego Krolewskiej Wysokosci Ksigcia Mahidol Songkli. Wspoétorganizatorami byli:
Ministerstwo Edukacji, Instytut Promocji Nauczania Nauki i Technologii (The Insti-
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tute for the Promotion of Teaching Science and Technology — IPST), Fundacja Promo-
cji Olimpiad Akademickich, o pelnej nazwie: The Promotion of Academic Olympiad
and Development of Science Education Foundation, dzialajaca pod patronatem Jej
Krolewskiej Wysokosci Ksiezniczki Galyani Vadhana Krom Luang Naradhiwas
Rajanagarindra (POSN) oraz Tajlandzkie Towarzystwo Chemiczne (CST), dziala-
jace pod patronatem Prof. dr Jej Krolewskiej Wysokosci Ksigzniczki Chulabhorn.
Istotne znaczenie i szacunek dla instytucji monarchii w Tajlandii przejawil si¢ takze
w udziale jednej z ksigzniczek w uroczystej ceremonii rozpoczecia 49. IChO.

Sktad polskiej reprezentacji na IChO zostal wytoniony przez Komitet Gtéwny
Olimpiady Chemicznej zgodnie z wieloletnig zasada, iz zwyciezca krajowej Olim-
piady ma zapewnione miejsce w reprezentacji, a pozostali trzej zawodnicy wylaniani
sa na podstawie algorytmu obejmujacego wyniki obecnej i poprzednich krajowych
Olimpiad, z uwzglednieniem takze ewentualnych osiagnie¢ na poprzednich IChO.
Polska reprezentacje na 49. IChO tworzyli nastepujacy zawodnicy:

Jakub Narodowiec z IIT klasy XXI LO im. $w. Stanistawa Kostki w Lublinie
(nauczyciele: mgr Katarzyna Cieptowska, mgr Anna Geca), zwyciezca 63. i laureat
19. miejsca 62. Olimpiady Chemicznej,

Wojciech Jankowski z IT klasy IIT LO im. Marynarki Wojennej RP w Gdyni
(nauczyciel: mgr Justyna Raulin), laureat 5. miejsca 63. Olimpiady, 5. miejsca 62.
Olimpiady i 15. miejsca 61. Olimpiady Chemicznej (jako uczen III klasy gimna-
zjum),

Daniel Golec z [T klasy V LO im. Augusta Witkowskiego w Krakowie (nauczy-
ciele: dr Wojciech Przybylski, mgr Iwona Krol), laureat 2. miejsca 63. Olimpiady
i 28. miejsca 62. Olimpiady Chemiczne;.

Michal Pychtin z IIT klasy XIIT LO w Szczecinie (nauczyciele: dr inz. Malgorzata
Kepinska-Zerko, dr n. techn. Robert Swierkowski), laureat 4. miejsca 63. Olimpiady,
9. miejsca 63. Olimpiady i 24. miejsca 61. Olimpiady Chemiczne;j.

Opiekunami naszej reprezentacji (i zarazem - czlonkami Miedzynarodowego
Jury) bylo dwoje pracownikéw naukowych Wydziatu Chemii Uniwersytetu War-
szawskiego: prof. dr. hab. Marek Orlik (przewodniczacy KG Olimpiady Chemicz-
nej) i prof. dr hab. Aleksandra Misicka-Kesik (wiceprzewodniczaca KG).

Jak co roku, dla wyjezdzajacej tym razem do Tajlandii grupy i jednego zawod-
nika rezerwowego - Bartosza Kiszki z III klasy LO im. Bohateréw Porytowego
Wzgbrza w Janowie Lubelskim, laureata 6. miejsca 63. Olimpiady i 25. miejsca
62. Olimpiady Chemicznej - Komitet Gléwny Olimpiady Chemicznej zorganizowat
w dniach: 5-9.06 oraz 19-23.06. br. obdz przygotowawczy, w trakcie ktérego prze-
robione zostaly wszystkie przystane przez organizatoréw IChO zadania teoretyczne
i laboratoryjne oraz przedyskutowane wybrane zagadnienia dodatkowe. Zaangazo-
wani w to byli pracownicy naukowi Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego
i Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej, w wiekszosci — autorzy zadan
na zawody Krajowej Olimpiady.
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Zawody Miedzynarodowej Olimpiady Chemicznej odbywaly sie w Nakhon
Pathom, na terenie Mahidol University (cz¢$¢ laboratoryjna — 9 lipca i czg$§¢ teore-
tyczna — 11 lipca). Jak zwykle, zawodnicy otrzymali teksty zadan przettumaczone
wczesniej przez opiekunéw na swoje jezyki narodowe, po ustaleniu ostatecznych
tre$ci zadan przez Miedzynarodowe Jury (opiekunéw wszystkich ekip narodowych),
obradujacych w Bangkoku.

Organizatorzy tegorocznej IChO przewidzieli 3 zadania laboratoryjne i 11

zadan teoretycznych.

Tematyka zadan laboratoryjnych byla nastepujgca:

Zadanie lab. 1A
(chemia analityczna/ogolna)

Wskazniki pH i spektrofotometryczny pomiar pH

Zadanie lab. 1B
(chemia analityczna/ogolna)

Wyznaczanie iloczynu rozpuszczalnosci joda-
nu(V) wapnia

Zadanie lab. 2

Synteza organiczna — tworzenie szkieletu weglo-
(chemia organiczna) wego

Tematyka zadan teoretycznych byla nastepujaca:

Zadanie 1
(chemia fizyczna i technologia)

Kataliza heterogeniczna - otrzymywa-
nie propenu

Zadanie 2
(chemia fizyczna/kwantowa)

Kinetyczny efekt izotopowy i energia
oscylacyjna

Zadanie 3
(chemia fizyczna)

Termodynamika reakeji chemicznych

(chemia nieorganiczna/analityczna)

Zadanie 4 Elektrochemia - ogniwa galwaniczne
(chemia fizyczna/ogdlna) i dysocjacja elektrolityczna
Zadanie 5 Fosforany i krzemiany - oznaczanie

zawarto$ci w glebie

Zadanie 6
(chemia nieorganiczna)

Zelazo jako pierwiastek i jego zwigzki
chemiczne

(chemia organiczna)

Zadanie 7 Strukturalne ukfadanki chemiczne -
(chemia organiczna) synteza organicznych kompleksow tytanu
Zadanie 8 Struktura i wlasciwosci adsorpcyjne
(chemia nieorganiczna) powierzchni krzemionki

Zadanie 9 Lamiglowki chemiczne - identyfikacja
(chemia organiczna) zwigzkow organicznych

(Zc?i?qulil: (I)Sganiczna) Totalna synteza alkaloidow

Zadanie 11 Synteza chiralnych zwigzkéw organicz-

nych
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Uwage zwraca nie tylko znaczna réznorodnos¢ tematyczna problemoéw, ale
takze wyjatkowo duza liczba zadan teoretycznych. W opinii zar6wno wielu cztonkow
Miedzynarodowego Jury, jak i naszych zawodnikéw zadania te, cho¢ czasochtonne,
nie byly jednak bardzo trudne. Paradoksalnie, nie jest to sytuacja korzystna dla naj-
lepszych zawodnikéw, ze wzgledu na to, Ze zadania relatywnie fatwe s3 w duzym
stopniu rozwigzywane takze przez zawodnikéw przecigtnych i w rezultacie kolej-
no$¢ na liscie rankingowej, a wigc i medalowe miejsca, moga wynika¢ z popelnienia
prostych bledéw, o ktére nietrudno w warunkach wytezonej pracy, w stresujgcych
okolicznosciach.

Zgodnie z Regulaminem IChO, zlote medale Miedzynarodowe Jury przyznaje
8-12% zawodnikdéw, srebrne: 18-22% i bragzowe: 28-32% zawodnikéow. W tym roku
przyznano stosunkowo duzo, bo 36 medali ztotych, 65 srebrnych i 95 brazowych
oraz 10 wyrdznien (dla osob pozostajacych tuz za pula medalows).

Zwyciezcg tegorocznej IChO zostal reprezentant Rosji, Aleksander Zhigalin,
a na nastepnych 4 pozycjach ulokowali sie, kolejno, zawodnicy z Tajwanu, Iranu,
Chin i USA.

Oto zestawienie wynikéw naszych zawodnikéw (Fot. 1):

Michatl Pychtin - srebrny medal (42. miejsce w klasyfikacji indywidualnej)

Daniel Golec - srebrny medal (65. miejsce w klasyfikacji indywidualnej)

Jakub Narodowiec - srebrny medal (100. miejsce w klasyfikacji indywidual-
nej)

Wojciech Jankowski- brazowy medal (119. miejsce w klasyfikacji indywidu-
alnej).

Poréwnanie z wynikami z ostatnich kilku lat wskazuje, Ze nasze reprezentacje
utrzymuja stabilny, przyzwoity poziom wiedzy i umiejetnosci, cho¢ oczywiscie bar-
dziej satysfakcjonujace bytyby jeszcze lepsze wyniki. Oznacza to, ze mimo iz przyjeta
przez Komitet Gléwny strategia przygotowywania zawodnikéw na IChO, poprzez
zapewnienie odpowiedniego poziomu zadan na Krajowej Olimpiadzie, wydaje sie
zasadniczo stuszna, wskazane jest wzmozenie staran dla podwyzszania kwalifikacji
przysztych zawodnikéw. Nie jest to tatwe ze wzgledu na rosnaca z roku na rok kon-
kurencje, spowodowana stalym wzrostem liczby krajow uczestniczacych w IChO,
przy tradycyjnie wysokim poziomie zawodnikéw z krajow azjatyckich, takich jak
Chiny, Korea Pid., Tajwan, czy Singapur. Ponadto zawodnicy z innych krajow, ale
takze pochodzenia azjatyckiego, cechujacy sie zwykle wybitng pracowitoscia, ttu-
maczacg ich sukcesy, pojawiaja si¢ rowniez w ekipach z innych kontynentéw. Na
przyklfad, od kilku lat druzyny z USA zlozone s3 gléwnie z zawodnikéw chinskiego,
czasem takze indyjskiego pochodzenia. Niezalezno$¢ tego zjawiska od kraju pocho-
dzenia tych zawodnikéw jednoznacznie wskazuje na role rodzin, dbajacych o moty-
wowanie dzieci do wytezonej pracy, co potwierdzajg rozmowy z ich opiekunami.
Oczywiscie w przypadku wymienionych wyzej wysoko uprzemystowionych krajow
azjatyckich ogromng role odgrywa postawione na wysokim poziomie szkolnictwo.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze system edukacyjny w krajach azjatyckich jest tylez efek-
tywny, co stresujacy, szczegélnie zapewne dla mniej uzdolnionej mlodziezy i ich
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rodzicow. Sukcesy majg zatem pewng ceng i trzeba wywazy¢ pozytywne i negatywne
skutki wysokich wymagan stawianych uczniom, w tym - olimpijczykom.

W nieoficjalnej klasyfikacji medalowej, ktéra dobitnie ilustruje powyzej zaryso-
wane zjawiska, niewatpliwymi zwyci¢zcami zostali ex aequo Tajwan i USA, ktérych
zawodnicy zdobyli po cztery ztote medale (przypomnijmy, ze druzyna USA sktadala
sie calkowicie z zawodnikéw chinskiego pochodzenia). Trzy zlote medale i jeden
srebrny przypadly zawodnikom z Iranu, Chin i Wietnamu. Dwa zlote medale i dwa
srebrne zdobyly reprezentacje Rosji, Korei PId., Singapuru, Tajlandii i... Rumunii.
Jeden zloty medal i trzy srebrne zdobyly druzyny Japonii, Indonezji, Indii. Jeden
zloty, jeden srebrny i dwa brazowe zdobyla reprezentacja Litwy, Azerbejdzan mogt
pochwali¢ sie jednym zlotym, jednym srebrnym i jednym brazowym medalem,
a Bulgaria - jednym zlotym i trzema brazowymi.

Oproécz zawoddw organizatorzy IChO zapewnili zawodnikom liczne atrakcje
i wycieczki. W ich trakcie nasi zawodnicy pozostawali pod troskliwg opieka stu-
dentki Chality Panyawuthichai, ktérej naleza si¢ w tym miejscu specjalne podzie-
kowania. Réwniez czlonkowie Miedzynarodowego Jury, w przerwach miedzy
zebraniami i pracg nad tlumaczeniem zadan, mieli mozno$¢ pozna¢ rézne ciekawe
miejsca, jak np. ruiny buddyjskich $§wigtyn w miejscowosci Ayutthaya, czy wspa-
niate kompleksy §wiatyn w samym Bangkoku (Fot. 2 i 3).

Wigcej informacji o 49. IChO zawartych jest na stronie internetowej:

https://icho2017.sc.mahidol.ac.th/

Nastepna, jubileuszowa, 50. Migdzynarodowa Olimpiada Chemiczna odbedzie
sie w 2018 roku w Bratyslawie i Pradze. Stowacy i Czesi pragna w ten sposob nawig-
za¢ do pierwszej IChO, zorganizowanej w 1968 roku w Czechostowacji, z udziatem
tylko trzech panstw: gospodarza, Wegier i Polski.

Fot. 1. Polscy medalisci 49. IChO. Od lewej: Wojciech Jankowski (bragzowy medal), Jakub Narodowiec (srebrny
medal), Chalita Panyawuthichai, Daniel Golec (srebrny medal), Michal Pychtin (srebrny medal)
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Fot. 2. Ruiny $wigtyn buddyjskich w XIV-wiecznym mieécie Ayutthaya

Fot. 3. Bangkok, Wat Thepthidaram - Swiatynia Niebianiskiej Corki, z posagiem Buddy
i wizerunkami jego uczennic
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SPRAWOZDANIE KOMITETU GEOWNEGO OLIMPIADY
CHEMICZNE]
Z 63. OLIMPIADY CHEMICZNE] W ROKU SZKOLNYM
2016/2017

W roku szkolnym 2016/2017 odbyla si¢ 63. Olimpiada Chemiczna. Przygoto-
wania do niej, tak jak w latach poprzednich, rozpoczely sie po uroczystosci zakon-
czenia 62. Olimpiady w dniu 18 czerwca 2016 r. - rozdaniem folderéw z zadaniami
wstepnymi 63. Olimpiady. Jednoczesnie teksty zadan zostaly zamieszczone na
stronie internetowej Olimpiady Chemicznej, a nastepnie rozestane do nauczycieli
i szkol. Zainteresowani uczniowie mogli zatem rozpocza¢ indywidualne rozwigzy-
wanie zadan etapu wstepnego jeszcze przed wakacjami i uzupelniaé przy tym swoje
wiadomosci na podstawie zalecanej literatury, a takze korzystajac z konsultacji
nauczycieli i starszych kolegow.

Zgodnie z terminarzem 63. Olimpiady, do 21 pazdziernika 2016 r. wszyscy
chetni do udzialu w zawodach musieli zarejestrowa¢ si¢ na stronie internetowe;j
Olimpiady w Internecie i zarazem przekaza¢ swojemu nauczycielowi rozwigzania
zadan z czesci A (zadania obowigzkowe). Wstepnie zarejestrowalo sie 1219 uczniow
z 339 szkol Nauczyciele po zweryfikowaniu rozwigzan wystali je do Komitetow
Okregowych. Na podstawie otrzymanych udokumentowanych rozwigzan zadan
etapu wstepnego ostatecznie zostalo zakwalifikowanych do etapu pierwszego 1040
uczniow z 256 szkot (Tab. 1).

Etap I odbyt si¢ 26 listopada 2016 r. w szesnastu wiekszych miastach Polski, pod
nadzorem komisji powotanych przez Komitety Okregowe. Zawodnicy rozwigzywali
5 zadan teoretycznych. Na podstawie uzyskanych wynikéw Komitet Gtéwny zakwa-
lifikowat do II etapu 256 zawodnikow ze 103 szkdl (tabela 1).

Etap II odbyl sie w dniach 27 i 28 stycznia 2017 r. w 13 miejscowosciach, beda-
cych siedzibami Komitetéw Okregowych. Uczniowie mieli do rozwigzania 5 zadan
teoretycznych oraz jedno zadanie laboratoryjne. Na podstawie wynikow tego etapu
do III etapu (finatu) Komitet Gléwny zakwalifikowal 94 uczniéw z 51 szkot.

Etap III odbyt si¢ w dniach 31 marca i 1 kwietnia 2017 r. w Warszawie. Zawody
laboratoryjne, na ktore sktadalo si¢ rozwigzanie 2 zadan (z jako$ciowej i ilo$ciowej
analizy chemicznej), przeprowadzone zostalty w pracowniach Wydzialu Chemicz-
nego Politechniki Warszawskiej, a zawody teoretyczne, wymagajace rozwigzywania
5 zadan - w Auli Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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Po sprawdzeniu prac Komitet Gtéwny wylonit 34 laureatéw i 3 wyréznionych
(Tab. 2) oraz 4 reprezentantéw Polski na Olimpiade Migdzynarodowg (IChO), ktéra
w tym roku odbedzie si¢ w Bangkoku (Tajlandia), w dniach od 6 do 15 lipca. Do
udzialu w niej zostali zakwalifikowani: Jakub Narodowiec, uczen III klasy XXI LO
w Lublinie, Wojciech Jankowski, uczen II klasy III LO im. Marynarki Wojennej
RP w Gdyni, Michal Pychtin, uczen III klasy XIIT LO w Szczecinie i Daniel Golec,
uczen II klasy V LO im. Augusta Witkowskiego w Krakowie. Zawodnikiem rezer-
wowym jest Bartosz Kiszka uczen III klasy LO im. Porytowego Wzgdrza w Janowie
Lubelskim. Wszystkie zadania (wraz z przykladowymi rozwigzaniami) z poszcze-
golnych etapéw oraz wyniki finalu sg zamieszczone na stronie internetowej Olim-
piady: www.chem.uw.edu.pl

Tradycyjnie laureaci i wyréznieni oraz ich nauczyciele i dyrektorzy szkot zostali
zaproszeni na uroczyste zakonczenie Olimpiady, ktore tym razem mialo miejsce
10 czerwca 2017 r. w Auli Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Uro-
czystos¢ te zaszcezycili swoja obecnoscig znakomici goscie, ktérzy wspierali szkoty
i Komitet Gléwny zaréwno w pracy, jak i finansowo w nagradzaniu laureatéw. Byli
nimi przedstawiciele:

o Ministerstwa Edukacji Narodowej, reprezentowanego przez Pana Macieja

Kopcia, podsekretarza stanu w MEN;

o Instytutow Polskiej Akademii Nauk, reprezentowanych przez: prof. dr hab.
Witolda Danikiewicza, zastepce Dyrektora Instytutu Chemii Organicz-
nej PAN, srebrnego medaliste V IChO oraz dr. hab. Jacka Gregorowicza,
prof. Instytutu Chemii Fizycznej PAN i jego wicedyrektora;

+ Polskiego Towarzystwa Chemicznego - w osobie wiceprzewodniczacej
PTChem, dr hab. inz. Izabeli Madury z Wydzialu Chemicznego Politech-
niki Warszawskiej oraz prof. dr hab. inz. Adam Pronia, przewodniczacego
Oddzialu Warszawskiego Towarzystwa;

o Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, reprezentowanego przez
Dziekana, dr hab. Andrzeja Kudelskiego, prof. UW, prof. dr hab. Pawla
Kulesze, wieloletniego Dziekana, czlonka korespondenta PAN i wiceprze-
wodniczacego Komitetu Chemii PAN, Prodziekana ds. studenckich, dr. hab.
Beate Krasnodebska-Ostrege, prof. dr hab. Zbigniewa Stojka, wieloletniego
Prodziekana ds. finansowych Wydzialu Chemii UW oraz prof. dr. hab.
Marka T. Krygowskiego, laureata pierwszych dwdch krajowych olimpiad
chemicznych, bylego wieloletniego Prezesa PTChem;

o Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej, w osobach: Dziekana,
prof. dr hab. inz. Wtadystawa Wieczorka, czlonka Komitetu Chemii PAN
oraz prof. dr hab. inz. Macieja Jarosza, ktdry takze reprezentowal prof. dr
hab. Bogustawa Buszewskiego Przewodniczacego Komitetu Chemii Anali-
tycznej PAN;
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o  Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego, w osobie reprezentujacego
Dziekana prof. dr. hab. Kazimierza Orzechowskiego, przewodniczacego
Komitetu Okregowego Olimpiady Chemicznej we Wroctawiu;

» Wydzialu Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu - w oso-
bie mgr Beaty Hildebrandt, Sekretarza Komitetu Okregowego Olimpiady
Chemicznej w Poznaniu, reprezentujacej Dziekana Wydziatu Chemii UAM,
prof. dr hab. Henryka Koroniaka;

o Wydzialu Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Bialymstoku — w oso-
bie prof. dr hab. Ryszarda Laznego;

» Wydziatlu Chemii Uniwersytetu Marii Curie-Skltodowskiej, w osobie prof. dr
hab. Doroty Kotodynskiej — prodziekana ds. dydaktycznych UMCS, dr hab.
Ryszarda M. Janiuka dotychczasowego sekretarza Komitetu Okregowego
w Lublinie i nowej na tym stnbowisku osoby — dr Marioli Iwan.

o Wydzialu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego, w osobie prof. dr hab. Roberta
Zakrzewskiego, Prodziekana ds. studenckich i jakos$ci ksztatcenia.

Zaproszenie przyjeli takze: prof. dr hab. Piotr Kossacki, Przewodniczacy
Komitetu Gléwnego Olimpiady Fizycznej, mgr Joanna Toczko, Kierownik Pra-
cowni Matur z Okregowej Komisji Egzaminacyjnej w Warszawie, dr Pawet Step-
niak, Przewodniczacy Fundacji Docemus-Discimus im. Profesora Janusza Jurczaka,
dr Krzysztof Papuzinski laureat pierwszej Olimpiady Chemicznej a takze przedsta-
wicielka sponsora PKN ORLEN, pani Natalia Strzemieczna.

Czlonkowie Prezydium Komitetu Gléwnego Olimpiady Chemicznej — Prze-
wodniczacy, prof. dr hab. Marek Orlik, Wiceprzewodniczaca — prof. dr hab. Alek-
sandra Misicka-Kesik, Sekretarz Naukowy — dr hab. Ewa Pobozy oraz Kierownik
Organizacyjny - mgr Wanda Szelaggowska wreczyli laureatom oraz ich nauczycie-
lom (Tab. 2) dyplomy i nagrody od Komitetu Gtéwnego. Zwyci¢zca otrzymat laptop
MacBook, a pozostali zawodnicy, odpowiednio — smartfony iPhone GS, tablety iPad
Air, tablety iPad Mini, aparaty typu Polaroid, czytniki Kindle Paperwhite, odtwa-
rzacze iPod touch oraz zewnetrzne dyski twarde. Laureaci klas drugich, ktorzy beda
mogli uczestniczy¢ jeszcze w 64. Olimpiadzie Chemicznej otrzymali takze ksigzki
Wydawnictwa Naukowego PWN.

Tradycyjnie przyznane zostaly tez nagrody specjalne (kamery Sony), ktére
otrzymali: zwyciezca Jakub Narodowiec - od Dziekana Wydzialu Chemii UW,
Daniel Golec - od Dziekana Wydziatu Chemicznego PW oraz Wojciech Szlasa - od
Przewodniczacego Komitetu Gtéwnego Olimpiady Chemicznej.

Nagrody za najlepiej rozwigzane zadania z chemii organicznej, od Dyrektora
Instytutu Chemii Organicznej PAN, prof. dr hab. Stawomira Jarosza, a wreczone
przez prof. dr hab. Witolda Danikiewicza, otrzymali: Jakub Narodowiec, Daniel
Golec i Marcin Gotawski.

Nagrody za najlepiej rozwigzane zadania z chemii fizycznej, ufundowane przez
Dyrektora Instytutu Chemii Fizycznej PAN, prof. dr. hab. Marcina Opalle, a wre-
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czone przez prof. dr hab. Jacka Gregorowicza otrzymali: Jakub Narodowiec i Antoni
Prus.

Nagrody za najlepiej rozwigzane zadania laboratoryjne, ufundowane przez
Przewodniczacego Komitetu Chemii Analitycznej PAN, prof. dr hab. Bogustawa
Buszewskiego, a wreczone przez prof. dr hab. Macieja Jarosza otrzymali: Piotr
Dabrowski, Daniel Golec i Michat Wyka.

Prezes Fundacji Docemus-Discimus im. Prof. Janusza Jurczaka, dr Pawel Step-
niak wreczyl nagrode specjalng najlepszej zawodniczce - Julii Ragus.

Najmtodsi laureaci — uczniowie klas pierwszych liceum: Mikotaj Wawrzyniec
Poptawski i Maksymilian Maria Mucha, otrzymali aparaty Polaroid ufundowane
przez Dziekana Wydzialu Chemii UAM.

Dzigki hojnosci sponsoréw takze opiekunowie laureatéw otrzymali pamiat-
kowe prezenty: przeno$ne tadowarki (powerbanki), korkowe podstawki pod kubki
i zestawy probnych arkuszy maturalnych, wydanych przez Oficyne Edukacyjng
Krzysztof Pazdro.

Zgodnie z milg tradycja, czlonkom polskiej reprezentacji na Olimpiade Mie-
dzynarodowa w Tajlandii, polska flage wraz z zyczeniami powodzenia na zawodach
przekazali Dominika Zajkowska i Mikotaj Swierczynski — srebrni medalisci z ubie-
glorocznej 48. IChO w Thilisi.

Wszyscy finalisci (uczestnicy III etapu) i laureaci otrzymali wystawione przez
Komitet Gléwny zaswiadczenia, zwalniajace ich z nota najwyzszg z egzaminu matu-
ralnego z chemii oraz bedgce podstawg do skorzystania z odpowiednich uprawnien
przy przyjmowaniu na I rok studiéow wyzszych.

Po zakonczeniu czesci oficjalnej wszyscy obecni zostali zaproszeni do Starej
Biblioteki Wydziatu Chemii UW na poczestunek.

Kalendarium nastepnej, 63. Olimpiady Chemicznej przedstawia si¢ nastepu-
jaco:

o 22 pazdziernika 2017 r. - zakonczenie etapu wstepnego i rejestracji interne-

towej zawodnikow

o 28 pazdziernika 2017 r. — ostateczny termin przeslania prac etapu wstep-

nego do Komitetow Okregowych.

o 25 listopada 2017 r. (sobota): godz. 11°°-16%: zawody I etapu w miejscach

wyznaczonych przez Komitety Okregowe.

o 26 stycznia 2018 r. (pigtek) godz. 12%-17: zawody czesci teoretycznej

IT etapu

o 27 stycznia 2018 r. (sobota) godz. 9°-14%: zawody czesci laboratoryjnej II
etapu

e 23 marca 2018 r. (pigtek) godz. 14°°-19%: zawody czesci laboratoryjnej
III etapu

o 24 marca 2018 r. (sobota) godz. 8%-13%: zawody czesci teoretycznej
III etapu.
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SPONSORZY 63. OLIMPIADY CHEMICZNE]

SPONSOR GLOWNY

POZOSTALI SPONSORZY

ZAWODY ODBYLY SIE DZIEKI ZYCZLIWOSCI WEADZ
I PRACOWNIKOW 16 UCZELNI:

INSTYTUT CHEMII

UNIWERSYTETU SLASKIEGO
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SPONSORZY, KTORZY PRZYCZYNILI SIE DO WZBOGACENIA NAGROD
63. OLIMPIADY CHEMICZNE]:

Dyrektor Instytutu Chemii Fizycznej PAN

Dyrektor Instytutu Chemii Organicznej PAN

Przewodniczacy Komitetu Chemii Analitycznej PAN

Dziekan Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego
Dziekan Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej
Dziekan Wydzialu Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza
Prezes Fundacji Docemus-Discimus im. prof. Janusza Jurczaka

N
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INFORMACJE REDAKCJI ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2018

Redakcja miesiecznika PTChem ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze
wysoko$¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomos$ci Chemicznych” za 2018 r. bedzie wyno-
sifa 231 zt dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych. Dla
cztonkéw PTChem 20 z1. Nalezno$¢ za prenumerate prosimy przekazywac na konto:

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

Prenumerata ,Wiadomosci Chemicznych” dla czlonkéw PTChem, polaczona

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

- prenumerata ,Wiadomoséci Chemicznych” na rok 2018 wraz ze skladka

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

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

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

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

PTChem Warszawa, ul. Freta 16
Bank BGZ
542030 0045 1110 0000 0261 6290
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LISTA RECENZENTOW WSPOLPRACUJACYCH Z REDAKCJA
WIADOMOSCI CHEMICZNE W LATACH 2015-17

prof. dr hab. Grazyna Bator
Wydzial Chemii, Uniwersytet Wroctawski

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

dr n. farm. Barbara Bednarczyk-Cwynar
Zaklad Chemii Organicznej UM w Poznaniu

prof. zw. dr hab. inz. Stanistaw Blazewicz
Akademia Goérniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie; Wydziat
Inzynierii Materialowej i Ceramiki; Katedra Biomateriatéw

prof. dr hab. Stanistaw Boryczka
Slaski Uniwersytet Medyczny, Wydziat Farmaceutyczny z Oddzialem Medy-
cyny Laboratoryjnej w Sosnowcu, Katedra i Zaklad Chemii Organicznej

prof. dr hab. Andrzej Bojarski
Instytut Farmakologii Polskiej Akademii Nauk

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

prof. zw. dr hab. inz. Bogdan Burczyk
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Instytut Technologii Organicz-
nej i Tworzyw Sztucznych

prof. zw. dr hab. Boguslaw Buszewski
Wydziat Chemii UMK, Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki

dr hab. Michal Bystrzejewski
Uniwersytet Warszawski, Wydzial Chemii

dr Marek Cebrat
Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Chemii

dr hab. Lech Celewicz
Uniwersytet A. Mickiewicza Wydzial Chemii Pracownia Chemii Nukleozyddw
i Nukleotydow
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prof. dr hab. Adam Choma
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Zaktad Genetyki i Mikro-
biologii

prof. dr hab. inz. Jerzy Choma
Wojskowej Akademii Technicznej w Warszawie, Instytucie Chemii

prof. dr hab. Mirostaw Czarnecki
Wydziat Chemii Uniwersytet Wroctawski

prof. dr hab. Leszek Ciunik
Wydzial Chemii Uniwersytet Wroctawski

prof. dr hab. Marek Cegta
Uniwersytet Jagiellonski; Collegium Medicum; Wydzial Farmaceutyczny;
Katedra Chemii Organicznej

prof. dr hab. Cieslak-Golonka
Wydzial Chemiczny, Politechnika Wroctawska

prof. dr hab. Witold Danikiewicz
Instytut Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk

dr hab. inz. Barbara Debska
Politechnika Lodzka; Wydzial Chemiczny

Prof. dr hab. Jacek Draminski
Wyzsza Szkota Nauk o Zdrowiu w Bydgoszczy

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

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

dr hab. Rafal Franski
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Andrzej Gamian
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu; Wydziat Lekarski;
Katedra i Zaklad Biochemii Lekarskiej
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prof. dr hab. inz. Elzbieta Grabinska-Sota
Politechnika Slgska, Wydzial Inzynierii Srodowiska i Energetyki, Katedra Bio-
technologii Srodowiskowej

prof. dr hab. Jolanta Gromadzinska
Instytut Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera, Zaklad Toksykologii i Kancero-
genezy

prof. Karol Lestaw Grela
Instytut Polskiej Akademii Nauk

Katarzyna Gobis
Gdanski Uniwersytet Medyczny; Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medy-
cyny Laboratoryjnej; Katedra i Zaktad Chemii Organicznej

prof. dr hab. Roman Gancarz
Politechnika Wroctawska; Wydziat Chemiczny; Wydziatowy Zaktad
Technologii Organicznej i Farmaceutycznej

prof. zw. dr hab. Jacek Glinski
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

dr hab. Ryszard Gryglewski
Uniwersytet Jagiellonski; Collegium Medicum; Wydzial Lekarski; Katedra
Historii Medycyny

prof. dr hab. Teresa Grzybek
Akademia Gérniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie, Wydzial
Energetyki i Paliw

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

prof. dr hab. Jerzy Hawranek
Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Chemii

Dr inz. Jolanta Itowska
Instytut Cigzkiej Syntezy Organicznej
»Blachownia” Zaktad Srodkéw Specjalistycznych
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prof. dr hab. Stanistaw Le$niak
Uniwersytet Lodzki; Wydzial Chemii, Katedra Chemii Organicznej i Stoso-
wanej

prof. dr hab. Beata Liberek
Uniwersytet Gdanski; Wydzial Chemii; Katedra Chemii Organicznej

prof.dr.hab. Marian Jaskuta
Uniwersytet Jagiellonski; Wydzial Chemii; Zaktad Chemii Fizycznej i Elektro-
chemii

dr hab. inz. Andrzej Kaim
Wydzial Chemii Uniwersytet Warszawski

prof. dr hab. Roman Kaliszan
Gdanski Uniwersytet Medyczny

prof. dr hab. Zygmunt Kowalski
Instytut Chemii i Technologii Nieorganicznej, Politechnika Krakowska

prof. dr hab. n. med. Adam Klimowicz
Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie, Katedra i Zaktad Chemii
Kosmetycznej i Farmaceutycznej

prof. dr n. przyr. Marian Kruzel
University of Texas Health Science Center at Houston Department of Integra-
tive Biology and Pharmacology

prof. dr hab. Leszek Kepinski
Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych Polskiej Akademii Nauk

dr hab. Karol Kacprzak
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Pracownia
Stereochemii Organicznej

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

prof. zw. dr hab. inz. Pawel Kazimierz Kafarski
Politechnika Wroclawska, Wydzial Chemiczny
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prof. dr hab. Bogustaw Kryczka
Uniwersytet £.odzki; Wydzial Chemii; Katedra Chemii Organicznej i Stosowanej

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

prof. dr hab. Aleksandra Kubicz
Uniwersytet Wroctawski; Wydzial Nauk Przyrodniczych; Instytut Biochemii
i Biologii Molekularnej

prof. dr hab. Leszek Kepinski
Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych PAN

prof. dr hab. Aleksander Koll
Wydziat Chemii, Uniwersytet Wroctawski

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

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

prof. dr hab. Teresa Kowalik-Jankowska
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

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

dr hab. Marek Krzeminski
Uniwersytet Mikolaja Kopernika; Wydzial Chemii

dr hab. Anna Lukaszewicz-Hussain
Akademia Medyczna w Bialymstoku; Wydzial Lekarski z Oddzialem Stomato-
logicznym

prof. dr. hab. Wojciech T. Markiewicz
Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk

prof. dr hab. Wojciech Macyk
Uniwersytet Jagiellonski; Wydzial Chemii; Zaktad Chemii Nieorganicznej
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dr inz. Sylwia Magiera
Politechnika Slgska, Wydzial Chemiczny

prof. dr hab. Wojciech T. Markiewicz
Instytut Chemii Bioorganiczne Polskiej Akademii Nauk

dr hab. Agnieszka Markowska
Zaklad Chemii Organicznej, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

dr hab. inz. Katarzyna Materna
Politechnika Poznanska, Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej

dr hab. Jan Milecki
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza; Wydzial Chemii

prof. dr hab. inz. Jacek Mtochowski
Politechnika Wroclawska; Wydzial Chemiczny

prof. dr hab. Jacek Mlynarski
Uniwersytet Jagiellonski, Wydziat Chemii

prof. dr hab. n. farm. Hanna Mojska
Instytut Zywnosci i Zywienia im. prof. dra med. Aleksandra Szczygta

prof. dr hab. Jacek Namiesnik
Politechnika Gdanska; Wydzial Chemiczny; Katedra Chemii Analitycznej

dr hab. Agnieszka Nosal-Wiercifiska
Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie; Wydzial Chemii

dr inz. Joanna Ortyl
Politechnika Krakowska im. Tadeusza Ko$ciuszki; Wydziat Inzynierii i Techno-
logii Chemicznej; Katedra Biotechnologii i Chemii Fizycznej

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

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



INFORMACJE 785

dr hab. Stanistaw Porwanski
Uniwersytet Wroctawski, Wydzial Chemii

dr. hab. Piotr Przybylski
Uniwersytet Adama Mickiewicza, Wydzial Chemii

prof. dr hab. Sylwia Rodziewicz - Motowidlo
Wydzial Chemii, Uniwersytet Gdanski

dr hab. Stawomir Szafert
Wydzial Chemii, Uniwersytet Wroctawski

prof. dr hab. Stawomira Skrzypek
Uniwersytet Lodzki; Wydzial Chemii; Katedra Chemii Nieorganicznej i Ana-
litycznej

prof. dr hab. Jarostaw Stawinski
Gdanski Uniwersytet Medyczny; Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medy-
cyny Laboratoryjnej; Katedra i Zaktad Chemii Organicznej

prof. dr hab. Elzbieta Sochacka
Instytut Chemii Organicznej, Wydzial Chemiczny, Politechnika Lodzka

prof. dr hab. Grzegorz Schroeder
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza; Wydzial Chemii; Zaktad Chemii Supra-
molekularnej

dr hab. inz. Renata Siedlecka
Politechnika Wroclawska; Wydzial Chemiczny

prof. dr hab. Wiestawa Sikora
Katedra Fizyki Materii Skondensowanej, Wydziat Fizyki i Informatyki Stoso-
wanej AGH

prof. dr hab. Jerzy Silberring
Akademia Gérniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie; Wydzial
Inzynierii Materiatowej i Ceramiki; Katedra Biochemii i Neurobiologii

prof. dr hab. Katarzyna Stadnicka
Uniwersytet Jagiellonski; Wydzial Chemii; Zaktad Krystalochemii i Krystalo-
fizyki
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prof. dr hab. Janusz Stafiej
Instytut Chemii Fizycznej PAN

prof. dr hab. Jacek Stawinski
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

dr hab. Piotr Tadeusz Stefanowicz
Uniwersytet Wroctawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Maciej Stobiecki
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

prof. dr hab. inz. Jacek Mikolaj Skarzewski
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydziatowy Zaktad Chemii
Organicznej

prof. dr hab. inz. Wincenty Antoni Skupinski
Politechnika Warszawska; Wydzial Chemiczny; Zaktad Materiatéw Wysoko-
energetycznych

dr hab. Krzysztof Sobczak
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Biologii; Instytut
Biologii Molekularnej i Biotechnologi

prof. dr hab. Jadwiga Sotoducho
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydziatowy Zaktad Chemii
Medycznej i Mikrobiologii

prof. dr hab. Stanistaw Kazimierz Sobiak
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu; Wydzial Far-
maceutyczny; Katedra i Zaktad Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych

prof. dr hab. inz. Elzbieta Sochacka
Politechnika L.6dzka; Wydzial Chemiczny; Instytut Chemii Organicznej

prof. dr hab. Mirostaw Soszynski
Uniwersytet £.6dzki; Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska; Katedra Biofizyki
Molekularnej

dr hab. inz. Anna Sokdét-Letowska
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Katedra Technologii Owocéw,
Warzyw i Zboz
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prof. dr hab. Marek Tkacz
Instytut Chemii Fizycznej PAN, Zaklad Fizykochemii Ciala Statego

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

prof. zw. dr hab. inz. Janusz Tadeusz Trawczynski
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Zaktad Chemii i Technologii
Paliw

prof. zw. dr hab. inz. Andrzej Witold Trochimczuk
Politechnika Wroclawska, Wydzial Chemiczny, Wydzialowy Zaklad Materia-
téw Polimerowych i Weglowych

dr hab. Lilianna Trynda-Lemiesz
Akademia Medyczna im. Piastéw Slgskich; Wydziat Farmaceutyczny z Oddzia-
fem Analityki Medycznej; Katedra i Zaklad Chemii Analitycznej

prof. zw. dr hab. Anna Maria Trzeciak
Uniwersytet Wroctawski; Wydzial Chemii

dr hab. Przemystaw Starynowicz
Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Chemii

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

prof. dr hab. Maciej Szmitkowski
Zaklad Diagnostyki Biochemicznej, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

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

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

dr inz. Bozena Tyliszczak
Politechnika Krakowska, Wydzial Inzynierii i Technologii Chemicznej

dr inz. Bozena Twardochleb
Instytut Cigzkiej Syntezy Organicznej, Zaklad Produktéw Ekologicznych
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dr Agnieszka Tafelska-Kaczmarek
Uniwersytet Mikolaja Kopernika; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Ewa Witek
Uniwersytet Jagiellonski; Wydziat Chemii; Zaklad Technologii Chemicznej

dr inz. Beata Wilenska
Uniwersytet Wroctawski, Wydzial Chemii

prof. dr hab. Krystyna Wieczorek-Ciurowa
Wydziat Inzynierii i Technologii Chemicznej, Politechnika Krakowska

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

prof. dr hab. inz. Ilona Wandzik
Katedra Chemii Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii; Politechnika
Slaska

prof. dr hab. Anna Zawisza
Uniwersytet Lodzki; Wydziat Chemii

prof. dr hab. Lucjusz Zaprutko
Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu



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

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

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

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

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

K. Maruszewski, Fizykochemia molekut zamknietych w zeolitach i zol-zelach,
cena 18 zt

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

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

cena 15 zt

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



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

1. Informacje ogolne

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

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

»Wiadomosci Chemiczne” wydawane s3 zaréwno w wersji drukowanej jak i elektronicznej. Wersja elektro-
niczna udostepniana jest bezplatnie w Internecie.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

o Po uzyskaniu pozytywnej wstepnej oceny wszystkie prace s3 recenzowane przez co najmniej dwoch nie-
zaleznych recenzentéw, zgodnie ze wskazéwkami zawartymi w broszurze informacyjnej Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publika-
cje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf.

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

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

« Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, ze tzw. ,,ghostwiting” (kto$§ wnidst znaczacy wkiad w powstanie
publikacji, a nie zostal przedstawiony jako wspotautor lub tez nie zostal wymieniony w podziekowaniu
zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udzial autora jest znikomy lub tez w ogéle nie miat
miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) sg przejawem nierzetelnosci naukowej. Wszelkie prze-
jawy nierzetelnosci naukowej, tamania i naruszania zasad etyki obowigzujacej w nauce beda ujawniane,
wlacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autoréw.

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



3. Koszty

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

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

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

4. Informacje szczegétowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

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

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

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

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

o Glowny tekst nadsylanych prac powinien by¢ napisany w edytorze Word, czcionka Times New Roman,
12p z zachowaniem interlinii 1,5 oraz z 5 cm marginesem z prawej strony. Przy podziale tekstu nalezy sto-
sowaé numeracje cyfrowa wielorzedows. Numerujemy tylko tytuly rozdzialéw, nie numerujemy dzialow:
Abstract, Wykaz stosowanych skrotow, Wprowadzenie, Uwagi koncowe, Podzigkowanie, Pismiennictwo
cytowane. Jednolity sposéb numeracji konsekwentnie stosuje si¢ wewnatrz tekstu (w calym tekscie tj.
zar6éwno przy numerowaniu rozdzialéw, przy przytaczaniu pismiennictwa cytowanego oraz odwolywaniu
sie do tabel rysunkoéw itp., nie nalezy stosowa¢ odsylaczy hipertekstowych).

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

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

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

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

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

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

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

- spis treci pracy z zastosowaniem nastgpujacego podziatu:

Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdziatu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pi$miennictwo cytowane

« Kolejne strony pracy powinny zawierac:

- notki o autorach pracy wraz z tytulami naukowymi (mozna dofaczy¢ osobno pliki z fotografiami
autor6éw (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakgji),



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

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

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

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

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

w formacie pdf, doc, jpg, tiff.

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

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

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

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

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

« Pi$miennictwo cytowane

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

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

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

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

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

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

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

W przypadku ksigzek najprostszy opis powinien zawieraé: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw),

tytul ksigzki, nazwe wydawcy, miejsce wydania, rok wydania, np.

[1] J. Malinowski, Tytut ksigzki, PWN, Warszawa, 2004.

[2] W. Kowalski, Tytut ksigzki, Volumed, Wroclaw, 1999

W przypadku zasobow Internetowych najprostszy opis powinien zawiera¢: inicjaly imion i nazwisko

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

dostepu, np.

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

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

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

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

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

o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakji;

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

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

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

Prace nie odpowiadajace wyzej wymienionym wymaganiom nie bedg przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrétow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania
korekty artykutu i jego zwrotu do Redakgji w ciggu kilku dni od otrzymania.

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



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