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PROFESOR  PIOTR  SOBOTA
65-LECIE URODZIN

Trudno siê oprzeæ wra¿eniu, ¿e niekiedy kalendarz sobie z nas ¿artuje: za oknami
�wieci jesienne lub wiosenne s³oneczko, a on twierdzi, ¿e to styczeñ. Gdy my, m³odzi
i pe³ni zapa³u, snujemy dalekosiê¿ne plany, on uparcie nam przypomina, ¿e prze-
cie¿ niedawno skoñczyli�my 65 lat.

Tyle czasu podobno minê³o od pewnego styczniowego dnia, gdy w 1942 roku
w podgliwickich Przyszowicach urodzi³ siê nasz Kolega i Przyjaciel, obecnie ju¿
profesor Piotr Sobota.

Z maturalnym dyplomem w kieszeni, w 1961 r. zdecydowa³ siê opu�ciæ �l¹skie
wy¿yny, by w dolno�l¹skiej stolicy rozpocz¹æ studia na kierunku chemii Wydzia³u
Matematyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu Wroc³awskiego. W 1966 roku, pod tro-
skliwym okiem prof. dr hab. L. Sobczyka i prof. dr hab. K. Pigonia, obroni³ pracê
magistersk¹ dotycz¹c¹ oddzia³ywania amoniaku z chloranilem i zaraz potem, z entu-
zjazmem, wyruszy³ jeszcze dalej na �l¹sk, do G³ogowa, gdzie przez dwa lata nau-
cza³ chemii m³odych adeptów wiedzy w tamtejszym liceum.

We wrze�niu 1968 roku zdecydowa³ siê jednak powróciæ do wroc³awskiej Alma
Mater, zda³ wymagane egzaminy i trafi³ na studia doktoranckie w Instytucie Chemii,
gdzie pod kierunkiem prof. dr hab. B. Je¿owskiej-Trzebiatowskiej rozpocz¹³ bada-
nia naukowe nad wi¹zaniem i aktywacj¹ cz¹steczki diazotu.

Od 1 pa�dziernika 1970 roku, tym razem w roli starszego asystenta, znów zaj¹³
siê nauczaniem. Kontynuuj¹c dzia³alno�æ naukow¹, w marcu 1973 roku napisa³ roz-
prawê doktorsk¹ pt. �Zwi¹zki kompleksowe odwracalnie wi¹¿¹ce azot, ich struk-
tura i w³asno�ci� i otrzyma³ stopieñ naukowy doktora nauk chemicznych.
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PROF. PIOTR SOBOTA � 65-LECIE URODZIN2

W roku 1978 Piotr habilitowa³ siê, a tytu³ rozprawy habilitacyjnej brzmia³:
�Aktywacja ma³ych cz¹steczek gazów przez zwi¹zki metali przej�ciowych�. W sierp-
niu 1978 roku wyjecha³ do Brighton (Anglia), gdzie na Uniwersytecie w Sussex
odby³ roczny sta¿ naukowy pod kierunkiem �wiatowej s³awy uczonego prof. Jose-
pha Chatta. W roku 1989 otrzyma³ tytu³ naukowy profesora nauk chemicznych, a od
1993 roku jest profesorem zwyczajnym na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wro-
c³awskiego oraz kierownikiem: Zak³adu Dydaktycznego Chemii dla Przyrodników
i Zespo³u Naukowego Aktywacji Ma³ych Cz¹steczek i Kinetyki.

W pocz¹tkowym okresie pracy na Uniwersytecie Wroc³awskim przedmiotem
zainteresowañ naukowych prof. P. Soboty by³y reakcje aktywacji cz¹steczki azotu
przez zwi¹zki kompleksowe ¿elaza i tytanu. Inne badania doprowadzi³y do wyja-
�nienia mechanizmu reakcji redukcji zwi¹zków pierwiastków przej�ciowych meta-
licznym magnezem w tetrahydrofuranie oraz do ustalenia korelacji miêdzy struk-
tur¹ elektronow¹ pierwiastka przej�ciowego a jego reaktywno�ci¹ w procesie wi¹-
zania i aktywacji takich cz¹steczek, jak diazot, diwodor, ditlenek wêgla, tlenek
wêgla itp.

Najwa¿niejsze osi¹gniêcia prowadzonych w tym okresie badañ to:
� odkrycie pierwszej homogenicznej reakcji katalitycznej syntezy wodorku

magnezu mog¹cego s³u¿yæ jako �magazyn� gazowego wodoru,
� odkrycie nowej reakcji redukcji azotu molekularnego do amoniaku i hydra-

zyny,
� odkrycie reakcji redukcji tlenku wêgla do metanu i acetylenu,
� zbadanie mechanizmu i opracowanie nowej metody syntezy mrówczanów

bezpo�rednio z CO2 i H2,
� wyja�nienie stereospecyficznego mechanizmu reakcji tworzenia siê wi¹za-

nia wêgiel�wêgiel pomiêdzy cz¹steczkami ketonów w obecno�ci zwi¹zków
Ti3+.

Przegl¹daj¹c dorobek naukowy z tego okresu, nie sposób pomin¹æ badañ nad
reaktywno�ci¹ tlenku wêgla, które doprowadzi³y do opracowania nowej jednostop-
niowej reakcji syntezy karbonylków: chromu, molibdenu i wolframu w warunkach
normalnych. Metody otrzymywania karbonylków zosta³y opatentowane. Kolejne
poszukiwania nowych reakcji, pozwalaj¹cych syntezowaæ zwi¹zki chemiczne
zawieraj¹ce wi¹zanie azot�wêgiel bezpo�rednio z diazotu, umo¿liwi³y po raz pierwszy
zsyntezowaæ dimetyloacetamid z N2 i CO oraz izocyjanian. Do niezwykle cennych
osi¹gniêæ nale¿y równie¿ zaliczyæ badania uk³adów modelowych nitrogenazy wi¹¿¹-
cych cz¹steczkê diazotu.

Kontynuuj¹c prowadzone wcze�niej prace, prof. Sobota rozpocz¹³ badania
w nowej dziedzinie: nad wp³ywem tetrahydrofuranu oraz dichlorku magnezu na
proces aktywacji ma³ych cz¹steczek. Stwierdzi³, ¿e tetrahydofuran podczas reakcji
redukcji zwi¹zków pierwiastków przej�ciowych magnezem, spe³nia nie tylko rolê
rozpuszczalnika, ale tak¿e wa¿nego reagenta.

Na szczególn¹ uwagê zas³uguje odkrycie przez niego du¿ej reaktywno�ci
dichlorku magnezu. Piotr otrzyma³ kilkadziesi¹t nowych heterobimetalicznych zwi¹z-
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ków, zbada³ ich w³a�ciwo�ci magnetyczne i spektroskopowe; dla wiêkszo�ci z nich
okre�laj¹c struktury metod¹ rentgenograficzn¹. Dziêki temu mo¿liwe by³o wyja�-
nienie oddzia³ywañ pomiêdzy kwasowymi centrami metali, rozpuszczalnikiem i akty-
wowan¹ cz¹steczk¹. Niektóre z otrzymanych zwi¹zków np. tytanowo-magnezowe
s¹ najlepszymi stosowanymi obecnie katalizatorami polimeryzacji olefin. Warto
dodaæ, ¿e otrzymany po raz pierwszy w czystej postaci zwi¹zek o budowie
[Mg2(m-Cl)3(THF)6][TiCl5(THF)] razem z kokatalizatorem u¿ywany jest obecnie
przez firmê The Dow Company w USA do produkcji polietylenu.

Systematyczne badania katalizatorów polimeryzacji olefin doprowadzi³y do
otrzymania szeregu nowych zwi¹zków tytanu, cyrkonu, magnezu i glinu z estrami
alifatycznymi i aromatycznymi. W wyniku tego zosta³y wyznaczone parametry okre�-
laj¹ce po³o¿enie atomu tytanu, magnezu i glinu w stosunku do p³askiej grupy estro-
wej oraz znalezione zosta³y zale¿no�ci pomiêdzy aktywno�ci¹ katalityczn¹ i stereo-
specyficzno�ci¹ procesu polimeryzacji propylenu.

Ostatnie lata badañ Piotra zwi¹zane s¹ z alkoksy zwi¹zkami metali w syntezie
nowych materia³ów. Ze wzglêdu na ró¿norodno�æ ich w³a�ciwo�ci determinuj¹cych
wszechstronne zastosowanie, np. wykorzystanie jako katalizatorów i inicjatorów
wa¿nych procesów przemys³owych, m.in. polimeryzacji olefin i naturalnych estrów
cyklicznych, ale równie¿ do wytwarzania czystych polimetalicznych tlenków metali,
a wiêc do produkcji nowych materia³ów i w³ókien ceramicznych. Wybór tematyki
okaza³ siê zatem trafny.

Kolejnym, niezwykle wa¿nym tematem, którym ostatnio zajmuje siê Piotr, to
badania nad syntez¹ biodegradowalnych, przyjaznych �rodowisku biopolimerów.
Szczególnie interesuj¹cym, nowo otrzymanym biopolimerem okaza³ siê poli-L-lak-
tyd (PLA) i jego kopolimery z laktonami i glikolami. Opracowane w zespole kie-
rownym przez Piotra metody syntezy biodegradowalnych polimerów w procesie
polimeryzacji cyklicznych estrów z otwarciem pier�cienia (ROP) s¹ bardzo u¿y-
teczne, a zastosowanie dodatkowo ligandów chiralnych umo¿liwi³o syntezê z mie-
szanin racemicznych polimerów izotaktycznych.

Prof. Piotr Sobota jest uznanym i cenionym specjalist¹ w dziedzinie chemii
koordynacyjnej i metaloorganicznej, wspó³pracuje z wieloma zagranicznymi o�rod-
kami naukowymi m.in.: Nitrogen Fixation Laboratory, John Innes Centre, Norwich
(Anglia), Centro de Quimica Estrutural, Complexo Instituto Superior Técnico,
Lizbona (Portugalia), University of Iowa, The Ohio State University (USA), Uni-
versity of Ottawa, Toronto (Kanada), University of Heidelberg, Dortmund, Erlan-
gen-Nürnberg (Niemcy), Kiev University (Ukraina).

Jest autorem lub wspó³autorem 162 oryginalnych prac naukowych, publikowa-
nych g³ównie w takich w czasopismach jak: Inorganic Chemistry, Organometallics,
Chemistry � A European Journal, Coordination Chemistry Reviews, Journal of Che-
mical Society Dalton Transaction, Chemical Communication, Journal of Organo-
metallic Chemistry oraz 252 komunikatów i referatów zwykle publikowanych
w �proceeding of international conferences�. Jest wspó³autorem rozdzia³ów
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w 6 ksi¹¿kach, 5-ciu patentów oraz wspó³wydawc¹ dwóch zeszytów w czasopi�mie
New Journal of Chemistry. W latach 1990�2006 kierowa³ ³¹cznie 14 grantami KBN,
w tym 2 zamawianymi, 7 promotorskimi oraz zosta³ wyró¿niony przyznaniem grantu
przez Fundacjê Nauki Polskiej MILAB (2005). Z ramienia Uniwersytetu Wroc³aw-
kiego w latach 2003�2005 by³ koordynatorem miêdzynarodowego grantu FP-6-2004
Mobility-13 �Structuring the European Research Area�.

Wyniki swoich prac przedstawi³ na licznych konferencjach naukowych w Pol-
sce, krajowych i miêdzynarodowych i wielu uniwersytetach w Europie i USA oraz
na zaproszenie Komitetów Organizacyjnych miêdzynarodowych najbardziej presti-
¿owych konferencji m.in.: American Chemical Society, The Royal Chemical Society,
International Conference of Coordination Chemistry, International Conference on
Organometallic Chemistry. Wyg³osi³ ³¹cznie 105 wyk³adów na temat chemii koor-
dynacyjnej, organometalicznej, bionieorganicznej.

 Dowodem uznania dla Jego osi¹gniêæ by³o powo³anie do Komitetu Redakcyj-
nego New Journal Chemistry (w 1997 r.) oraz na konsultanta naukowego The Dow
Chemical Company, USA (od 1998 r.) oraz firmy farmaceutycznej HASCO-Lek,
Polska (od 2005 r.).

Profesor Piotr Sobota jest cz³onkiem dwóch Komisji PAN, Polskiego Klubu
Katalizy oraz, od 1997 r., jest cz³onkiem Zespo³u Specjalistycznego T09A d/s oceny
wniosków o finansowanie projektów badawczych KBN, MEiN i ostatnio Minister-
stwa Nauki i Szkolnictwa Wy¿szego. Bra³ udzia³ przy ocenie i klasyfikacji jedno-
stek badawczych oraz w pracach Komisji Komitetu PAN � przygotowa³ raport
pt.: �Stan nauki polskiej w obszarze chemii�.

 Na szczególne uznanie zas³uguje dzia³alno�æ organizacyjna Piotra. Jest wspó³-
organizatorem Miêdzynarodowych Letnich Szkó³ Chemii Koordynacyjnej (Karpacz,
Polanica: 1993, 1996, 1999, 2004) oraz organizatorem Miêdzynarodowego Semi-
narium dla Doktorantów (Polanica: 1997, Karpacz 2000, Szklarska Porêba 2005).

Poziom tych spotkañ oraz panuj¹ca tam atmosfera pozostaj¹ w pamiêci uczest-
ników na d³ugie lata, czego dowodem jest chocia¿by wspomnienie o Piotrze wybit-
nego propagatora chemii, prof. Freda Basolo, zamieszczone w jego beletryzuj¹cej
autobiografii.

Jako cz³onek Senatu Uniwersytetu Wroc³awskiego, w latach 2003�2005,
prof. Piotr Sobota przewodniczy³ Senackiej Komisji Nauki i Wspó³pracy z Zagra-
nic¹ UWr.

Za osi¹gniêcia naukowe, dydaktyczne i organizacyjne by³ wielokrotnie wyró¿-
niany, m.in. nagrodami MSzWiT, MEN, The Royal Society of Chemistry Journal
Grants of International Authors oraz nagrodami Rektora Uniwersytetu Wroc³aw-
skiego, indywidualnymi i zespo³owymi. Od pocz¹tku kieruje zespo³em naukowym
Aktywacji Ma³ych Cz¹steczek i Kinetyki, który osi¹ga bardzo dobre wyniki, licz¹ce
siê w kraju i na �wiecie. Jest promotorem 11 prac doktorskich (2 dalsze w toku),
dwóch doktorów uzyska³o stopieñ doktora habilitowanego, pod Jego kierunkiem
wykonano 77 prac magisterskich.
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Szanowny Jubilacie, liczymy, ¿e ta lista dokonañ, liczb, tytu³ów i nagród
bêdzie siê jeszcze d³ugo rozrastaæ, ¿e przy nastêpnych okazjach znów bêdziemy
mogli napisaæ o Twoich kolejnych sukcesach, a dzi� � co oczywiste � ¿yczymy Ci
mnóstwa satysfakcji, si³ i niezawodnego zdrowia.

Kole¿anki, Koledzy, Przyjaciele
z Wydzia³u Chemii Uniwersytetu Wroc³awskiego

Sobota_folie.p65 2008-04-15, 13:215



informacje.p65 2008-04-14, 13:47123



2007, 61, 1-2
PL ISSN 0043-5104

LEKI  PRZECIW  GRYPIE.
SYNTEZA  TAMIFLU®  �  LEKU  GROMADZONEGO,

ABY  ZAPOBIEC  EPIDEMII  PTASIEJ  GRYPY

ANTI-VIRUS  DRUGS.
SYNTHESIS  OF  TAMIFLU®  �  A  DRUG  CHOSEN

TO  PREVENT  THE  AVIAN  FLU  EPIDEMIC

Micha³ Karchier, Karol Michalak, Jerzy Wicha

Instytut Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk,
ul. Kasprzaka 44/56, 01-224 Warszawa

Abstract
Wstêp
1. Kwasy sialowe i ich funkcje w infekcjach grypowych
2. Poszukiwania leków przeciw grypie
3. Karbocykliczne pochodne kwasu neuroaminowego
4. Synteza karbocyklicznych analogów Gilead-Roche pierwszej gene-

racji. Rozwój badañ nad Tamiflu®

5. Syntezy Tamiflu® z kwasów (�)-chinowego i (�)-szikimowego
6. Surowce do produkcji Tamiflu®. Otrzymywanie kwasów (�)-chino-

wego i (�)-szikimowego z u¿yciem genetycznie modyfikowanego
szczepu Escherichia coli

7. Syntezy totalne
Uwagi koñcowe
Pi�miennictwo cytowane
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Mgr in¿. Micha³ Karchier (ur. 1982) ukoñczy³ Wydzia³
Chemiczny Politechniki Warszawskiej w 2005 r. Obec-
nie wykonuje pracê doktorsk¹ w Instytucie Chemii Orga-
nicznej PAN pod kierunkiem prof. Jerzego Wichy.

Dr Karol Michalak (ur. 1968 r.) ukoñczy³ Wydzia³ Che-
mii Uniwersytetu Warszawskiego w 1992 r. Stopieñ dok-
torski uzyska³ w 1998 roku w Instytucie Chemii Orga-
nicznej PAN w Warszawie. Po sta¿u podoktorskim na
Uniwersytecie w Calgary (Kanada) kontynuuje pracê
w IChO PAN.

Prof. dr Jerzy Wicha studia odby³ w uniwersytetach
w Odessie i w Moskwie. Stopieñ magisterski uzyska³
w 1958 r., doktorski w 1964 r. (Uniwersytet Warszawski)
a habilitacjê uzyska³ w 1970 r. (Uniwersytet Warszaw-
ski). Od 1970 r. pracuje w Instytucie Chemii Organicznej
PAN na stanowisku docenta a nastêpnie profesora (od
1979 r.). Specjalno�æ: chemia produktów naturalnych,
synteza totalna, metody syntezy.
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ABSTRACT

Influenza (flu) and related viral infections present a constant threat to public health. World-wide efforts
have been recently initiated (coordinated by WHO) to prevent global epidemic in view of spreading deadly bird
flu virus (H5N1) among people [1, 6]. Attention has been focused on Tamiflu® (1, Figure 1), synthetic, orally
active drug manufactured by Hoffmann � La Roche [12].

On the surface of the flu virus (Figure 3) there are located two proteins important for infecting animal
cell: hemagglutinin and neuraminidase (sialidase). Hemagglutinin is responsible for the recognition of specific
sialic acids in the cell membrane glycoconjugates; neuraminidase is involved in subsequent hydrolysis of sialic
acid residue and is crucial for the virus propagation. Sialic acids are sugar-related keto-acids, as neuraminic
acid 2 (Figure 2). Their structure is specific for a given species. Functions of hemagglutinin or neuraminidase
have been targeted in systematic search for anti-flu drugs.

 The first efficient neuraminidase competitive inhibitor Relanza® (Zanamivir) has been obtained (Sche-
me 2) as a mimic of hypothetic oxonium ion involved in sialic acid hydrolysis [11, 15]. Many structures related
to Zanamivir have been investigated [19]. The most successful line of research has been aimed at synthesis of
carbocyclic neuraminic acid derivatives from (�)-quinic or (�)-shikimic acids.

The Gilead-Roche �first generation� analogue with the double bond oriented toward the hydroxy-group
33 proved more active than its counterpart 34 (Figure 9, Scheme 9) [26, 27]. Further modification of the
structure 33 was based on X-ray analysis of protein � inhibitor complexes and led to Tamiflu® (Scheme 10).

Prime synthesis of Tamiflu® from (�)-shikimic acid involved several steps (Schemes 5, 6, 10). Since this
starting material is rather expensive more economic approaches have been studied. The technological approach
to the key epoxide 75 from (�)-quinic acid (Scheme 12) involves bicyclic lactone 70 controlled dehydration to
form 73 and regiospecific acetal reduction using borane-dimethylsulfide complex in the presence of a silylating
agent [31]. Use of the developed methods and shikimic acid as the starting material allowed for an efficient
access to the target epoxide 75 (Scheme 13).

The epoxide 75 has been transformed into the final product in several steps (Scheme 14).
Most advanced synthetic routes transforming 75 into Tamiflu® rely upon the use of tert-butylamine and

then diallylamine [11, 33] (Scheme 15).
Current studies on transformation of glucose into shikimic acid by genetically modified strain of Esche-

richia coli (Scheme 16) are likely to secure supplies of this convenient starting material for Tamiflu® production
[37].

E.J. Corey et al. [40] have developed enantioselective total synthesis of Tamiflu®. [2+4] cycloaddition
reaction of butadiene and trifluoroethylacrylate in the presence of a chiral oxazoborolidine catalyst provided
cyclohex-3-enecarboxylic acid derivative (87, Scheme 19). Transformation of 87 into 99 embraced several
steps, including the novel haloamidation [41] (86 into 97). The synthesis route involved 12 steps and afforded
Tamiflu® in 25% overall yield.

Catalytic enantioselective reaction of the easily accessible meso-aziridine 101 (Scheme 21) with trime-
thylsilylazide provided the cornerstone to total synthesis of Tamiflu® by M. Shibasaki et al. [48]. The synthetic
route from azide 102 to the target involved several steps (Schemes 23 and 24). Among them the efficient allylic
oxidation of 109 and the nickel-catalyzed conjugate addition of trimethylsilylcyanide to a,b-unsaturated
ketone 110 that contribute to general synthetic methodology.

In the synthesis developed by Cong i Yao [51], the starting material � serine-derived aldehyde 117 (Gar-
ner�s aldehyde, Scheme 25) has been selected from the �chiral pool�. The synthesis involves a sequence of
diastereoselective reactions (Schemes 25, 26 and 27) and the ring-closure metathesis reaction (130 into 131)
using the II generation Grubbs catalyst.

Approaches to Tamiflu® illustrate the impressive achievements of organic synthesis. However, at present
the high cost of this drug may hamper its broader application.

Keywords: synthetic methods, enantioselective synthesis, quinic acid, shikimic acid, antiviral agents, structu-
re�activity relationship

S³owa kluczowe: metody syntezy, synteza enancjoselektywna, kwas chinowy, kwas szikimowy, czynniki prze-
ciwwirusowe, zale¿no�æ struktura�aktywno�æ
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WSTÊP

Mniej lub bardziej z³o�liwe odmiany grypy pojawiaj¹ siê ka¿dej jesieni. Oprócz
zwyk³ych uci¹¿liwo�ci tej wirusowej choroby, w spo³ecznej pamiêci utrwali³y siê
gro�ne epidemie: w latach 1918�1920 �hiszpanka�, 500 milionów zachorowañ, co
najmniej 40 milionów ze skutkiem �miertelnym (wirus H1N1), 1957�1958 �grypa
azjatycka� 1 do 1,5 miliona przypadków �miertelnych (wirus H2N2), 1968�1969
grypa z Hong Kongu, 750 tys. do 1 miliona zgonów (wirus H3N2). Hiszpanka
w stosunkowo krótkim okresie poch³onê³a wiêcej ofiar ni¿ wszystkie fronty pierw-
szej wojny �wiatowej. Od 1968 r. nie odnotowano powa¿nej epidemii. Tym nie-
mniej, wed³ug �wiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), grypa jest corocznie przy-
czyn¹ dwustu piêædziesiêciu tysiêcy do pó³ miliona zgonów i ogromnych strat mate-
rialnych. Tylko w Stanach Zjednoczonych straty z tytu³u wydatków na s³u¿bê zdro-
wia i zmniejszonej produktywno�ci, szacuje siê na 12 miliardów dolarów [1�4].

Grypê wywo³uje wirus Orthomyxoviridae wystêpuj¹cy w trzech odmianach:
A, B i C, przy czym ta ostatnia jest uwa¿ana za niegro�n¹. Infekcje wirusowe obej-
muj¹ wiele gatunków krêgowców, m.in. ptaki, �winie, konie, psy, itp. Przypuszcza
siê [5], ¿e naturalnym rezerwuarem wirusa grypy jest dzikie ptactwo wodne. St¹d
w drodze zara¿eñ miêdzygatunkowych, obejmuj¹cych zwierzêta domowe (g³ównie
kaczki i �winie), wytwarzaj¹ siê nowe mutanty zdolne do infekowania cz³owieka.

Dzia³ania zapobiegaj¹ce epidemiom grypy koordynuje WHO. Raz w roku (w³a�-
ciwie dwa razy � raz dla pó³kuli pó³nocnej i raz dla po³udniowej) przygotowywane
s¹ szczepionki zawieraj¹ce os³abione lub wrêcz martwe szczepy wirusa, które
wed³ug przewidywañ zaatakuj¹ w danym roku. Ze wzglêdu na wysok¹ zdolno�æ
wirusów do mutacji przewidywania niekiedy zawodz¹, a na przygotowanie milio-
nów dawek nowej formu³y potrzeba obecnie oko³o pó³ roku.

O narastaj¹cym w ostatnich latach zagro¿eniu epidemi¹ �ptasiej� grypy (wirus
H5N1) alarmuj¹ media. Ci¹gle wzrasta liczba zara¿eñ mutantami wirusa H5N1,
a wed³ug doniesieñ BBC (pocz¹tek sierpnia 2006 r.), od 2003 r. ponad 130 osób
zmar³o z powodu zara¿enia ptasi¹ gryp¹, g³ównie w Azji po³udniowo-wschodniej,
ale równie¿ w Afryce i Europie. Potêguj¹ siê straty w hodowlach drobiu spowodo-
wane selekcjami koniecznymi dla ograniczenia rozprzestrzeniania siê choroby.

Zapobieganie epidemii sta³o siê problemem spo³ecznym i politycznym. Czaso-
pismo Science [6] donosi o spotkaniu w Genewie zorganizowanym przez WHO
z udzia³em dyplomatów i ekspertów od ochrony zdrowia z 110 krajów, przedstawi-
cieli organizacji humanitarnych, Banku �wiatowego i innych organizacji finanso-
wych. Tematem obrad by³a strategia ochrony przed globaln¹ epidemi¹ oraz ograni-
czenie strat w hodowlach drobiu. Podjêto decyzjê o gromadzeniu zapasów wybra-
nego leku zapobiegaj¹cego i przeciwdzia³aj¹cego grypie � Tamiflu® (fosforan Osel-
tamiviru, 1, Rys. 1) oraz o zwiêkszeniu produkcji szczepionek.
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Rysunek 1. Tamiflu® (fosforan Oseltamiviru)

Tamiflu®, wytwarzany przez firmê Hoffmann La Roche, jest przeznaczony do
stosowania doustnego, hamuje gwa³towny rozwój obydwu form wirusa (A i B), co
umo¿liwia skuteczne uruchomienie systemu immunologicznego zainfekowanego
organizmu (stosowanie powinno byæ podjête w ci¹gu dwu dni od wyst¹pienia obja-
wów). Substancj¹ czynn¹ jest optycznie aktywny, wielofunkcyjny zwi¹zek synte-
tyczny o w³a�ciwo�ciach zasadowych � Oseltamivir.

Ni¿ej przedstawiamy zarys historii odkrycia Tamiflu® na tle innych leków prze-
ciwwirusowych oraz metody syntezy tego zwi¹zku.

1.  KWASY  SIALOWE  I  ICH  FUNKCJE  W  INFEKCJACH
GRYPOWYCH [5]

KWASY  SIALOWE

Rodzina cukrowych a-keto kwasów, pochodnych kwasu neuroaminowego
(2, Rys. 2) o dziewiêciu atomach wêgla w podstawowym szkielecie, nosi ogóln¹
nazwê kwasów sialowych [7]. Zidentyfikowano oko³o 50 zwi¹zków tej grupy wys-
têpuj¹cych w organizmach krêgowców, wy¿szych bezkrêgowców oraz pewnych ty-
pach bakterii. Podstawowe struktury kwasów sialowych przedstawiono na Rysunku 2.
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Rysunek 2. Podstawowe struktury kwasów sialowych

Kwasy sialowe s¹ wbudowane w ³añcuch oligosacharydowy glikoprotein i gli-
kolipidów (glikokoniugatów), przewa¿nie w pozycji terminalnej. Te strukturalne
jednostki s¹ specyficzne dla gatunku, w którym wystêpuj¹.
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BIA£KA  ODDZIA£YWUJ¥CE  Z  KWASAMI  SIALOWYMI

Na powierzchni wirusa ulokowane s¹ dwa typy bia³ka specyficznie oddzia³y-
wuj¹ce z kwasami sialowymi: hemaglutinina (lektyna) oraz neuroaminidaza (gliko-
hydrolaza) (Rys. 3). Hemaglutinina to homotrimeryczne bia³ko rozpoznaj¹ce kwasy
sialowe. Wi¹zanie tego bia³ka z glikokoniugatami inicjuje endocytozê � wch³ania-
nie wirusa przez komórkê gospodarza. Neuroaminidaza (zwana równie¿ sialidaz¹)
jest homotetramerycznym bia³kiem [8, 9], powoduj¹cym hydrolityczne odciêcie
kwasu sialowego od glikoproteiny. Biologiczne konsekwencje tej czynno�ci nie s¹
dok³adnie poznane. Przypuszcza siê, ¿e ma ona zwi¹zek z uwalnianiem wirusów
potomnych z zainfekowanej komórki. Mo¿e tak¿e wspomagaæ transport wirusa
w �luzie dróg oddechowych.

W cyklu mutacji wirusa grypy nastêpuj¹ modyfikacje obydwu tych bia³ek i ich
dostosowanie do rozpoznania i oddzia³ywania z kwasami sialowymi nowych gatun-
ków gospodarza (typy hemaglutininy H i neuroaminidazy N s¹ u¿ywane w nazwach
mutantów wirusa, np. H5N1). Dostosowanie mo¿e odbywaæ siê równie¿ na drodze
rekombinacji materia³u genetycznego nastêpuj¹cej podczas zainfekowania tej samej
komórki ró¿nymi typami wirusa.

Rysunek 3. Zarys struktury wirusa grypy

G³ówny nurt systematycznych poszukiwañ leków przeciwwirusowych zosta³
ukierunkowany na hamowanie dzia³ania hemaglutininy lub neuroaminidazy.

2.  POSZUKIWANIA  LEKÓW  PRZECIW  GRYPIE

W latach 60. odkryto, ¿e kwas N-fenylo oksaminowy (5, Schemat 1) i jego estry
s¹ inhibitorami kompetycyjnymi neuroaminidazy wirusa grypy [10] (sta³a inhibicji
Ki rzêdu 10�4 M). Jednak¿e skrining losowo wybranych zwi¹zków nie naprowadzi³
na w³a�ciwy trop.
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We wczesnych badaniach systematycznych [11, 12] podjêto próby znalezienia
inhibitora neuroaminidazy, który mia³by cechy strukturalne stanu przej�ciowego
w reakcji z udzia³em tego enzymu. Za³o¿ono, ¿e hydroliza terminalnej jednostki
sialilowej przebiega poprzez jon oksoniowy ze sp³aszczonym (sp2) atomem wêgla
C2 (Schemat 1). Jednym z pierwszych opisanych inhibitorów neuroaminidazy by³
kwas 2-deoksy-2,3-didehydro-D-N-acetyloneuroaminowy (Neu5Ac2en, 6, Schemat 1).

Schemat 1

Rentgenograficzne ustalenie struktur [13, 14] kompleksów neuroaminidazy
wirusów grypy z Neu5Ac (3) oraz z Neu5Ac2en (6) mia³o kluczowe znaczenie dla
dalszych badañ (1992�1993; strukturê samej neuroaminidazy poznano wcze�niej
[8, 9]). Stwierdzono, ¿e zaabsorbowanie jednostek kwasów sialowych nie zmienia
geometrii centrum aktywnego. Analiza kompleksu z pomoc¹ metod obliczeniowych
pozwoli³a utworzyæ mapy oddzia³ywañ i przewidywaæ modyfikacje kwasu neuro-
aminowego o silnym powinowactwie do enzymu, a tym samym projektowaæ �racjo-
nalne� inhibitory [11, 15].

Rysunek 4. Pochodna aminowa i guanidynowa kwasu 2-deoksy-2,3-didehydro-D-N-acetyloneuroaminowego
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Na tej zasadzie syntetyzowano [16�18] pochodn¹ aminow¹ (7, Rys. 4), która
charakteryzowa³a siê dwukrotnie wy¿szym wspó³czynnikiem inhibicji od Neu5Ac2en
(6) oraz wysoce aktywn¹ pochodn¹ guanidynow¹ � Zanamivir (8) (Ki 10�11 M).
Zanamivir w równym stopniu hamuje wirusy A i B. Zosta³ on wprowadzony do
lecznictwa pod nazw¹ Relenza® przez firmê GlaxoSmithKline i jest podawany bez-
po�rednio do p³uc w inhalacjach (spray, 2 razy dziennie).
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Schemat 2

Syntezê Zanamiviru przedstawiono na Schemacie 2. Reakcja pochodnej kwasu
neuroaminowego 9 [16, 17] z eteratem trifluorku boru w chlorku metylenu, zawie-
raj¹cym niewielk¹ ilo�æ metanolu, prowadzi³a do eliminacji kwasu octowego kosz-
tem grupy acyloksylowej w pozycji allilowej oraz protonu ugrupowania acetamido-
wego. Uzyskano wysoko reaktywn¹ pochodn¹ oksazolu 10, któr¹ traktowano azyd-
kiem litu w DMF wobec kwa�nej ¿ywicy Dowex50W. Nast¹pi³o przy³¹czenie grupy
azydkowej w pozycjê 4 i przywrócenie ugrupowania acetamidowego. Redukcja azyd-
ku 11 wodorem wobec palladu na wêglu aktywnym da³a aminê 12. Na tym etapie
usuniêto zabezpieczaj¹ce grupy octanowe, dzia³aj¹c najpierw ¿ywic¹ alkaliczn¹
Amberlite IRA400, a nastêpnie � Dowex50W. Ugrupowanie guanidynowe uzyskano
dzia³aj¹c na aminê 13 kwasem aminoiminosulfonowym w wodnym roztworze wêg-
lanu potasu.
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Rysunek 5. Wybrane analogi Neu5Ac badane jako inhibitory neuroamidazy

Oprócz Zanamiviru, syntetyzowano i zbadano znaczn¹ liczbê strukturalnych
modyfikacji kwasu Neu5Ac (3). Prace te zreferowano w licznych artyku³ach mono-
graficznych [19]. Dla potrzeb obecnego omówienia zwrócimy uwagê zaledwie na
kilka wybranych przez nas struktur (Rys. 5).

Sialozydy typu 14 w okre�lonej konformacji wi¹¿¹ siê z neuroaminidaz¹. Nie
wykaza³y jednak znacz¹cego wzrostu hamowania enzymu, w porównaniu ze zwi¹z-
kiem macierzystym [20]. Prosta modyfikacja [21] Neu5Ac2en (6), polegaj¹ca na
zast¹pieniu reszty acylowej trifluoroacylow¹ (zwi¹zek 15, Rys. 5), spowodowa³a
zwiêkszenie inhibicji in vitro, ale nie in vivo. Interesuj¹ce w³a�ciwo�ci wykaza³y
pochodne zsyntetyzowane w firmie Glaxo Welcome [22], w których glicerynowy
³añcuch boczny zast¹piono grup¹ dialkiloamidow¹. Na przyk³ad zwi¹zek 16 (Rys. 5)
wykazuje aktywno�æ porównywaln¹ do Zanamiviru, aczkolwiek z nieco gorszymi
efektami in vivo.

Oddzieln¹ grupê inhibitorów neuroaminidazy stanowi¹ pochodne kwasu ben-
zoesowego. Strukturê jednego z najbardziej aktywnych in vitro zwi¹zków tej grupy
[23] 17 (o czynno�ci zbli¿onej do Neu5Ac2en, 6) przedstawia Rysunek 6. Rentge-
nostrukturalne badania kompleksu 17 z neuroaminidaz¹ wykaza³y nieoczekiwanie,
¿e to grupa guanidynowa wi¹¿e siê z centrum zajmowanym w przypadku Neu5Ac2en
(6) przez ³añcuch glicerynowy. Badania ponad stu pochodnych kwasu benzoeso-
wego nie doprowadzi³y do pochodnej aktywnej in vivo (testy na myszach), jak siê
przypuszcza ze wzglêdu na szybki metabolizm.
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Rysunek 6. Pochodna kwasu benzoesowego aktywna jako inhibitor neuroaminidazy
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W zakoñczeniu tego przegl¹du struktur nale¿y wspomnieæ o pochodnych ada-
mantanu, Amantidine i Rimantidine (Rys. 7). Leki te dzia³aj¹ na innej zasadzie. Ich
funkcja polega na hamowaniu pompy protonowej, co zapobiega wzrostowi wewnêtrz-
nego pH i dezintegracji zaatakowanej przez wirusa komórki.
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Rysunek 7. Leki przeciw grypie nie bêd¹ce pochodnymi kwasów sialowych

Warte odnotowania s¹: Ribavirina i Palivizumab, dwa leki przeciw syncytial-
nemu wirusowi oddechowemu (ang. respiratory syncytial virus, RSV) � g³ównej
infekcji dolnych dróg oddechowych u dzieci, stosowane w USA [1]. Ribavirina jest
analogiem purynowego nukleozydu. Palivizumab mo¿e byæ traktowany jako pogra-
nicze szczepionki i leku, gdy¿ jest to genetycznie modyfikowane przeciwcia³o spe-
cyficzne dla pewnych bia³ek RSV (dzia³a krótkoterminowo, podobnie jak przeciw-
cia³a przekazywane niemowlêtom w mleku matki).

3.  KARBOCYKLICZNE  POCHODNE  KWASU  NEUROAMINOWEGO.

Pierwsz¹ karbocykliczn¹ pochodn¹ kwasu N-acetyloneuroaminowego opisali
chemicy japoñscy [24] (18, Rys. 8). Zwi¹zek ten zosta³ otrzymany (jako racemat)
w ponad dwudziestoetapowej syntezie. Wstêpne badania wykaza³y jedynie s³abe
dzia³anie hamuj¹ce 18 wobec wybranych neuroaminidaz.
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Rysunek 8. Kwas N-acetyloneuraminowy i jego pierwszy analog karbocykliczny

Badacze z firmy Glaxo [25] skoncentrowali siê na syntezie uproszczonych
pochodnych karbocyklicznych kwasu N-acetyloneuroaminowego 19 i 20 (Schemat 3).
Struktury zosta³y wybrane tak, aby odpowiada³y wymaganiom ustalonym w trakcie
prac nad Zanamivirem i jednocze�nie nie nastrêcza³y trudno�ci w syntezie. Miano-
wicie, w pozycji 2 znajduje siê wi¹zanie podwójne, a w pozycji 4 grupa aminowa
lub guanidynowa. Glicerynowy ³añcuch boczny zosta³ zast¹piony grup¹ hydroksy-
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metylenow¹, zgodnie z ustaleniami, ¿e modyfikacje tego typu nie maj¹ decyduj¹-
cego wp³ywu na zakres czynno�ci. Takie przybli¿enia doprowadzi³y do wybrania
jako substancji wyj�ciowych dienofila 22 i dienu 23.

Nale¿y podkre�liæ, ¿e podjêto syntezê zwi¹zków racemicznych. Biologiczne
w³a�ciwo�ci enancjomerów naturalnych kwasów sialowych nie zosta³y dot¹d opisane.
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Schemat 3

Reakcja Dielsa-Aldera (Schemat 4) bardzo aktywnego dienofila 22 i dienu 23
przebiega³a w temperaturze pokojowej. Zgodnie z oczekiwaniem, utworzy³ siê tyl-
ko jeden regioizomer (wzglêdne usytuowanie dienu i dienofila zaznaczono na sche-
macie) i g³ównie jeden diastereomer 24 (z egzo orientacj¹ grupy nitrowej).
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Grupê metylenohydroksylow¹ w addukcie 24 utleniono w dwóch etapach do grupy
karboksylowej. Produkt utlenienia 21 traktowano trichlorkiem boru, a nastêpnie me-
tanolem. W tych warunkach usuniêto zabezpieczaj¹c¹ grupê benzylow¹ oraz uzys-
kano estryfikacjê grupy karboksylowej. W zwi¹zku 25 grupê nitrow¹ zredukowano
do aminowej (cynk w kwasie octowym, reakcjê wspomagano ultrad�wiêkami) i ami-
no-alkohol zacetylowano. Kluczowy zwi¹zek po�redni 26 otrzymano z zadawala-
j¹c¹ wydajno�ci¹, jednak¿e wbrew analogii z syntez¹ Itzsteina (Schemat 2), zawio-
d³y wszystkie próby zamkniêcia pier�cienia oksazolinowego.

Wobec tych trudno�ci okaza³o siê koniecznym zmodyfikowanie planu syntezy.
Jak zaznaczono w dolnej czê�ci schematu, u¿yto teraz trimetylosililoksy dienu 28
(dien Danishefsky�ego) otrzymuj¹c po hydrolizie keton 29. Po wielu komplikacjach
uzyskano dogodny zwi¹zek po�redni o kompletnym szkielecie wêglowym 30. Otwar-
cie pier�cienia oksiranowego w 30 przebieg³o z udzia³em winylogowo s¹siaduj¹cej
grupy acetamidowej i doprowadzi³o do zamkniêcia pier�cienia oksazolu, a po kilku
prostych transformacjach otrzymano zwi¹zek 27. Grupy aminow¹ lub guanidynow¹
wprowadzono do zwi¹zku 27 stosuj¹c znane wcze�niej metody.

Pochodne 19 i 20 wykaza³y istotn¹ aktywno�æ w próbach na hamowanie neuro-
aminidazy wirusów grypy. W konkluzji pracy uznano analogi karbocyliczne za bar-
dzo obiecuj¹ce.

Inn¹ strategiê syntezy karbocyklicznych analogów kwasu neuroaminowego przy-
jêto w firmie Gilead Science (USA) i pó�niej w Hoffamann � La Roche (Bazylea)
[26, 27]. Za podstawowe surowce wybrano tu dostêpny w handlu kwas (�)-chinowy
oraz � równie¿ dostêpny, ale bardzo drogi kwas (�)-szikimowy (Rys. 9).
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Rysunek 9. Zestawienie struktur karbocyklicznych analogów Gilead-Roche�a,
modelowego jonu oksoniowego i surowców
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Zestawienie struktur postulowanego jonu oksoniowego generowanego z kwasu
N-acetyloneuroaminowego z kwasem chinowym wskazuje na podobny sposób roz-
mieszczenia grup funkcyjnych.

Uwzglêdniaj¹c znane zale¿no�ci struktura�aktywno�æ, do pierwszych syntez
wytypowano dwa analogi, 33 i 34. W odniesieniu do kwasu chinowego w obydwu
tych zwi¹zkach planowano zast¹pienie podstawników tlenowych w pozycjach 3 i 4
odpowiednimi podstawnikami azotowymi. W pozycji 5 pozostawiono grupê hydrok-
sylow¹. Ró¿nica polega na po³o¿eniu wi¹zania etylenowego, �w kierunku� grupy
hydroksylowej 33 lub aminowej 34. Pod wzglêdem struktury elektronowej analog
33 wydawa³ siê bli¿szy pierwowzorowi; z drugiej strony w 34 podwójne wi¹zanie
jest ulokowane jak w zwi¹zku Zanamivir.

4.  SYNTEZA  KARBOCYKLICZNYCH  ANALOGÓW  GILEAD-ROCHE
PIERWSZEJ  GENERACJI.  ROZWÓJ  BADAÑ  NAD  TAMIFLU®

SYNTEZA  ANALOGU  Z  WI¥ZANIEM PODWÓJNYM
�W  KIERUNKU  GRUPY  HYDROKSYLOWEJ�

Syntezê analogu 33 rozpoczêto wychodz¹c z estru metylowego kwasu szikimo-
wego 35 (Schemat 5). G³ównym zamys³em by³o uzyskanie pier�cienia azyrydyno-
wego w miejsce grup hydroksylowych w pozycjach 4 i 5, a nastêpnie otwarcie azy-
rydyny anionem azydkowym.

Na ester szikimowy dzia³ano diazakarboksylanem etylu (DAED) i trifenylofos-
fin¹ w warunkach �inwersji Mitsunobu�. Otrzymano epoksyd 36 jako jedyny pro-
dukt [28]. Wynik reakcji odzwierciedla ³atwo�æ tworzenia epoksydu z trans-diolu,
aczkolwiek najbardziej reaktywn¹ wydaje siê allilowa grupa hydroksylowa. Po
zabezpieczeniu wolnej grupy hydroksylowej w postaci eteru metoksymetylowego
(MOM) pier�cieñ epoksydowy 37 otworzono azydkiem sodu. W produkcie 38 grupê
hydroksylow¹ zestryfikowano chlorkiem kwasu metanosulfonowego, a nastêpnie
grupê azydkow¹ zredukowano za pomoc¹ trifenylofosfiny. Kolejna reakcja wewn¹trz-
cz¹steczkowego podstawienia doprowadzi³a do pochodnej azyrydyny 41.
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Schemat 5

Pier�cieñ azyrydynowy w 41 (Schemat 6) otworzono w analogicznych warun-
kach jak przy epoksydzie 37 otrzymuj¹c amino-azydek 42. Grupê aminow¹ acetylo-
wano. Nastêpnie redukcja grupy azydkowej w zwi¹zku 43, tym razem wodorem na
katalizatorze Lindlara, i selektywna hydroliza estru metylowego prowadzi³y do zwi¹z-
ku 44. Usuniêcie grupy MOM zakoñczy³o syntezê. Warto odnotowaæ wysokie
wydajno�ci osi¹gniête w ka¿dym z przej�æ.
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SYNTEZA  ANALOGU  Z  WI¥ZANIEM  PODWÓJNYM
�W  KIERUNKU  GRUPY  AMINOWEJ�

Syntezê zwi¹zku 34 prowadzono wychodz¹c z kwasu chinowego, a w³a�ciwie
z pochodnej 49 przygotowanej wed³ug wskazówek literaturowych [29] (Schemat 7).
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Schemat 7

Po otrzymaniu acetonidu estru metylowego 45 drugorzêdowy alkohol utleniono
chlorochromianem pirydyniowym (PCC). b-Hydroksyketon 46 odwodniono w ³agod-
nych warunkach bez naruszenia ugrupowania acetonidowego. Redukcja ketonu 47
borowodorkiem sodu przebieg³a ca³kowicie stereoselektywnie daj¹c alkohol 48,
tj. z podej�ciem odczynnika od mniej zat³oczonej strony cz¹steczki. Transketaliza-
cja 48 w warunkach kwa�nych prowadzi³a do bardziej stabilnego termodynamicz-
nie izomeru 49.

Woln¹ grupê hydroksylow¹ w zwi¹zku 49 zabezpieczono w postaci estru kwasu
piwalowego 50 (Schemat 8), a nastêpnie w ³agodnych warunkach uwolniono ugru-
powanie cis-diolu. Diol 51 przekszta³cono w cykliczny siarczyn dzia³aniem chlorku
tionylu w pirydynie. Reakcja siarczynu 52 z azydkiem sodowym doprowadzi³a
z wysok¹ wydajno�ci¹ do hydroksy-azydku 53.

Nale¿y odnotowaæ, ¿e znane s¹ tylko nieliczne przypadki stosowania cyklicz-
nych siarczynów w reakcji substytucji nukleofilowej. Zwykle stosuje siê siarczany,
wytwarzane z dioli w reakcji z chlorkiem sulfurylu lub przez utlenienie siarczynów.
Wysok¹ reaktywno�æ zwi¹zku 52 mo¿na wyt³umaczyæ allilow¹ pozycj¹ grupy od-
chodz¹cej.

Nastêpnie grupê hydroksylow¹ w 53 mesylowano, a grupê azydkow¹ zreduko-
wano trifenylofosfin¹ do grupy aminowej, co pozwoli³o na otrzymanie azyrydyny
56.
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Schemat 8

W koñcowych etapach tej wielostopniowej syntezy (Schemat 9) azyrydynê 56
acetylowano, a amid 57 poddano dzia³aniu azydku sodowego.
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Hydroliza grupy estrowej i redukcja grupy azydkowej do aminowej pozwoli³y otrzy-
maæ drugi z planowanych regioizomerów, zwi¹zek 34.

Obydwa otrzymane analogi poddano porównawczym badaniom biologicznym.
Zwi¹zek 33 hamowa³ dzia³anie enzymu w 50% (IC50) przy stê¿eniu 6.3 µM, nato-
miast zwi¹zek 34 nie wykazywa³ aktywno�ci w stê¿eniach ni¿szych od 200 µM.
W ten sposób zwi¹zek 33 zosta³ zakwalifikowany do dalszych modyfikacji.

MODYFIKOWANIE  STRUKTURY  33.  SYNTEZA  ANALOGÓW
Z  PODSTAWNIKAMI  ALKOKSYLOWYMI

Analiza wyników badañ rentgenostrukturalnych nad kompleksami kwasów
neuroaminowych z neuroaminidazami mia³y kluczowe znaczenie dla projektowa-
nia modyfikacji zwi¹zku 33. Nie wykaza³y one oddzia³ywañ grupy hydroksylowej
w pozycji 7 (�pierwsza� grupa hydroksylowa w ³añcuchu glicerynowym) z ¿adnym
z aminokwasów centrum aktywnego. Podjêto zatem przypuszczenie, ¿e tê grupê
mo¿na pomin¹æ bez uszczerbku dla powinowactwa. Ze struktur X-ray wynika³o rów-
nie¿, ¿e dwie dalsze grupy hydroksylowe ³añcucha glicerynowego tworz¹ biden-
talne wi¹zania z Glu276 oraz, ¿e ��rodkowy� atom wêgla ³añcucha glicerynowego
oddzia³ywuje hydrofobowo z ³añcuchem wêglowodorowym Arg224. Oddzia³ywa-
nia hydrofobowe uznano za szczególnie wa¿ne: ich optymalizacja mog³aby prowa-
dziæ do korzystnych relacji rozpuszczalno�ci w wodzie i lipofilowo�ci, a w konsek-
wencji do produkcji leku doustnego. Ostatecznie wybrano grupê alkoksylow¹ jako
odpowiednik ³añcucha glicerynowego. Syntezê pochodnych alkoksylowych ilustruje
Schemat 10.

Schemat 10
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W zwi¹zku 42 (Schemat 10) usuniêto zabezpieczaj¹c¹ grupê metoksymetylow¹.
Amino-alkohol 60 przeprowadzono w pochodn¹ trifenylometylow¹ 61 i kolejno (bez
wydzielania zwi¹zków po�rednich) w mesylan 62 i azyrydynê 63. Pier�cieñ azyry-
dynowy otwierano przy u¿yciu wybranych alkoholi w reakcji katalizowanej etera-
tem trifluorku boru. Otwarcie pier�cienia nastêpowa³o wy³¹cznie w pozycji alli-
lowej. Grupê aminow¹ w zwi¹zku 64 acetylowano, a nastêpnie grupê azydkow¹
zredukowano. Koñcow¹ reakcj¹ by³o uwolnienie grupy karboksylowej poprzez alka-
liczn¹ hydrolizê estru.

Wed³ug tej metody otrzymano osiem analogów. Okaza³o siê, ¿e ka¿dy z nich
by³ bardziej aktywny w testach enzymatycznych od macierzystej hydroksy-pochod-
nej 33. Najwy¿sz¹ aktywno�æ wykaza³ zwi¹zek z podstawnikiem 3-pentylowym 66
(R = H; IC50 = 6300 nM; R = (CH3CH2)2CH; IC50 = 1 nM). Okaza³ siê on równie
skuteczny jak Zanimivir (ester etylowy 66 to Oseltamivir).

5.  SYNTEZY  TAMIFLU®  Z  KWASU  (�)-CHINOWEGO
 LUB  (�)-SZIKIMOWEGO

Metoda syntezy zwi¹zku 66 przedstawiona na schematach 5, 6 i 10 mia³a
powa¿ne ograniczenie. Kwas szikimowy, u¿yty jako zwi¹zek wyj�ciowy, by³ zbyt
drogi, aby wytwarzaæ z niego kilogramy produktu potrzebne do badañ klinicznych.
Wiele uwagi po�wiêcono alternatywnym drogom syntezy 66 z u¿yciem kwasu
(�)-chinowego i nowym metodom uzyskiwania kwasu szikimowego.

Jeszcze podczas badañ nad syntez¹ analogów I generacji (Schemat 7) wyka-
zano [26], ¿e zamiast kwasu szikimowego mo¿e byæ u¿yty kwas chinowy przy nie-
wielkim przed³u¿eniu cyklu reakcji (Schemat 11). Bardziej zaawansowan¹ syntezê
zwi¹zku po�redniego 36 z kwasu chinowego ilustruje Schemat 11.

Na kwas chinowy dzia³ano dimetoksypropanem w sposób analogiczny do
metody literaturowej [30], co prowadzi³o do zabezpieczenia ugrupowania cis-diolu
w postaci acetonidu i estryfikacji grupy karboksylowej. Nastêpnie tosylowano woln¹
grupê hydroksylow¹ w 45, a trzeciorzêdow¹ grupê hydroksylow¹ w 67 eliminowano
stosuj¹c chlorek sulfurylu w pirydynie. Reakcja nie by³a ca³kowicie regioselektywna,
jednak niepo¿¹dany produkt uboczny usuniêto bez stosowania chromatografii. Mie-
szaninê 68 i 69 w metanolu zawieraj¹cym katalityczn¹ ilo�æ kwasu p-toluenosulfo-
nowego ogrzewano w temperaturze wrzenia. Diol otrzymano z 54% wydajno�ci¹
(w dwu etapach) w postaci krystalicznej (regioizomer podlega³ eliminacji kwasu
p-toluenosulfonowego i aromatyzacji). Traktowanie diolu (nie pokazany na sche-
macie) diazabicykloundecenem (DBU) prowadzi³o do 36. Preparacjê stosowano
w skali kilkudziesiêciu gramów.
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Schemat 11

W �praktycznej� syntezie 1 w skali wielu kilogramów z kwasu chinowego i/lub
szikimowego opracowanej przez chemików firm Gilead i Roche zastosowano wiele
nowych rozwi¹zañ (Schemat 12).
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Schemat 12

Rohloff i wspó³autorzy [31] opisali, ¿e dzia³anie na kwas chinowy 31 (szar¿a
20 kg!) dimetoksypropanem wobec kwasu p-toluenosulfonowego we wrz¹cym ace-
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tonie prowadzi do utworzenia acetonidu i zamkniêcia pier�cienia laktonowego (70,
Schemat 12). Alkoholiza tego zwi¹zku dostarczy³a dihydroksy ester 71. Drugorzê-
dow¹ grupê hydroksylow¹ estryfikowano chlorkiem metanosulfonowym uzyskuj¹c
mesylan 72 z ca³kowit¹ wydajno�ci¹ 69% w trzech przej�ciach. Do eliminacji trze-
ciorzêdowej grupy hydroksylowej u¿yto chlorku sulfurylu w pirydynie. Obok zwi¹zku
73 (wydajno�æ 42%) utworzy³ siê równie¿ jego regioizomer (porównaj Schemat 11)
oraz oleista chloropochodna.

Produkty uboczne usuniêto poprzez dzia³anie na surow¹ mieszaninê reakcyjn¹
pirolidyn¹ wobec katalizatora palladowego (nast¹pi³o przy³¹czenie tej aminy w miej-
sce allilowej grupy metanosulfonowej), przemycie roztworem kwasu siarkowego
a nastêpnie krystalizacjê. Transketalizacja z u¿yciem pentan-3-onu da³a prawie ilo�-
ciowo 74. Ten ostatni zwi¹zek redukowano kompleksem borowodoru z siarczkiem
dimetylu wobec triflanu trimetylosililowego [32]. Reakcja przebiega³a poprzez jon
oksoniowy zaznaczony na schemacie. W wyniku starannego doboru warunków, auto-
rzy zdo³ali osi¹gn¹æ wysok¹ regioselektywno�æ tej reakcji (10:1, izomer uboczny
pominiêto na schemacie). Po wewn¹trzcz¹steczkowej eliminacji kwasu metanosul-
fonowego utworzy³ siê kluczowy epoksyd 75 z wydajno�ci¹ 60% z acetalu 73.

Schemat 13

Opracowana przez tych samych autorów technologiczna synteza epoksydu 75
z kwasu (�)-szikimowego 32 jest oczywi�cie prostsza (Schemat 13). Zastosowano
metody omówione powy¿ej.
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Schemat 14

Otwarcie pier�cienia oksiranowego w 75 azydkiem sodowym w obecno�ci
chlorku amonu w wodnym etanolu prowadzi³o do azydo-alkoholu 76 (Schemat 14)
i jego regioizomeru w stosunku 10:1. W odró¿nieniu od syntezy ilustrowanej Sche-
matem 8, teraz u¿yto bardziej reaktywnej i mniej szkodliwej dla �rodowiska trime-
tylofosfiny (zwi¹zek piroforyczny). Uzyskano azyrydynê 77 (o czysto�ci oko³o 70%).
Nastêpnie, pier�cieñ azyrydynowy otworzono jonem azydkowym i surowy produkt
78 zacylowano w warunkach Schotten-Baumanna. Uzyskano krystaliczny i ³atwy
do oczyszczenia amid 79 (wydajno�æ ca³kowita 37% z epoksydu 75).

Koñcz¹cymi etapami by³y redukcja grupy azydkowej wodorem na niklu
Raneya w etanolu i utworzenie soli kwasu fosforowego, a produkt oczyszczono przez
krystalizacjê.

Podsumowuj¹c: synteza z kwasu chinowego obejmowa³a 12 etapów, a ca³ko-
wita wydajno�æ Tamiflu® 1 wynios³a 4,4%, za� z kwasu szikimowego � 10 etapów
z wydajno�ci¹ 21%. W ca³ej sekwencji przej�æ nie stosowano chromatografii i tylko
kilka produktów po�rednich oczyszczano przez krystalizacjê.

Koñcz¹c omówienie syntez parcjalnych przedstawiamy najnowsze metody
pozwalaj¹ce unikn¹æ uci¹¿liwych odczynników � azydku sodu i stechiometrycz-
nych ilo�ci fosfin. Harrington i wspó³autorzy [33] opracowali proces, w którym pier�-
cieñ epoksydu 75 otwarto z u¿yciem kompleksu tert-butyloaminy z chlorkiem mag-
nezu w toluenie w temperaturze 50° (Schemat 15). Mesylowanie grupy hydroksylo-
wej w 80 i traktowanie surowego mesylanu trietyloamin¹ da³o azyrydynê 81. Drugi
atom azotu wprowadzono do cz¹steczki 81 dzia³aj¹c dialliloamin¹ wobec kwasu
benzenosulfonowego w temperaturze 120° (bez rozpuszczalnika). Acylowanie 82
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doprowadzi³o do pochodnej aminowej, któr¹ oczyszczono w postaci chlorowo-
dorku i nastêpnie traktowano kwasem trifluorooctowym. Po usuniêciu grupy
tert-butylowej, grupy allilowe wymieniono na atomy wodoru w reakcji 84 z kwa-
sem 3,5-dimetylobarbiturowym [34] wobec katalitycznej ilo�ci Pd(OAc)2 (1 mol%)
i trifenylofosfiny (4 mol%). Wykorzystano katalizowane palladem przeniesienie grupy
allilowej (poprzez kompleks p-allilowy). Alternatywnie, grupê allilow¹ mo¿na rów-
nie¿ usun¹æ przez dzia³anie etanoloamin¹ i 10% palladem na wêglu aktywnym
w etanolu w temperaturze wrzenia [35].
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Schemat 15

6.  SUROWCE  DO  PRODUKCJI  TAMIFLU®.
OTRZYMYWANIE  KWASÓW (�)-CHINOWEGO  I  (�)-SZIKIMOWEGO

Z  U¯YCIEM  GENETYCZNIE  MODYFIKOWANEGO  SZCZEPU
ESCHERICHIA  COLI

Kwas (�)-chinowy izoluje siê z kory drzewa chinowego Cinchoma uprawia-
nego w Ameryce Po³udniowej, w Indiach i na Jawie. Jest on stosowany jako kwasek
spo¿ywczy i stosunkowo tani surowiec w syntezie innych produktów naturalnych
[36]. Jednak¿e nie jest ca³kiem pewna dostêpno�æ tego surowca w ilo�ciach siêgaj¹-
cych wielu ton. Kwas szikimowy pozyskuje siê z ro�lin rodzaju Illicium sp., nie
bêd¹cych w uprawie przemys³owej. Jak dot¹d nie uda³o siê opracowaæ wydajnej
transformacji kwasu chinowego w szikimowy.
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Kwas szikimowy wystêpuje w wielu ro�linach i mikroorganizmach (czêsto
razem z kwasem chinowym) i zosta³ zidentyfikowany jako wa¿ne ogniwo w biosyn-
tezie zwi¹zków aromatycznych z cukrów (tzw. szlak kwasu szikimowego). Nieliczne
mikroorganizmy, np. Klebsiella pneumoniae, maj¹ zdolno�æ u¿ytkowania tego kwasu
jako �ród³a atomów wêgla. Frost i wspó³pracownicy [37] niedawno skonstruowali
�biokatalizator� w drodze genetyczniej modyfikacji szczepu Escherichia coli AB2848
stosowanego do produkcji L-fenyloalaniny z glukozy (nie transformuj¹cego kwasu
szikimowego) wzorowanej na Klebsiella pneumoniae. Modyfikacja umo¿liwi³a
wytwarzanie kwasu szikimowego [37] (Schemat 16).

Schemat 16

Glukoza ulega transformacji do fosforanu erytrozy oraz fosforanu pirogronylu.
Wobec specyficznej syntetazy te bloki budulcowe tworz¹ fosforan kwasu 3-deoksy-
-D-arabino-heptulosowego i wobec kolejnej syntetazy � kwas 3-dehydrochinowy.
Kolejne specyficzne procesy enzymatyczne prowadz¹ do kwasu szikimowego.
W nowszych badaniach [38, 39] stwierdzono, ¿e kwas szikimowy jest zanieczysz-
czony kwasem chinowym (poni¿ej 10%), a g³ówny produkt oczyszcza siê przez
krystalizacjê.
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Technologiczna produkcja kwasu szikimowego z glukozy wydaje siê ca³kiem
realna. W szerszej perspektywie mo¿na oczekiwaæ, ¿e tak¿e kwas chinowy i inne
produkty naturalne izolowane z ro�lin bêd¹ w przysz³o�ci dostêpne w drodze fer-
mentacji cukrów z udzia³em genetycznie modyfikowanych mikroorganizmów.

7.  SYNTEZY  TOTALNE

Opracowanie skutecznych metod totalnej syntezy pozwoli³oby uniezale¿niæ
produkcjê Tamiflu® od surowców pochodzenia naturalnego. W bie¿¹cym roku uka-
za³y siê trzy pierwsze publikacje po�wiêcone temu zagadnieniu.

SYNTEZA  E.J.  COREY

E.J. Corey i wspó³pracownicy [40] z Uniwersytetu Harvarda zaproponowali
drogê syntetyczn¹ rozpoczynaj¹c¹ siê od enancjoselektywnej reakcji Dielsa�Aldera.
Zasadnicz¹ koncepcjê tych autorów ilustruje schemat retrosyntetyczny (Schmat 17).

Schemat 17

Produkt docelowy 85 zosta³ utworzony w wyniku funkcjonalizacji wi¹zania
etylenowego C3�C4 w dienie 86. Tej operacji po�wiêcono znaczn¹ uwagê, a w rezul-
tacie wynaleziono now¹ ogóln¹ metodê haloamidowania [41]. Zwi¹zek po�redni 86
otrzymano w kilku etapach z optycznie czynnej pochodnej kwasu heks-3-eno kar-
boksylowego 87. Ten ostatni zwi¹zek wytworzono z butadienu 88 i estru akrylowego
89 w enancjoselektywnej reakcji [2+4] cykloaddycji katalizowanej chiralnymi oksa-
zaborolidynami.

Oksazaborolidyny otrzymuje siê w reakcji aminoalkoholi z boranami lub pochod-
nymi kwasu borowego. Historycznie, najpierw zastosowano te zwi¹zki w charakte-
rze katalizatorów w redukcji ketonów boranami [42�44]. Jak pokazano na Schema-
cie 18, aminoalkohol 90 otrzymany z D-proliny tworzy pochodn¹ 91 z pier�cieniem
pyrolidynowym i oksazaborolidynowym. Traktowanie 91 kwasami, np. kwasem tri-
fluorometanosulfonowym, daje kationowe kwasy Lewisa, które okaza³y siê spraw-
nymi katalizatorami wielu reakcji, zw³aszcza w reakcji Dielsa�Aldera [45].

2

2(W

2

$F+1

1+�

2(W

2

1+%RF

%RF� �W�%X2&2�

�

�

25

2

25

2

�� �� �� �� ��

5� �&)�&+��

Wicha_folie.p65 2008-04-14, 13:5230



LEKI PRZECIW GRYPIE. SYNTEZA TAMIFLU® 31

Schemat 18

Do syntezy pochodnej kwasu cykloheks-3-eno karboksylowego 87 (Schemat
19) wybrano nieaktywowany dien � butadien 88, a w charakterze dienofila trifluo-
roetylo akrylan 89 oraz oksazaborolidynê, wyposa¿on¹ w grupê o-tolilow¹ i anion
bis-(trifluorometanosulfonylo)iminiowy w charakterze katalizatora [46] (10 mol%,
odczynnik dostêpny w handlu). Otrzymano produkt 87 o nadmiarze enancjome-
rycznym (ee) ponad 97% ze znakomit¹ wydajno�ci¹.

Stereochemiczny przebieg addycji ilustruje Rys. 10.  Dienofil wi¹¿e siê z kata-
lizatorem poprzez oddzia³ywanie karbonylowego atomu tlenu i protonu w pozycji
a, odpowiednio z atomem boru i atomem tlenu pier�cienia oksazaborolidyny. Takie
usytuowanie dienofila i katalizatora wymusza podej�cie dienu od strony �górnej� �
egzo.

Rysunek 10. Stan przej�ciowy w enancjoselektywnej reakcji Dielsa�Aldera

Ester 87 poddano amonolizie, a nastêpnie amid 92 cyklizowano wed³ug znanej
metody [47]. Po zabezpieczeniu grupy amidowej w postaci pochodnej tert-butoksy-
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karbonylowej (Boc) 94, eliminowano jodowodór w reakcji z DBU. Otrzymany zwi¹-
zek 95 poddano najpierw rodnikowemu bromowaniu, a nastêpnie eliminowano bro-
mowodór, otrzymuj¹c dien 86.

Schemat 19

Dien 86 traktowano N-bromoacetamidem w obecno�ci bromku cyny (5 mol%)
w acetonitrylu, co prowadzi³o do bromo-acetamido pochodnej 97 z wydajno�ci¹
75%. Ta metoda przy³¹czenia atomu bromu i ugrupowania acetamidowego do wi¹-
zania etylenowego ma charakter ogólny. Mechanizm reakcji [41] obja�nia Schemat
20. Pierwszym etapem jest addycja do wi¹zania podwójnego kationu bromoniowego,
wytworzonego z N-bromoacetamidu i kwasu Lewisa. Acetonitryl dzia³a jako nukle-
ofil. Hydroliza nastêpuje pod wp³ywem �ladów wody obecnych w mieszaninie
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(reakcji sprzyja dodatek stechiometrycznej ilo�ci wody) lub w trakcie wyodrêbnia-
nia produktu.

Schemat 20

Wracaj¹c do cyklu syntetycznego, selektywne deprotonowanie grupy acetami-
dowej w zwi¹zku 97 siln¹, przestrzennie zat³oczon¹ zasad¹ powoduje zamkniêcie
pier�cienia N-acetyloazyrydyny 98. Funkcjê takiej zasady pe³ni heksametylodisila-
zydek tetra-n-butyloamoniowy [nBu4N

+ N(SiMe3)2
�], generowany in situ.

Otrzyman¹ azyrydynê otwarto regioselektywnie stosuj¹c 3-pentanol w obecno-
�ci kationów miedzi(II). Wydajno�æ tego procesu nie by³a wysoka (61%), ale � jak
zaznaczyli autorzy � istnieje mo¿liwo�æ optymalizacji. Ostatnim, w³a�ciwie formal-
nym etapem by³o usuniêcie grupy Boc i utworzenie soli fosforanowej 1.

Synteza obejmuje 12 etapów i dostarcza ostateczny produkt z wydajno�ci¹
25,3%. Nale¿y dodaæ, ¿e syntetyzowano równie¿ enancjomer Tamiflu® (z u¿yciem
ligandu otrzymanego z tañszej L-proliny) oraz, ¿e ligandy chiralnego katalizatora
odzyskuje siê w sposób prosty i wydajny.

SYNTEZA  M.  SHIBASAKI

M. Shibasaki i wspó³pracownicy [48] z Uniwersytetu Tokijskiego zdo³ali wyko-
rzystaæ w syntezie Tamiflu® do�wiadczenia zgromadzone w trakcie rozleg³ych
badañ nad reakcjami �katalitycznej enancjoselektywnej desymetryzacji� mezo-azy-
rydyn oraz nad konstrukcj¹ chiralnych katalizatorów zawieraj¹cych metale ziem
rzadkich [49, 50]. Za g³ówny etap syntezy mo¿na uznaæ pieczo³owicie optymalizo-
wan¹ reakcjê otwarcia pier�cienia azyrydyny aktywowanej grup¹ 3,5-dinitrobenzo-
ilow¹ w 101 z azydkiem trimetylosililowym wobec kompleksu itru i chiralnego
ligandu 100 (Schemat 21).
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Cz¹steczka azyrydyny 101 jest achiralna ze wzglêdu na obecno�æ p³aszczyzny
symetrii. Katalizator wytworzony z tri-izo-propoksy itru oraz ligandu 100 ró¿nicuje
dwie �symetryczne� pozycje w addycji nukleofila (anionu azydkowego). Otrzymano
azydek 102 z wydajno�ci¹ 96% i o ee 91% (jedna rekrystalizacja z izo-propanolu
da³a produkt o ee 99% z wydajno�ci¹ 72%).

Katalizator wytwarza siê in situ w reakcji Y(OiPr)3 (2 mol%) i ligandu 100
(4 mol%). Zasada dzia³ania bimetalicznych �wspó³pracuj¹cych� (ang. cooperative)
katalizatorów zosta³a przedstawiona na Rysunku 11. Dwa centra katalityczne po³¹-
czone s¹ z chiralnym ligandem: centrum zasadowe aktywuj¹ce nukleofil, np. anion
azydkowy, oraz centrum kwasowe aktywuj¹ce elektrofil, np. grupê karbonylow¹.

Uwa¿a siê, ¿e w katalizatorze Shibasaki (Rysunek 11) po³¹czone s¹ trzy cz¹stki
ligandu (krañcowe zaznaczone symbolicznie) z dwoma atomami itru. Funkcje zasady
Lewisa pe³ni ugrupowanie tlenku fosfiny, a kwasu � ugrupowanie difluorokate-
cholu. Aktywacja nukleofila (azydku trimetylosililowego) nastêpuje za po�rednic-
twem atomu itru znajduj¹cego siê w pobli¿u ugrupowania tlenku fosfiny. Aktywacja
aryloilo-azyrydyny przebiega na atomie metalu przy centrum kwasowym. Nadmiar
ligandu ponad ilo�æ stechiometryczn¹ (3:2) mo¿e pe³niæ rolê czynnika protonuj¹-
cego.

Rysunek 11. �Wspó³pracuj¹cy� katalizator

Pochodna azyrydyny 101, u¿yta w reakcji desymetryzacji, zosta³a otrzymana
wed³ug Schematu 22. 1,4-Cykloheksadien 103 przeprowadzono w epoksyd 104,
a nastêpnie w azydo�alkohol 105. Redukcja tego zwi¹zku trifenylofosfin¹ prowa-
dzi³a do azyrydyny 106 (porównaj, Schemat 14). Azyrydynê acylowano chlorkiem
3,5-dinitrobenzoilu.
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Schemat 22

Synteza Tamiflu® z tak otrzymanego, optycznie czystego azydo�amidu 102 prze-
biega³a przez wiele etapów (Schemat 23). Najpierw podstawiono grup¹ Boc amidowy
atom wodoru, a nastêpnie usuniêto w drodze hydrolizy grupê 3,5-dinitrobenzoesow¹.
W otrzymanej pochodnej 108 grupê azydkow¹ zredukowano trifenylofosfin¹ i utwo-
rzon¹ grupê aminow¹ zabezpieczono w postaci pochodnej Boc 109. Zwi¹zek 109
charakteryzuje chiralno�æ z osi¹ symetrii C2. Utlenienie 109 dwutlenkiem selenu
w obecno�ci odczynnika Dess�Martina w dioksanie prowadzi³o do mieszaniny
a,b-nienasyconego ketonu 110 i odpowiadaj¹cych mu alkoholi allilowych. Surowy
produkt tej reakcji traktowano oddzielnie odczynnikiem Dess�Martina, co da³o czysty
keton 110. Ten ostatni zwi¹zek poddano dzia³aniu cyjanku trimetylosililowego
i katalizatora niklowego, a surowy produkt sprzê¿onej addycji 111 bromowano
N-bromoimidem bursztynowym. Otrzymany produkt 112 zawiera kompletny szkie-
let wêglowy Tamiflu®.
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Grupê ketonow¹ w 112 zredukowano chemo- i diastereoselektywnie wodor-
kiem tri-(tert-butoksy)litowoglinowym (Schemat 24). Otrzymano alkohol 113
zanieczyszczony niewielk¹ ilo�ci¹ epimeru, przy wydajno�ci 60% z a,b-nienasyco-
nego ketonu 110. Z alkoholu otrzymano azyrydynê 114, a nastêpnie pochodn¹ pen-
tanoksylow¹ 115 w znany sposób. Celem zró¿nicowania podstawników azotowych,
usuniêto obydwie grupy Boc, a nastêpnie wybiórczo zabezpieczono grupê mniej
os³anian¹. Syntezê zakoñczy³y etapy acetylowania, hydrolizy ugrupowania nitrylo-
wego oraz utworzenie soli kwasu fosforowego.
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Schemat 24

SYNTEZA  CONGA  I  YAO

Zwi¹zkiem wyj�ciowym do syntezy opisanej przez Cong i Yao [51] z Chiñskiej
Akademii Nauk (Szanghaj) by³ stosunkowo ³atwy do otrzymania z L-seryny (z wy-
dajno�ci¹ oko³o 80%), lecz nietrwa³y tzw. aldehyd Garnera [52] 117 (Schemat 25).

Kondensacja 117 z N-(4-metoksybenzylo)hydroksyamin¹ wobec siarczanu mag-
nezu w suchym DCM prowadzi³a [53] do krystalicznego nitronu 118. Ten ostatni
zwi¹zek, bez oczyszczania, poddano reakcji z bromkiem allilomagnezowym w obec-
no�ci 1 równowa¿nika molowego bromku cynku w THF�eter w �70°C. Otrzymano
dwa epimeryczne produkty, syn 119 i anti w stosunku 9.7:1. Uboczny produkt
oddzielono chromatograficznie, otrzymuj¹c 119 z wydajno�ci¹ 87%. Nale¿y odno-
towaæ, ¿e addycje ró¿nych odczynników Grignarda do nitronu 118 przebiegaj¹
z utworzeniem syn-izomerów w przewadze [54]. U¿ycie chlorku cynku �utrwalaj¹-
cego� przewa¿aj¹c¹ konformacjê substratu i staranny dobór warunków reakcji (roz-
puszczalnik, temperatura) pozwoli³y otrzymaæ potrzebny izomer z bardzo dobr¹
wydajno�ci¹. Przypuszczalny model stereochemiczny tworzenia 119 przedstawiono
w dolnej czê�ci Schematu 25. Przy u³o¿eniu ugrupowania nitronowego w p³asz-
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czy�nie rysunku kation cynkowy usztywnia konformacjê, a atak nukleofila nastê-
puje od najmniej os³anianej strony: spod p³aszczyzny rysunku.

Schemat 25

Redukcja grupy hydroksyloaminowej w 119 i zabezpieczenie grupy aminowej
doprowadzi³y do zwi¹zku 121, który poddano dihydroksylacji czterotlenkiem osmu
(u¿ytym w ilo�ci katalitycznej) i N-tlenkiem morfoliny (Schemat 25). Kolejna �mani-
pulacja� grupami ochronnymi da³a woln¹ aminê i pochodn¹ mono-benzyloksykar-
bonylow¹ 123.
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Schemat 26

Pierwszorzêdow¹ grupê hydroksylow¹ w 123 zabezpieczono przestrzennie du¿¹
grup¹ tert-butylodifenylosililow¹, a drugorzêdow¹ grupê hydroksylow¹ utleniono
wed³ug Swerna (DMSO�chlorek oksalilu�trietyloamina). Keton 125 poddano reak-
cji Wittiga, po czym selektywnie usuniêto zabezpieczenie acetonidowe. Alkohol
127 utleniono, a uzyskany aldehyd 128 poddano reakcji z bromkiem winylomagne-
zowym w obecno�ci bromku cynku. G³ówny produkt 129 oczyszczono chromato-
graficznie.

W tak otrzymanym 1,7-dienie 129, przed reakcj¹ metatezy, zabezpieczono jesz-
cze woln¹ grupê hydroksylow¹ w postaci eteru metoksymetylowego (MOM) (Sche-
mat 27). Zwi¹zek 130 poddano dzia³aniu katalizatora Grubbsa II generacji w chlorku
metylenu w temperaturze pokojowej. Przy u¿yciu 10 mol% katalizatora i prowadze-
niu reakcji w znacznym rozcieñczeniu (ca. 1 g/150 ml), cykliczny produkt 131 otrzy-
mano z wydajno�ci¹ 98%. Zwi¹zek ten zawiera kompletny szkielet wêglowy Tami-
flu® i odpowiednie usytuowanie podstawników.

Usuniêcie zabezpieczenia z pierwszorzêdowej grupy hydroksylowej i utlenie-
nie chlorynem w obecno�ci buforów prowadzi³o do kwasu karboksylowego. Estry-
fikacjê surowego kwasu prowadzono z u¿yciem etanolu, 1-(3-dimetyloaminopropy-
lo)-3-etylokarbodiimidu i DMAP, jako katalizatora. Po traktowaniu 133 5% etano-
lowym chlorowodorem w temperaturze 0°C (usuniêcie grup zabezpieczaj¹cych:
MOM i Boc) i acetylowaniu (AcCl/aq. Na2CO3) otrzymano acetamido-alkohol 134.
Ostatnim etapem w opisanej sekwencji reakcji by³o usuniêcie zabezpieczaj¹cej
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grupy benzyloksykarbonylowej w obecno�ci wi¹zania etylenowego. Transformacjê
tê prowadzono z u¿yciem trietylosilanu wobec katalitycznej ilo�ci octanu palladu.
Przekszta³cenie 135 w preparat Oseltamvir wymaga jeszcze wprowadzenia pod-
stawnika pentylowego.

Schemat 27

Przedstawione prace otwieraj¹ nowy i wa¿ny kierunek badañ w dziedzinie syn-
tezy totalnej. Ich technologiczne i ekonomiczne aspekty na pewno bêd¹ starannie
analizowane przez producentów. Choæ niekoniecznie: znana jest niechêæ firm do
zmiany raz wdro¿onych technologii.

UWAGI  KOÑCOWE

Czy Tamiflu® uchroni nas przed epidemi¹ ptasiej grypy? Wynalezienie tego
leku wymaga³o gruntownych badañ podstawowych, a jego produkcja obejmuje wiele
etapów. Te okoliczno�ci musz¹ znale�æ odzwierciedlenie w cenie. Ju¿ przy pierw-
szych ustaleniach na wspomnianej konferencji WHO przewidywano trudno�ci
w zaopatrzeniu w Tamiflu® krajów ubo¿szych. Roche deklarowa³, ¿e krajom rozwi-
jaj¹cym siê dostarczy produkt w cenie 12 USD za kuracjê w stosunku do �normal-
nej� ceny 15 USD. Nieco wcze�niej, w maju 2004, analityk Chemical and Engine-
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ering News [1] szacowa³ koszty kuracji Tamiflu® na 75 USD (doros³y pacjent)
i 50 USD (dziecko). Wed³ug dr Macieja Kisiela, G³ównego Inspektora Sanitarnego
MSW, Tamiflu® stosuje siê w dawkach 75 mg dziennie (1 tabletka) i mo¿e byæ poda-
wany przez 6 tygodni. W Polsce Rada Ministrów na posiedzeniu w dniu 11 pa�-
dziernika 2005 r. uzna³a za niezbêdne przeznaczenie �rodków finansowych na
zakup strategiczny leku przeciwwirusowego na wypadek epidemii grypy. Tamiflu
znajduje siê w wolnej sprzeda¿y wed³ug cen ustalanych przez producenta i dystry-
butorów. Obecnie w aptekach warszawskich cena 10 tabletek (po 75 mg) wynosi
oko³o 150 z³. W ci¹gu ostatniego roku odnotowano znaczny spadek ceny. Nale¿y
jednak wnioskowaæ, ¿e powszechne zaopatrzenie w Tamiflu® przy obecnej techno-
logii jego wytwarzania bêdzie bardzo trudne.

Ocena zagro¿enia wirusem grypy, w obliczu wielu innych zagro¿eñ i potrzeb
s³u¿by zdrowia, nale¿y do w³adz politycznych. Niew¹tpliwie, prace nad ulepsze-
niem i obni¿eniem kosztów produkcji leków przeciw grypie nabra³y pierwszorzêd-
nego znaczenia. �ledz¹c imponuj¹ce osi¹gniêcia ostatnich kilku lat mo¿na mieæ
nadziejê, ¿e dalsze postêpy bêd¹ adekwatne do potrzeb.

Notka dodana przy okazji korekty: Od czasu wys³ania manuskryptu do Redak-
cji ukaza³ siê drukiem artyku³ przegl¹dowy dotycz¹cy metod syntezy Tamiflu
(V. Farina, J.D. Brown, Angew. Chem. Int. Ed., 2006, 45, 7330) oraz komunikaty
przedstawiaj¹ce ulepszenia syntezy Shibasaki (T. Mita, et al., Org. Lett., 2007, 9,
259 i I. Fujimori, et al., J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 16438).
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Uniwersytetu £ódzkiego. Po skoñczeniu studiów rozpoczê³a pracê w Instytucie Pod-
stawowych Nauk Chemicznych na Wydziale Farmaceutycznym w £odzi, w zespole
Prof. dr hab. Krzysztofa Kostki. W 1991 roku obroni³a pracê doktorsk¹, a w 2004
roku uzyska³a stopieñ doktora habilitowanego nauk farmaceutycznych. Od 1 pa�-
dziernika 2005 roku jest kierownikiem Zak³adu Chemii Surowców Kosmetycznych
Katedry Kosmetologii na Wydziale Farmaceutycznym w £odzi. Jest wspó³autorem
kilkunastu prac dotycz¹cych syntezy i aktywno�ci przeciwnowotworowej pochod-
nych chromonu, flawonu i kumaryny oraz ich kompleksów z wybranymi metalami.
Obecnie zajmuje siê syntez¹ kompleksów metali z pochodnymi chromonu o aktyw-
no�ci przeciwutleniaj¹cej.

Mgr farmacji Micha³ Cio³kowski w 2005 roku ukoñczy³ studia na Wydziale Far-
maceutycznym Uniwersytetu Medycznego w £odzi. Tematem pracy dyplomowej
by³o: �Wi¹zanie fragmentu AFP (peptyd P149) oraz analogów morficeptyny
z receptorami komórek raka sutka�. Od listopada 2006 roku jest zatrudniony na
stanowisku asystenta w Zak³adzie Chemii Surowców Kosmetycznych Katedry Kos-
metologii na Wydziale Farmaceutycznym w £odzi. Podj¹³ prace badawcze nad syn-
tez¹ kompleksów metali z pochodnymi chromonu oraz ocen¹ ich w³a�ciwo�ci prze-
ciwutleniaj¹cych i aktywno�ci przeciwnowotworowej.
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ABSTRACT

Cisplatin is an important anticancer drug. Unfortunately it does not bring satisfactory effects in
all types of tumor. Other problems are its toxicity and intrinsic or acquired resistance of tumor cells.
That is why new drugs based on this molecule are being searched.

One of the promising group of chemical compounds are neutral platinum(IV) complexes. They
are more inert than platinum(II) complexes. In consequence their reactivity in bloodstream is
weaker and more molecules can reach their target.

Many studies were done to establish the relation among the structure, lipophilicity, reduction
potential and cytotoxicity of those complexes.

It is believed that platinum(IV) complexes must be reduced to platinum(II) complexes to
obtain cytotoxicity. The speed of reduction depends on the nature of axial ligands. The complexes
with chloride ligands are reduced the most quickly and complexes with hydroxide ligands are
reduced the most slowly. In vitro cytotoxic activity of those complexes was shown to depend on
their reduction potential. However suggestions exist that this result can be misleading for their
in vivo activity, as platinum(IV) complexes are pro-drugs and might be inactive before reaching
cancer cells.

In a study of group of platinum(IV) complexes, derivatives of cisplatin and dichloroethylene-
diamineplatinum(II), a tendency for an increase of cytotoxic activity when lipophilicity increased
was observed. However in a study of tetrakis(carboxylato)(1,2-diaminocyclohexane)platinum(IV)
complexes, different cytotoxic activity of complexes possessing similar lipophilicity was observed.
Hence lipophilicity of complex is important but it is not the only factor that determines complex
activity.

In other studies complexes of general structure cis, trans, cis-[PtNH3(RNH2)Cl2(OCOR�)2]
were examined. The research showed an increased activity of compounds with longer carbon chains
of carboxylate axial ligands. It was also revealed that complexes with alicyclic amine ligands were
more cytotoxic than those with aliphatic or aromatic amine ligands.

Hall et al. revealed that platinum(IV) complexes, derivatives of cisplatin and dichloroethyle-
nediamineplatinum(II), are active against DLD-1 colon cancer cell line in hypoxic environment.

An examination of trans-dichlorodihydroxo(dimethylamine)(isopropylamine)platinum(IV)
revealed its greater cytotoxic activity against A2780, CH1 and 41M human ovarian cancer cell lines,
in vitro. Moreover this complex was shown to be active against A2780cisR, CH1cisR and 41McisR
human ovarian cell lines which are resistant to cisplatin.

Two platinum(IV) complexes: iproplatin (cis, trans, cis-dichlorodihydroxobis(isopropylami-
ne)platinum(IV)) and tetraplatin (tetrachloro(cyclohexane-1,2-diamine)platinum(IV)) have had
entered clinical trials. However iproplatin occurred to be less active than cisplatin and tetraplatin
turned out to be neurotoxic. Presently two other complexes seem to be very promising: satraplatin
(bis(acetato)amminedichlorocyclohexylamineplatinum(IV)) and adamplatin (bis(acetato)(1-adaman-
tylamine)amminedichloroplatinum(IV)). Both have entered clinical trials.

There are some �nonstandard� approaches to investigating platinum complexes. For example
platinum(IV) complexes with radioactive iodine isotope or with enzyme inhibitor were examined.

Studies mentioned above present different approaches to searching for anticancer drugs among
platinum(IV) complexes. Despite all encountered difficulties during researching platinum(IV) com-
plexes, this group of compounds still seems to be potential source of new anticancer drugs.

Keywords: platinum(IV) complexes, antitumor activity, SAR (structure � activity relationship)

S³owa kluczowe: kompleksy platyny(IV), aktywno�æ przeciwnowotworowa, SAR
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ZESTAWIENIE U¯YTYCH SKRÓTÓW

SAR � zale¿no�æ �struktura � aktywno�æ�
dach � 1,2-diaminocykloheksan
en � etylenodiamina
OAc � reszta kwasu octowego
OPr � reszta kwasu propionowego
OPiv � reszta kwasu trimetylooctowego
OTFAc � reszta kwasu trifluorooctowego
IC50 � stê¿enie badanego zwi¹zku hamuj¹ce proliferacjê komó-

rek o 50%
ED90 � dawka badanego zwi¹zku powoduj¹ca zmniejszenie guza

o 90%
LD50 � dawka badanego zwi¹zku powoduj¹ca �mieræ 50% zwie-

rz¹t
RF � wspó³czynnik oporno�ci (ang. refractory factor) obli-

czany jako stosunek warto�ci IC50 dla komórek opornych
do warto�ci IC50 dla komórek wra¿liwych

IT � indeks terapeutyczny obliczany jako stosunek dawki
powoduj¹cej �mieræ 50% zwierz¹t (LD50) do dawki powo-
duj¹cej zmniejszenie masy guza o 90% (ED90)

MCTS � (ang. multicellular tumor spheroids) wielokomórkowe
sferoidy tworzone w hodowli w celu na�ladowania
�rodowiska guzów nowotworowych

HMGB1a � bia³ko nale¿¹ce do rodziny HMG (ang. high mobility
group) � niehistonowy sk³adnik chromatyny

NF-kB � (ang. nuclear factor � kappaB) jeden z j¹drowych czyn-
ników transkrypcyjnych, zaanga¿owany w odpowied�
komórek na takie czynniki, jak stres, wolne rodniki
i cytokiny

GSH � glutation
GST � grupa enzymów S-tranferaz glutationowych
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WSTÊP

Cisplatyna (cis-diamminadichloroplatyna(II)) jest wa¿nym lekiem przeciwno-
wotworowym, mimo ¿e jej skuteczno�æ jest ograniczona tylko do niektórych rodza-
jów nowotworów (j¹der, jajników, pêcherza, niedrobnokomórkowy rak p³uc, guzy
umiejscowione w g³owie i szyi). Dodatkowo jej zastosowanie ogranicza pierwotna
lub rozwijaj¹ca siê w czasie stosowania oporno�æ komórek nowotworowych oraz
powa¿ne efekty uboczne, które wywo³uje u chorych (najsilniejsze z nich to nefro-
toksyczno�æ, neurotoksyczno�æ, ototoksyczno�æ, nudno�ci i wymioty) [1�4]. Wydaje
siê, ¿e g³ównym mechanizmem dzia³ania cisplatyny jest tworzenie wi¹zañ z DNA
i zaburzanie jego funkcji, co w efekcie prowadzi do apoptozy komórki [5].

U podstaw oporno�ci na cisplatynê le¿¹ nastêpuj¹ce procesy:
� zmniejszenie kumulacji leku w komórce,
� zwiêkszenie dezaktywacji przez wi¹zanie z cz¹steczkami zawieraj¹cymi

grupy tiolowe (np. glutation, metalotioneina),
� zwiêkszenie natê¿enia procesów naprawczych DNA uszkodzonego przez

addukty z cisplatyn¹,
� zwiêkszona tolerancja na addukty DNA z cisplatyn¹,
� os³abione mechanizmy kieruj¹ce komórkê na drogê apoptozy [2].
Powy¿sze czynniki, z jednej strony zmniejszaj¹ odpowied� komórek nowotworo-

wych na podan¹ dawkê leku (oporno�æ), z drugiej za� ograniczaj¹ tê dawkê (efekty
uboczne). W usi³owaniu przezwyciê¿enia ograniczeñ w stosowaniu chemioterapii
opartej na cisplatynie konieczne sta³o siê poszukiwanie nowych pochodnych pla-
tyny, które wykazywa³yby przeciwnowotworowy efekt kliniczny. Nowe kompleksy
platyny wyselekcjonowane w testach przesiewowych powinny, w porównaniu z cis-
platyn¹, charakteryzowaæ siê nastêpuj¹cymi w³a�ciwo�ciami:

� mniejsz¹ toksyczno�ci¹ dla organizmu przy zachowaniu toksyczno�ci dla
komórek nowotworowych,

� szerszym lub odmiennym spektrum aktywno�ci przeciwnowotworowej,
� aktywno�ci¹ w komórkach nowotworów opornych na cisplatynê,
� inn¹ drog¹ podania, ³atwiejsz¹ w zastosowaniu ni¿ wlew do¿ylny [1].
Klas¹ zwi¹zków, która mog³aby spe³niaæ powy¿sze wymagania, s¹ kompleksy

platyny(IV) [3]. Niniejszy artyku³ prezentuje kierunki badañ nad tymi kompleksami
i ich zastosowaniem jako zwi¹zków przeciwnowotworowych.

1.  KOMPLEKSY  PLATYNY(IV)  �  INFORMACJE  OGÓLNE

Kompleksy platyny(IV) wykazuj¹ce symetriê oktaedryczn¹ posiadaj¹ dwa aks-
jalne ligandy oraz cztery ligandy le¿¹ce w jednej p³aszczy�nie, okre�lane jako ekwa-
torialne. Zwi¹zki platyny(IV), po�ród których poszukuje siê nowych leków prze-
ciwnowotworowych, w pozycjach ekwatorialnych zawieraj¹ najczê�ciej dwie trwale
zwi¹zane cz¹steczki amoniaku (jak w cisplatynie) lub pierwszo- albo drugorzêdowe
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aminy oraz dwie zdolne do wymiany grupy (aniony chlorkowe lub aniony kwasów
karboksylowych albo dianiony kwasów dikarboksylowych). Wymiana ligandów
anionowych na cz¹steczki wody powoduje aktywacjê kompleksu i umo¿liwia od-
dzia³ywanie z DNA i innymi biocz¹steczkami [5]. W pozycjach aksjalnych wystê-
puj¹ najczê�ciej jony chlorkowe, wodorotlenowe lub aniony kwasów karboksylo-
wych.

Zwi¹zki platyny(IV) przejawiaj¹, w porównaniu ze zwi¹zkami platyny(II), pewne
korzystniejsze w³a�ciwo�ci. Kompleksy o liczbie koordynacyjnej sze�æ s¹ trwalsze
kinetycznie, a co za tym idzie, wolniej ulegaj¹ reakcjom podstawienia ligandów.
W zwi¹zku z tym, cz¹steczki te w mniejszym stopniu bêd¹ reagowaæ w krwiobiegu,
dziêki czemu wiêksza ich ilo�æ mo¿e dotrzeæ do komórek nowotworowych. Drug¹
zalet¹ kompleksów platyny(IV) jest to, ¿e odpowiednio dobieraj¹c ligandy aksjalne
mo¿na sterowaæ ich lipofilno�ci¹, od której zale¿y zdolno�æ przechodzenia przez
b³ony komórkowe i w rezultacie � wch³anianie przez komórki [6].

Jak siê przypuszcza, do uzyskania aktywno�ci cytotoksycznej konieczna jest
redukcja kompleksów platyny(IV) do odpowiadaj¹cych im kompleksów platyny(II).
Szybko�æ tej redukcji zale¿y od potencja³u redukcyjnego kompleksu, a to z kolei
jest w g³ównej mierze uwarunkowane charakterem ligandów w pozycji aksjalnej.
Najwy¿sz¹ warto�ci¹ potencja³u redukcyjnego (a zatem i najwiêksz¹ szybko�ci¹
redukcji) charakteryzuj¹ siê kompleksy z anionami chlorkowymi. Po�rednie war-
to�ci charakteryzuj¹ kompleksy podstawione resztami kwasów karboksylowych
(wyd³u¿enie ³añcucha nieznacznie podwy¿sza potencja³ redukcji). Najtrudniej redu-
kowane s¹ zwi¹zki z podstawnikami hydroksylowymi (Cl > RCOO > OH) [6].

2.  ZALE¯NO�Æ  �STRUKTURA  �  AKTYWNO�Æ�
ZWI¥ZKÓW  PLATYNY(IV)

W wielu badaniach SAR (�struktura � aktywno�æ�) próbowano ustaliæ zale¿no-
�ci miêdzy budow¹ cz¹steczki kompleksu, jego lipofilowo�ci¹, potencja³em
redukcji i budow¹ ligandów a aktywno�ci¹ cytotoksyczn¹ [3, 5, 7�10, 13].

Jedn¹ z takich prób by³o znalezienie zale¿no�ci pomiêdzy cytotoksyczno�ci¹
a hydrofobowo�ci¹ (log P) kompleksów platyny(IV) z trans(±)-1,2-diaminocyklo-
heksanem i ró¿nymi ligandami karboksylowymi. Kompleksy te mia³y strukturê ogóln¹
[Pt(dach)L3L�] lub [Pt(dach)L2L��2 ], (gdzie: dach � trans-1,2-diaminocykloheksan;
L � reszta kwasu octowego (OAc) lub propionowego (OPr); L� � reszta kwasu octo-
wego, propionowego, walerianowego (OVal) lub trimetylooctowego (OPiv);
L�� � reszta kwasu trifluorooctowego (OTFAc)). Spo�ród przebadanych komplek-
sów najwy¿sz¹ aktywno�ci¹ in vitro, w stosunku do komórek bia³aczki mysiej linii
L1210, wykaza³y siê dwa z nich: [Pt(dach)(OPr)2(OTFAc)2] (uzyskana warto�æ
IC50 = 1,3 µM) oraz [Pt(dach)(OPr)3(OVal)] (IC50 = 5,1 µM) (Rys. 1). Zwi¹zkiem
porównawczym w tym badaniu by³ zwi¹zek JM216 (omówiony w dalszej czê�ci
pracy), dla którego znaleziony parametr cytotoksyczno�ci IC50 wynosi³ 1,2 µM [3].
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Rysunek 1. Cytotoksyczne kompleksy platyny(IV) z 1,2-diaminocykloheksanem:
a) [Pt(dach)(OPr)2(OTFAc)2]; b) [Pt(dach)(OPr)3(OVal)] [3]

Obydwa kompleksy charakteryzuj¹ siê podobn¹ hydrofobowo�ci¹ (warto�æ
log P odpowiednio 1,249 i 1,243). Jednak¿e inny kompleks o podobnej hydrofobo-
wo�ci ([Pt(dach)(OPr)3(OPiv)], log P = 1,213) wykaza³ du¿o mniejsz¹ aktywno�æ
(IC50 = 17,8 µM). Mo¿e to oznaczaæ, ¿e parametr lipofilno�ci kompleksu jest wa¿-
nym, ale nie jedynym czynnikiem warunkuj¹cym cytotoksyczno�æ kompleksu [3].

Seriê interesuj¹cych badañ, pozwalaj¹cych wnioskowaæ o wp³ywie czynników
strukturalnych na aktywno�æ cytotoksyczn¹ zwi¹zków, przedstawia w swojej pracy
przegl¹dowej Kostova [5]. W jednym z badañ poddano ocenie 17 kompleksów
o ogólnym wzorze cis, trans, cis-[PtNH3(RNH2)Cl2(OCOR�)2] (gdzie R � podstaw-
nik alifatyczny lub alicykliczny; R� � podstawnik alifatyczny lub aromatyczny). Bada-
nia wykonano in vitro na komórkach mysiej bia³aczki linii L1210. Wykazano, ¿e
wraz ze wzrostem ilo�ci atomów wêgla (do piêciu) w alifatycznych podstawnikach
aksjalnych (R�), ro�nie cytotoksyczno�æ kompleksów. Najsilniejszym dzia³aniem
charakteryzowa³y siê jednak kompleksy z uk³adem aromatycznym w po³o¿eniach
aksjalnych, niezale¿nie od tego, czy grupa R by³a alifatyczna czy te¿ alicykliczna
[5].

W kolejnej pracy dotycz¹cej analogicznych kompleksów analizowano wp³yw
budowy ligandu aminowego na cytotoksyczno�æ zwi¹zków. Badania prowadzono
na komórkach ludzkiego nowotworu jajnika (linie komórkowe: HX/62, SKOV-3,
PXN/94, OVCAR-3, 41M oraz CH1). Najni¿sz¹ cytotoksyczno�æ wykaza³y zwi¹zki
z aminami aromatycznymi. Pochodne z aminami alifatycznymi charakteryzowa³y
siê wy¿sz¹ cytotoksyczno�ci¹, przy czym zwi¹zki zawieraj¹ce aminy z rozga³êzio-
nym ³añcuchem wêglowym wykazywa³y silniejsze dzia³anie od zwi¹zków z ³añcu-
chem nierozga³êzionym. Najaktywniejsze okaza³y siê kompleksy z aminami alicy-
klicznymi. Ich cytotoksyczno�æ ros³a w miarê wzrostu wielko�ci pier�cienia alifa-
tycznego (od cyklobutanu do cykloheptanu) [7].

Badania SAR prowadzone przez Halla i in. dotyczy³y dwóch serii kompleksów
platyny(IV), pochodnych cisplatyny i dichloroetylenodiaminaplatyny ([Pt(en)Cl2])
(Rys. 2). Kompleksy obu serii posiada³y w pozycjach aksjalnych podstawniki
hydroksylowe, chlorkowe lub reszty kwasu octowego [8].
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Rysunek 2. Kompleksy platyny(IV), pochodne cisplatyny (a, b, c)
i pochodne dichloroetylenodiaminaplatyny(II) (d, e, f):

a) diamminatetrachloroplatyna(IV); b) diamminadichlorodioctanoplatyna(IV);
c) diamminadichlorodihydroksoplatyna(IV); d) tetrachloro(etylenodiamina)platyna(IV);

e) dichloro(etylenodiamina)dioctanoplatyna(IV); f) dichloro(etylenodiamina)dihydroksoplatyna(IV) [8]

W badaniach tych próbowano ustaliæ:
� zale¿no�æ miêdzy potencja³em redukcji a cytotoksyczno�ci¹,
� wp³yw potencja³u redukcji na wch³anianie zwi¹zku przez komórki,
� wp³yw podstawników aksjalnych na lipofilowo�æ kompleksu,
� wp³yw lipofilowo�ci kompleksów na wch³anianie zwi¹zku przez komórki.
W badaniach potencja³u redukcji stwierdzono, ¿e zale¿y on w g³ównej mierze

od ligandów w pozycji aksjalnej. Analizowane zwi¹zki uszeregowano pod wzglê-
dem wysoko�ci potencja³u redukcji (³atwo�ci redukcji), w zale¿no�ci od ligandu
aksjalnego w nastêpuj¹cy szereg (Cl > OAc > OH).

Cytotoksyczno�æ zwi¹zków by³a badana in vitro na trzech liniach komórek ludz-
kiego nowotworu jajnika (A2780, A2780R oraz A2780 473R). Aktywno�æ cytotok-
syczna kompleksów okaza³a siê zale¿na od potencja³u redukcji. Im wy¿szy poten-
cja³ (³atwiejsza redukcja), tym wy¿sz¹ cytotoksyczno�æ wykazywa³ zwi¹zek. Jed-
nak¿e autor zauwa¿a, ¿e iproplatyna, kompleks platyny(IV) o niskim potencjale
redukcji, wykazuje du¿¹ aktywno�æ in vivo, co mo¿e sugeruje, ¿e badanie toksycz-
no�ci in vitro nie jest dobr¹ metod¹ selekcji kompleksów platyny(IV). Aktywno�æ
przeciwnowotworowa iproplatyny by³a tak wysoka, ¿e zosta³a ona wyselekcjono-
wana do badañ klinicznych, w których jednak okaza³a siê mniej aktywna od cispla-
tyny i karboplatyny [6]. Przyczyn¹ nieoczekiwanej aktywno�ci in vivo hydroksylo-
wych kompleksów Pt(IV) mo¿e byæ ich powolna redukcja, w wyniku której pow-
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staje niewielka ilo�æ reaktywnych cz¹steczek Pt(II), a niezredukowana czê�æ ma
szansê dotrzeæ do komórki w postaci pro-leku. Kompleksy ³atwiej ulegaj¹ce reduk-
cji tworz¹ formy zdolne do reakcji z ró¿nymi cz¹steczkami biologicznymi (np. albu-
minami w krwioobiegu) i w ten sposób zmniejsza siê ich szansa wnikniêcia do wnê-
trza komórki nowotworowej.

Eksperymenty dotycz¹ce wch³aniania zwi¹zków przez komórki przeprowadzono
in vitro na liniach komórek ludzkiego nowotworu jajnika (A2780 i A2780R). Zaob-
serwowano analogiczn¹ do aktywno�ci cytotoksycznej zale¿no�æ miêdzy wch³ania-
niem zwi¹zku a jego potencja³em redukcji.

Analizuj¹c wp³yw ligandów aksjalnych na lipofilowo�æ kompleksów stwier-
dzono, ¿e podstawniki hydroksylowe obni¿aj¹ warto�æ log P (zwiêkszaj¹ hydrofilo-
wo�æ cz¹steczki) kompleksu platyny(IV) w porównaniu z macierzystym komplek-
sem platyny(II). Podobny, lecz mniejszy wp³yw wykazuj¹ ligandy chlorkowe. Aniony
kwasów karboksylowych zwiêkszaj¹ lipofilowo�æ cz¹steczki (wp³yw ten ro�nie wraz
ze wzrostem d³ugo�ci ³añcucha).

Obserwowano tendencjê do wzrostu wch³aniania kompleksów przez komórki
przy wzro�cie log P. W celu zbadania charakteru tej zale¿no�ci (liniowa, paraboliczna),
nale¿a³oby przeprowadziæ badania na zwi¹zkach wykazuj¹cych wiêksze ró¿nice
w lipofilowo�ci [8].

Kolejna seria badañ Halla i in. dotyczy³a wp³ywu �rodowiska guza na dzia³anie
kompleksów platyny(IV) [9�10].

W jednym z eksperymentów badano miêdzy innymi aktywno�æ kompleksów
platyny(IV) pochodnych [Pt(en)Cl2] na wzrost komórek nowotworowych ludzkiego
nowotworu jelita grubego linii DLD-1, tworz¹cych in vitro sferoidy wielokomór-
kowe (ang. multicellular tumour spheroids, MCTS). Zalet¹ takiego systemu jest
�rodowisko bardziej podobne do �rodowiska guza in vivo (hipoksja, wystêpowanie
zarówno komórek aktywnie dziel¹cych siê, jak i nieulegaj¹cych podzia³om). W bada-
niu tym wykazano opó�nione i mniejsze dzia³anie na wzrost guza kompleksów pla-
tyny(IV), w porównaniu ze zwi¹zkiem macierzystym. Najwiêksz¹ aktywno�ci¹ wyka-
za³ siê kompleks [Pt(en)Cl4] a nieco mniejsz¹ kompleks [Pt(en)Cl2(OH)2]. Kom-
pleks [Pt(en)Cl2(OAc)2] w najmniejszym stopniu hamowa³ wzrost wielko�ci sferoi-
dów. Wynika z tego, ¿e w badaniu bardziej przypominaj¹cym warunki in vivo
potencja³ redukcji nie jest ju¿ g³ównym czynnikiem wyznaczaj¹cym aktywno�æ kom-
pleksów [9].

Porównywano równie¿ si³ê dzia³ania cisplatyny i kompleksów platyny(IV)
([Pt(NH3)2Cl4], [Pt(NH3)2Cl2(OH)2], [Pt(NH3)2Cl2(OAc)2]) w warunkach normoksji
i hipoksji. Hipoksja �rodowiska, charakterystyczna dla guzów nowotworowych, mo¿e
wp³ywaæ na aktywno�æ zwi¹zków platyny (zmniejszona jest koncentracja glutationu,
ale zwiêksza siê ilo�æ metalotioneiny oraz aktywno�æ enzymów naprawiaj¹cych
DNA). Badanie przeprowadzono na komórkach ludzkiego niedrobnokomórkowego
raka p³uc linii H226 oraz H520. Wykazano podobn¹ efektywno�æ tych kompleksów
niezale¿nie od zawarto�ci tlenu w �rodowisku, w którym hodowano komórki.
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Aktywno�æ zwi¹zków by³a porównywalna, zarówno w �tradycyjnej� hodowli komór-
kowej, jak i dla komórek tworz¹cych sferoidy [10].

W pocz¹tkowych badaniach nad zwi¹zkami platyny stwierdzono brak aktyw-
no�ci trans-diamminadichloroplatyny, co spowodowa³o, i¿ badacze skoncentrowali
siê g³ównie na kompleksach platyny o izomerii cis. Brak aktywno�ci �transplatyny�
mo¿e byæ spowodowany tworzeniem przez ten zwi¹zek odmiennych, w porównaniu
z cisplatyn¹, po³¹czeñ z DNA, które charakteryzuj¹ siê inn¹ budow¹ przestrzenn¹.
Ró¿na jest równie¿ zdolno�æ tych po³¹czeñ do oddzia³ywania z proteinami komór-
kowymi. W ostatnich latach wykazano, ¿e modyfikacja �transplatyny� pozwala uzys-
kaæ zwi¹zki o aktywno�ci przeciwnowotworowej [11, 12]. Do tej grupy nale¿¹ ana-
logi �transplatyny�, w których cz¹steczkê (lub cz¹steczki) amoniaku zast¹piono cz¹s-
teczk¹ p³askiej aminy aromatycznej, alkiloaminy lub iminoeteru [5]. Równie¿
w grupie kompleksów platyny(IV) poszukuje siê analogów �transplatyny� o wyso-
kiej cytotoksyczno�ci.

W kolejnym, przytaczanym przez autorów niniejszego opracowania badaniu,
porównywano cytotoksyczno�æ kompleksu trans-dichlorodihydrokso(dimetyloami-
na)(izopropyloamina)platyna(IV) (Rys. 3) z cisplatyn¹ i macierzystym kompleksem
platyny(II) [trans-dichloro(dimetyloamina)(izopropyloamina)platyna(II)] [13].
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Rysunek 3. Trans-dichlorodihydrokso(dimetyloamina)(izopropyloamina)platyna(IV) [13]

Eksperymenty dotycz¹ce cytotoksyczno�ci in vitro przeprowadzono na trzech
parach linii komórkowych ludzkiego nowotworu jajnika, zarówno wra¿liwych, jak
i opornych na cisplatynê (oznaczanych jako �cisR�): 41M / 41McisR, CH1 / CH1cisR
oraz A2780 / A2780cisR.

W stosunku do linii komórkowych wra¿liwych na cisplatynê, w zale¿no�ci od
zastosowanej linii komórkowej, kompleks platyny(IV) okaza³ siê porównywalnie
skuteczny z cisplatyn¹ (linia A2780: IC50 dla badanego zwi¹zku 5,7 µM, IC50 dla
cisplatyny 4,0 µM) lub te¿ od niej skuteczniejszy (linia CH1: IC50 dla badanego
zwi¹zku 7 µM, IC50 dla cisplatyny 13 µM; linia 41M: IC50 odpowiednio 23,5 µM
oraz 56 µM). Macierzysty kompleks platyny(II) by³ aktywniejszy od kompleksu pla-
tyny(IV) jedynie w linii komórkowej 41M (warto�ci IC50: linia komórkowa A2780 �
9,0 µM; linia CH1 � 19 µM; linia 41M � 13 µM).

Badania na liniach komórkowych opornych na cisplatynê wykaza³y wiêksz¹
skuteczno�æ kompleksu platyny(IV) od cisplatyny (linia komórkowa A2780cisR:
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warto�ci IC50 dla kompleksu platyny(IV) 8,4 µM, dla cisplatyny 58 µM; linia CH1cisR
odpowiednio 5,7 µM i 50 µM; linia 41McisR odpowiednio 1,3 µM i 128 µM). Kom-
pleks macierzysty okaza³ siê mniej aktywny (warto�ci IC50: linia komórkowa
A2780cisR � 57 µM, CH1cisR � 15 µM, 41McisR � 54 µM).

¯adna z linii komórkowych opornych na cisplatynê nie wykaza³a oporno�ci na
kompleks platyny(IV). W stosunku do macierzystego kompleksu jedynie komórki
linii CH1cisR nie wykaza³y oporno�ci.

Przeprowadzono równie¿ badanie zdolno�ci zwi¹zków do hamowania wzrostu
guzów nowotworowych in vivo na myszach z wszczepionymi podskórnie fragmen-
tami guza ludzkiego nowotworu jajnika linii CH1. Stwierdzono, ¿e kompleks platy-
ny(IV) wyra�nie hamowa³ powiêkszanie guza, podczas gdy dla kompleksu macie-
rzystego nie stwierdzono ¿adnej ró¿nicy, w porównaniu z grup¹ kontroln¹. Wynik
badania mo¿e mieæ zwi¹zek z wiêksz¹ reaktywno�ci¹ kompleksu platyny(II) i jego
inaktywacj¹ w �rodowisku biologicznym [13].

3.  ZWI¥ZKI  PLATYNY(IV)  OBJÊTE  BADANIAMI  KLINICZNYMI

Zanim zostan¹ zaprezentowane aktualnie badane zwi¹zki, nale¿y wspomnieæ
o dwóch pochodnych platyny(IV), które wykazywa³y du¿¹ aktywno�æ cytotoksyczn¹
w badaniach przedklinicznych, jednak wyniki pó�niejszych badañ klinicznych nie
by³y zadowalaj¹ce. S¹ to iproplatyna oraz tetraplatyna (ormaplatyna) (Rys. 4).
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Rysunek 4. a) iproplatyna � cis, trans, cis-dichlorodihydroksobis(izopropyloamina)platyna(IV);
b) tetraplatyna � (1,2-diaminocykloheksan)tetrachloroplatyna(IV) [1, 6]

Iproplatyna (cis, trans, cis-dichlorodihydroksobis(izopropyloamina)platyna(IV))
zosta³a wyselekcjonowana do badañ w zwi¹zku z wysok¹ rozpuszczalno�ci¹ [2].
W eksperymentach in vitro stwierdzono porównywaln¹ z cisplatyn¹ aktywno�æ ipro-
platyny wobec linii komórkowych mysiej bia³aczki P388 i mysiego czerniaka B-16
[14]. W badaniu in vivo na myszach szczepu NMRI z wszczepionym ludzkim nowo-
tworem j¹dra (linie komórkowe wra¿liwe na cisplatynê: H12.1, 2102EP i 1428A
oraz linia komórkowa oporna na cisplatynê � H23.1) zaobserwowano mniejsz¹ sku-
teczno�æ iproplatyny od cisplatyny w stosunku do komórek wra¿liwych na cispla-
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tynê. W przypadku linii komórkowej opornej na cisplatynê, stwierdzono porówny-
waln¹, niewielk¹ aktywno�æ obydwu zwi¹zków [15].

W pierwszej fazie badañ klinicznych stwierdzono wystêpowanie mielosupre-
sji, jako najsilniej zaznaczonego efektu ubocznego. Nefrotoksyczno�æ i ototoksycz-
no�æ wystêpowa³y rzadko [14].

Na pocz¹tku drugiej fazy badañ klinicznych stwierdzono, ¿e iproplatyna posiada
porównywaln¹ z cisplatyn¹ i karboplatyn¹ skuteczno�æ w leczeniu zaawansowa-
nego nowotworu jajnika, jako lek pierwszego rzutu lub u pacjentów otrzymuj¹cych
poprzednio leki niezawieraj¹ce platyny. Zaobserwowano jednocze�nie wystêpowa-
nie oporno�ci krzy¿owej z cisplatyn¹. W eksperymencie tym badano jednak wy³¹cz-
nie iproplatynê i wyniki porównywano z wynikami innych eksperymentów dotycz¹-
cych cisplatyny lub karboplatyny [16]. W trzeciej fazie badañ klinicznych bezpo-
�rednio porównywano skuteczno�æ i toksyczno�æ karboplatyny i iproplatyny
w leczeniu nowotworu jajnika. Ta ostatnia okaza³a siê mniej skuteczna (�rednia prze-
¿ywalno�æ pacjentów wynosi³a 68 tygodni dla leczonych iproplatyn¹ oraz 114 tygo-
dni dla leczonych karboplatyn¹) i bardziej toksyczna [17].

W jednym z badañ (druga faza badañ klinicznych) porównywano skuteczno�æ
iproplatyny i karboplatyny w leczeniu guzów mózgu u dzieci. Stwierdzono d³u¿szy
czas zahamowania wzrostu guza w przypadku pocz¹tkowych stadiów glejaka u pacjen-
tów leczonych karboplatyn¹ (ponad 36 miesiêcy w porównaniu z 7 miesi¹cami
u pacjentów leczonych iproplatyn¹) [14]. W kolejnym badaniu skuteczno�ci oby-
dwu zwi¹zków w leczeniu nowotworu szyjki macicy stwierdzono ich mniejsz¹ sku-
teczno�æ od cisplatyny [18]. Wyniki te spowodowa³y brak dalszego zainteresowania
iproplatyn¹ i niewprowadzenie jej do lecznictwa [1, 6].

Drugi z tych zwi¹zków � tetraplatyna ((1,2-diaminocykloheksan)tetrachloro-
platyna(IV)) � wykazywa³ wysok¹ cytotoksyczno�æ w badaniach przedklinicznych.
W badaniu in vivo na myszach (szczep CD2F1) z wszczepionymi komórkami
mysiej bia³aczki (linia L1210) zaobserwowano zdolno�æ tetraplatyny do 2�5 krot-
nego przed³u¿ania ¿ycia zwierz¹t, w zale¿no�ci od podanej dawki (dla porównania
cisplatyna powodowa³a przed³u¿enie ¿ycia maksymalnie o 86%) [19]. Niestety
w pierwszej fazie badañ klinicznych zaobserwowano siln¹ neurotoksyczno�æ zwi¹zku
w stosunku do nerwów obwodowych i badania nad tym zwi¹zkiem zosta³y przer-
wane [20].

Ostatnio du¿e nadzieje rokuj¹ dwa kolejne kompleksy platyny(IV): JM216
(satraplatyna � amminadichloro(cykloheksyloamina)dioctanoplatyna(IV)) oraz
LA-12 (adamplatyna � (1-adamantyloamina)amminadichlorodioctanoplatyna(IV))
(Rys. 5).
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Rysunek 5. a) satraplatyna � amminadichloro(cykloheksyloamina)dioctanoplatyna(IV);
b) adamplatyna � dioctano(1-adamantyloamina)amminadichloroplatyna(IV) [4, 26]

Satraplatyna (JM216) jest preparatem podawanym doustnie. Wykaza³a ona
porównywaln¹ z cisplatyn¹ cytotoksyczno�æ in vitro w stosunku do 7 linii komórko-
wych ludzkiego nowotworu jajnika (HX/62, SKOV-3, PXN/94, OVCAR-3, A2780,
41M oraz CH1). Przeprowadzono równie¿ eksperyment in vitro maj¹cy na celu stwier-
dzenie wystêpowania oporno�ci krzy¿owej z cisplatyn¹. Spo�ród u¿ytych sze�ciu
linii komórkowych opornych na cisplatynê (ludzkiego nowotworu jajnika: 41McisR,
OVCAR-3cisR, CH1cisR oraz A2780cisR; ludzkiego nowotworu j¹dra GCT27cisR;
ludzkiego nowotworu szyjki macicy HX/155cisR) dla trzech linii komórkowych
wykazano brak oporno�ci krzy¿owej (linie 41McisR, OVCAR-3cisR oraz
HX/155cisR).

Badanie aktywno�ci in vivo na myszach z rakiem plasmocytoma (linia ADJ/
PC6) wykaza³o wysoki indeks terapeutyczny satraplatyny IT po podaniu doustnym,
wynosz¹cy 56,9 (dla porównania warto�æ IT dla cisplatyny po podaniu do¿ylnym
wynios³a 18, natomiast po podaniu doustnym � 5,8). W kolejnym badaniu in vivo na
myszach z wszczepionym ludzkim nowotworem jajnika (linie komórkowe: PXN/
109T/C, SKOV-3, OVCAR-3 oraz HX/110) stwierdzono skuteczno�æ satraplatyny
w hamowaniu wzrostu guza po podaniu doustnym, porównywaln¹ ze skuteczno�ci¹
cisplatyny po podaniu do¿ylnym. W badaniach in vivo na myszach zaobserwowano
mielosupresjê. Nie stwierdzono ototoksyczno�ci ani nefrotoksyczno�ci [21].

G³ównymi dzia³aniami niepo¿¹danymi, jakie zaobserwowano w badaniach kli-
nicznych pierwszej fazy, by³y: mielosupresja (anemia, trombocytopenia, leukope-
nia), biegunka, nudno�ci i wymioty [4]. W drugiej fazie badañ klinicznych u pacjen-
tów z drobnokomórkowym rakiem p³uc, u których nie stosowano wcze�niej che-
mioterapii, wykazano aktywno�æ przeciwnowotworow¹ tego zwi¹zku, porównywaln¹
z cisplatyn¹ i karboplatyn¹. G³ówne dzia³ania uboczne by³y takie same jak zaobser-
wowane w badaniach pierwszej fazy. Autorzy badania sugeruj¹ konieczno�æ prze-
prowadzenia oceny efektywno�ci tego leku w terapii skojarzonej, poniewa¿ ten
rodzaj terapii jest najefektywniejszy w drobnokomórkowym raku p³uc [22].
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Satraplatyna zosta³a wprowadzona do trzeciej fazy badañ klinicznych, jako lek
pierwszego rzutu u pacjentów z hormonoopornym rakiem prostaty. Zosta³o ono przer-
wane przez sponsora. Pocz¹tkowe wyniki by³y dosyæ pomy�lne i aktualnie prowa-
dzone jest badanie satraplatyny w po³¹czeniu z prednizonem, jako leczenie drugiego
rzutu u pacjentów z hormonoopornym rakiem prostaty, u których poprzednia che-
mioterapia zawiod³a (badanie SPARC) [23, 24]. We wrze�niu 2006 roku podano do
wiadomo�ci pierwsze wyniki tego badania. Wykazano obni¿enie ryzyka progresji
choroby o 40% u pacjentów otrzymuj¹cych satraplatynê i prednizon, w porównaniu
z pacjentami otrzymuj¹cymi sam prednizon. Los wszystkich pacjentów bêdzie nadal
�ledzony, a pacjenci, u których nie stwierdzono progresji choroby bêd¹ kontynuo-
waæ terapiê. Wyniki badania dotycz¹ce ogólnej prze¿ywalno�ci bêd¹ znane prawdo-
podobnie pod koniec 2007 roku [25].

Drugim prezentowanym zwi¹zkiem jest adamplatyna (LA-12), strukturalnie
podobna do satraplatyny. Zawiera amantadynê, zamiast cykloheksyloaminy, jako
grupê trwale zwi¹zan¹ [26]. W badaniach in vitro na liniach komórkowych ludzkiego
raka jajnika, zarówno wra¿liwych (A2780), jak i opornych na cisplatynê (A2780cis,
SK-OV-3), wykazano silniejsze cytotoksyczne dzia³anie zwi¹zku LA-12 od cisplatyny
(warto�ci IC50 odpowiednio 6, 18 i 2,6 krotnie ni¿sze dla zwi¹zku LA-12, w porów-
naniu z cisplatyn¹). Stwierdzono równie¿ mniej zaznaczon¹ oporno�æ komórek
A2780cis w stosunku do LA-12 ni¿ do cisplatyny (oko³o trzykrotnie ni¿szy wspó³-
czynnik oporno�ci RF dla zwi¹zku LA-12, w porównaniu z cisplatyn¹) [2, 27].
Zaobserwowano 20�30 krotnie wy¿szy wychwyt zwi¹zku LA-12 przez komórki
nowotworowe linii A2780 i A2780cisR, w porównaniu z cisplatyn¹. W ekspery-
mentach in vitro przy u¿yciu odwrotnej transkryptazy HIV-1 zaobserwowano, ¿e
addukty adamplatyny(II) (�aktywnego metabolitu� zwi¹zku LA-12) z DNA silniej
hamuj¹ polimeryzacjê DNA, w porównaniu z adduktami cisplatyny z DNA. Jako ¿e
sekwencja i struktura wirusowych, prokariotycznych i eukariotycznych polimeraz
DNA jest wysoce konserwatywna, wynik ten z wysokim prawdopodobieñstwem
mo¿na odnie�æ równie¿ do innych polimeraz DNA. Zaobserwowano ponadto two-
rzenie przez adamplatynê(II) monoadduktów z DNA, które utrzymuj¹ siê d³u¿ej ni¿
podobne monoaddukty cisplatyny i w wiêkszym stopniu tworz¹ po³¹czenia z prote-
inami. Obecno�æ takich po³¹czeñ stwierdzono zarówno w badaniach in vitro przy
u¿yciu DNA i protein takich jak HMGB1a lub NF-kB, jak i bezpo�rednio na komór-
kach nowotworowych linii A2780 i A2780cisR. Mog¹ one w wiêkszym stopniu hamo-
waæ polimeryzacjê DNA i zmniejszaæ szansê naprawy poprzez wyciêcie nukleoty-
dów. Wszystkie te czynniki mog¹ powodowaæ silniejsze dzia³anie zwi¹zku LA-12,
w porównaniu z cisplatyn¹, oraz wiêksz¹ wra¿liwo�æ komórek nowotworowych opor-
nych na cisplatynê [28]. Zwi¹zek znajduje siê w pierwszej fazie badañ klinicznych
[26].
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4.  NIESTANDARDOWE  METODY  POSZUKIWANIA  AKTYWNYCH
KOMPLEKSÓW  PLATYNY(IV)

Ostatnio s¹ podejmowane inne próby projektowania aktywnych kompleksów
platyny(IV).

Stwierdzono, ¿e kompleksy platyny zwiêkszaj¹ wra¿liwo�æ komórek nowotwo-
rowych na promieniowanie jonizuj¹ce (efekt promieniouczulaj¹cy). Jednoczesne
zastosowanie chemioterapii takim zwi¹zkiem, w po³¹czeniu z radioterapi¹ (napro-
mieniowanie z zewn¹trz lub poprzez podanie niewielkiej ilo�ci izotopu promienio-
twórczego do organizmu), mo¿e okazaæ siê bardziej skuteczne ni¿ zastosowanie
ka¿dej z tych metod leczenia osobno (efekt synergistyczny). W zwi¹zku z tym, kom-
pleksy platyny z radioaktywnymi ligandami mog¹ wykazaæ silne w³a�ciwo�ci prze-
ciwnowotworowe. W jednym z badañ u¿yto kompleksu platyny(IV) ze znakowan¹
radioaktywnym jodem histamin¹ ([Pt(IV)(Hist)2(OH)2]Cl2). W badaniu cytotoksycz-
no�ci na komórkach ludzkiego raka piersi linii MCF-7 wykazano tylko nieznacznie
mniejsz¹ aktywno�æ nowego kompleksu, w porównaniu z cisplatyn¹ (IC50 odpo-
wiednio 59 µM i 48 µM). Badania biodystrybucji przeprowadzono na myszach (pod-
szczep C3H/W, u których spontanicznie rozwija siê rak gruczo³u piersiowego)
z wszczepionym podskórnie rakiem gruczo³u piersiowego i na zdrowych szczurach
(szczep Wistar). Niestety, wykaza³y one wysokie gromadzenie siê kompleksu w w¹tro-
bie i nerkach. Wed³ug autorów pracy, zastosowanie znakowania jodem radioaktyw-
nym mo¿e byæ u¿yteczne przy badaniu farmakokinetyki nowych kompleksów platy-
ny [29].

W innym eksperymencie badano cytotoksyczno�æ kompleksu platyny(IV) z kwa-
sem etakrynowym w pozycjach aksjalnych. Kwas etakrynowy jest inhibitorem
S-transferaz glutationowych (GST), enzymów cytozolowych, katalizuj¹cych ³¹cze-
nie ksenobiotyków z glutationem (GSH). Zwiêkszenie inaktywacji cisplatyny
poprzez ³¹czenie z GSH jest jednym z postulowanych mechanizmów oporno�ci.
Fakt ten uzasadnia zaprojektowanie kompleksu platyny z inhibitorem GST. Reduk-
cja kompleksu po wej�ciu do komórki powinna uwolniæ aktywny kompleks platy-
ny(II) oraz cz¹steczki kwasu etakrynowego, hamuj¹ce GST i zmniejszaj¹ce opor-
no�æ komórki na dzia³anie cytotoksyczne zwi¹zku. Faktycznie w badaniach in vitro
wykazano zdolno�æ tego kompleksu do inhibicji GST, stwierdzono równie¿ wiêksz¹
cytotoksyczno�æ, w porównaniu z cisplatyn¹, w stosunku do komórek nowotworo-
wych ludzkiego raka piersi linii T47D. W przypadku innych linii komórkowych
(ludzkiego raka piersi MCF-7, ludzkiego raka jelita grubego HT29, ludzkiego raka
p³uc A549), zaobserwowano szybsze hamowanie wzrostu (po ekspozycji trwaj¹cej
24 godziny), w porównaniu z cisplatyn¹, przy czym warto�ci IC50 po ekspozycji
trwaj¹cej 72 godziny by³y porównywalne dla nowego kompleksu i cisplatyny [30].

Przeprowadzono równie¿ próby syntezy kompleksów platyny(IV) o niskiej tok-
syczno�ci, które w docelowym miejscu dzia³ania mog¹ byæ aktywowane za pomoc¹
�wiat³a widzialnego. Jednym z takich zwi¹zków jest kompleks platyny(IV) z etyle-
nodiamin¹ i jonami azydkowymi w pozycjach ekwatorialnych oraz jonami hydroksy-
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lowymi w pozycjach aksjalnych [Pt(en)(N3)2(OH)2]. Kompleks ten jest nieaktywny
wobec DNA. Dopiero po na�wietleniu �wiat³em widzialnym wykazuje zdolno�æ do
tworzenia adduktów z DNA [31]. Zwi¹zki tego typu mog¹ okazaæ siê bardzo efek-
tywne w terapii nowotworów skóry, poniewa¿ bêd¹ wykazywaæ nisk¹ toksyczno�æ
ogóln¹ (brak aktywno�ci wobec DNA bez na�wietlenia) i aktywno�æ cytotoksyczn¹
wobec selektywnie na�wietlonych komórek nowotworowych zewnêtrznym �ród³em
�wiat³a.

PODSUMOWANIE

Eksperymenty dotycz¹ce nowych pochodnych platyny, jako zwi¹zków o dzia-
³aniu przeciwnowotworowym, prowadzone s¹ na ca³ym �wiecie. Bada siê wiele ró¿-
nych zwi¹zków, o bardzo zró¿nicowanej budowie. Du¿¹ uwagê po�wiêca siê kom-
pleksom platyny(IV), ze wzglêdu na wcze�niej wymienione korzystne cechy w po-
równaniu z kompleksami platyny(II).

Z omówionych badañ wynika, ¿e projektuj¹c nowe kompleksy, du¿¹ uwagê
nale¿y zwróciæ na ligandy w pozycjach aksjalnych. Odpowiedni ich dobór pozwala
uzyskaæ lipofilowo�æ cz¹steczki gwarantuj¹c¹ dobr¹ wch³anialno�æ przez komórki,
a jednocze�nie odpowiedni¹ rozpuszczalno�æ zwi¹zku. Dodatkowy wa¿ny czynnik,
równie¿ w du¿ej mierze zale¿ny od ligandów aksjalnych, jakim jest potencja³
redukcji, pozwala sterowaæ reaktywno�ci¹ kompleksu. Jest to wa¿ne, poniewa¿ poz-
wala na zmniejszenie toksyczno�ci dla organizmu. Jednocze�nie nale¿y pamiêtaæ,
¿e nadmierne obni¿enie potencja³u redukcji mo¿e spowodowaæ utratê w³a�ciwo�ci
przeciwnowotworowych.

W projektowaniu kompleksów platyny(IV) daje siê zauwa¿yæ nowe, odmienne
podej�cie do zagadnienia. Chodzi tu o wspomniane ju¿ wykorzystanie promienio-
uczulaj¹cych w³a�ciwo�ci platyny i po³¹czenie jej z radioaktywnym ligandem
i o projektowanie zwi¹zków aktywowanym �wiat³em, co mo¿e mieæ szczególne zna-
czenie w terapii nowotworów skóry. Bardzo interesuj¹ce wydaje siê wykorzystanie
faktu, ¿e podczas redukcji do kompleksu platyny(II) ligandy aksjalne s¹ od³¹czane,
i zastosowanie inhibitora enzymu warunkuj¹cego oporno�æ na zwi¹zki platyny jako
liganda. Nie nale¿y równie¿ zapominaæ o kompleksach platyny o konfiguracji trans,
w�ród których równie¿ znaleziono zwi¹zki o aktywno�ci przeciwnowotworowej.
Ich odmienna od cisplatyny budowa przestrzenna wymusza inny sposób wi¹zania
z DNA, co mo¿e warunkowaæ brak wystêpowania oporno�ci krzy¿owej miêdzy nimi
a cisplatyn¹.

Z przytoczonych przyk³adów wy³ania siê obraz wielu dróg poszukiwañ nowych
zwi¹zków przeciwnowotworowych. Nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e nawet bardzo obie-
cuj¹ce wyniki in vitro nie oznaczaj¹ jeszcze, ¿e dany zwi¹zek zostanie lekiem. Mo¿e
siê okazaæ, ¿e aktywno�æ przeciwnowotworowa u ludzi nie jest tak wysoka jak
w modelach zwierzêcych lub w badaniach in vitro. Mo¿e siê równie¿ okazaæ, ¿e bardzo
aktywny zwi¹zek bêdzie powodowa³ silne dzia³ania niepo¿¹dane i nie bêdzie móg³
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byæ stosowany w lecznictwie. Mimo wszystkich przeszkód i trudno�ci, nie nale¿y
porzucaæ badañ nad potencjalnymi lekami przeciwnowotworowymi. W�ród testo-
wanych zwi¹zków kompleksy platyny(IV) wydaj¹ siê byæ bardzo obiecuj¹c¹ grup¹.
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ABSTRACT

Despite an enormous progress in the development of biophysical methods to
establish protein structure and function, there is still a lack of precise ways of detec-
tion and mapping the specific fragments of molecules, in terms of their structure
and properties. This is due to the fact that only a few amino acids show specific
properties � like fluorescence of tryptophan � which enable analysis of the interac-
tion and formation mechanism of protein � nucleic acids complexes. These pro-
blems one can easily overcome using proteins containing non-natural amino acid.
However, all methods used in in vitro protein synthesis require up till now amino-
acyl-tRNA as a substrate. Hence, the acylation of tRNA is a key and limiting step of
every method. In the present article, we show all known non-enzymatical methods
of tRNA acylation. One of them is based on ribozymes obtained by in vitro evolu-
tion (SELEX). These ribozymes that transfer amino acid bound to its 5�-end to
3�-end of tRNA can specifically recognize amino acid or tRNA. Other attempts
aimed at chemical synthesis of aminoacyl-nucleotides, which were further ligated
to appropriately prepared tRNA. As an amino acid donor, the peptidylnucleic acid
(PNA) was used as well. An alternative method is an acylation under high hydrosta-
tic pressure which allows to attach any amino acid to tRNA in a one-step procedure.
All mentioned methods can be used in protein translation in vitro. For in vivo syn-
thesis of protein containing non-natural amino acid, orthogonal pairs of tRNA-AARS
are used. In orthogonal pairs mutated aminoacyl-tRNA synthetase recognizes speci-
fic amino acid and acylates suppressor amber tRNA.

Keywords: protein synthesis, tRNA aminoacylation, non-protein amino acids

S³owa kluczowe: synteza bia³ka, aminoacylacja tRNA, niebia³kowe aminokwasy
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WYKAZ  SKRÓTÓW

AARS � syntetaza aminoacylo-tRNA
AA-tRNA � aminoacylo-tRNA
AppA � P1,P2-bis-(5�-adenozyno)difosforan
ATRib � (ang. Acyl-Transferase Ribozyme)
CME � ester cjanometylowy
CTACl � chlorek heksadecylotrimetyloamonowy
IGS � (ang. Internal Guide Sequence), sekwencja przewodnika
NPS � grupa o-nitrofenylosulfonylowa
pCpA � cytydylo-adenozyno-5�difosforan
pdCpA � 2'-deoksyrybocytydyloryboadenozyno-5�difosforan
PNA � kwas peptydonukleinowy

Giel.p65 2008-04-15, 13:0964



METODY OTRZYMYWANIA NIENATURALNYCH AMINOACYLO-TRNA 65

WPROWADZENIE

Synteza bia³ek jest jednym z g³ównych procesów zachodz¹cych w komórkach
organizmów ¿ywych [1]. Przebiega ona na rybosomach, a podstawowymi jej sub-
stratami s¹ aminoacylo-tRNA, w których tzw. bia³kowy aminokwas po³¹czony jest
wi¹zaniem estrowym z grup¹ hydroksylow¹ przy koñcu 3� tRNA. Reakcja estryfika-
cji tRNA katalizowana jest przez AARS w obecno�ci ATP, jako donora energii.
Wysoka specyficzno�æ rozpoznawania aminokwasu i tRNA przez AARS jest gwa-
rancj¹ poprawno�ci ekspresji informacji genetycznej. W³a�ciwo�æ ta zapobiega b³êd-
nej aminoacylacji, czyli zwi¹zania aminokwasu innego ni¿ homologiczny np. nie-
naturalnego analogu. Ogranicza to tym samym wykorzystanie acylacji enzymatycz-
nej w procesie syntezy in vitro bia³ek zawieraj¹cych w swej sekwencji niebia³kowe
aminokwasy [2].

Tabela 1. Przyk³ady zastosowañ niektórych aminokwasów niebia³kowych [5]

Zastosowanie aminokwasów maj¹cych ró¿ne grupy fluorescencyjne i znaczniki
spinowe, które pe³ni¹ rolê sond biofizycznych, w znacznym stopniu u³atwia oraz
rozszerza mo¿liwo�ci analizy oddzia³ywañ bia³ko�bia³ko w komórkach ¿ywych [3].

Wprowadzenie pochodnych izoleucyny (allo-O-izoleucyny) i treoniny (allo-O-
-metylotreoniny) do sekwencji kana³u jonowego receptora acetylocholinowego typu
N (nAChR) umo¿liwi³o ocenê wp³ywu hydrofobowych aminokwasów na mecha-
nizm jego bramkowania, polegaj¹cy na zwielokrotnieniu czêstotliwo�ci jego otwie-
rania [4]. W innym przypadku wykorzystano modyfikowane aminokwasy do analizy
miejsca wi¹zania agonisty receptora neurokininy-2, które okre�lono przy udziale
znaczonych fluorescencyjnie receptorów i wi¹¿¹cej siê z nimi, równie¿ znakowanej
tachykininy [5]. Nienaturalne aminokwasy, zawieraj¹ce grupê nitrylo-1-okso-2,2,5,5,-
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-tetrametylopirolow¹, wprowadzane z wykorzystaniem supresji kodonu stop do sek-
wencji T4 lizozymu, umo¿liwi³y analizê jego struktury za pomoc¹ elektronowego
rezonansu paramegnetycznego (EPR) [5]. Obecno�æ kwasu 2,2,6,6-tetrametylopi-
perydyno-1-oxo-4-amino-4-karbnyloooctowego (TOAC) w ³añcuchu polipeptydo-
wym powoduje usztywnienie jego struktury helikalnej, co pozwala na analizê fa³do-
wania siê bia³ek metod¹ elektronowego rezonansu spinowego (ESR) [5]. Bia³ka
maj¹ce w swojej sekwencji modyfikowane aminokwasy stosowane s¹ równie¿ jako
skuteczne terapeutyki w medycynie. Dla przyk³adu: przy³¹czenie glikolu polietyle-
nowego do cz¹steczki interferonu a wyd³u¿a jego okres pó³trwania w krwi obwodo-
wej oraz obni¿a jego immunogenno�æ [5]. Zast¹pienie fenyloalaniny allofenylonor-
statyn¹ w peptydzie bêd¹cym inhibitorem proteazy HIV zapobiega jego hydrolizie
[6].

Jedn¹ z pierwszych metod modyfikowania sk³adu aminokwasowego bia³ek by³a
hodowla szczepów auksotroficznych na po¿ywkach bogatych w nienaturalny ami-
nokwas, co prowadzi do jego wprowadzenia do proteomu. Po raz pierwszy wyko-
rzystano ten sposób do zast¹pienia metioniny w komórkach E. coli przez selenome-
tioninê [7]. Z uwagi jednak na niekontrolowany sposób w³¹czania modyfikowanych
aminokwasów do bia³ka, jak równie¿ otrzymywanie czêsto letalnych dla bakterii
jego form, metoda ta nie jest popularna. Innym sposobem jest synteza chemiczna na
no�nikach sta³ych. W tym przypadku powa¿nym ograniczeniem jest jednak wiel-
ko�æ bia³ka. Stosunkowo dogodnym sposobem jest chemiczna modyfikacja ³añcu-
chów bocznych aminokwasów, np. alkilacja, fosforylacja czy acetylacja [8]. Jed-
nak¿e z uwagi na to, ¿e chemiczna synteza bia³ek ma wiele ograniczeñ, translacja
in vitro nadal pozostaje najdogodniejszym sposobem ich uzyskania. G³ównym pro-
blemem jest jednak pozyskanie podstawowego substratu, jakim jest aminoacylo-
-tRNA (aa-tRNA) [5].

W niniejszym artykule przedstawimy znane metody syntezy aminoacylo-tRNA,
jako aktywnego substratu w syntezie bia³ek in vitro.

1.  METODY  OTRZYMYWANIA  AMINOACYLO-tRNA

1.1.  AMINOACYLACJA  Z  UDZIA£EM  KATALITYCZNYCH  RNA

Odkrycie katalitycznych w³a�ciwo�ci RNA [9,10] oraz rozwi¹zanie krystalicz-
nej struktury rybosomu [11] pozwoli³o na ugruntowanie hipotezy ��wiata RNA�,
zgodnie z któr¹ pierwsza synteza bia³ek odbywa³a siê przy udziale RNA [12]. Na tej
podstawie wysuniêto hipotezê, ¿e pierwotne cz¹steczki RNA mog³y wykazywaæ
w³a�ciwo�ci aminoacylotransferazy [13]. Nasunê³o to pomys³ wykorzystania ich do
aminoacylacji tRNA. W celu otrzymania cz¹steczek RNA katalizuj¹cych reakcjê
aminoacylacji wykorzystano metodê selekcji in vitro (SELEX) [14] (Rys. 1).
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Rysunek 1. Schemat selekcji in vitro cz¹steczek RNA o w³a�ciwo�ciach acylotransferazy

1.1.1. Rybozym o aktywno�ci aminoacylotransferazy (ATRib)

Rybozym o aktywno�ci aminoacylotransferazy wyselekcjonowano z biblioteki
RNA, zawieraj¹cej cz¹steczki z³o¿one ze 130 nukleotydów. Otrzymany RNA katali-
zowa³ przeniesienie aminokwasu (N-biotynylo-L-metioniny) zwi¹zanego z grup¹
3�-OH 6-nukleotydowego donora o sekwencji 5�-CAACCA-3� na w³asn¹ grupê
5�-OH (Rys. 2). Cz¹steczki aktywnego rybozymu zawiera³y charakterystyczny
13-nukleotydowy fragment, którego 6 nukleotydów przy koñcu 3� komplementar-
nych by³o do sekwencji oligonukleotydu bêd¹cego donorem aminokwasu, natomiast
7 pozosta³ych do koñca 5� � rybozymu; dwie ostatnie pary G-U przy koñcu by³y
niesparowane. Fragment ten odgrywa, wg autorów pracy, rolê wewnêtrznej matrycy,
której zadaniem jest utrzymanie grupy aminoacylowej substratu w pobli¿u koñca 5�
RNA [12]. W nastêpnym etapie otrzymany rybozym skrócono o fragment sekwencji
nieistotny dla jego aktywno�ci katalitycznej. Struktura II-rzêdowa nowej 82-nukle-
otydowej wersji ATRib sk³ada siê z 4 ramion (P1-P4) i trzech tzw. spinek do w³osów
(L2-L4), tworz¹cych strukturê podobn¹ do li�cia koniczyny (Rys. 2) [14].
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Rysunek 2. Schemat aminoacylacji rybozymu ATRib.
Pogrubion¹ czcionk¹ zaznaczono sekwencjê IGS, z któr¹ oddzia³ywuje cz¹steczka donora aminokwasu
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Rysunek 3. Schemat reakcji aminoacylacji katalizowanej przez rybozym ATRib. W pierwszym etapie
nastêpuje zwi¹zanie cz¹steczki donora aminokwasu o sekwencji 5'CAACCA3' do fragmentu IGS rybozymu,
a nastêpnie przeniesienie aminokwasu na grupê 5'OH rybozymu i oddysocjowanie donora. W drugim etapie

nastêpuje asocjacja koñca 3' tRNA z komplementarnego pentanukleotydu fragmentu IGS i przeniesienie
aminokwasu na grupê 3'OH koñcowej adenozyny tRNA.
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Przeniesienie aminokwasu na koniec 5� rybozymu jest procesem ³atwo odwra-
calnym, co potwierdzono, wykorzystuj¹c ATRib katalizuj¹cy reakcjê aminoacylacji
cz¹steczki akceptora komplementarnego do IGS o sekwencji 5�UGGUU3� (Rys. 3)
[14]. Stwierdzono równie¿, ¿e ATRib katalizuje przeniesienie fenyloalaniny lub leu-
cyny na tRNAfMet z prawie tak¹ sam¹ wydajno�ci¹ jak metioniny, co �wiadczy o zni-
komym wp³ywie ³añcuchów bocznych aminokwasów na specyficzno�æ ich wi¹za-
nia do rybozymu.

1.1.2. Rybozym ATRib-QR

Kolejnym etapem w poszukiwaniach skutecznej metody aminoacylacji by³a
konstrukcja rybozymu o w³a�ciwo�ciach aminoacylotransferazy, który specyficznie
katalizuje acylacjê tRNA przy u¿yciu okre�lonego, wolnego aminokwasu. W tym
celu do selekcji wykorzystano mieszaninê cz¹steczek RNA zawieraj¹c¹ ATRib, roz-
szerzony o 70 nukleotydowy fragment, stanowi¹cy domenê rozpoznaj¹c¹ amino-
kwas biotynylo-L-Gln-CME (CME � grupa cjanometylowa) [14]. Otrzymany rybo-
zym, nazwany AD02, katalizowa³ aminoacylacjê tRNA przy u¿yciu glutaminy ze
zdecydowanie wy¿sz¹ wydajno�ci¹, w porównaniu do fenyloalaniny, leucyny i waliny.
AD02 z³o¿ony jest z dwóch charakteryzuj¹cych siê odmiennymi w³a�ciwo�ciami
domen ATRib i QR, po³¹czonych penta- lub heksanukleotydem, z³o¿onym z 5 lub
6 reszt adeninowych. Strukturê drugorzêdow¹ QR tworz¹ 3 ramiona zakoñczone
pêtlami, z których jedna zawiera sekwencjê 5�UAACCA3� komplementarn¹ do IGS
ATRib. Oddzia³ywanie pomiêdzy tymi sekwencjami prowadzi do utworzenia struk-
tury pseudowêz³a, niezbêdnej w procesie autoaminoacylacji [14].

1.1.3. Rybozym ATRib-tR

G³ównym celem poszukiwania rybozymów o w³a�ciwo�ciach aminoacylotrans-
ferazy jest otrzymanie cz¹steczek specyficznie acyluj¹cych syntetyczne tRNA za
pomoc¹ okre�lonego niebia³kowego aminokwasu. W tym celu do selekcji wykorzy-
stano bibliotekê RNA skonstruowan¹ jak w poprzednim eksperymencie [14]. Wyod-
rêbniony rybozym sk³ada siê z dwóch domen ATRib (katalizuje przeniesienie ami-
nokwasu) i tR, która rozpoznaje cz¹steczkê tRNA. Sekwencja U113-A118 w dome-
nie tR jest komplementarna do U33-A38 w pêtli antykodonu tRNA bêd¹cego sub-
stratem (Rys. 4). Obie domeny po³¹czone s¹ pentanukleotydowym odcinkiem. Frag-
ment rozpoznaj¹cy tRNA (tR) ma prawdopodobnie kszta³t litery �Y�, z jednym d³u-
gim ramieniem (P5a, P5b, P5c) i dwoma ramionami zakoñczonymi pêtlami P6, P7
i L6, L7 [15]. Otrzymany rybozym charakteryzowa³ siê wysok¹ specyficzno�ci¹
w stosunku do aminoacylowanego syntetycznego tRNA.
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Rysunek 4. Struktura drugorzêdowa rybozymu ATRib-tR.
Pogrubion¹ czcionk¹ zaznaczono sekwencjê IGS, RCO-aminokwas

1.1.4. Aminoacylacja z udzia³em pre-tRNA

Dojrza³e cz¹steczki tRNA w komórce powstaj¹ z prekursorowych (pre-tRNA)
w wyniku dzia³ania RNazy P, która specyficznie hydrolizuje wszystkie pre-tRNA
w odpowiednim miejscu, pomimo niewielkich ró¿nic w sekwencjach wiod¹cych
przy koñcu 5� [16]. Spostrze¿enie to nasunê³o pomys³ selekcji takich cz¹steczek
pre-tRNA, których sekwencja wiod¹ca mia³aby w³a�ciwo�æ katalizowania reakcji
autoaminoacylacji w uk³adzie cis, a po jej odciêciu za pomoc¹ RNazy P � równie¿
w uk³adzie trans [17]. Cz¹steczki RNA, wykorzystane w tym eksperymencie, sk³a-
da³y siê z 70 nukleotydowego odcinka zmiennego przy³¹czonego do koñca 5� supre-
sorowego tRNA. Selekcji RNA o poszukiwanej aktywno�ci dokonano wykorzystu-
j¹c ester N-biotynylo aminoacylocyjanometylowy (biotynylo-Phe-CME), jako donora
aminokwasu [17]. Otrzymana cz¹steczka RNA o aktywno�ci acylotransferazy cha-
rakteryzowa³a siê obecno�ci¹ zasad G71 i G70 w sekwencji 5�-liderowej, komple-
mentarnych do C74 i C75 z koñca 3� tRNA. Ich obecno�æ mia³a krytyczne znaczenie
dla w³a�ciwo�ci katalitycznych rybozymu [13, 17]. Otrzymany pre-tRNA wykazy-
wa³ w porównaniu z innymi testowanymi biotynylo-aa-CME, du¿¹ selektywno�æ
w stosunku do biotynylo-Phe-CME. Wykazano równie¿, ¿e elementem decyduj¹-
cym o specyficzno�ci rozpoznawania fenyloalaniny by³ ³añcuch boczny aminokwasu
[17].

W celu usprawnienia procedury aminoacylacji oraz podniesienia jej wydajno-
�ci, liderowy fragment (89 nukleotydów) cz¹steczki pre-tRNA, który po hydrolizie
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za pomoc¹ RNazy P wykorzystany by³ jako katalizator w uk³adzie trans, zwi¹zano
z no�nikiem sta³ym (dihydrazyd kwasu adypinowego) i umieszczono na kolumnie.
W tym przypadku substratami równie¿ by³y estry cyjanometylowe aminokwasów.
W dalszych badaniach cz¹steczka katalityczna zosta³a skrócona do 57 nukleotydów,
tworz¹c ostateczn¹ formê r24mini. Do koñca 3� tego rybozymu przy³¹czono ³¹cznik
zbudowany z 20 reszt adenozynowych, zapobiegaj¹cy oddzia³ywaniu no�nika na
strukturê i funkcjê rybozymu. Przy³¹czenie rybozymu do no�nika umieszczonego
w kolumnie pozwala na ³atw¹ izolacjê produktu aminoacylo-tRNA oraz kilkakrotne
wykorzystanie immobilizowanych rybozymów [18].

1.2.  AMINOACYLACJA  CHEMICZNA

Aminoacylacja chemiczna polega na syntezie aminoacylo-n-nukleotydu, który
nastêpnie jest przy³¹czany do skróconej o n (n = 1�3) nukleotydów przy koñcu
3� cz¹steczki tRNA. W tej metodzie wykorzystuje siê fakt, ¿e wszystkie tRNA
posiadaj¹ wspóln¹ sekwencjê CCA przy koñcu 3� [19, 20]. Nie u¿ywa siê ca³ej cz¹s-
teczki tRNA z uwagi na bardzo du¿¹ liczbê miejsc reaktywnych, tRNA pozbawiony
nukleotydów przy koñcu 3� uzyskiwany jest metod¹ transkrypcji in vitro. Do tak
przygotowanej cz¹steczki przy³¹cza siê aminoacylo-n-nukleotyd (aa-nN) z u¿yciem
ligazy RNA. W syntezie aa-nN konieczne jest zablokowanie grupy aminowej
poprzez przy³¹czenie grup ochronnych, co zapobiega chemicznej hydrolizie wi¹za-
nia estrowego pomiêdzy aminokwasem a nukleotydem oraz polimeryzacji amino-
kwasów w czasie aktywacji grupy karboksylowej [21]. Do chwili obecnej wykorzy-
stuje siê ró¿ne warianty aminoacylo-nukleotydów.

1.2.1. Aminoacylacja z wykorzystaniem AppA

W pierwszych próbach syntezy aminoacylo-dinukleotydu wykorzystywano AppA
otrzymywany w wyniku kondensacji soli amonowej adenozyno-5�monofosforanu,
który nastêpnie poddawany by³ estryfikacji przy u¿yciu waliny, której grupa ami-
nowa zosta³a zablokowana za pomoc¹ grupy o-nitrofenylosulfonylowej (NPS) [20].
Tak otrzymany substrat, NPS-walino-difosforan dinukleozydu (Rys. 5A), przy³¹-
czono za pomoc¹ ligazy T4 RNA do tRNA pozbawionego A76 (tRNACC(75)-OH)
tworz¹c walino-tRNA (Rys. 5B). Wydajno�æ tej reakcji waha siê miêdzy 38% a 79%,
w zale¿no�ci od u¿ytego tRNA (mieszania tRNA z E. coli, tRNAPhe z dro¿d¿y) oraz
aminokwasu (walina, fenyloalanina). [20]. Wad¹ tej metody jest konieczno�æ u¿y-
cia ok. dwustukrotnego nadmiaru aminoacylowanych dinukleotydów, przy czym
zarówno zwiêkszenie stê¿enia reagentów, jak i enzymu nie wp³ywa znacz¹co na
efektywno�æ tego procesu. Dodatkow¹ niedogodno�ci¹ jest niespecyficzna aminoacy-
lacja w przypadku stosowania mieszaniny tRNA [20]. Chemiczna aminoacylacja nie
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mo¿e byæ tak¿e stosowana in vivo. Fakt ten zainicjowa³ rozwój badañ, maj¹cych na
celu poprawienie efektywno�ci tej metody.
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Rysunek 5. Schemat substratu i produktu w reakcji chemicznej aminoacylacji.
A � NPS-aminoacylo-AppA; B � NPS-aminoacylo-tRNA; RCO � aminokwas; A � adenina;

p � grupa fosforanowa

1.2.2. Aminoacylacja z wykorzystaniem dinukleotydów pCpA i pdCpA

Poszukuj¹c bardziej efektywnych sposobów chemicznej aminoacylacji zasto-
sowano tRNA pozbawiony dwóch ostatnich nukleotydów przy koñcu 3� (tRNAC(74)-
-OH) oraz syntetycznie otrzymany aminoacylo-pCpA [19,22]. Substratami reakcji
s¹ pCpA oraz aminokwasy z grup¹ aminow¹ blokowan¹ przez grupê acetylow¹ (Ac)
uaktywnione wcze�niej za pomoc¹ carbonylodiimidazolu (CDI). Pierwszym etapem
tej reakcji jest synteza 5�-pCpA-3�-OH. Z uwagi na to, ¿e produkt musi mieæ odpo-
wiedni¹ orientacjê 3�®5� niezbêdne jest zablokowanie grup reaktywnych nukleoty-
dów (5�-OH, 4-NH2 i 2�-OH cytydyny oraz 6-NH2 i 2�,3�-OH adenozyny), a nastêp-
nie ich odblokowanie. Pocz¹tkowo w reakcji kondensacji pCpA i aminokwasu u¿y-
to dinukleotydu z niezablokowan¹ egzocykliczn¹ grup¹ aminow¹ cytydyny, co wi¹-
¿e siê z konieczno�ci¹ uwodornienia tej grupy, w celu usuniêcia zwi¹zanego amino-
kwasu. Dodatkow¹ niedogodno�ci¹ tej metody jest diaminoacylacja adenozyny [25].
Otrzymany produkt ³¹czy siê z tRNAC(74)-OH za pomoc¹ ligazy T4 RNA; wydajno�æ
tego ostatniego procesu waha siê miêdzy 20�65% dla dwudziestokrotnego nadmiaru
aminoacylowanego dinukleotydu [19, 22]. Mo¿liwo�æ wykorzystania tak aminoacy-
lowanego tRNA przez peptydylotransferazê zosta³a potwierdzona w procesie trans-
lacji in vitro na matrycy poli-U [22]. Z uwagi jednak na acylacjê grupy aminowej
N-Ac-aminoacylo-tRNA, nie mo¿na u¿yæ w syntezie polipeptydu. Trudno�æ ta
zosta³a pokonana dziêki zastosowaniu innych grup blokuj¹cych, jednak deprotekcja
grupy aminowej aminokwasu kszta³tuje siê na poziomie 14%, co przy wydajno�ci
acylacji pCpA rzêdu 3�4%, czyni tê metodê ma³o atrakcyjn¹ [23, 24]. Zastosowanie
deoksycytydyny w reakcji kondesacji pdC i pA pozwoli³o na pominiêcie etapu blo-
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kowania grupy 2�-OH cytydyny, a tym samym na zwiêkszenie wydajno�ci konden-
sacji [24].

Wydajno�æ metody chemicznej podniesiono wykorzystuj¹c micele [25]. W tej
metodzie wykorzystano aminokwasy z hydrofobow¹ grup¹ ochronn¹, np. Pen-2-
nap--Ala-OCM (cjanometylo-N-pentylo-L-2-naftyloalanina, ang. N-pentenoyl-L-2-
naphthylalanine) zawieszone w dodatnio na³adowanym micelarnym roztworze
CTACl (chlorek heksadecylotrimetyloamonowy) oraz pdCpA.

�

PLFHOD SG&S$��3HQ���QDS$OD�

2+
2+

Rysunek 6. Schemat aminoacylacji z u¿yciem miceli.

Grupy fosforanowe pdCpA posiadaj¹ce ³adunek ujemny oddzia³uj¹ z dodatnio
na³adowanymi cz¹steczkami CTACl, dziêki czemu grupy 2�(3�)-OH adenozyny gro-
madz¹ siê na zewn¹trz miceli. Miejscowy wzrost stê¿enia grup �OH u³atwia ich
acylacjê. Otrzymany produkt, pdCpA-(Pen-2-napAla), ligowany jest nastêpnie do
tRNAC(74)-OH [25]. Metodê micelarn¹ mo¿na wykorzystaæ do bezpo�redniej ami-
noacylacji tRNA (bez wykorzystania ligazy), poddaj¹c roztwór dzia³aniu ultrad�wiê-
ków. Aminoacylo-tRNA przygotowany t¹ metod¹ by³ aktywnym substratem w syn-
tezie polipeptydu [26].

1.2.3. Kwas peptydonukleinowy

Kwas peptydonukleinowy (PNA) jest cz¹steczk¹ przypominaj¹c¹ kwas nuklei-
nowy, w której szkielet fosforanowo-cukrowy RNA zast¹piono pozbawionym ³adunku
poliamidem, z³o¿onym z podjednostek N-(-2-aminoetylo)-glicyny, po³¹czonych wi¹-
zaniem peptydowym. Cz¹steczki PNA rozpoznaj¹ tRNA na zasadzie komplemen-
tarno�ci, tworz¹c z nim dupleksy i tripleksy stabilniejsze ni¿ kompleksy oligonukle-
otyd-tRNA [27]. Trwa³o�æ tych struktur wynika z braku odpychania pomiêdzy nici¹
kwasu nukleinowego a PNA [28]. Tê w³a�ciwo�æ wykorzystano do opracowania
metody aminoacylacji, w której zastosowano cz¹steczki PNA sk³adaj¹ce siê z 3 ele-
mentów. Pierwszy z nich to 9-nukleotydowy N-koñcowy odcinek PNA komplemen-
tarny do koñca 3� tRNA. Drugim elementem jest sekwencja ³¹cznikowa, zaprojekto-
wana tak, aby utrzymaæ grupê tioestrow¹ blisko grupy hydroksylowej 3� koñcowej
adenozyny tRNA. Trzeci element stanowi tioester aminokwasu (Rys. 7) [27].
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Rysunek 7. Schemat PNA zastosowanego do reakcji aminoacylacji

Wi¹zanie PNA do specyficznego tRNA musi byæ efektywne, ale niezbyt silne,
ze wzglêdu na mo¿liwo�æ blokowania aminoacylo-tRNA przez zwi¹zan¹ cz¹steczkê
PNA [27]. Pokazano, ¿e w syntezie bia³ka z wykorzystaniem systemu translacyj-
nego E. coli najbardziej efektywne s¹ 9-nukleotydowe odcinki. Wynika to z faktu,
¿e temperatura topnienia dupleksu wynosi 38±2°C [27]. Wydajno�æ reakcji amino-
acylacji z zastosowaniem cz¹steczek PNA wynosi³a 39�54(±5)%. Zmniejszenie
wydajno�ci procesu spowodowane by³o woln¹ grup¹ SH, powstaj¹c¹ po wymianie
estrowej, która katalizuje hydrolizê aminoacylo-tRNA [27].

1.3.  AMINOACYLACJA  Z  UDZIA£EM  MODYFIKOWANYCH  SYNTETAZ
AMINOACYLO-tRNA

W syntezie bia³ek in vivo, zgodnie z kodem genetycznym, 20 podstawowych
aminokwasów, przypisanych kodonom typu sens, jest rozpoznawanych przez spe-
cyficzne syntetazy (AARS), które nastêpnie katalizuj¹ ich przeniesienie na odpo-
wiednie cz¹steczki tRNA [29]. Pomys³ wprowadzenia niebia³kowych aminokwa-
sów oraz ich analogów w okre�lone pozycje w bia³kach da³ pocz¹tek koncepcji orto-
gonalno�ci [5]. Polega ona na skonstruowaniu AARS, która rozpoznaje nienatu-
ralny aminokwas oraz odpowiedni supresorowy tRNA. Warunkiem jest brak
oddzia³ywañ tej syntetazy z innymi cz¹steczkami tRNA, oraz to aby supresorowy
tRNA rozpoznaj¹cy kodon amber by³ aktywny w procesie translacji [30]. Z uwagi
na wysok¹ specyficzno�æ oddzia³ywania pomiêdzy tRNA i syntetaz¹, otrzymanie
ortogonalnej pary, aktywnej w translacji, jest procesem niezwykle pracoch³onnym.
Do tworzenia takich par stosuje siê supresorowy tRNA i odpowiednio zmutowan¹
syntetazê aminoacylo-tRNA. Aktywno�æ AARS modyfikuje siê odpowiednio mutu-
j¹c sekwencjê koduj¹c¹ miejsce oddzia³ywania syntetazy z tRNA. Inna strategia
polega na wprowadzaniu do komórki par tRNA�AARS pochodz¹cych z innego or-
ganizmu. W tym przypadku jest wa¿ne, aby wprowadzany tRNA nie by³ aminoacy-
lowany przez syntetazê gospodarza, a syntetaza nie aminoacylowa³a tRNA gospo-
darza.

Kolejna stosowana metoda opiera siê na zastosowaniu syntetazy aktywnej
wobec zmutowanego tRNA, pochodz¹cego z tego samego b¹d� spokrewnionego
organizmu [31]. Chocia¿ niektóre nienaturalne aminokwasy o strukturze zbli¿onej
do naturalnych mog¹ ulegaæ niespecyficznej aktywacji, odpowiednio zaprojekto-
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wane mutacje w enzymach s¹ niezbêdne dla preferencyjnej aktywacji analogów
o skomplikowanym ³añcuchu bocznym. Metoda wprowadzania mutacji w AARS
pozwala na wielokrotne wykorzystywanie cz¹steczek supresorowego tRNA. Osza-
cowano, ¿e pojedyncza cz¹steczka tRNA mo¿e uczestniczyæ wiêcej ni¿ 2 razy
w procesie syntezy bia³ek z nienaturalnymi aminokwasami [29].

Alternatyw¹ dla pracoch³onnych i kosztownych metod otrzymywania ortogo-
nalnych par syntetaza-tRNA jest metoda projektowania ich in silico (ang. clash
opportunity progressive, COP). Procedura ta jest stosowana do przewidywania struk-
tury miejsca preferencyjnego wi¹zania nienaturalnego substratu w oparciu o ener-
giê wi¹zania substratu przez zmutowany enzym [31]. Skonstruowanie dodatkowych
ortogonalnych par syntetaza-tRNA mo¿e pozwoliæ na równoczesne wprowadzenie
kilku dowolnie zaprojektowanych aminokwasów do bia³ka [32]. Metoda wykorzy-
stuj¹ca supresjê kodonu stop charakteryzuje siê licznymi niedoskona³o�ciami wyni-
kaj¹cymi przede wszystkim z silnej konkurencji pomiêdzy czynnikami uwalniaj¹-
cymi � RF a supresorowymi tRNA. Pewnym ograniczeniem jest równie¿ fakt, ¿e do
wprowadzenia nienaturalnych aminokwasów mo¿e byæ stosowany tylko kodon
amber [3].

1.4.  AMINOACYLACJA  POD  WYSOKIM  CI�NIENIEM

Dotychczasowe do�wiadczenia z wykorzystaniem wysokiego ci�nienia
(ang. high hydrostatic pressure, HHP) w biotechnologii oraz w biochemii do bada-
nia struktury i funkcji cz¹steczek biologicznych doprowadzi³y do zastosowania tej
techniki do aminoacylacji tRNA nienaturalnymi aminokwasami. Pokazano, ¿e pod
ci�nieniem 6 kbar tRNA mo¿e byæ aminoacylowany dowolnym modyfikowanym
aminokwasem w uk³adzie pozbawionym AARS i donora energii w postaci ATP,
a uzyskany produkt jest aktywny w syntezie in vitro na matrycy poli-U [33�37].
Przewaga tej metody nad wcze�niej opisanymi wynika z faktu, ¿e wykorzystuje siê
naturalne tRNA, pozbawione dodatkowych modyfikacji, oraz dowolne aminokwasy,
bez konieczno�ci stosowania grup blokuj¹cych. Dodatkowo, dziêki wykorzystaniu
techniki wysokiego ci�nienia, otrzymanie aminoacylo-tRNA jest procesem o wiele
prostszym, bo jednoetapowym. Najwy¿sz¹ wydajno�æ ci�nieniowej aminoacylacji
otrzymano dla aminokwasów z grup¹ aromatyczn¹ w ³añcuchu bocznym 10�20%,
natomiast dla alifatycznych 5�10%. Wynika to prawdopodobnie z mo¿liwo�ci
oddzia³ywania tej grupy z pier�cieniami zasad [34]. Reakcja ta polega na bezpo-
�redniej estryfikacji grupy 2(3�)OH rybozy za pomoc¹ aminokwasu [35]. Ustalono
tak¿e, ¿e estryfikacji w tych warunkach ulega g³ównie 3� koniec tRNA.
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PODSUMOWANIE

Do tej pory wprowadzono do sekwencji ró¿nego rodzaju bia³ek ponad 100 nie-
naturalnych aminokwasów [38]. Synteza bia³ka de novo metod¹ chemiczn¹ jest pro-
cesem czasoch³onnym, a d³ugo�æ polipeptydów, które mo¿na otrzymaæ, jest ograni-
czona do ok. 100 aminokwasów. Mimo to, translacja in vitro przy u¿yciu ryboso-
mów nadal pozostaje technik¹ stosowan¹ w laboratorium [38]. Kluczowym jej eta-
pem jest jednak otrzymanie aktywnego aminoacylo-tRNA. Opracowanie zatem
wysoko wydajnej i prostej metody aminoacylacji tRNA nienaturalnymi aminokwa-
sami znacz¹co usprawni badania nad syntez¹ nowych, modyfikowanych bia³ek,
maj¹cych coraz szersze zastosowanie w biotechnologii. Dotychczasowe metody syn-
tezy alloprotein (bia³ek posiadaj¹cych w swojej strukturze nienaturalne aminokwasy)
� ze wzglêdu na swój skomplikowany przebieg, wymagaj¹cy wieloetapowych i ma³o
wydajnych syntez chemicznych � by³y czynnikami ograniczaj¹cymi rozwój badañ.
W porównaniu do wieloetapowej syntezy chemicznej oraz metod wymagaj¹cych
projektowania zmutowanych enzymów lub cz¹steczek RNA o aktywno�ci katali-
tycznej, technika wysokoci�nieniowej aminoacylacji jawi siê jako sposób najmniej
skomplikowany i czasoch³onny, a tym samym atrakcyjny do wykorzystania w labo-
ratorium. Jednak¿e zastosowanie ortogonalnych par syntetaza-tRNA stwarza poten-
cjalnie mo¿liwo�æ u¿ycia tej technologii na wiêksz¹ skalê, a wiêc otrzymania zna-
cz¹cych ilo�ci bia³ka i poprawienia op³acalno�ci tej metody.
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ABSTRACT

During the past decades it has been recognized that most of the natural proteins
of mammals carry covalently linked saccharide side chains. The carbohydrate por-
tions of the glycoproteins as well as those of glycolipids obviously play key roles in
biological recognition processes.

A glycoprotein is a compound containing carbohydrate (or glycan) covalently
linked to protein. The carbohydrate may be in a form of monosaccharide, disaccha-
ride(s), oligosaccharide(s), polysaccharide(s), or their derivatives (e.g. sulfo- or phos-
pho-substituted). One, a few, or many carbohydrate units may be present.

There are two most common types of glycoproteins: O- and N-glycoproteins.
In eukaryotes, the most prevalent type of O-linked glycosylation is the mucin-type
glycosylation, where N-acetyl-D-galactosamine (GalNAc) is linked in an a-anome-
ric configuration to the b-hydroxyl group of either a serine or a threonine residue of
the polypeptide. Other types of O-linked glycosylation include glycosaminoglycans,
such as heparin and chondrotin sulfate, which are attached to the polypeptide chain
through b-linked xylose residues.

An older and more prevalent type of glycosylation, N-linked glycosylation, is
found in a wide range of organisms ranging from Archae to mammals and other
eukaryotes. N-Glycosylation is a modification performed cotranslationally (during
the translation of mRNA to protein) and is available to any secreted or membrane-
-bound protein containing the triplet amino acid sequence AsnXxxSer/Thr (where
Xxx is any amino acid except Pro). An oligosaccharide is transferred to the amide
side chain of Asn from a dolichol phosphate glycosyl donor, by the action of mem-
brane-bound oligosaccharyl transferase in the endoplasmic reticulum (ER). The fully
translated glycoprotein is then subject to glycan trimming and processing which is
further elaborated in the ER and Golgi apparatus.

Keywords: N- i O- glycoproteins

S³owa kluczowe: N- i O-glikoproteiny
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

U¿ywane w tek�cie symbole aminokwasów oraz ich pochodnych s¹ zgodne
z postanowieniami IUPAC-IUB Joint Commision on Biochemical Nomenclature
zawartymi w Eur. J. Biochem., 1984, 138, 9�37 oraz A Short Guide to Abbrevia-
tions and Their Use in Peptide Science, J. Peptide Sci., 1999, 5, 465�471. W wypad-
kach nie objêtych postanowieniami stosowano oznaczenia powszechnie przyjête w che-
mii peptydów.

U¿ywane w tek�cie symbole sacharydów oraz ich pochodnych s¹ zgodne z po-
stanowieniami IUPAC-IUB Joint Commision on Biochemical Nomenclature zawar-
tymi w Eur. J. Biochem., 1989, 159, 1�6; Glycoconjugate J., 1986, 3, 123�134;
J. Biol Chem., 1987, 262, 13�18,

AA � reszta aminokwasowa
Ac � acetyl
Cbz � grupa benzyloksykarbonylowa
EGF � domena czynnika wzrostu
ER � retikulum endoplazmatyczne
Fmoc � grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa
Gal � D-galaktoza
GalNAc � N-acetylo-D-galaktozamina
Glc � D-glukoza
GlcNAc � N-acetylo-D-glukozamina
LLO � lipidowe pochodne podstawionych fragmentów oligosa-

charydowych (ang. Lipid-Linked Oligosaccharides)
Man � D-mannoza
OT � oligosacharydowa transferaza
OtBu � grupa O-tert-butyloksykarbonylowa
SPPS � synteza peptydów na no�niku sta³ym (ang. Solid Peptide

Phase Synthesis)
TAG � Amber stop kodon
Xyl � D-ksyloza
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WPROWADZENIE

Wêglowodany ze wzglêdu na budowê dzielimy na trzy podstawowe grupy zwi¹z-
ków: monosacharydy, disacharydy i polisacharydy. Do�æ czêsto wystêpuj¹ w po³¹-
czeniach z innymi zwi¹zkami chemicznymi, takimi jak lipidy lub bia³ka, tworz¹c
bardziej z³o¿one struktury chemiczne np. glikokoniugaty. Szczególny rodzaj tego
typu po³¹czeñ stanowi¹ glikoproteiny. Zbudowane s¹ one z fragmentu bia³kowego
po³¹czonego wi¹zaniem kowalencyjnym z cz¹steczk¹ cukru lub glikanu. Fragmen-
tem cukrowym wystêpuj¹cym w glikoproteinie mo¿e byæ monosacharyd, disacha-
ryd albo liniowy lub rozga³êziony oligo- czy polisacharyd [1]. Wyró¿niamy kilka
typów takich po³¹czeñ, ale do najbardziej znanych zaliczamy N- i O-glikoproteiny.
Wchodz¹ one m.in. w sk³ad �cian komórkowych bakterii, wystêpuj¹ w osoczu krwi
(owoalbumina, kolagen) lub tkankach ³¹cznych. Glikoproteiny w naturze powstaj¹
w wyniku reakcji glikozylacji, bêd¹cej najwa¿niejszym i najczê�ciej spotykanym
przyk³adem modyfikacji zarówno ko- i post-translacyjnych bia³ek. Modyfikacje
kotranslacyjne zachodz¹ najczê�ciej na N-koñcu fragmentu peptydowego w trakcie
trwania syntezy bia³ka. Natomiast modyfikacje postranslacyjne polegaj¹ na specy-
ficznym rozszczepieniu polipeptydów lub przy³¹czaniu fragmentów cukrowych do
bia³ka.

Przez wiele lat, ze wzglêdu na ró¿nice w budowie, za odrêbn¹ klasê zwi¹zków
uwa¿ano proteoglikany. Dzisiaj przyjmuje siê, ¿e stanowi¹ one pewnego rodzaju
podklasê glikoprotein. Proteoglikany, w przeciwieñstwie do glikoprotein, zbudowane
s¹ z d³ugich ³añcuchów polisacharydowych sk³adaj¹cych siê z jednostek amino-
deoksycukrowych (glikozaminoglikanów), zwanych równie¿ mukopolisacharydami.
Glikozaminoglikany stanowi¹ d³ugie nierozga³êzione ³añcuchy polisacharydowe
zbudowane z powtarzaj¹cych siê fragmentów disacharydowych, zawieraj¹cych kwasy
uronowe i heksozaminy (wystêpuj¹ce czêsto w postaci pochodnych siarczanowych,
jak np. w heparynie). Szczególnym przyk³adem proteoglikanów s¹ peptydoglikany,
zbudowane z d³ugich ³añcuchów polisacharydowych, sk³adaj¹cych siê z powtarza-
j¹cych siê jednostek N-acetylo-D-glukozaminy (GlcNAc) oraz kwasu N-acetylo-D-
-muraminowego (MurNAc), po³¹czonych wi¹zaniem b (1®4) O-glikozydowym.
W niektórych peptydoglikanach, zamiast reszty MurNAc, wystêpuje kwas L-talozo-
aminouronowy. Do grupy karboksylowej kwasu N-acetylo-D-muraminowego przy-
³¹czony jest fragment peptydowy sk³adaj¹cy siê z reszt L- i D- aminokwasów,
a w przypadku kwasu L-talozaminouronowego fragment ten sk³ada siê wy³¹cznie
z L-aminokwasów [1].

1.  PODZIA£  GLIKOPROTEIN

Wyró¿niamy zasadniczo dwa typy po³¹czeñ kowalencyjnych pomiêdzy cz¹s-
teczk¹ cukru a fragmentem peptydowym, bêd¹ce wynikiem modyfikacji zachodz¹-
cych w obrêbie ³añcuchów bocznych reszt aminokwasów (Rys. 1) [2]. S¹ to odpo-
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wiednio pochodne N-glikozydowe grupy aminowej reszty L-asparaginy (Asn)
(Rys. 1a), rzadziej L-argininy (Arg), oraz O-glikozydowe grupy hydroksylowej resz-
ty L-seryny (Ser) i L-treoniny (Thr) (Rys. 1b), L-tyrozyny (Tyr), L-hydroksylizyny
(Hyl) czy L-hydroksyproliny (Hyp).
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Rysunek 1

1.1.  N-GLIKOPROTEINY

Wi¹zanie b-N-glikozydowe pomiêdzy reszt¹ N-acetylo-D-glukozaminy a reszt¹
L-asparaginy stanowi jeden z najczê�ciej spotykanych typów po³¹czenia cukier�pep-
tyd. Wi¹zanie to powstaje w wyniku modyfikacji kotranslacyjnych reszty L-aspara-
giny zachodz¹cych w retikulum endoplazmatycznym. Reakcja glikozylacji ma miej-
sce wówczas, gdy reszta L-asparaginy wchodzi w sk³ad okre�lonej sekwencji pepty-
dowej Asn-Xxx-Ser/Thr, gdzie Xxx oznacza dowoln¹ resztê aminokwasow¹ z wy³¹-
czeniem L-proliny. Przez d³ugie lata uwa¿ano, ¿e jedynym fragmentem cukrowym,
który wi¹¿e siê z ³añcuchem bocznym L-asparaginy jest N-acetylo-D-glukozamina
[3].

Wyró¿niamy trzy podstawowe typu N-glikanów:
1. wysokomannozowy (ang. oligomannose type) (Rys. 2a);
2. hybrydowy (ang. hybride type) (Rys. 2b);
3. kompleksowy (ang. complex type) (Rys. 2c).
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1.2.  O-GLIKOPROTEINY

Wi¹zanie wystêpuj¹ce pomiêdzy fragmentem cukrowym a grup¹ hydroksylow¹
reszty aminokwasowej Ser, Thr, Hyl, Hyp, Tyr jest przyk³adem po³¹czeñ typu
O-glikozydowego. Ze wzglêdu na szerok¹ gamê reszt aminokwasów mog¹cych two-
rzyæ O-glikozydy, s¹ one powszechne i stanowi¹ podstawê budowy wielu zmodyfi-
kowanych peptydów. Mo¿liwo�æ tworzenia wi¹zañ o ró¿nej konfiguracji anome-
rycznego atomu wêgla (a lub b ), a tak¿e ró¿norodno�æ wystêpuj¹cych fragmentów
cukrowych sprawia, ¿e wyró¿niamy sze�æ charakterystycznych struktur tej grupy
zwi¹zków. Do najczê�ciej wystêpuj¹cych zaliczana jest GalNAc-a-Ser/Thr, wystê-
puj¹ca miêdzy innymi w mucynie, sk¹d wziê³a siê równie¿ nazwa: O-glikoproteiny
typu mucyn (Rys. 3) [4]. Ze wzglêdu na ró¿norodno�æ przy³¹czonych fragmentów
cukrowych (zbudowanych z oko³o 1�20 reszt cukrowych), ³añcuchy O-glikozydowe
mucyn dzieli siê na trzy zasadnicze czê�ci: 1. odcinek rdzeniowy (ang. inner core),
2. odcinek szkieletowy (ang. backborne), 3. obwodowy (ang. periphery) [5]. Odci-
nek rdzeniowy, stanowi¹cy wewnêtrzny fragment mucyny, zbudowany jest z frag-
mentu polipeptydowego, którego reszty L-seryny/L-treoniny po³¹czone s¹ z reduk-
cyjnym koñcem D-galaktozy (Gal) lub N-acetylo-D-galaktozaminy. Do tej pory odkryto
oko³o 8 typów tego typu rdzeni (Tabela 1) [5, 6].

Tabela 1. Osiem typów rdzeniowych ³añcuchów O-glikozdowych mucyny

5HJLRQ�UG]HQLRZ\��5��
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*OF1$FE���>*DOE���@*DO1$F�5�
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*OF1$FE���*DO1$F�5�

7\S���

>*OF1$FE���@*OF1$FE���*DO1$F�5�

7\S���

*DO1$FD���*DO1$F�5�

7\S���

*OF1$FE���*DO1$F�5�

7\S���

*DO1$FD���*DO1$F�5�

7\S���

*DO1$FD���*DO1$F�5�

�

Innym przyk³adem po³¹czeñ O-glikozydowych s¹ proteoglikany zbudowane
z glikozaminoglikanów (np. heparyna) i fragmentu polipeptydowego przy³¹czonego
bezpo�rednio do reszty b -D-ksylozy (Xyl). Kolejnymi przyk³adami s¹ b -O-podsta-
wiona D-glukoza (Glc), a-O-podstawiona D-mannoza (Man) czy a-O-podstawiona
D-fukoza (Fuc) (Rys. 3).
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2.  SYNTEZA

2.1.  BIOSYNTEZA

Biosynteza glikoprotein jest procesem z³o¿onym, przebiegaj¹cym w kilku
zasadniczych etapach. W przypadku N-glikoprotein zachodzi ona w g³ównej mierze
w retikulum endoplazmatycznym, natomiast synteza O-glikoprotein ma miejsce
w aparacie Golgi. Proces biosyntezy zasadniczo opiera siê na reakcji glikozylacji,
stanowi¹cej przyk³ad modyfikacji post- i kotranslacyjnych protein. Przy³¹czenie frag-
mentu oligosacharydowego do peptydu w pocz¹tkowym etapie syntezy glikoprotein
wi¹¿e siê z kluczow¹ rol¹ wêglowodanów w kontrolowaniu nowopowstaj¹cych pro-
tein. Powstaj¹ce wi¹zanie kowalencyjne pomiêdzy fragmentem cukrowym a pepty-
dowym zmienia charakter oddzia³ywañ wewn¹trzkomórkowych typu peptyd�pep-
tyd, proteina�cukier. U³atwia te¿ proces fa³dowania bia³ek, a tak¿e tworzenia siê
wy¿szych struktur bia³kowych [7]. Biosynteza N-glikoprotein jest przyk³adem mody-
fikacji kotranslacyjnych zachodz¹cych w obrêbie komórki. Rozpoczyna siê ona od
syntezy LLO (ang. lipid-linked oligosaccharides), lipidowych pochodnych podsta-
wionych fragmentami oligosacharydów, bêd¹cych prekursorami fragmentu dolichol-
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-GlcNAc2Man9Glc3 (Rys. 4) [7]. W trakcie biosyntezy oligosacharydowa transfe-
raza (OT) odpowiedzialna jest za przeniesienie czteroantenowego (ang. tetraante-
nary) tetrasacharydu GlcNAc2Man9Glc3 w kierunku amidowego atomu azotu z ³añ-
cucha bocznego reszty L-asparaginy. Reakcja glikozylacji zachodzi wówczas, gdy
reszta L-asparaginy wchodzi w sk³ad pierwszorzêdowej struktury o okre�lonej sek-
wencji peptydowej Asn-Xxx-Ser/Thr, gdzie Xxx oznacza dowoln¹ resztê amino-
kwasow¹ z wy³¹czeniem L-proliny. Za bezpo�rednie przy³¹czenie fragmentu cukro-
wego do peptydu odpowiedzialna jest szeroka gama glikotransferaz oraz glikohy-
drolaz, których efektem dzia³ania jest pentasacharydowy rdzeñ (Rys. 4) [7].

2

2+

+2

$F1+

2

+2

+2

+2

+2

2

+2

+2

2

+2

+2

2

+2

2

+2

2

2+

2

+2

1+$F

2

5


2+

2

1

2

+1

2

1+2

5

1+

+

6HU��5
� �+��OXE

7KU��5
� �&+��

;[[

$VQ

a

a

Rysunek 4

Glikozylacja prowadz¹ca do powstania O-podstawionych pochodnych gliko-
protein opiera siê na kilkuetapowej addycji monosacharydów bezpo�rednio do grup
hydroksylowych z ³añcuchów bocznych reszt aminokwasowych ³añcucha polipep-
tydowego. Pierwsz¹ reszt¹ cukrow¹ przy³¹czon¹ do O-glikanu jest najczê�ciej
N-acetylo-D-galaktozamina, która podstawiana jest do ³añcucha bocznego reszty
L-seryny lub L-treoniny [7]. Wyj¹tek stanowi biosynteza kolagenu, w którym pierwsz¹
reszt¹ cukrow¹ jest D-galaktoza lub disacharyd D-glikozylo-D-galaktoza, wi¹¿¹cy
siê z 4-L-hydroksylizyn¹. Kluczowym etapem biosyntezy O-glikoprotein jest two-
rzenie siê antygenu Tn (N-acetylo-D-galaktoaminylo-(a1-O)-L-seryna/treonina). Tego
typu po³¹czenia s¹ szeroko rozpowszechnione w mucynie. Nastêpnie do antygenu
Tn, w wyniku dzia³ania glikotransferaz, przy³¹czane s¹ kolejne reszty cukrowe (Gal,
GalNAc lub GlcNAc), prowadz¹c do powstania oko³o o�miu specyficznych struk-
tur. Stanowi¹ one podstawê do powstania bardziej rozbudowanych glikoprotein.
Zdarza siê równie¿, ¿e reszty kwasu sialowego przy³¹czane s¹ do terminalnego rdze-
nia struktury antygenu Tn, tworz¹c bardziej zró¿nicowane formy glikoproteiny.
Dalszy etap biosyntezy polega na wyd³u¿aniu ³añcucha oligosacharydowego [7].
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2.2.  SYNTEZA  ENZYMATYCZNA

Z roku na rok wzrasta zainteresowanie alternatywnymi technikami syntezy gliko-
protein w stosunku do syntezy chemicznej. Przyk³adem takiej metody jest synteza
enzymatyczna. Oprócz otrzymywania zwi¹zków ze stosunkowo wysok¹ wydajno-
�ci¹ i czysto�ci¹, istotn¹ zalet¹ przeprowadzanych tego typu syntez jest ich regio-,
jak i stereoselektywno�æ. Istniej¹ dwie zasadnicze klasy enzymów, stosowanych
w trakcie przeprowadzanych syntez: glikozylotransferazy (np. b-1,4-glikozylotrans-
feraza, wyodrêbniona z siary wo³owej bierze udzia³ w rozpoznawaniu terminalnej
reszty N-acetylo-D-glukozaminy jako akceptora glikozylu, a dodatkowo katalizuje
selektywne formowanie siê oligosacharydu (Galb1®4GlcNAc)) oraz glikozydazy
(odpowiedzialne s¹ za hydrolizê wi¹zania glikozydowego w warunkach in vivo) [8, 9].

2.3.  SYNTEZA  CHEMICZNA

W celu dok³adniejszego poznania struktury i funkcji glikoprotein rozpoczêto
pracê nad udoskonaleniem metod ich syntezy. Izolowanie z materia³u biologicznego
wymaga³o niejednokrotnie u¿ycia wielu kosztownych technik oczyszczania, nie zaw-
sze jak siê okaza³o wystarczaj¹co skutecznych. Obecnie uwa¿a siê, ¿e jedynie syn-
teza chemiczna czy enzymatyczna s¹ w³a�ciwymi drogami otrzymania okre�lonych
fragmentów glikoprotein. Stosuj¹c te techniki mo¿na uzyskaæ wysokiej czysto�ci
dobrze zdefiniowany materia³ do badañ biologicznych. Metody te daj¹ dodatkowo
mo¿liwo�æ wprowadzenia nie wystêpuj¹cych naturalnie reszt aminokwasów czy te¿
fragmentów cukrów. Glikoproteiny otrzymuje siê przede wszystkim na drodze (Sche-
mat 1) [10]:

1) ³¹czenia (ligacji) peptydu z glikopeptydem;
2) remodelowania glikoproteiny;
3) in vivo supresyjnej tRNA.
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Schemat 1

2.3.1.  Metoda  ligacji  peptydu  z  glikopeptydem

Podstawowe za³o¿enia metody glikoproteinowej ligacji opieraj¹ siê na syntezie
krótkiego fragmentu glikoproteinowego, a nastêpnie po³¹czeniu go z d³u¿szym poli-
peptydem, wykorzystuj¹c technikê enzymatyczn¹ lub chemoselektywn¹. Zalet¹ tej
metody jest mo¿liwo�æ wprowadzenia zarówno naturalnych, jak i nie wystêpuj¹-
cych w przyrodzie fragmentów glikanów lub reszt aminokwasów [10]. Krótkie frag-
menty glikopeptydów otrzymuje siê na trzy sposoby (Schemat 2).
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Schemat 2

Jednym ze sposobów jest stopniowa synteza glikoprotein, opieraj¹ca siê na syn-
tezie fragmentów cukrowych i peptydowych oddzielnie, i w koñcowym etapie � ich
wzajemnym po³¹czeniu. Drugi sposób wykorzystuje glikozylowane pochodne reszt
aminokwasów stosowanych nastêpnie w syntezie etapowej SPPS (ang. solid phase
peptide synthesis). Trzeci sposób opiera siê na syntezie pochodnych oligosachary-
dów zawieraj¹cych reszty aminokwasów i wbudowywaniu ich w d³ugie ³añcuchy
peptydowe przy wykorzystaniu technik syntezy chemicznej i enzymatycznej.

Chemiczna synteza glikoprotein napotyka na kilka problemów. Spowodowane
jest to znaczn¹ labilno�ci¹ wi¹zañ wystêpuj¹cych w N-, jak i O-glikoproteinach.

2.3.1.1.  Synteza  N-glikoprotein

W przypadku syntezy N-glikoprotein bezpo�rednia reakcja glikozylowania grupy
amidowej ³añcucha bocznego reszty L-asparaginy nie zosta³a jeszcze opisana (Sche-
mat 3) [11].
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Schemat 3

Istnieje kilka metod otrzymywania N-podstawionych pochodnych glikoprotein.
Najczê�ciej w tym celu wykorzystuje siê reakcjê pochodnej glikozyloaminy z odpo-
wiednio chronionymi pochodnymi Asp. Pochodne glikozyloaminy otrzymuje siê
m.in. na drodze przekszta³cenia bromków glikopiranozylu w odpowiednie azydki,
które poddane redukcji, prowadz¹ do otrzymania odpowiednich amin [12].

Pochodn¹ glikozyloaminy mo¿na równie¿ otrzymaæ w wyniku reakcji niechro-
nionego fragmentu cukru z wodorowêglanem amonu lub amoniakiem (Schemat 4),
a nastêpnie poddaniu jej reakcji sprzêgania z pochodn¹ aminokwasu. Przyk³adow¹
reakcjê tworzenia wi¹zania pomiêdzy reszt¹ GlcNAc a pochodn¹ Asp zapropono-
wa³ Likhoshertov [13].

2

;
+�1

2

2

1

+

2

2

1

+

2

1

+
�

2

2+

+2

+2

1+$F

2+

1+�+&2��DT��

���GQL�����VW��&

2

2+

+2

+2

1+$F

1+�

1

2

2

2

2

&22%Q&E]�+1

2

2+

+2

+2

1+$F

1

+

2

1+&E]

&22%Q

'0)

+�2

Schemat 4

W celu aktywacji grupy karboksylowej stosuje siê typowe �rodki znane w che-
mii peptydów, np.: DCC (N,N-dicykloheksyloakarbodiimid), HOBt (N-hydroksy-
benzotriazol), HATU (heksafluorofosforan O-(7-azabenzotriazol-1-ilo)-N,N,N�,N�-
-tetrametylouroniowy), TBTU (tetrafiuoroboran 2-(1-benzotriazolilo)-1,1,3,3-tetra-
metylouroniowy).

Istotnym problemem w tworzeniu N-glikozydów w reakcji z fragmentem pep-
tydowym jest powstawanie w trakcie reakcji pochodnej aspartimidowej (Sche-
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mat 5). Stanowi ona przyk³ad reakcji ubocznej, zachodz¹cej wewn¹trz ³añcucha
peptydowego, prowadz¹cej do powstania wewn¹trzcz¹steczkowego sukcynimidu
[11].
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Schemat 5

2.3.1.2. Synteza O-glikoprotein

Otrzymywanie O-po³¹czonych glikozydów aminokwasów utrudnione jest przez
dwa czynniki [14, 15]:

1) Wra¿liwo�æ wi¹zania glikozydowego na obecno�æ kwasów (Schemat 6).
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2) Reakcjê retro-Michaela, której promotorem s¹ zasady. Ulegaj¹ jej reszty
L-seryny i L-treoniny. Reakcja ta opiera siê na uwolnieniu O-podstawionych wêglo-
wodanów w glikoproteinie (Schemat 7).
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Schemat 7

Synteza O-glikoprotein wymaga zastosowania odpowiednio chronionych sub-
stratów i obojêtnego �rodowiska reakcji.

Samaszko.p65 2008-04-15, 13:1292



BUDOWA I SYNTEZA GLIKOPEPTYDÓW 93

Reakcja glikozylowania I i II-rzêdowych grup hydroksylowych ³añcuchów bocz-
nych reszt aminokwasów nie ró¿ni siê w sposób zasadniczy od reakcji tworzenia
wi¹zania glikozydowego pomiêdzy dwiema jednostkami cukru. Przyczyni³o siê to
do szerokiego wykorzystywania metod sprzêgania stosowanych w chemii cukrów.

Otrzymane glikozylowane pochodne aminokwasów (fragmenty mono- i oligo-
sacharydów) mog¹ byæ wykorzystywane zarówno w syntezie w roztworze, jak i na
no�niku sta³ym. Niestety, niejednokrotnie reakcje te odznaczaj¹ siê nisk¹ wydajno-
�ci¹. Standardowe metody syntezy pozwalaj¹ na otrzymywanie z dobrymi wydajno-
�ciami glikoprotein zbudowanych z oko³o 10�50 reszt aminokwasów. W przypadku
otrzymywania d³u¿szych fragmentów glikoprotein, przy zastosowaniu techniki syn-
tezy na no�niku sta³ym, ma miejsce wzrost stê¿enia produktów ubocznych, wp³ywa-
j¹c na nisk¹ wydajno�æ i czysto�æ otrzymywanego zwi¹zku [10].

2.3.1.3.  Metoda  natywnego  ³¹czenia

Glikoproteiny zbudowane z powy¿ej 50 reszt aminokwasowych otrzymuje siê
obecnie na drodze natywnego (wystêpuj¹cego naturalnie) ³¹czenia. Metoda u³atwia
w prosty sposób izolowanie i oczyszczanie produktów kondensacji glikoprotein.

Schemat 8
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C-Terminalny koniec glikoproteiny, bêd¹cy akceptorem nowo powstaj¹cego wi¹za-
nia, ze wzglêdu na obecno�æ innych reaktywnych grup z ³añcucha bocznego pep-
tydu, wymaga selektywnej aktywacji. W tym celu wykorzystuje siê w niej pochodne
tioestrowe. W momencie zmieszania niechronionej pochodnej tioestrowej peptydu
z drug¹ pochodn¹, zawieraj¹c¹ na N-koñcu resztê L-cysteiny, ma miejsce reakcja
transestryfikacji. W pochodnej tioestrowej zachodzi wówczas spontaniczna, nie-
kontrolowana zamiana atomu siarki na atom azotu (S®N), prowadz¹c do powsta-
nia natywnej formy wi¹zania amidowego (Schemat 8) [16].

2.3.2.  Metoda  remodelowania  glikoprotein

Alternatywna metoda syntezy N-podstawionych glikanów opiera siê na wyko-
rzystaniu enzymatycznych metod przekszta³cania niejednorodnych pochodnych pro-
teiny w pojedyncz¹ jednorodn¹ glikoproteinê. W zasadniczym etapie hydroendogli-
kolaza hydrolizuje wi¹zanie pomiêdzy dwiema resztami GlcNAc w bis-N-acetylo-
chitobiozie umo¿liwiaj¹c równocze�nie przy³¹czenie GlcNAc do reszty Asn [17].

Innymi stosowanymi enzymami s¹ endoglikozydazy (Schemat 9). Rozpoznaj¹
one ró¿ne fragmenty ³añcucha glikanów. W dalszym kroku glikozylotransferaza
w obecno�ci cukrowych nukleotydów bierze udzia³ w budowaniu w³a�ciwego kom-
pleksu glikoproteinowego. Metoda ta, niestety, jest kosztowna, co stanowi barierê
w zastosowaniu jej na wiêksz¹ skalê [18].

Schemat 9
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4.3.3.  Metoda  in  vivo  supresyjna  tRNA

W ostatnim czasie metoda supresyjna tRNA wykorzystana zosta³a do otrzymy-
wania rekombinowanych neo- i glikoprotein. Polega ona na wbudowywaniu w trak-
cie biosyntezy protein naturalnie nie wystêpuj¹cych reszt aminokwasowych, przy wyko-
rzystaniu zmodyfikowanego kodonu tRNA. Ortogonalna syntetaza tRNA i pary tRNA
mog¹ zostaæ po³¹czone ze zmodyfikowanymi resztami aminokwasów, np. N-acety-
lo-D-glukozamino-b-L-seryn¹ lub p-acetylofenyloalanin¹, a nastêpnie przekszta³-
cone w kodon TAG w trakcie biosyntezy protein w warunkach in vivo. W dalszym
etapie syntezy, w wyniku dzia³ania glikotransferaz, mog¹ byæ do³¹czone kolejne
reszty cukrowe, prowadz¹c do powstania jednorodnej glikoproteiny (Schemat 10)
[10].

Schemat 10

3.  NIETYPOWE  GLIKOPROTEINY

3.1.  C-GLIKOPROTEINY

Wi¹zanie pomiêdzy atomem C-2 ³añcucha bocznego L-tryptofanu a reszt¹
D-mannozy jest przyk³adem po³¹czenia a -C-glikozydowego. Obecno�æ tego typu
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wi¹zania odkryta zosta³a w proteinach ssaków, np. Rnase2, interleukinie-12 czy pro-
perdynie (Rys. 5) [19, 20].

2

2+

+2

+2

2+

+1

1+�

&22+

Rysunek 5

Vetesy i jego wspó³pracownikom uda³o siê wyizolowaæ rodzinê zwi¹zków
nosz¹cych nazwê enkastyn (ang. enkastines) z Streptomyces albus, ATCC 21 838.
Stanowi¹ one potencjalne inhibitory enkefaliny. Tego typu C-glikozydy mo¿na otrzy-
maæ na drodze reakcji Amadori pomiêdzy reszt¹ D-glukozy, a odpowiednim dipep-
tydem [19, 20].

3.2.  S-GLIKOPROTEINY

W 1971 r. po raz pierwszy uda³o siê wyodrêbniæ pierwszy S-glikozylowany
peptyd. Lote i Weiss wyizolowali oktapeptyd (Rys. 6) z ludzkiego moczu [21, 22].

2

2+

+2

2+

6

+�1

*OX�+LV�6HU�+LV�$VS�*O\�$OD�2+

2

2+

�

Rysunek 6

Jednostki digalaktozy po³¹czone s¹ z ³añcuchem bocznym N-terminalnej
L-cysteiny wi¹zaniem S-glikozydowym.

Otrzymywanie S-glikozydowych po³¹czeñ z aminokwasami prowadzi siê w celu
zapewnienia chemicznej stabilizacji i odporno�ci na hydrolizê enzymatyczn¹ okre-
�lonej gamy protein. Istnieje kilka metod syntezy opisanych w literaturze. Najwa¿-
niejsze z nich to reakcja Kenigsa-Knorra fluorków glikopiranozylu i reakcja gliko-

Samaszko.p65 2008-04-15, 13:1296



BUDOWA I SYNTEZA GLIKOPEPTYDÓW 97

zylowania katalizowana kwasami Lewisa. W syntezie wykorzystywane by³y chro-
nione fragmenty cukru i odpowiednio zabezpieczone pochodne L-cysteiny [12].

3.3.  P-GLIKOPROTEINY

Jednym z rzadziej wystêpuj¹cych typów po³¹czeñ s¹ P-glikoproteiny. Fosfora-
midon jest glikozylowanym dipeptydem, którego N-terminalny koniec Leu-Trp po³¹-
czony jest z reszt¹ L-Rha poprzez wi¹zanie fosfoamidowe. Stanowi on potencjalny
inhibitor metaloproteinaz [23]. Innym przyk³adem zwi¹zków, w których wystêpuje
wi¹zanie fosfoamidowe pomiêdzy reszt¹ GlcNAc, a ³añcuchem bocznym Ser, s¹
m.in. proteinaza 1, lizosomalna proteinaza cysteinowa. Zwi¹zki te wyodrêbnione
zosta³y z Dictyostelium discoideum [23, 24].
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ABSTRACT

The phenomena behind proton hydration in aqueous solution are still far from
being fully understood and have attracted scientific attention for many decades now.
This article reviews the current state of studies of this seemingly simple system,
focusing particularly on the most popular techniques applied: computational chemi-
stry, vibrational spectroscopy and diffraction methods.

The picture of proton transfer via the Grotthuss mechanism (Fig. 1) [8], has
lately been critically examined basing on up-to-date experimental and computatio-
nal data [7], but it is still found relevant in biological systems, e.g. in proton-trans-
ferring proteins [4].

The lengthy and heated debate on the identity of hydrated proton in an aqueous
solution [6, 11, 12] has focused for many years on two isomeric structures (Fig. 2),
the so-called �Eigen cation� [10] and �Zundel cation� [11]. The findings of the last
decade have proved that these two forms coexist in a dynamic equilibrium [5, 13�25],
and that the answer to this problem may as well be in the middle [26�28]. The most
recent reports from the last few years are reviewed here in considerable detail.

Keywords: proton hydration, aqueous solutions, hydrogen bonding, vibrational spec-
troscopy, diffraction methods, quantum-mechanical calculations

S³owa kluczowe: hydratacja protonu, roztwory wodne, wi¹zanie wodorowe, spek-
troskopia oscylacyjna, metody dyfrakcyjne, obliczenia kwantowo-mechaniczne
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WPROWADZENIE

Proton, z uwagi na swoje szczególne znaczenie w chemii roztworów wodnych,
chemii atmosfery, biochemii i technologii chemicznej, od wielu lat stanowi przed-
miot licznych naukowych dociekañ [1]. Szczególne aspekty tego zagadnienia, jak
reakcje z udzia³em kwasów i zasad, czy kataliza kwasowo-zasadowa doczeka³y siê
w³asnych, obszernych monografii [2, 3]. Ogromnym zainteresowaniem cieszy siê
tak¿e zagadnienie roli protonu w uk³adach biologicznych, zw³aszcza poznanie me-
chanizmów jego transportu [4].

Wiele wskazuje na to, ¿e struktura sfer hydratacyjnych protonu w roztworze
wodnym jest unikalna na tle innych indywiduów chemicznych. Proton w wodzie
tworzy natychmiast kowalencyjnie zwi¹zane kompleksy o zmiennej stechiometrii
z cz¹steczkami H2O. Struktura wodnych kompleksów protonu wci¹¿ nie jest jedno-
znacznie ustalona, a ponadto wiele wskazuje na to, ¿e w roztworze kompleksy te
dynamicznie fluktuuj¹ pomiêdzy ró¿nymi strukturami granicznymi [5]. Nawet ste-
chiometria hydratowanego protonu jest wci¹¿ kwesti¹ sporn¹. Choæ utar³o siê pisa-
nie w podrêcznikach chemii ogólnej wzoru jonu H3O

+ (nazywanego ró¿nie: jonem
hydroniowym lub oksoniowym, lub nawet wodorowym) [6], na oznaczenie wodnego
kompleksu protonu, powszechnie wci¹¿ u¿ywany jest symbol H+, ale tak¿e inne, np.
H9O4

+.
Ogromna ruchliwo�æ jonowa protonu, niemal o rz¹d wielko�ci wiêksza od

pozosta³ych kationów, wymaga odwo³ania siê do szczególnego mechanizmu jego
przenoszenia w wodzie, innego ni¿ dla pozosta³ych indywiduów jonowych. Naj-
prawdopodobniej wa¿n¹ rolê odgrywa tu z³o¿ony mechanizm transferu protonu
pomiêdzy cz¹steczkami wody, tzw. mechanizm Grotthussa (Rys. 1) [7], wymusza-
j¹cy specyficzn¹ lokaln¹ strukturê kompleksu hydratacyjnego. Von Grotthuss, z oczy-
wistych wzglêdów, nie móg³ byæ autorem owego mechanizmu w obecnym sformu-
³owaniu (chocia¿by dlatego, ¿e nie zna³ pojêcia protonu), jednak to jemu przyznaje
siê palmê pierwszeñstwa za próbê wyja�nienia zjawiska przewodnictwa w roztwo-
rach elektrolitów przy pomocy teorii �³añcuchów� wodnych [8]. Mechanizm Grott-
hussa, rozumiany jako ci¹g sprzê¿onych �przeskoków� protonu miêdzy cz¹stecz-
kami wody, jest obecnie krytykowany na rzecz migracji ca³ej struktury solwatacyj-
nej [7]. Dodatkowo, z uwagi na niewielk¹ masê i wymiary protonu, jego ruch nie
daje siê opisaæ wy³¹cznie za pomoc¹ praw mechaniki klasycznej. Konieczne jest
uwzglêdnienie efektów kwantowych dla wyja�nienia zjawiska tunelowania protonu
pomiêdzy cz¹steczkami wody [9].
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W powszechnie przyjêtym obecnie obrazie sfer hydratacyjnych protonu w wo-
dzie rozwa¿ane s¹ dwie struktury graniczne kationu H+

aq, a mianowicie tzw. �kation
Eigena� (E) i �kation Zundela� (Z). Model Eigena zak³ada istnienie jonu H3O

+

z trzema równocennymi atomami wodoru, zaanga¿owanymi w trzy wi¹zania wodo-
rowe z cz¹steczkami wody. Kation ten bywa czêsto zapisywany wraz z pierwsz¹
sfer¹ hydratacyjn¹ jako H9O4

+ (Rys. 2a) [10]. Zaproponowany po raz pierwszy przez
Zundela kation H5O2

+ charakteryzuje siê natomiast obecno�ci¹ dodatkowego protonu,
wspó³dzielonego przez dwie cz¹steczki H2O i znajduj¹cego siê idealnie po�rodku
pomiêdzy nimi (Rys. 2b) [11].

+2

+

+ +2

+

+2

+

+2

+
�

��� ��� ���

Rysunek 1. Schemat mechanizmu Grotthussa w postaci sprzê¿onych aktów elementarnych
transferu pojedynczego protonu pomiêdzy cz¹steczkami wody [7]

Rysunek 2. G³ówne modele struktury hydratowanego protonu:
(a) �kation Eigena� (E) H3O

+ (wraz z kompletn¹ pierwsz¹ sfer¹ hydratacyjn¹) [10];
(b) �kation Zundela� (Z) H5O2

+ (bez dalszych sfer hydratacyjnych) [11]

Mniej wiêcej do lat dziewiêædziesi¹tych XX w. dominowa³ w literaturze przed-
miotu pogl¹d, ¿e tylko jeden z tych modeli stanowi w³a�ciwy obraz struktury
i zachowania siê hydratowanego protonu w roztworze wodnym, a kwestia ta bywa³a
przedmiotem o¿ywionych debat [6, 12]. Jednak w ostatnich latach pojawia siê coraz
wiêcej prac teoretycznych i eksperymentalnych, dowodz¹cych b¹d� to istnienia dyna-
micznej równowagi pomiêdzy tymi strukturami granicznymi [5, 13�25], b¹d� te¿
obecno�ci w roztworze przede wszystkim form po�rednich pomiêdzy tymi dwiema
formami [26�28]. Wielu autorów wskazuje tak¿e, ¿e rozró¿nienie pomiêdzy katio-
nami typu Z i typu E zale¿y w du¿ym stopniu od arbitralnych za³o¿eñ [14, 20, 23,
26, 28].

Mimo pozornej prostoty rozwa¿anych uk³adów oraz d³ugoletniej historii do-
ciekañ naukowych na ich temat, liczba publikacji w literaturze �wiatowej, po�wiê-
conych problematyce hydratowanego protonu, bynajmniej nie maleje, a w ci¹gu
ostatnich kilku lat wykazuje wrêcz tendencjê rosn¹c¹. W niniejszej pracy prag-
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niemy przybli¿yæ bie¿¹cy stan badañ nad tym zagadnieniem, ze szczególnym uwz-
glêdnieniem najnowszych osi¹gniêæ. Dok³adniej zostan¹ omówione najpopularniej-
sze ze stosowanych metod badawczych, tj. chemia obliczeniowa, spektroskopia oscy-
lacyjna oraz metody dyfrakcyjne.

1.  SFERY  HYDRATACYJNE  PROTONU
W  �WIETLE  METOD  CHEMII  OBLICZENIOWEJ

Pierwsz¹ systematyczn¹ eksploracjê powierzchni energii potencjalnej komplek-
sów H3O

+(H2O)n (n = 0�4) drog¹ obliczeñ kwantowo-mechanicznych ab initio zna-
le�æ mo¿na w pracy Newtona i Ehrensona [29]. Mimo bardzo ubogiej bazy i pozio-
mu teorii (HF/4�31G), przewidywa³a ona wiele w³a�ciwo�ci takich uk³adów,
m.in. istnienie kompleksu H5O2

+ o symetrii D2d. Do chwili obecnej do badania struk-
tury hydratowanego protonu stosowano wiele ró¿nych metod obliczeñ ab initio
[13, 14, 27, 29�34] lub opartych o teoriê funkcjona³ów gêsto�ci (ang. Density Func-
tional Theory, DFT) [17, 27, 34�38]. Statyczny obraz zjawiska hydratacji, wynika-
j¹cy z tych obliczeñ, wzbogacony zosta³ o informacje dotycz¹ce dynamiki procesu
transferu protonu uzyskane dziêki symulacjom metod¹ Monte Carlo (MC) [28, 37, 39]
oraz metodami dynamiki molekularnej (MD) [5, 9, 15�20, 23, 26, 35, 40].

Centrum kationu E, czyli monohydrat protonu H3O
+, wed³ug niektórych auto-

rów, wykazuje minimum energetyczne dla struktury p³askiej (D3h), czyli odmiennej
od izoelektronowego NH3 [29]. Jednak zarówno nowsze doniesienia dotycz¹ce obli-
czonych struktur [32, 33, 35, 38], jak i dane eksperymentalne [41] wskazuj¹ zdecy-
dowanie na budowê piramidy trygonalnej (C3v).

Z obliczeñ kwantowomechanicznych z uwzglêdnieniem korelacji elektrono-
wej wynika, ¿e kompleks H3O

+·H2O ma strukturê symetryczn¹ typu kationu Zundela,
tj. H5O2

+, o symetrii C2 [13, 14, 27, 29, 31, 32, 35, 36, 38]. Jego geometria tylko
w minimalnym stopniu zale¿y od poziomu teorii oraz bazy orbitali atomowych przy-
jêtych w obliczeniach. Odleg³o�æ O...O wynosi ok. 2,4 Å , za� k¹t O...H...O ok.
173�174°. Proton umiejscowiony jest symetrycznie pomiêdzy dwoma atomami tlenu
i jest na nim zlokalizowana wiêkszo�æ ³adunku dodatniego kompleksu. Metody
ab initio o ró¿nym poziomie korelacji elektronowej i metody DFT daj¹ zasadniczo
ten sam obraz struktury kationu Z, ale te ostatnie daj¹ b³êdny obraz powierzchni
energii potencjalnej dla transferu centralnego protonu (z wyj¹tkiem niektórych funk-
cjona³ów tzw. hybrydowych) [34]. Uwzglêdnienie w obliczeniach zewnêtrznego pola
rozpuszczalnika w postaci kontinuum, charakteryzowanego sta³¹ dielektryczn¹
(ang. Polarizable Continuum Model, PCM), prowadzi do interesuj¹cego wniosku,
¿e w fazie ciek³ej nastêpuje nieznaczne z³amanie symetrii kompleksu i przesuniêcie
centralnego protonu ku jednemu z atomów tlenu [27].

W przypadku dalszych hydratów protonu (H+(H2O)n, n > 2), sytuacja nie jest
ju¿ tak jednoznaczna: wyniki zale¿¹ od metody obliczeñ i u¿ytej bazy, a wiêkszo�æ
uk³adów wykazuje izomeriê geometryczn¹. Bardzo czêsto jest to izomeria pomiê-
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dzy formami Z i E, która wystêpuje zwykle dla parzystej liczby cz¹steczek wody
hydratacyjnej (n = 4, 6). I tak, rozszerzony kompleks Eigena H9O4

+ wykazuje mini-
mum energetyczne zarówno w postaci H3O

+·3H2O [13, 27, 29, 32, 33, 35, 38], jak
i w postaci H5O2

+·2H2O [13, 27, 29, 35]. Pierwszy z tych kompleksów stanowi naj-
prawdopodobniej minimum globalne. Podobna izomeria zosta³a potwierdzona dla
n = 6, jednak w tym przypadku ró¿nica energetyczna pomiêdzy obiema formami
jest ju¿ bardzo niewielka [13, 27, 35].

Dla wiêkszych uk³adów powierzchnia energii potencjalnej staje siê coraz bar-
dziej z³o¿ona i tak: dla H+(H2O)5 znaleziono 5 minimów lokalnych [37], dla H+(H2O)7
� 4 [17], natomiast dla H+(H2O)8 � 3 [17], a w niezale¿nie wykonanych przez nas
obliczeniach kolejne 3, o zupe³nie innej geometrii [27]. Dodatkowy proton wystê-
puje w du¿ych klasterach zarówno w po³o¿eniu w przybli¿eniu symetrycznym, jak
i asymetrycznym wzglêdem dwóch atomów tlenu, choæ w wiêkszych kompleksach
z³amanie symetrii [17, 27] nastêpuje zawsze. Najwiêksze, jak dot¹d teoretycznie
przebadane klastery wodne protonu to H+(H2O)20 oraz H+(H2O)21 [14]. Proton zaw-
sze wystêpuje w nich na powierzchni klastera, a nie w klatce zbudowanej z cz¹ste-
czek wody hydratacyjnej, przy czym mo¿na zaobserwowaæ obydwie jego formy,
E oraz Z. Z tego powodu niektórzy autorzy okre�laj¹ kation H3O

+ jako indywiduum
�pseudo-amfifilowe� [19].

Gdy kompleks H+(H2O)n umieszczono w rozpuszczalniku symulowanym jako
zewnêtrzne kontinuum, wed³ug tzw. modelu kawitacji, minimum energetyczne
zawsze stanowi³a forma E [33]. Z kolei, wed³ug modelu PCM zosta³y przez nas
obliczone geometrie dwóch izomerów dla n = 4 i 6: jednego typu E oraz drugiego,
stanowi¹cego formê po�redni¹, ale bli¿szego kationowi typu Z [27].

G³êbszy wgl¹d w dynamikê zjawisk hydratacji i transportu protonu daj¹ metody
komputerowej symulacji faz ciek³ych. Do badania opisywanego uk³adu stosowano
m.in. metodê MC [28, 37, 39], symulacje kwantowo-klasyczne [15], dynamikê mole-
kularn¹ Borna-Oppenheimera (BOMD), opart¹ o DFT z baz¹ orbitali atomowych
typu Gaussa [17, 26, 35], dynamikê molekularn¹ Cara-Parinello (CPMD), opart¹
o DFT z baz¹ orbitali atomowych typu fal p³askich [5, 9, 16, 18, 40] oraz dynamikê
molekularn¹ opart¹ o metodê empirycznych wi¹zañ walencyjnych (ang. Empirical
Valence Bond, EVB) [19, 20, 23].

W czê�ci opisanych w literaturze symulacji zdecydowanie dominuj¹c¹ formê
protonu stanowi kation typu E, co wynika przede wszystkim z za³o¿eñ dotycz¹cych
struktury kompleksu przyjêtych w obliczeniach kwantowo-klasycznych [15] lub
metod¹ MC [39]. Kation typu Z mo¿e wówczas powstawaæ jedynie przej�ciowo,
podczas wymiany cz¹steczek wody w pierwszej sferze hydratacyjnej kationu E [15].
W symulacjach MC uda³o siê natomiast zidentyfikowaæ 4 kolejne sfery hydratacyj-
ne wokó³ kationu H3O

+ [39].
Proporcje udzia³u form E i Z w roztworze wodnym na gruncie symulacji dyna-

micznych pozostaj¹ kwesti¹ sporn¹. Szczegó³owe obliczenia metod¹ CPMD dla
uk³adu zawieraj¹cego 32 cz¹steczki wody hydratacyjnej sugeruj¹, ¿e w czasie symu-
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lacji oko³o 60% analizowanych konfiguracji zawiera³o centralny kation E, a pozo-
sta³e � kompleks symetryczny typu Z [5]. Podobne wyniki osi¹gniêto t¹ sam¹ meto-
d¹ w pó�niejszej pracy dla stê¿onych roztworów HCl, gdzie podano dystrybucjê
klasterów H+(H2O)n (n = 1�5) dla uk³adu 12 cz¹steczek HCl i 113 cz¹steczek H2O
[16]. Forma Z stanowi³a ok. 30% ogó³u konfiguracji [16]. Autorzy zak³adaj¹, ¿e
w roztworze wodnym zawieraj¹cym dodatkowy proton mamy do czynienia z silnie
sprzê¿on¹ sieci¹ wi¹zañ wodorowych, a nie z konkretnymi przypadkami granicz-
nymi struktury kationu. Niektórzy autorzy wskazuj¹, ¿e odsetek obserwacji kompleksu
Z w czasie trwania symulacji zale¿y od przyjêtych arbitralnych kryteriów granicz-
nych [20]. Je�li za warunek istnienia takiego kompleksu przyj¹æ fakt zaj�cia trans-
feru protonu w czasie kroku obserwacji, wówczas odsetek ten zmienia³ siê od 13%
(dla kroku 5 fs) do 85% (dla kroku 500 fs). Je�li za� stosowano wy³¹cznie kryterium
geometryczne (ROO < 2,45 Å ) wynosi³ on 43% podobnie jak dla symulacji CPMD
[20].

Szczególn¹ rolê w procesie transferu protonu odgrywa istnienie tzw. �wi¹zania
specjalnego�. To wi¹zanie wodorowe ³¹czy kation H3O

+ z cz¹steczk¹ H2O nie wyka-
zuj¹c¹ pe³nej tetragonalnej sieci wi¹zañ wodorowych [5]. Pojawienie siê go (czêsto
wskutek zerwania wi¹zania wodorowego z drug¹ sfer¹ hydratacyjn¹ [7]) towarzy-
szy transferowi protonu na cz¹steczkê H2O zaanga¿owan¹ w wi¹zanie specjalne,
przy czym proces ten jest czêsto odwracalny (proton oscyluje pomiêdzy dwiema
tymi samymi cz¹steczkami H2O) [20]. Mechanizm Grotthussa polega³by na prze-
niesieniu wi¹zania specjalnego poprzez sieæ wi¹zañ wodorowych wody [20]. Fluk-
tuacje kwantowe nie zmieniaj¹ zasadniczo obrazu ruchu protonu w kationie Z [9].

W bardzo niedawnej symulacji metod¹ ab initio MD dominuj¹cy kompleks
protonu mia³ formê kationu typu Z o z³amanej symetrii � proton by³ minimalnie
przesuniêty w stronê jednego z atomów tlenu, za� odleg³o�æ tlen�tlen wynosi³a
2,44�2,45 Å  [26]. Inni autorzy w celu wyja�nienia swych obserwacji równie¿ pro-
ponowali struktury po�rednie. Okre�lane by³y jako �asymetryczny kompleks H5O2

+�
[20] lub te¿ jako �zniekszta³cony Eigen� i �zniekszta³cony Zundel� [28]. Proporcja
kationów zniekszta³conych do pe³nego kationu typu E wynosi 75:25 [28].

Przedmiotem obliczeñ czêsto by³y tak¿e widma oscylacyjne (zwykle widma
gêsto�ci stanów, ang. Density Of States, DOS) uk³adów modelowych zawieraj¹cych
dodatkowy proton, które mo¿na otrzymaæ przez transformacjê Fouriera funkcji auto-
korelacji momentu dipolowego [15, 17�20, 23, 40]. Widmo oscylacyjne klaste-
rów protonowanych ró¿ni siê znacznie od widma czystej wody, przede wszystkim
w zakresie niskich czêsto�ci drgañ. Drgania wewn¹trz klastera H9O4

+ typu E le¿¹
w zakresie 2500�3150 cm�1 [17�20], za� centralnego protonu uk³adu H5O2

+ przy
czêsto�ciach jeszcze ni¿szych: 1000�1800 cm�1 [17�20].

Podjêto te¿ próbê korelacji eksperymentalnych widm oscylacyjnych roztwo-
rów HCl i DCl z widmami obliczonymi teoretycznie i otrzymano zadowalaj¹c¹ zgod-
no�æ kszta³tu widm ró¿nicowych [23]. Wg autorów pracy [40], w stê¿onych roztwo-
rach kwasów obecno�æ anionu mo¿e byæ tak¿e odpowiedzialna za omówion¹ poni-
¿ej absorpcjê typu kontinuum.
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2.  SPEKTROSKOPIA  OSCYLACYJNA  WODNYCH  ROZTWORÓW
MOCNYCH KWASÓW

Charakterystyczn¹ cech¹ wyró¿niaj¹c¹ roztwory wodne jonów H+ s¹ tzw. �kon-
tinua� absorpcyjne w widmach oscylacyjnych (Rys. 3). Nazw¹ t¹ okre�la siê szero-
kie, s³abo ustrukturyzowane i dosyæ intensywne pasma absorpcyjne w zakresie ok.
1000�3200 cm�1, pojawiaj¹ce siê w widmach w podczerwieni wodnych roztworów
kwasów [11].
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Rysunek 3. Widma oscylacyjne (w skali molowego wspó³czynnika absorpcji) roztworu wodnego HCl
(m = 0,996 mol·kg�1; linia ci¹g³a) oraz czystej H2O (linia przerywana) wykonane technik¹ ATR [42]

Pomiar widm oscylacyjnych wymienionych roztworów wykonywano zarówno
w tradycyjnej technice transmisyjnej [43�45], w technice os³abionego ca³kowitego
wewnêtrznego odbicia (ang. Attenuated Total Reflectance, ATR) [23, 42, 46�48],
jak i w technice odbicia zwierciadlanego [49]. Opublikowano te¿ widma transmi-
syjne HDO rozcieñczonej izotopowo w H2O [27, 50]. Wielokrotnie dokonywano
tak¿e pomiaru widm Ramana roztworów kwasów [51�53]. Gamê metod badaw-
czych, zastosowanych w analizie tych uk³adów, uzupe³niaj¹ spektroskopia w pod-
czerwieni filmów cieczy otrzymywanych in vacuo [54], czasowo-rozdzielcza fem-
tosekundowa spektroskopia oscylacyjna [24, 55] oraz spektroskopia oscylacyjna
wydzielonych metod¹ spektrometrii mas klasterów H+(H2O)n w fazie gazowej [21,
22, 56].

Interpretacja molekularna kontinuum absorpcyjnego nie jest spraw¹ prost¹.
Wed³ug Zundela i wspó³autorów [11, 45], jego pojawienie siê mia³oby byæ zwi¹zane

Stangret.p65 2008-04-15, 13:16107



M. �MIECHOWSKI, J. STANGRET108

z ³atwo�ci¹ tunelowania protonu wzd³u¿ symetrycznego wi¹zania wodorowego
(w kompleksie typu H5O2

+), w wyniku bardzo wysokiej polaryzowalno�ci tego wi¹-
zania. Autorzy wskazuj¹ na trzy efekty odpowiedzialne za fakt, i¿ poziomy energe-
tyczne protonu w studni potencja³u pomiêdzy dwoma atomami tlenu zyskuj¹ struk-
turê pasmow¹: (1) wzajemne sprzê¿enie oscylatorów OH w uk³adzie silnych wi¹zañ
wodorowych (protonowe si³y dyspersyjne); (2) oddzia³ywanie z polem elektrycz-
nym pochodz¹cym od anionu lub dipoli indukowanych cz¹steczek wody; (3) sprzê-
¿enie oscylatora OH polaryzowalnego wi¹zania z miêdzycz¹steczkowymi drganiami
otaczaj¹cego rozpuszczalnika o niskiej czêsto�ci.

Kwantowomechaniczna teoria efektu (3), zastosowana do uk³adów zawieraj¹-
cych tylko izotop H lub D, zosta³a podana przez Marechala i Witkowskiego [57, 58].
Z teorii tej wynika, ¿e sprzê¿enie anharmonicznych drgañ rozci¹gaj¹cych O-H(D)
z drganiami mostka wi¹zania wodorowego O-H(D)...O w wysokim stopniu determi-
nuje wystêpowanie szerokich pasm typu kontinuum w widmach oscylacyjnych uk³a-
dów zasocjowanych poprzez wi¹zania wodorowe. Istotny wp³yw na strukturê tych
pasm ma tak¿e udzia³ rezonansu Fermiego, g³ównie wskutek sprzê¿enia drgañ roz-
ci¹gaj¹cych O-H z drganiami zginaj¹cymi, które wzrasta dla silnych wi¹zañ wodo-
rowych [59].

Niektórzy autorzy, dla lepszego wyt³umaczenia wp³ywu efektu (3) na kszta³t
widma oscylacyjnego, przywo³uj¹ widmo elektronowe zanieczyszczenia w krysztale,
które sk³ada siê z w¹skiego pasma �zerowego fononu� (czyste przej�cie elektro-
nowe) oraz szerokiego pasma bocznego powstaj¹cego na skutek oddzia³ywania
z fononami. Analogiczny mechanizm mia³by funkcjonowaæ w wodnych roztworach
kwasów. Wzbudzenia fononowe w takim przypadku stanowi¹ drgania cz¹steczek
rozpuszczalnika o niskiej czêsto�ci (w wodzie s¹ to g³ównie zahamowane rotacje
i translacje) [46].

Przej�cie odpowiadaj¹ce �zerowemu fononowi�, tj. drganiu protonu w syme-
trycznej studni potencja³u, w widmie oscylacyjnym roztworów wodnych widoczne
jest przy ok. 1200 cm�1 [23, 42, 46]. W izolowanym klasterze H5O2

+ ma ono czêsto�æ
1085 cm�1 [22, 56]. Warto dodaæ, ¿e widma oscylacyjne klasterów H+(H2O)n s¹
bardzo czu³e na zmianê warto�ci n i wykazuj¹ przy tym znacz¹ce przesuniêcia pasm.
Porównanie widm z obliczonymi strukturami wskazuje, ¿e zale¿nie od liczby cz¹s-
teczek wody hydratacyjnej, mamy do czynienia z kompleksem Zundela b¹d� Eigena
[21, 22, 56]. Znacz¹ca redystrybucja ³adunku przy zmianie struktury i symetrii kom-
pleksu wywo³uje ogromne zmiany w widmie [22].

Równie¿ kontinuum absorpcyjne w roztworach wodnych jest zale¿ne od obu
struktur granicznych hydratowanego protonu. Niedawno opublikowane symulacje
teoretyczne, poparte danymi eksperymentalnymi, wskazuj¹ na stan równowagi dyna-
micznej pomiêdzy kompleksami Z i E w niezbyt stê¿onych wodnych roztworach
kwasów [23, 40]. Okazuje siê, ¿e intensywno�æ kontinuum poni¿ej ok. 1500 cm�1

zwi¹zana jest wy³¹cznie z obecno�ci¹ struktury Z, podczas gdy w obszarze
1500�3000 cm�1 za kontinuum odpowiadaj¹ obydwa izomery graniczne [40].
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Przy zastosowaniu opracowanej w naszym zespole tzw. metody widm ró¿nico-
wych do analizy widm H2O w roztworach mocnych kwasów, mo¿liwa by³a dekom-
pozycja widma absorpcyjnego w obszarze kontinuum na niewielk¹ liczbê analitycz-
nych pasm sk³adowych [42]. Najbardziej prawdopodobnym wyt³umaczeniem obec-
no�ci kontinuum absorpcji jest sprzê¿enie miêdzycz¹steczkowego ruchu protonu
w (prawie) symetrycznej studni potencja³u z niskoenergetycznymi oscylacjami sieci
wi¹zañ wodorowych wody, typu zahamowanych rotacji i translacji. Sprzê¿enia oscy-
latorów cz¹steczek wody w tego typu oddzia³ywaniach maj¹ charakter dalekozasiê-
gowy [42].

Wielu autorów, zw³aszcza we wcze�niejszym okresie badañ hydratacji protonu,
optowa³o wy³¹cznie za obecno�ci¹ kompleksu typu E w wodnych roztworach kwa-
sów [6, 43, 51, 52]. Pasma ramanowskie w widmach stê¿onych roztworów przypi-
sywano odpowiednim drganiom normalnym jonu H3O

+ [51, 52], którego widmo
oscylacyjne zosta³o wcze�niej dobrze poznane [60]. Dzi� wiadomo jednak, ¿e ewen-
tualne drgania normalne kompleksów mog¹ siê uwidaczniaæ wy³¹cznie jako s³abe
pasma na tle absorpcji typu kontinuum, u pod³o¿a której le¿y zupe³nie inny, omó-
wiony wy¿ej mechanizm [46].
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Rysunek 4. Widmo HDO zaburzonej przez HPF6 w roztworze wodnym w zakresie drgania OD
i jego rozk³ad na analityczne pasma sk³adowe (linie przerywane) [27]

Spektroskopia oscylacyjna izotopowo rozcieñczonej HDO pozwala na efek-
tywne rozprzê¿enie sprzê¿eñ oscylatorów obecnych w uk³adzie, umo¿liwia zatem
separacjê struktury solwatacyjnej protonu od kontinuum. Mimo to w badaniach wod-
nych roztworów kwasów by³a stosowana bardzo rzadko [27, 50]. Zawada i Dryjañ-
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ski, po drobiazgowej analizie konturu pasma drgañ rozci¹gaj¹cych OD w zakresie
2100�2700 cm�1, potwierdzili zdecydowan¹ przewagê formy Z w roztworze [50].
W naszej pracy zastosowali�my ilo�ciow¹ wersjê metody widm ró¿nicowych i zau-
wa¿yli�my, ¿e mimo nieobecno�ci kontinuum, pasmo OD rozci¹ga siê nietypowo
ku niskim czêsto�ciom, bo a¿ do ok. 1600 cm�1 (Rys. 4) [27]. Empiryczna korelacja
po³o¿enia pasma z odleg³o�ci¹ O...O oraz z obliczonymi strukturami pozwoli³a nam
potwierdziæ przewagê zdeformowanego kompleksu Zundela, �w pó³ drogi� pomiê-
dzy strukturami granicznymi Z i E. Odleg³o�æ O...O wewn¹trz takiego kationu H5O2

+

wynosi 2,435 Å , przy skrajnie niskim po³o¿eniu pasma OD HDO (ok. 1700 cm�1).
Mo¿liwe te¿ by³o scharakteryzowanie pod wzglêdem strukturalnym i energetycz-
nym dalszych trzech sfer hydratacyjnych asymetrycznego kationu Z. Odpowiada-
j¹ce im po³o¿enia pasm oraz odleg³o�ci O...O miêdzy kolejnymi sferami wynosi³y
2200 cm�1 i 2,610 Å , 2420 cm�1 i 2,760 Å  oraz 2530 cm�1 i 2,875 Å . Ponadto
widoczna by³a zewnêtrzna sfera hydratacyjna wspó³dzielona z anionem [61]
(> 2600 cm�1 i > 3,00 Å , zale¿nie od anionu), a niezale¿nie mo¿na by³o wyró¿niæ
dodatkowy (szósty) stan cz¹steczek wody s³abo oddzia³uj¹cych z wolnymi parami
elektronowymi H2O w pierwszej sferze hydratacyjnej protonu. Praca ta stanowi pierw-
sz¹ tak szeroko zakrojon¹ charakterystykê strukturaln¹ otoczenia protonu, zw³asz-
cza dalszych sfer hydratacyjnych, trudnych do zbadania innymi metodami.

Femtosekundowa spektroskopia oscylacyjna rozdzielcza w czasie jest obecnie
niezwykle szybko rozwijaj¹c¹ siê metod¹ badawcz¹ i by³a ju¿ stosowana w bada-
niach nad hydratowanym protonem [24]. Wcze�niej odkryto, ¿e wzbudzenie oscyla-
tora OH v = 0®2 (v � oscylacyjna liczba kwantowa) mo¿e byæ odpowiedzialne za
miêdzycz¹steczkowy transfer protonu w wodzie ciek³ej. W stanie v = 2 proton jest
zdelokalizowany pomiêdzy dwoma atomami tlenu, podobnie jak w kompleksie Z,
i mo¿liwy jest jego transfer z jednego atomu tlenu na drugi. Transfer protonu
w roztworach kwasów mo¿e zachodziæ w podobny sposób [55]. W najnowszej
pracy obserwowano interkonwersjê pomiêdzy formami E i Z hydratowanego pro-
tonu, która zachodzi w niezwykle krótkim czasie (< 100 fs). Czas charakterystyczny
drgania rozci¹gaj¹cego protonu jest krótszy od wszystkich innych oscylacji w wo-
dzie ciek³ej i wynosi 120 fs [24]. Wyniki te potwierdzaj¹ niezwykle krótk¹ skalê
czasow¹ procesu transferu protonu, wcze�niej ujawnion¹ metodami teoretycznymi
[20].

3.  DYFRAKCYJNE  BADANIA  OTOCZKI  HYDRATACYJNEJ
PROTONU  W  KRYSZTA£ACH  I  W  ROZTWORZE  WODNYM

Kation H3O
+ zosta³ w pe³ni zidentyfikowany wiele lat temu w strukturze krysta-

licznej monohydratu kwasu nadchlorowego [62]. Na podstawie ogromnej liczby
dostêpnych dzi� danych dyfrakcyjnych mo¿na stwierdziæ, ¿e ma on budowê pirami-
dy trygonalnej, z praktycznie tetraedrycznym k¹tem HOH (109�112°) oraz d³ugo-
�ci¹ wi¹zania OH wynosz¹c¹ ok. 1,02 Å  [63]. Kation Zundela H5O2

+ zidentyfiko-
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wano drog¹ rentgenowskiej analizy strukturalnej m.in. w dihydracie kwasu nad-
chlorowego, di- i trihydracie chlorowodoru [64] oraz metod¹ dyfrakcji neutronów
w dihydracie bromowodoru [65]. Odleg³o�æ O...O w tym kationie wynosi ok.
2,40�2,43 Å , przy czym proton usytuowany jest po�rodku lub niemal po�rodku
miêdzy dwoma atomami tlenu. W stanie sta³ym kation taki mo¿e byæ stabilizowany
energi¹ pola krystalicznego.

�Pe³ny� kation Eigena (H9O4
+) by³ równie¿ badany metodami dyfrakcyjnymi

w stanie krystalicznym [66]. D³ugo�æ wi¹zania wodorowego pomiêdzy centralnym
jonem H3O

+ a cz¹steczkami H2O w pierwszej sferze hydratacyjnej wykazywa³a du¿e
zró¿nicowanie, od 2,514 Å do 2,57 Å [66]. Jeszcze wiêksze agregaty wodne z dodat-
kowym protonem zosta³y przebadane w mniejszym stopniu. I tak, w strukturze
H13O6

+FeCl4
�, opublikowanej przez Gustafssona, mo¿na by³o wyró¿niæ 5 d³u¿szych

wi¹zañ wodorowych (2,661�2,742 Å) i nie mo¿na by³o wskazaæ dyskretnego kom-
pleksu proton�woda [67]. Nowsze doniesienie o kationie H13O6

+, zamkniêtym w klatce
zbudowanej z trzech cz¹steczek eteru koronowego, wskazywa³o na strukturê typu
H9O4

+·2H2O, tj. H3O
+ z pe³n¹ pierwsz¹ i czê�ciow¹ drug¹ sfer¹ hydratacyjn¹. D³ugo-

�ci wi¹zañ wodorowych do pierwszej i drugiej sfery hydratacyjnej wynosi³y odpo-
wiednio 2,51 oraz 2,62 Å  [68].

Na podstawie danych pochodz¹cych z analizy strukturalnej monokryszta³ów
stwierdziæ mo¿na, ¿e w miarê wzrostu liczby cz¹steczek wody hydratacyjnej, cen-
tralny kation z udzia³em protonu przyjmuje strukturê coraz bardziej przypomina-
j¹c¹ kompleks E, z jednoczesnym wzrostem d³ugo�ci wi¹zañ wodorowych w pierw-
szej sferze hydratacyjnej.

Dyfrakcja promieni Rentgena i neutronów jest z powodzeniem wykorzysty-
wana od wielu lat w badaniach nad wod¹ i roztworami wodnymi, daj¹c mo¿liwo�æ
bezpo�redniego wgl¹du na poziomie molekularnym w rozk³ad odleg³o�ci miêdzy-
atomowych w badanych uk³adach [69]. Specyfika badañ dyfrakcyjnych nie poz-
wala, niestety, na badanie roztworów o stê¿eniu mniejszym ni¿ ok. 1 mol·dm�3,
a zatem wci¹¿ nazbyt stê¿onych.

Struktura hydratowanego protonu w roztworze wodnym zosta³a zbadana
zarówno metodami dyfrakcji rentgenowskiej [70�75], jak i neutronów [28, 76, 77].
Interpretacjê wyników tych pomiarów niemal zawsze dokonywano w oparciu o za³o-
¿on¹ strukturê kompleksu typu E, H9O4

+ [70�77]. Wi¹zania wodorowe pomiêdzy
centralnym kationem a trzema cz¹steczkami H2O w pierwszej sferze hydratacyjnej
by³y krótkie, lecz ich d³ugo�æ znacznie zale¿a³a od stê¿enia roztworu. Dla stê¿onych
roztworów kwasów waha³a siê ona w granicach 2,44�2,52 Å  [70�74, 77]. Je�li nato-
miast stê¿enie roztworu by³o umiarkowane i nie przekracza³o ok. 2 mol·dm�3, d³u-
go�æ tych wi¹zañ wynosi³a zwykle ok. 2,75 Å  [73, 75, 76]. W czê�ci prac wskazano
dodatkowo na istnienie czwartej cz¹steczki wody w kompleksie wokó³ H3O

+

[70, 71, 77]. Jest ona lu�no zwi¹zana z centralnym atomem tlenu kationu H3O
+

i le¿y w odleg³o�ci wiêkszej ni¿ trzy cz¹steczki wody tworz¹ce kation H9O4
+ (odleg-

³o�æ O...O wynosi ponad 2,9 Å [71, 77]). Na podstawie niedawnych pomiarów neu-
tronograficznych stwierdzono, ¿e zorientowanie tej dodatkowej cz¹steczki H2O nie
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pozwala na utworzenie wi¹zania wodorowego z H3O
+, mamy zatem do czynienia

z oddzia³ywaniem jon�dipol, typowym dla hydratowanych kationów [77]. Doko-
nana pó�niej przez tych samych autorów reinterpretacja wyników eksperymental-
nych prowadzi do wniosku, ¿e w roztworze wodnym wspó³istniej¹ ró¿nego typu
kompleksy, których struktura waha siê pomiêdzy �zdeformowanym Z� a �zdefor-
mowanym E� [28].

Dostêpno�æ synchrotronowego promieniowania rentgenowskiego umo¿liwia
tak¿e, oprócz badañ dyfrakcyjnych, precyzyjny i powtarzalny pomiar widma
absorpcyjnego wody ciek³ej w zakresie pow³oki K atomów tlenu metod¹ rentge-
nowskiej spektroskopii absorpcyjnej (ang. X-ray Absorption Spectroscopy, XAS)
[78]. Widma XA s¹ czu³e na zaburzenia dystrybucji gêsto�ci elektronowej wskutek
oddzia³ywañ elektrostatycznych oraz zniekszta³ceñ sieci wi¹zañ wodorowych w wo-
dzie. Najnowsze prace z tego zakresu dotycz¹ wodnych roztworów HCl [25]. Ró¿-
nica w obliczonym teoretycznie widmie XA pomiêdzy formami Z i E hydratowa-
nego protonu wynika przede wszystkim z odmiennego sposobu lokalizacji ³adunku
dodatniego, który jest silnie zdelokalizowany pomiêdzy trzy równocenne atomy
wodoru w kompleksie typu E oraz w du¿ym stopniu zlokalizowany na centralnym
protonie w kompleksie typu Z. Dominacja formy E w analizie danych dyfrakcyj-
nych staje siê jasna, gdy uwzglêdni siê fakt, ¿e przewa¿a ona w stê¿onych roztwo-
rach kwasów, podczas gdy w roztworach bardziej rozcieñczonych wystêpuje przede
wszystkim forma Z [25].

PODSUMOWANIE

W roku 2006 up³ynê³o dwie�cie lat od opublikowania przez Grotthussa jego
prze³omowej pracy, w której postawi³ niezwykle ciekaw¹ i wyprzedzaj¹c¹ swoje
czasy hipotezê o sprzê¿onym ruchu atomów wodoru i tlenu wzd³u¿ ³añcucha utwo-
rzonego przez cz¹steczki wody w procesie jej elektrolizy [8]. Zapomniana na
100 lat, zosta³a ponownie odkryta w pocz¹tkach XX stulecia, gdy zasz³a koniecz-
no�æ wyja�nienia niezwykle wysokiej granicznej przewodno�ci jonowej protonu
w roztworze wodnym. Do chwili obecnej uleg³a wielu modyfikacjom [7], pozosta-
j¹c wszak¿e dobrym punktem odniesienia do dyskusji zjawiska transferu protonu
w uk³adach biologicznych [4].

Poznanie hydratacji protonu jest istotne w wielu wa¿nych z praktycznego punktu
widzenia dziedzinach chemii. Transfer protonu poprzez kana³y wodne w wyspecja-
lizowanych bia³kach (np. bakteriorodopsynie) pe³ni fizjologicznie wa¿n¹ rolê w orga-
nizmach ¿ywych [4]. Agregaty wodne protonu wystêpuj¹ tak¿e w atmosferze ziem-
skiej (m.in. w stratosferze), a ich dok³adne zbadanie w uk³adach modelowych jest
istotne z punktu widzenia ekologii [32, 54].

Nasza wiedza o hydratacji i transporcie protonu w roztworze i w ciele sta³ym
ulega sta³emu wzbogaceniu. Mechanizm transportu protonu wspomagany przez reor-
ganizacjê rozpuszczalnika jest obecnie dobrze poznany [79]. Szczegó³owa struk-
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tura sfer hydratacyjnych protonu w roztworze wci¹¿ jednak stanowi temat rozlicz-
nych prac badawczych. Licz¹ce sobie ju¿ 50 lat koncepcje Eigena [10] i Zundela
[11] wci¹¿ znajduj¹ zastosowanie w obja�nieniu wyników eksperymentalnych, lecz
nale¿y traktowaæ je wy³¹cznie jako przypadki graniczne. Stan równowagi pomiêdzy
nimi oraz obecno�æ ewentualnych form przej�ciowych determinuj¹ obserwowane
w³asno�ci wodnych roztworów kwasów [5, 13�28].

Rysunek 5. Model struktury sfer hydratacyjnych (oznaczonych cyframi rzymskimi) zdeformowanego
kationu Zundela otrzymany na podstawie widm oscylacyjnych HDO oraz obliczeñ ab initio [27].

�rednie po³o¿enia analitycznych pasm sk³adowych w widmie HDO [cm�1] pokazane dla porównania
pod odpowiadaj¹cymi im oscylatorami OD

Niedawno zaproponowali�my model zdeformowanego kompleksu Zundela na
podstawie widm oscylacyjnych HDO w H2O oraz obliczeñ ab initio [27]. Charakte-
rystykê strukturaln¹ otoczenia protonu (w tym dalszych sfer hydratacyjnych) przed-
stawia Rys. 5. Warto podkre�liæ, ¿e model ten jest co najmniej niesprzeczny z nowymi
danymi uzyskanymi dziêki szerokok¹tnej dyfrakcji promieni rentgenowskich w roz-
tworze wodnym [80]. Bardzo podobny obraz bliskich sfer hydratacyjnych protonu
wynika tak¿e z niektórych symulacji dynamicznych metodami MC i MD [26, 28].

Hydratacja protonu z pewno�ci¹ bêdzie jeszcze wiele lat wa¿n¹ poznawczo
tematyk¹ badawcz¹, zw³aszcza w zastosowaniach biochemicznych i technologicz-
nych [4, 79]. Rozmaito�æ metod ekperymentalnych i teoretycznych stosowanych do
jej poznania, w tym najnowocze�niejszych technik badawczych [22, 24, 25, 77],
przyczynia siê tak¿e do wzrostu ogólnej wiedzy chemicznej.
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NOWE WYDAWNICTWA
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Douglas A. Skoog, Donald M. West, F. James Holler i Stanley R. Crouch, Podstawy chemii anali-
tycznej. tom 1, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2006. Przek³ad zbiorowy pod redakcj¹ Adama
Hulanickiego oparty na ósmym wydaniu amerykañskim, str. 485, oprawa twarda..

Mo¿na by zawo³aæ �nareszcie!�.
Na naszym rynku podrêczników akademickich ukaza³ siê bodaj najpopularniejszy amerykañski

podrêcznik do chemii analitycznej, �wietnie znany licznej rzeszy m³odych obywateli USA.
Ju¿ na pierwszy rzut oka ksi¹¿ka daje siê polubiæ: twarda, lakierowana ok³adka, niez³y papier,

przemy�lany uk³ad graficzny. A ju¿ zespó³ t³umaczy, z prof. Adamem Hulanickim na czele, to jest
naprawdê najlepsza rekomendacja z mo¿liwych.

Bli¿sze spotkanie nie zmienia tej opinii. Nie potrafi³em znale�æ uchybieñ czy b³êdów, choæby
drukarskich. Kilka losowo rozwi¹zanych zadañ da³o wyniki zgodne z podanymi w rozwi¹zaniach.

Jest to podrêcznik pod ka¿dym wzglêdem nowoczesny, o przemy�lanym uk³adzie, doskonale dobra-
nych przyk³adach, o¿ywiany b¹d� to wywiadami z prominentnymi chemikami, b¹d� te¿ przyk³adami
z ¿ycia codziennego. Przytoczê tylko kilka, dla zachêty.

Jest tu fragment rozmowy z Richardem N. Zare�m, gdy ów �wiatowej s³awy chemik opowiada, jak
to jego rodzice nie pozwalali mu zagl¹daæ do ksi¹¿ek chemicznych, bo to mo¿e prowadziæ do nieszczê�æ.
Rozdzia³ o b³êdnych decyzjach podejmowanych na podstawie testów statystycznych jest zilustrowany
zdjêciem z obrad ³awy przysiêg³ych, która usi³uje przekonaæ do werdyktu jedyn¹ ³awniczkê, która do
niego przekonana nie jest. Nawet zadanie dotycz¹ce obliczenia b³êdu oznaczenia mo¿e rozbawiæ, je�li na
zdjêciu zobaczymy biuretê-bubel, gdzie na skali mililitrowej opuszczono jedn¹ liczbê, za� drug¹ wygrawe-
rowano dwukrotnie (zad. 14�48). Spójrzmy, jak mówi¹c o pojemno�ci buforowej, ilustruje siê to zagad-
nienie problemem kwa�nych deszczów i wi¹¿e siê je z liczb¹ ryb w amerykañskich jeziorach (rozdzia³ 9).
Nawet nie-chemika zainteresuje, w jaki sposób dzia³aj¹ domowe i policyjne analizatory alkoholu
w wydychanym powietrzu (rozdzia³ 7). Takich smakowitych k¹sków znajdziemy w podrêczniku Skooga
wiêcej, trzeba ich tylko poszukaæ.

Wa¿nym narzêdziem, z którego powinni korzystaæ studenci studiuj¹cy wed³ug tego podrêcznika,
jest komputer, a dok³adniej: program Excel � sk³adnik pakietu Microsoft Office. Ksi¹¿ka zawiera frag-
menty bêd¹ce w istocie poradnikiem jak korzystaæ z Excela (oczywi�cie w ograniczonym zakresie, tylko
na ile to jest potrzebne dla osi¹gniêcia konkretnych celów). Mo¿na siê wahaæ, czy jest to rzeczywi�cie
niezbêdne w tego rodzaju publikacji, ale je¿eli podrêcznik ma byæ kompletn¹ pomoc¹ naukow¹, to takie
rozwi¹zanie ma niew¹tpliwy sens. Nie mo¿na zreszt¹ nie zauwa¿yæ, jak du¿¹ wagê autorzy przywi¹zuj¹ do
obliczeñ, zw³aszcza rachunku b³êdów, najczê�ciej zbyt zawi³ych,  aby mo¿na je by³o szybko i bezb³êdnie
przeprowadziæ za pomoc¹ kalkulatora.
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Do ksi¹¿ki do³¹czono p³ytê CD z bardzo licznymi symulacjami i ilustracjami ró¿nych zagadnieñ, ale
te¿ z wieloma danymi; np. znajdziemy tam uk³ad okresowy z informacjami o poszczególnych pierwiast-
kach. Symulacje polegaj¹ g³ównie na wykonaniu prostego obliczenia wg podanego schematu, wiêc s¹
raczej czym� w rodzaju sprawdzianu. Trudno jednak powiedzieæ, na ile taka pomoc bêdzie przydatna
polskim studentom. Zawarto�æ p³yty jest wy³¹cznie w jêzyku angielskim, za� jej graficzna atrakcyjno�æ
jest nie najwy¿sza (wiem, ¿e nie o to tutaj chodzi, ali�ci wspó³czesny student przywyk³ ju¿ do bardziej
wyrafinowanych efektów komputerowych). P³yta mo¿e natomiast bardzo przydaæ siê przygotowuj¹cym
zajêcia, choæby ze wzglêdu na zawarte w niej dane tabelaryczne.

Autorzy nieustannie zachêcaj¹ czytelnika do korzystania z niezmierzonych zasobów interneto-
wych. Kiedy np. mowa o wyra¿eniu opisuj¹cym sta³¹ równowagi reakcji, odsy³aj¹ czytelnika do strony
WWW, na której znajduje siê angielskie t³umaczenie artyku³u z 1864 roku o prawie dzia³ania mas,
autorstwa jego odkrywców, Guldberga i Waage. Przede wszystkim jednak powo³uj¹ siê g³ównie na w³asne
zasoby zawieraj¹ce mnóstwo zadañ, danych, tabel, ilustracji, omówieñ i innych materia³ów pomocnych
tak studentom w nauce, jak nauczycielom akademickim w przygotowaniu zajêæ z chemii analitycznej.

Jest w³a�ciwie tylko jedna rzecz, która mi siê w tym podrêczniku niespecjalnie podoba. Tom
pierwszy omawia m.in. zagadnienia z dzia³ów ogólnie zaliczanych do reakcji kwas-zasada, równowagi
opisywane iloczynem rozpuszczalno�ci oraz równowagi tworzenia kompleksów, natomiast ca³y dzia³
zwi¹zany z równowagami przeniesienia elektronów  oraz miareczkowaniami redoksometrycznymi zna-
laz³ siê w tomie drugim, wraz z instrumentalnymi metodami elektrochemicznymi, w którym oprócz tego
znajduj¹ siê te¿ rozdzia³y omawiaj¹ce analityczne metody spektroskopowe i kinetyczne. Uwa¿am, ¿e
bardziej logiczne by³oby pozostawienie w drugim tomie wy³¹cznie metod instrumentalnych i przeniesie-
nie rozdzia³u o równowagach i klasycznych oznaczeniach redox do pierwszego tomu. Takiej zmiany
jednak, co oczywiste, mogliby dokonaæ tylko autorzy ksi¹¿ki.

Reasumuj¹c: znanym, lubianym i cenionym polskim podrêcznikom J. Minczewskiego i Z. Marczenki,
T. Lipca i Z.S. Szmala, A. Cygañskiego i innym przyby³ potê¿ny konkurent, bardziej nowoczesny, szerzej
i atrakcyjniej traktuj¹cy o szeroko pojêtej chemii analitycznej, wykorzystuj¹cy programy komputerowe,
g³êboko siêgaj¹cy do zasobów sieci internetowej, z mnóstwem przyk³adowych zadañ oraz dygresji, posze-
rzaj¹cych wiedzê i zainteresowanie przedmiotem. A ¿e konkurencja wychodzi zazwyczaj na zdrowie
klientom i u¿ytkownikom, z nieukrywanym zadowoleniem witam pierwszego �Skooga� na naszym rynku
podrêczników chemicznych.

Jacek Gliñski
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INFORMACJE

INFORMACJA  REDAKCJI  �WIADOMO�CI  CHEMICZNYCH�

Redakcja �Wiadomo�ci Chemicznych� w porozumieniu z Rad¹ Redakcyjn¹
kontynuuje inicjatywê podjêt¹ na konferencji Dziekanów Wydzia³ów Chemicznych,
która odby³a siê w lutym 2007 roku w Poznaniu.

Zgodnie z t¹ inicjatyw¹ poszczególne o�rodki chemiczne (przede wszystkim
uczelniane) w Polsce mog¹ publikowaæ w �Wiadomo�ciach Chemicznych� informa-
cje o swojej dzia³alno�ci.
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UNIWERSYTET  MARII  CURIE-SK£ODOWSKIEJ
w Lublinie

Wydzia³ Chemii

zaprasza na studia na kierunkach:

1.   C H E M I A

5-letnie magisterskie studia stacjonarne
o specjalno�ci:

� Chemia podstawowa i stosowana �
� Chemia �rodków bioaktywnych i kosmetyków �

3-letnie studia stacjonarne I stopnia:

� Chemia informatyczna �

2-letnie studia stacjonarne II stopnia (uzupe³niaj¹ce magisterskie)

� Analityka chemiczna �

dwustopniowe studia stacjonarne 3+2 lata
od roku akademickiego 2007/2008

5-letnie studia zaoczne o specjalno�ci:

� Chemia �rodków bioaktywnych i kosmetyków �

2.  O C H R O N A  � R O D O W I S K A

miêdzywydzia³owe dwustopniowe studia stacjonarne 3+2 lata

www.umcs.lublin.pl
http://chemia.umcs.lublin.pl/

informacje.p65 2008-04-14, 13:47120
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WYDZIA£ CHEMII UNIWERSYTETU WROC£AWSKIEGO
zaprasza na bezp³atne kursy:

NOWOCZESNY PRACOWNIK LABORATORIUM

Szkolenie jest finansowane ze �rodków Europejskiego Funduszu Spo³ecznego (75%)
oraz bud¿etu pañstwa (25%), realizowane pod  nadzorem Dolno�l¹skiego Wojewódz-
kiego Urzêdu Pracy w ramach Zintegrowanego Programu Operacyjnego Rozwoju
Regionalnego w punkcie:

Priorytet 2        Wzmocnienie rozwoju zasobów ludzkich w regionach
Dzia³anie 2.1.  Rozwój umiejêtno�ci powi¹zany z potrzebami regionalnego rynku
pracy i mo¿liwo�ci kszta³cenia ustawicznego w regionie.

Celem  szkoleñ  jest  aktualizacja  wiedzy w zakresie  nowoczesnych metod analitycz-
nych, przygotowanie metody pomiarowej do walidacji, projektowanie systemów bez-
pieczeñstwa w laboratorium chemicznym.
Program szkoleñ obejmuje 52 godziny zajêæ w formie wyk³adów, warsztatów i labo-
ratoriów.
Podczas szkoleñ istnieje mo¿liwo�æ uzyskania certyfikatów bieg³o�ci analitycznej.

Uniwersytet Wroc³awski
Wydzia³ Chemii
ul. F. Joliot-Curie 14
50-383 Wroc³aw

Dodatkowe informacje znajduj¹ siê na stronie internetowej Wydzia³u Chemii Uniwersytetu Wroc³awskiego
www.chem.uni.wroc.pl/METFIZ/kursy/index.html oraz pod numerem telefonu 071/37 57 210
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�AKADEMIA EKONOMICZNA
im. Oskara Langego we Wroc³awiu

Oferta edukacyjna
Wydzia³u In¿ynieryjno-Ekonomicznego

Od 50 lat Wydzia³ In¿ynieryjno-Ekonomiczny prowadzi kszta³cenie o charakterze
interdyscyplinarnym, ³¹cz¹c nowoczesn¹ wiedzê i umiejêtno�ci in¿ynierskie z wiedz¹
ekonomiczn¹ i mened¿ersk¹.

Kszta³cenie jest prowadzone na kierunku o nazwie zarz¹dzanie i in¿ynieria
produkcji, w ramach nastêpuj¹cych specjalno�ci:

� zarz¹dzanie i in¿ynieria produkcji ¿ywno�ci,
� zarz¹dzanie i in¿ynieria w przemy�le chemicznym,
� zarz¹dzanie i in¿ynieria ochrony �rodowiska.
Przewiduje siê uruchomienie w roku akademickim 2006/2007 kolejnej specjal-

no�ci � zarz¹dzanie procesami biotechnologicznymi.

Proces dydaktyczny jest realizowany w ramach studiów stacjonarnych (we
Wroc³awiu) i niestacjonarnych (we Wroc³awiu i w zamiejscowych o�rodkach
dydaktycznych w K³odzku, Ole�nie, Przygodzicach i ̄ ³obi�nie).

Wybór specjalno�ci nastêpuje w czwartym semestrze studiów. W trakcie nauki
studenci maj¹ zajêcia z ogólnych przedmiotów ekonomicznych (zarz¹dzanie strate-
giczne, zarz¹dzanie produkcj¹ i us³ugami, zarz¹dzanie jako�ci¹ (TQM), marketing,
badania operacyjne i logistyka, controlling, rachunkowo�æ, ekonomika i organizacja
przedsiêbiorstwa, zarz¹dzanie finansami) oraz ogólnotechnicznych (fizyka,
chemia, wprowadzenie do techniki, podstawy metrologii, materia³oznawstwo, ekolo-
gia i ochrona �rodowiska, podstawy projektowania in¿ynierskiego).

W programie studiów relacja miêdzy przedmiotami ekonomicznymi i technicz-
nymi wynosi oko³o 1:1.

Na IV roku studiów studenci dokonuj¹ wyboru odpowiadaj¹cego im tematycz-
nie seminarium magisterskiego, które koñczy siê egzaminem magisterskim.
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W ofercie edukacyjnej Wydzia³u s¹ tak¿e niestacjonarne, 1,5-roczne uzupe³niaj¹-
ce studia magisterskie dla studentów z tytu³em zawodowym in¿yniera uzyskanym w
uczelni akademickiej lub zawodowej, otrzymanym na kierunku � tym samym lub
pokrewnym do kierunku realizowanego na Wydziale In¿ynieryjno-Ekonomicznym
(oceny stopnia pokrewieñstwa kierunku dokonuje dziekan Wydzia³u).

Informacje o Wydziale
Akademia Ekonomiczna im. Oskara Langego we Wroc³awiu
Dziekanat Wydzia³u In¿ynieryjno-Ekonomicznego
53-345 Wroc³aw, ul. Komandorska 118/120
Studia stacjonarne
Bud. A, pok. 127, tel.: (71) 36-80-148 fax.: (71) 36-80-627
Studia niestacjonarne
Bud. A. pok. 129, tel.: (71) 36-80- 149

Serdecznie zapraszamy na studia do Akademii Ekonomicznej we Wroc³awiu na
elitarny Wydzia³ In¿ynieryjno-Ekonomiczny.
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UNIWERSYTET  W  BIA£YMSTOKU
Wydzia³ Biologiczno-Chemiczny

INSTYTUT CHEMII

15-399 Bia³ystok, ul. Hurtowa 1,

tel/fax: (085) 7470113, 7457800; e-mail: chemia@uwb.edu.pl

Instytut Chemii Uniwersytetu w Bia³ymstoku, wspólnie z Instytutem Biologii,
wchodzi w sk³ad Wydzia³u Biologiczno-Chemicznego. W 2005 roku mury Instytutu
ju¿ po raz dwudziesty ósmy opu�cili absolwenci. Do 1997 roku Bia³ostocka Uczelnia
funkcjonowa³a jako Filia Uniwersytetu Warszawskiego.

Przez wiele lat Instytut boryka³ siê z k³opotami lokalowymi. Wiosn¹ 2002 roku
przekazany zosta³ w u¿ytkowanie nowy budynek. Instytut w dalszym ci¹gu funk-
cjonuje w dwóch budynkach, s¹ jednak realne szanse na rozbudowê nowego budyn-
ku w ten sposób, by ca³y Instytut mie�ci³ siê w jednym kompleksie.

Kadra samodzielnych pracowników naukowych Instytutu nie jest liczna � obecnie
jest to dwana�cie osób z tytu³em profesora lub stopniem doktora habilitowanego.
Chocia¿ w najbli¿szym czasie kilkoro naszych pracowników przyst¹pi do
kolokwium habilitacyjnego, to jednak chcemy powiêkszyæ kadrê o kilka osób, dotych-
czas niezwi¹zanych z naszym Instytutem.

Zwracamy siê zatem z propozycj¹ podjêcia pracy w naszym Instytucie przez
profesorów i doktorów habilitowanych z innych o�rodków naukowych w Polsce.
Nie wykluczamy równie¿ podjêcia rozmów o zatrudnieniu z doktorami, którzy po
nied³ugim czasie uzyskaj¹ stopieñ doktora habilitowanego. Liczymy na osoby, które
w niedalekiej przysz³o�ci zdecyduj¹ siê na zamieszkanie w Bia³ymstoku i rozwiniêcie
tu swojego warsztatu badawczego. Oferujemy nie tylko dobre warunki pracy ale
i pomoc w za³atwieniu spraw mieszkaniowych. Inne walory województwa podla-
skiego s¹ powszechnie znane: czyste powietrze, blisko�æ wspania³ych lasów i jezior,
¿yczliwi ludzie i dobre po³¹czenia komunikacyjne z innymi regionami Polski.

Kontakt z nami mo¿na nawi¹zaæ miêdzy innymi za po�rednictwem poczty elek-
tronicznej:

Krzysztof Winkler: winkler@uwb.edu.pl
Anatol Koj³o: kojlo@uwb.edu.pl
oraz: chemia@uwb.edu.pl
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Redakcja �Wiadomo�ci Chemicznych� informuje, ¿e s¹ u nas do nabycia
nastêpuj¹ce pozycje �BibliotekiWiadomo�ci Chemicznych�:
Nomenklatura steroidów (Zalecenia 1989), t³um. J.W. Morzycki i W.J. Szczepek,

cena 3 z³
Nomenklatura chemii nieorganicznej. Zalecenia 1990, red. Z. Stasicka, cena 25 z³
Podstawowa terminologia stereochemii oraz S³ownik podstawowych terminów

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

Nomenklatura wêglowodanów. Zalecenia 1996, t³um. i red. T. Soko³owska
i A. Wi�niewski, cena 18 z³

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

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

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

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

I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czê�æ pierwsza,
cena 18 z³

M. Zab³ocka-Malicka, Ruchliwo�æ jonów w podwójnych uk³adach stopionych soli,
cena 8 z³.

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

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

Glosariusz nazw klas zwi¹zków organicznych i reaktywnych produktów po�rednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. Ka�mierczak
i J. Gawroñski, cena 16 z³.

Ksi¹¿ki wysy³amy na koszt zamawiaj¹cego. Zamówienia prosimy kierowaæ pod
adresem: Redakcja �Wiadomo�ci Chemicznych�, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroc³aw. Op³aty nale¿y wnosiæ na konto: BPH SA I O/Wroc³aw,
Redakcja �Wiadomo�ci Chemicznych�, NRB 83 1060 0076 0000 3200 0040 0597.



�Wiadomo�ci Chemiczne� publikuj¹ artyku³y referatowe, nie oryginalne prace do�wiadczalne,
dotycz¹ce wszystkich dziedzin chemii i nie drukowane przedtem w innych czasopismach.Artyku³y
publikowane w �Wiadomo�ciach Chemicznych� nie mog¹ byæ bez zgody Redakcji drukowane
w innych czasopismach. Tre�æ artyku³ów powinna odpowiadaæ stanowi wiedzy w chwili pisania
artyku³u. Pi�miennictwo cytowane powinno uwzglêdniaæ najnowsze prace krajowe i zagraniczne
z dziedziny, której dotyczy artyku³.

Maszynopisy (wydruki komputerowe) nale¿y nadsy³aæ Redakcji w dwóch egzemplarzach:
orygina³ i kopia lub kserokopia pisana jednostronnie, z zachowaniem podwójnej interlinii i margi-
nesu szeroko�ci 5 cm z prawej strony; pierwszy wiersz akapitu nale¿y zaznaczyæ wciêciem na
5 uderzeñ w klawisz.

Na pierwszej stronie pod tytu³em polskim nale¿y umie�ciæ tytu³ w jêzyku angielskim, adres
autora oraz spis rozdzia³ów. Praca powinna zawieraæ obszerne streszczenie w jêzyku angielskim
(do 1,5 strony maszynopisu z cytowaniem pi�miennictwa i odsy³aczami do tabel i rysunków w tek-
�cie). Na osobnej kartce prosimy o krótk¹ (do 150 wyrazów) notkê z informacj¹ o uprawianej przez
Autora tematyce naukowej i przebiegu pracy. Prosimy o podanie tytu³u naukowego i miejsca pracy
oraz o do³¹czenie aktualnego zdjêcia. Przys³anie tych informacji bêdziemy traktowaæ jako zgodê
na ich publikacjê.

Artyku³y nale¿y opracowywaæ zwiê�le i nie zamieszczaæ szczegó³ów, odsy³aj¹c czytelnika
do pi�miennictwa oryginalnego. Maszynopis nie powinien przekraczaæ 25 stron wraz z tabelami
i wykazem pi�miennictwa lub 100 stron, je�li jest monografi¹ przeznaczon¹ do druku w �Bibliote-
ce Wiadomo�ci Chemicznych�. Artyku³y powinny byæ napisane za pomoc¹ komputera. Redakcja
prosi o do³¹czenie dyskietki z tekstem pracy i ilustracjami wraz z wyczerpuj¹c¹ informacj¹ o u¿y-
wanym edytorze. Po¿¹dany edytor Word (co najmniej wersja 6).

Rysunki (mog¹ byæ kolorowe, ale za dop³at¹ do druku) nale¿y nadsy³aæ w dwóch egzempla-
rzach (orygina³y i kopie lub kserokopie). Orygina³y rysunków musz¹ mieæ tak¹ formê graficzn¹, by
nadawa³y siê do reprodukcji. Na odwrotnej stronie nale¿y podaæ o³ówkiem nazwisko autora i nu-
mer rysunku i ten sam numer zaznaczyæ w odpowiednim miejscu maszynopisu. Na osobnym arku-
szu do³¹czyæ podpisy pod rysunki. Do pracy nale¿y do³¹czyæ jeden komplet wzorów i schema-
tów narysowanych oddzielnie w formie nadaj¹cej siê do reprodukcji.

Tabele nale¿y ponumerowaæ cyframi arabskimi oraz podaæ ich tytu³y.
Pi�miennictwo zestawia siê w kolejno�ci cytowania w tek�cie: powinno ono zawieraæ kolej-

no inicja³y imion i nazwisko, skrót tytu³u czasopisma zgodny z przyjêtymi normami, rok wydania,
tom podkre�lony i numer pierwszej strony cytowanej pracy. Wykaz skrótów wa¿niejszych czaso-
pism chemicznych jest podany w �Wiadomo�ciach Chemicznych�, 1989, 43, 979. Je�li czê�æ pi�-
miennictwa zebrana jest w monografiach lub innych wydawnictwach, nie nale¿y podawaæ szcze-
gó³owo wykazu tego pi�miennictwa, lecz cytowaæ odno�ne wydawnictwo.

O przyjêciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.Maszynopisy nie odpowiadaj¹-
ce podanym warunkom nie bêd¹ przez Komitet rozpatrywane. Artyku³y nie zakwalifikowane
do druku Redakcja zwraca, zachowuj¹c kopiê maszynopisu. Autorzy przeprowadzaj¹ jedn¹ korek-
tê tekstu.

Honoraria za wydrukowane prace s¹ wyp³acane wy³¹cznie tym Autorom, których artyku³y
zosta³y zamówione przez Redakcjê. Autorzy wydrukowanych prac otrzymuj¹ bezp³atnie 20 nad-
bitek.

REGULAMIN DLAAUTORÓW



DOCZYTELNIKÓW
�WIADOMO�CI CHEMICZNYCH�

Redakcjamiesiêcznika PTCh �Wiadomo�ci Chemiczne� zawiadamia, ¿e wyso-
ko�æ prenumeraty rocznej �Wiadomo�ci Chemicznych� za 2007 r. wynosi 120 z³ dla
instytucji i nie zrzeszonych prenumeratorów indywidualnych oraz 60 z³ dla bibliotek
szkó³ �rednich i podstawowych. Nale¿no�æ za prenumeratê prosimy przekazywaæ na
konto:

Bank Przemys³owo-Handlowy S.A.
Oddzia³ weWroc³awiu

pl. Powstañców �l. 9, 53-316 Wroc³aw
Redakcja �Wiadomo�ci Chemicznych�
NRB 83 1060 0076 0000 3200 0040 0597

Prenumerata �Wiadomo�ci Chemicznych� dla cz³onków PTCh, po³¹czona
z op³at¹ sk³adek cz³onkowskich, jest znacznie ni¿sza i przedstawia siê nastêpuj¹co:

� prenumerata �Wiadomo�ci Chemicznych� na rok 2007wraz ze sk³adk¹ cz³on-
kowsk¹, w ramach której dostarczany jest �Orbital�, wynosi 60 z³ (sk³adka � 50 z³,
prenumerata � 10 z³);

� emeryci, doktoranci oraz studenci p³ac¹ 25 z³ (sk³adka � 15 z³, prenumerata
� 10 z³); a nauczyciele szkó³ �rednich i podstawowych p³ac¹ 30 z³ (sk³adka � 20 z³,
prenumerata � 10 z³).

Cz³onkowie PTCh, którzy zechc¹ zaprenumerowaæ �Wiadomo�ci Chemiczne�
na podanych tu warunkach, proszeni s¹ o wnoszenie op³at na konto:

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

Redakcja �Wiadomo�ci Chemicznych�
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