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PROFESOR PIOTR SOBOTA
65-LECIE URODZIN

Trudno si¢ oprze¢ wrazeniu, ze nickiedy kalendarz sobie z nas Zartuje: za oknami
swieci jesienne lub wiosenne stoneczko, a on twierdzi, ze to styczen. Gdy my, mlodzi
1 pelni zapalu, snujemy dalekosi¢zne plany, on uparcie nam przypomina, ze prze-
ciez niedawno skonczylismy 65 lat.

Tyle czasu podobno minglo od pewnego styczniowego dnia, gdy w 1942 roku
w podgliwickich Przyszowicach urodzil si¢ nasz Kolega i Przyjaciel, obecnie juz
profesor Piotr Sobota.

Z maturalnym dyplomem w kieszeni, w 1961 r. zdecydowal si¢ opusci¢ slaskie
wyzyny, by w dolnoslaskiej stolicy rozpocza¢ studia na kierunku chemii Wydzialu
Matematyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. W 1966 roku, pod tro-
skliwym okiem prof. dr hab. L. Sobczyka i prof. dr hab. K. Pigonia, obronil pracg
magisterska dotyczaca oddzialywania amoniaku z chloranilem i zaraz potem, z entu-
zjazmem, wyruszyl jeszcze dalej na Slask, do Glogowa, gdzie przez dwa lata nau-
czal chemii mlodych adeptow wiedzy w tamtejszym liceum.

We wrzesniu 1968 roku zdecydowal si¢ jednak powroci¢ do wroclawskiej Alma
Mater, zdal wymagane egzaminy 1 trafil na studia doktoranckie w Instytucie Chemii,
gdzie pod kierunkiem prof. dr hab. B. Jezowskiej-Trzebiatowskiej rozpoczal bada-
nia naukowe nad wiazaniem i aktywacja czasteczki diazotu.

Od 1 pazdziernika 1970 roku, tym razem w roli starszego asystenta, znow zajal
si¢ nauczaniem. Kontynuujac dzialalno$¢ naukowa, w marcu 1973 roku napisal roz-
prawe doktorska pt. ,.Zwiazki kompleksowe odwracalnie wiazace azot, ich struk-
tura 1 wlasnosci” 1 otrzymal stopien naukowy doktora nauk chemicznych.
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W roku 1978 Piotr habilitowal si¢, a tytul rozprawy habilitacyjnej brzmial:
,.Aktywacja malych czasteczek gazow przez zwiazki metali przejsciowych”. W sierp-
niu 1978 roku wyjechal do Brighton (Anglia), gdzie na Uniwersytecic w Sussex
odbyl roczny staz naukowy pod kierunkiem swiatowej slawy uczonego prof. Jose-
pha Chatta. W roku 1989 otrzymal tytul naukowy profesora nauk chemicznych, a od
1993 roku jest profesorem zwyczajnym na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wro-
clawskiego oraz kierownikiem: Zakladu Dydaktycznego Chemii dla Przyrodnikow
1 Zespolu Naukowego Aktywacji Malych Czasteczek 1 Kinetyki.

W poczatkowym okresie pracy na Uniwersyteciec Wroclawskim przedmiotem
zainteresowan naukowych prof. P. Soboty byly reakcje aktywacji czasteczki azotu
przez zwiazki kompleksowe zelaza 1 tytanu. Inne badania doprowadzily do wyja-
$nienia mechanizmu reakcji redukcji zwiazkow pierwiastkow przejsciowych meta-
licznym magnezem w tetrahydrofuranie oraz do ustalenia korelacji migdzy struk-
turg elektronowa pierwiastka przejsciowego a jego reaktywnoscia w procesie wia-
zania 1 aktywacji takich czasteczek, jak diazot, diwodor, ditlenck wegla, tlenek
wegla itp.

Najwazniejsze osiagnigcia prowadzonych w tym okresie badan to:

— odkrycie pierwszej homogeniczne] reakeji katalitycznej syntezy wodorku

magnezu mogacego shuzy¢ jako ., magazyn” gazowego wodoru,

— odkrycie nowej reakcji redukcji azotu molekularnego do amoniaku i hydra-

zyny,
— odkrycie reakcji redukeji tlenku wegla do metanu 1 acetylenu,
— zbadanie mechanizmu i opracowanie nowej metody syntezy mrowczandw
bezposrednio z CO, 1 H.,

— wyjasnienie stereospecyficznego mechanizmu reakeji tworzenia si¢ wiaza-
nia wegiel-wegiel pomigdzy czasteczkami ketonow w obecnosci zwiazkow
T3,

Przegladajac dorobek naukowy z tego okresu, nie sposéb pomina¢ badan nad
reaktywnoscia tlenku wegla, ktére doprowadzily do opracowania nowej jednostop-
niowej reakcji syntezy karbonylkdéw: chromu, molibdenu i wolframu w warunkach
normalnych. Metody otrzymywania karbonylkow zostaly opatentowane. Kolejne
poszukiwania nowych reakcji, pozwalajacych syntezowa¢ zwiazki chemiczne
zawierajace wiazanie azot—wegiel bezposrednio z diazotu, umozliwily po raz pierwszy
zsyntezowa¢ dimetyloacetamid z N, 1 CO oraz izocyjanian. Do niezwykle cennych
osiagni¢¢ nalezy rowniez zaliczy¢ badania ukladow modelowych nitrogenazy wiaza-
cych czasteczke diazotu.

Kontynuujac prowadzone wczesniej prace, prof. Sobota rozpoczal badania
w nowej dziedzinie: nad wplywem tetrahydrofuranu oraz dichlorku magnezu na
proces aktywacji malych czasteczek. Stwierdzil, ze tetrahydofuran podczas reakcji
redukcji zwiazkow pierwiastkow przejsciowych magnezem, spelnia nie tylko role
rozpuszczalnika, ale takze waznego reagenta.

Na szczegolna uwage zastluguje odkrycie przez niego duzej reaktywnosci
dichlorku magnezu. Piotr otrzymal kilkadziesiat nowych heterobimetalicznych zwiaz-
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kow, zbadal ich wlasciwosci magnetyczne 1 spektroskopowe: dla wigkszosci z nich
okreslajac struktury metoda rentgenograficzna. Dzigki temu mozliwe bylo wyjas-
nienie oddzialywan pomi¢dzy kwasowymi centrami metali, rozpuszczalnikiem i akty-
wowana czasteczka. Niektore z otrzymanych zwiazkow np. tytanowo-magnezowe
sa najlepszymi stosowanymi obecnie katalizatorami polimeryzacji olefin. Warto
doda¢, ze otrzymany po raz pierwszy w czystej postaci zwiazek o budowie
[Mg.(1-Cl),(THF) ][ TiCl,(THF)] razem z kokatalizatorem uzywany jest obecnie
przez firm¢ The Dow Company w USA do produkcji polietylenu.

Systematyczne badania katalizatorow polimeryzacji olefin doprowadzily do
otrzymania szeregu nowych zwiazkow tytanu, cyrkonu, magnezu i glinu z estrami
alifatycznymi i aromatycznymi. W wyniku tego zostaly wyznaczone parametry okres-
lajace polozenie atomu tytanu, magnezu i glinu w stosunku do plaskiej grupy estro-
wej oraz znalezione zostaly zaleznosci pomigdzy aktywnoscia katalityczna i stereo-
specyficznoscia procesu polimeryzacji propylenu.

Ostatnie lata badan Piotra zwiazane sa z alkoksy zwiazkami metali w syntezie
nowych materialow. Ze wzgledu na réznorodnos¢ ich wlasciwosci determinujacych
wszechstronne zastosowanie, np. wykorzystanie jako katalizatorow 1 inicjatoréw
waznych procesow przemyslowych, m.in. polimeryzacji olefin i naturalnych estrow
cyklicznych, ale rowniez do wytwarzania czystych polimetalicznych tlenkow metali,
a wigc do produkcji nowych materialow i wlokien ceramicznych. Wybor tematyki
okazal si¢ zatem trafny.

Kolejnym, niezwykle waznym tematem, ktorym ostatnio zajmuje si¢ Piotr, to
badania nad synteza biodegradowalnych, przyjaznych srodowisku biopolimerdw.
Szczegodlnie interesujacym, nowo otrzymanym biopolimerem okazal si¢ poli-L-lak-
tyd (PLA) i jego kopolimery z laktonami i glikolami. Opracowane w zespole kie-
rownym przez Piotra metody syntezy biodegradowalnych polimerow w procesie
polimeryzacji cyklicznych estréw z otwarciem pierscienia (ROP) sa bardzo uzy-
teczne, a zastosowanie dodatkowo ligandow chiralnych umozliwilo syntezg¢ z mie-
szanin racemicznych polimerow izotaktycznych.

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

Jest autorem lub wspoétautorem 162 oryginalnych prac naukowych, publikowa-
nych glownie 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 komunikatow 1 referatow zwykle publikowanych
w ,.proceeding of international conferences”. Jest wspolautorem rozdzialow
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w 6 ksiazkach, 5-ciu patentow oraz wspotwydawca dwoch zeszytow w czasopismie
New Journal of Chemistry. W latach 1990-2006 kierowat facznie 14 grantami KBN,
w tym 2 zamawianymi, 7 promotorskimi oraz zostal wyrézniony przyznaniem grantu
przez Fundacj¢ Nauki Polskiej MILAB (2005). Z ramienia Uniwersytetu Wroctaw-
kiego w latach 2003-2005 byt koordynatorem migdzynarodowego grantu FP-6-2004
Mobility-13 .. Structuring the European Research Area”.

Wyniki swoich prac przedstawil na licznych konferencjach naukowych w Pol-
sce, krajowych 1 migdzynarodowych 1 wielu uniwersytetach w Europie 1 USA oraz
na zaproszenie Komitetow Organizacyjnych migdzynarodowych najbardziej presti-
zowych konferencji m.in.: American Chemical Society, The Royal Chemical Society,
International Conference of Coordination Chemistry, International Conference on
Organometallic Chemistry. Wyglosil lacznie 105 wykladow na temat chemii koor-
dynacyjnej, organometalicznej, bionicorganicznej.

Dowodem uznania dla Jego osiagnig¢¢ bylo powolanie do Komitetu Redakcyj-
nego New Journal Chemistry (w 1997 r.) oraz na konsultanta naukowego 7he Dow
Chemical Company, USA (od 1998 r.) oraz firmy farmaceutycznej HASCO-Lek,
Polska (od 2005 r.).

Profesor Piotr Sobota jest czlonkiem dwdch Komisji PAN, Polskiego Klubu
Katalizy oraz, od 1997 r., jest czlonkiem Zespolu Specjalistycznego TO9A d/s oceny
wnioskow o finansowanie projektéw badawczych KBN, MEIN 1 ostatnio Minister-
stwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Bral udzial przy ocenie i klasyfikacji jedno-
stek badawczych oraz w pracach Komisji Komitetu PAN — przygotowal raport
pt.: ..Stan nauki polskiej w obszarze chemii”.

Na szczegodlne uznanie zasluguje dzialalnos¢ organizacyjna Piotra. Jest wspol-
organizatorem Mig¢dzynarodowych Letnich Szkol Chemii Koordynacyjnej (Karpacz,
Polanica: 1993, 1996, 1999, 2004) oraz organizatorem Mig¢dzynarodowego Semi-
narium dla Doktorantow (Polanica: 1997, Karpacz 2000, Szklarska Porgba 2005).

Poziom tych spotkan oraz panujaca tam atmosfera pozostaja w pamigci uczest-
nikoéw na dlugie lata, czego dowodem jest chociazby wspomnienie o Piotrze wybit-
nego propagatora chemii, prof. Freda Basolo, zamieszczone w jego beletryzujacej
autobiografii.

Jako czlonek Senatu Uniwersytetu Wroclawskiego, w latach 2003-2005,
prof. Piotr Sobota przewodniczyl Senackiej Komisji Nauki i Wspolpracy z Zagra-
nicg UWr.

Za osiagnigcia naukowe, dydaktyczne i organizacyjne byl wielokrotnie wyroz-
niany, m.in. nagrodami MSzWiT, MEN, The Royal Society of Chemistry Journal
Grants of International Authors oraz nagrodami Rektora Uniwersytetu Wroclaw-
skiego, indywidualnymi i zespolowymi. Od poczatku kieruje zespolem naukowym
Aktywacji Malych Czasteczek 1 Kinetyki, ktory osiaga bardzo dobre wyniki, liczace
si¢ w kraju 1 na $wiecie. Jest promotorem 11 prac doktorskich (2 dalsze w toku),
dwoch doktorow uzyskalo stopien doktora habilitowanego, pod Jego kierunkiem
wykonano 77 prac magisterskich.
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Szanowny Jubilacie, liczymy, ze ta lista dokonan, liczb, tytuldéw i nagrod
bedzie si¢ jeszeze dlugo rozrastac, ze przy nastgpnych okazjach zndéw bedziemy
mogli napisac¢ o Twoich kolejnych sukcesach, a dzis — co oczywiste — zyczymy Ci
mnoéstwa satysfakeji, sil 1 niezawodnego zdrowia.

Kolezanki, Koledzy, Przyjaciele
z Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego
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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

Michal Karchier, Karol Michalak, Jerzy Wicha

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

Abstract
Wstep

1.
. Poszukiwania lekow przeciw grypie

. Karbocykliczne pochodne kwasu neuroaminowego

. Synteza karbocyklicznych analogdéw Gilead-Roche pierwszej gene-

=~ W

7.

Kwasy sialowe i ich funkcje w infekcjach grypowych

racji. Rozwoj badan nad Tamiflu®

. Syntezy Tamiflu® z kwasow (—)-chinowego i (—)-szikimowego
. Surowce do produkcji Tamiflu®. Otrzymywanie kwasow (—)-chino-

wego 1 (—)-szikimowego z uzyciem genetycznie modyfikowanego
szczepu Escherichia coli
Syntezy totalne

Uwagi koncowe
Pismiennictwo cytowane
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Mgr inz. Michal Karchier (ur. 1982) ukonczyl Wydziat
Chemiczny Politechniki Warszawskiej w 2005 r. Obec-
nie wykonuje pracg doktorska w Instytucie Chemii Orga-
nicznej PAN pod kierunkiem prof. Jerzego Wichy.

Dr Karol Michalak (ur. 1968 r.) ukonczyl Wydzial Che-
mii Uniwersytetu Warszawskiego w 1992 r. Stopien dok-
torski uzyskal w 1998 roku w Instytucie Chemii Orga-
nicznej] PAN w Warszawie. Po stazu podoktorskim na
Uniwersytecie w Calgary (Kanada) kontynuuje pracg
w IChO PAN.

Prof. dr Jerzy Wicha studia odbyl w uniwersytetach
w Odessie 1 w Moskwie. Stopien magisterski uzyskat
w 1958 ., doktorski w 1964 r. (Uniwersytet Warszawski)
a habilitacj¢ uzyskal w 1970 r. (Uniwersytet Warszaw-
ski). Od 1970 r. pracuje w Instytucie Chemii Organicznej
PAN na stanowisku docenta a nast¢pnie profesora (od
1979 r.). Specjalnos¢: chemia produktow 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 «,f-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

Stowa kluczowe: metody syntezy, synteza enancjoselektywna, kwas chinowy, kwas szikimowy, czynniki prze-
ciwwirusowe, zalezno$¢ struktura—aktywnosé
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WSTEP

Mnigj lub bardziej zlosliwe odmiany grypy pojawiaja si¢ kazdej jesieni. Oprocz
zwyklych uciazliwosci tej wirusowej choroby, w spolecznej pamigci utrwalily si¢
grozne epidemie: w latach 1918—1920 _ hiszpanka™, 500 milionéw zachorowan, co
najmniej 40 milionoéw ze skutkiem $miertelnym (wirus HINT), 1957-1958 , grypa
azjatycka” 1 do 1,5 miliona przypadkéw Smiertelnych (wirus H2N2), 1968-1969
grypa z Hong Kongu, 750 tys. do 1 miliona zgonéw (wirus H3N2). Hiszpanka
w stosunkowo krotkim okresie pochlongla wigcej ofiar niz wszystkie fronty pierw-
szej wojny swiatowej. Od 1968 r. nie odnotowano powaznej epidemii. Tym nie-
mniej, wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), grypa jest corocznie przy-
czyna dwustu pigcdziesigciu tysiecy do pol miliona zgonow i ogromnych strat mate-
rialnych. Tylko w Stanach Zjednoczonych straty z tytulu wydatkéw na stuzbg zdro-
wia 1 zmniejszonej produktywnosci, szacuje si¢ na 12 miliardow dolaréw [1-4].

Grype wywoluje wirus Orthomyxoviridae wystepujacy w trzech odmianach:
A, B1C, przy czym ta ostatnia jest uwazana za niegrozna. Infekcje wirusowe obej-
muja wicle gatunkow kregowcow, m.in. ptaki, $winie, konie, psy, itp. Przypuszcza
si¢ [5], ze naturalnym rezerwuarem wirusa grypy jest dzikie ptactwo wodne. Stad
w drodze zarazen migdzygatunkowych, obejmujacych zwierzeta domowe (gldwnie
kaczki 1 $winie), wytwarzaja si¢ nowe mutanty zdolne do infekowania czlowicka.

Dzialania zapobiegajace epidemiom grypy koordynuje WHO. Raz w roku (wlas-
ciwie dwa razy — raz dla polkuli polnocnej 1 raz dla poludniowej) przygotowywane
sa szczepionki zawierajace oslabione lub wrgcz martwe szczepy wirusa, ktore
wedlug przewidywan zaatakuja w danym roku. Ze wzgledu na wysoka zdolnose
wirusow do mutacji przewidywania nickiedy zawodza. a na przygotowanie milio-
néw dawek nowej formuly potrzeba obecnie okolo pol roku.

O narastajacym w ostatnich latach zagrozeniu epidemia ,.ptasiej” grypy (wirus
H5N1) alarmuja media. Ciagle wzrasta liczba zarazen mutantami wirusa H5N1,
a wedlug doniesien BBC (poczatek sierpnia 2006 r.), od 2003 r. ponad 130 osob
zmarlo z powodu zarazenia ptasia grypa, glownie w Azji poludniowo-wschodnie;j,
ale rowniez w Afryce 1 Europie. Poteguja si¢ straty w hodowlach drobiu spowodo-
wane selekcjami koniecznymi dla ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ choroby.

Zapobieganie epidemii stalo si¢ problemem spolecznym i politycznym. Czaso-
pismo Science [6] donosi o spotkaniu w Genewie zorganizowanym przez WHO
z udzialem dyplomatow i ekspertow od ochrony zdrowia z 110 krajow, przedstawi-
cieli organizacji humanitarnych, Banku Swiatowego i innych organizacji finanso-
wych. Tematem obrad byla strategia ochrony przed globalna epidemia oraz ograni-
czenie strat w hodowlach drobiu. Podjeto decyzj¢ o gromadzeniu zapasow wybra-
nego leku zapobiegajacego 1 przeciwdzialajacego grypie — Tamiflu® (fosforan Osel-
tamiviru, 1, Rys. 1) oraz o zwigkszeniu produkcji szczepionek.
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Rysunek 1. Tamiflu® (fosforan Oseltamiviru)

Tamiflu®, wytwarzany przez firm¢ Hoffmann La Roche, jest przeznaczony do
stosowania doustnego, hamuje gwaltowny rozwoj obydwu form wirusa (A 1 B), co
umozliwia skuteczne uruchomienie systemu immunologicznego zainfekowanego
organizmu (stosowanie powinno by¢ podjete w ciagu dwu dni od wystapienia obja-
woOw). Substancja czynna jest optycznie aktywny, wiclofunkcyjny zwiazek synte-
tyczny o wlasciwosciach zasadowych — Oseltamivir.

Nizej przedstawiamy zarys historii odkrycia Tamiflu® na tle innych lekow prze-
ciwwirusowych oraz metody syntezy tego zwiazku.

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

KWASY SIALOWE

Rodzina cukrowych a-keto kwasdéw, pochodnych kwasu neuroaminowego
(2, Rys. 2) o dziewigciu atomach wegla w podstawowym szkielecie, nosi ogolna
nazw¢ kwasow sialowych [7]. Zidentyfikowano okolo 50 zwiazkow tej grupy wys-
tepujacych w organizmach krggowcow, wyzszych bezkregowcow oraz pewnych ty-
pach bakterii. Podstawowe struktury kwasow sialowych przedstawiono na Rysunku 2.

1
= i > N
Ho” HO 8,2 0~/ ~OH : 0—7 ~OH
RHN HO
RNH'S z 3 HO HO

OH

2, R = H, Kwas neuroaminowy (Neu) 4 Kwas 2-keto-3-deoksy-

3, R = Ac, Kwas N-acetyloneuroaminowy (Neu5Ac) D-glycero-D-galacto-nonulosowy

Rysunek 2. Podstawowe struktury kwasow sialowych

Kwasy sialowe sa wbudowane w lancuch oligosacharydowy glikoprotein i gli-
kolipidoéw (glikokoniugatdéw), przewaznie w pozycji terminalnej. Te strukturalne
jednostki sg specyficzne dla gatunku, w ktorym wystepuja.
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BIALKA ODDZIALYWUJACE Z KWASAMI SIALOWYMI

Na powierzchni wirusa ulokowane sa dwa typy bialka specyficznie oddzialy-
wujace z kwasami sialowymi: hemaglutinina (lektyna) oraz neuroaminidaza (gliko-
hydrolaza) (Rys. 3). Hemaglutinina to homotrimeryczne bialko rozpoznajace kwasy
sialowe. Wiazanie tego bialka z glikokoniugatami inicjuje endocytozg — wchlania-
nie wirusa przez komorke gospodarza. Neuroaminidaza (zwana rowniez sialidaza)
jest homotetramerycznym bialkiem [8, 9], powodujacym hydrolityczne odcigcie
kwasu sialowego od glikoproteiny. Biologiczne konsekwencje tej czynnosci nie sa
dokladnie poznane. Przypuszcza si¢, ze ma ona zwiazek z uwalnianiem wirusow
potomnych z zainfekowanej komorki. Moze takze wspomaga¢ transport wirusa
w $luzie drog oddechowych.

W cyklu mutacji wirusa grypy nastgpuja modyfikacje obydwu tych bialek i ich
dostosowanie do rozpoznania i oddzialywania z kwasami sialowymi nowych gatun-
kéw gospodarza (typy hemaglutininy H i neuroaminidazy N sa uzywane w nazwach
mutantow wirusa, np. HSN1). Dostosowanie moze odbywac si¢ rowniez na drodze
rekombinacji materialu genetycznego nastepujacej podczas zainfekowania tej samej
komorki réznymi typami wirusa.

——— hialko M \,. nuklenkapsyd
———— RNa [ TRRECRERS)
——— oploczka lipidowa

_~—— hemaglutynina
neurgaminidaza

Rysunek 3. Zarys struktury wirusa grypy

Gléwny nurt systematycznych poszukiwan lekow przeciwwirusowych zostal
ukierunkowany na hamowanie dzialania hemaglutininy lub neuroaminidazy.

2. POSZUKIWANIA LEKOW PRZECIW GRYPIE

W latach 60. odkryto, ze kwas N-fenylo oksaminowy (5, Schemat 1) i jego estry
sa inhibitorami kompetycyjnymi neuroaminidazy wirusa grypy [ 10] (stala inhibicji
K. rzedu 10 M). Jednakze skrining losowo wybranych zwiazkéw nie naprowadzil
na wlasciwy trop.
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We wezesnych badaniach systematycznych [11, 12] podjgto proby znalezienia
inhibitora neuroaminidazy, ktéry mialby cechy strukturalne stanu przejsciowego
w reakeji z udzialem tego enzymu. Zalozono, ze hydroliza terminalnej jednostki
sialilowe] przebiega poprzez jon oksoniowy ze splaszczonym (sp?) atomem wegla
C2 (Schemat 1). Jednym z pierwszych opisanych inhibitorow neuroaminidazy byl
kwas 2-deoksy-2,3-didehydro-D-N-acetyloneuroaminowy (NeuSAc2en, 6, Schemat 1).

CO,H

Q

©)
i A
5

6
Kwas N-fenylo oksaminowy Kwas 2-deoksy-2,3-didehydro-
Ki 104 D-N-acetyloneuroaminowy (Neu5SAc2en)
K108 M
CO,H CO,H
% 2" Neuroaminidaza % ® CO,H % 2
- jgo OR - gﬁ/ = %ﬁ\OH

Schemat 1

Rentgenograficzne ustalenie struktur [13, 14] komplekséw neuroaminidazy
wirusow grypy z NeuSAc (3) oraz z NeuSAc2en (6) mialo kluczowe znaczenie dla
dalszych badan (1992—-1993; struktur¢ samej neuroaminidazy poznano wczesnicj
[8. 9]). Stwierdzono, Ze zaabsorbowanie jednostek kwasdw sialowych nie zmienia
geometrii centrum aktywnego. Analiza kompleksu z pomoca metod obliczeniowych
pozwolila utworzy¢ mapy oddzialywan 1 przewidywac¢ modyfikacje kwasu neuro-
aminowego o silnym powinowactwie do enzymu, a tym samym projektowac ,.racjo-
nalne” inhibitory [11, 15].

HO, HQ

HO OH CO.H HO OH CO,H
- O : O
AcHN / AcHN /
HoN HN
HszNH
7 8
Pochodna aminowa kwasu Pochodna guanidynowa,
neuroaminowego Zanamivir, K; 1071'M

Rysunek 4. Pochodna aminowa i guanidynowa kwasu 2-deoksy-2,3-didehydro-D-N-acetyloneuroaminowego



14 M. KARCHIER, K. MICHALAK, J. WICHA

Na tej zasadzie syntetyzowano |16—18] pochodna aminowa (7, Rys. 4), ktéra
charakteryzowala si¢ dwukrotnie wyzszym wspolczynnikiem inhibicji od Neu5SAc2en
(6) oraz wysoce aktywna pochodna guanidynowa — Zanamivir (8) (K. 10" M).
Zanamivir w rownym stopniu hamuje wirusy A 1 B. Zostal on wprowadzony do
lecznictwa pod nazwa Relenza® przez firm¢ GlaxoSmithKline i jest podawany bez-
posrednio do pluc w inhalacjach (spray, 2 razy dziennie).

LiNs -
AcO AcO 3
Ao 9 R o. _coMe BFyELOI Ao @ R o _coMe  Dowex-50WH*
¢ S | MeOH-DCM A¢ _ | DMF, 75 °C
AcO' S
HNT A 96% ACO 90%
g pR:
o) m/
o)
9 10
H,-Pd kat./
ACQ H o e Eed ACO H o co,Me 1. Amberlite IRA-400(OH")
AcO 2 e AcO 2 .
R | toluen-AcOH e | 2. Dowex-50W(H™)
AcO' cO'
AcHN” ™ 72% AcHN’ ™Y 92%
N3 NH2
11 12
SOzH OH
HO
CO,M
o "9 R o come AN NH2 ol —0,-C0Me
m 29 KOs AGHNT
AcHN” 57% Y=NH
NH; NH;
13 8  Zanamivir

DCM = CH,Cl,
Schemat 2

Syntez¢ Zanamiviru przedstawiono na Schemacie 2. Reakcja pochodnej kwasu
neuroaminowego 9 [16, 17] z eteratem trifluorku boru w chlorku metylenu, zawie-
rajacym niewielka ilos¢ metanolu, prowadzila do eliminacji kwasu octowego kosz-
tem grupy acyloksylowej w pozycji allilowej oraz protonu ugrupowania acetamido-
wego. Uzyskano wysoko reaktywna pochodna oksazolu 10, ktora traktowano azyd-
kiem litu w DMF wobec kwasnej zywicy Dowex50W. Nastapilo przylaczenie grupy
azydkowej w pozycj¢ 4 1 przywrdcenie ugrupowania acetamidowego. Redukcja azyd-
ku 11 wodorem wobec palladu na weglu aktywnym dala aming 12. Na tym ectapic
usuni¢to zabezpieczajace grupy octanowe, dzialajac najpierw zywica alkaliczna
Amberlite IRA400, a nastgpnie — Dowex50W. Ugrupowanie guanidynowe uzyskano
dzialajac na aming 13 kwasem aminoiminosulfonowym w wodnym roztworze weg-
lanu potasu.
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HO
HO — ©
CO,H HO, o Y
HOY 07X Me HO ¢ o CO.H o CO.H
HO /
HaN \éoe/OH F5CCOHN / AcHN /

HO OH HzN H2N
14 15 16

R=AcNH-, X=01lub S
Rysunek 5. Wybrane analogi Neu5Ac badane jako inhibitory neuroamidazy

Oprocz Zanamiviru, syntetyzowano i zbadano znaczna liczbe strukturalnych
modyfikacji kwasu NeuSAc (3). Prace te zreferowano w licznych artykutach mono-
graficznych [19]. Dla potrzeb obecnego omowienia zwrdcimy uwage zaledwie na
kilka wybranych przez nas struktur (Rys. 5).

Sialozydy typu 14 w okreslonej konformacji wiagza si¢ z neuroaminidaza. Nie
wykazaly jednak znaczacego wzrostu hamowania enzymu, w porownaniu ze zwiaz-
kiem macierzystym [20]. Prosta modyfikacja [21] Neu5Ac2en (6), polegajaca na
zastapieniu reszty acylowej trifluoroacylowa (zwiazek 15, Rys. 5), spowodowala
zwigkszenie inhibicji in vitro, ale nie in vivo. Interesujace wlasciwosci wykazaly
pochodne zsyntetyzowane w firmie Glaxo Welcome [22], w ktorych glicerynowy
lancuch boczny zastapiono grupa dialkiloamidowa. Na przyklad zwiazek 16 (Rys. 5)
wykazuje aktywnos¢ poréwnywalna do Zanamiviru, aczkolwiek z nieco gorszymi
efektami in vivo.

Oddzielna grupg inhibitorow neuroaminidazy stanowia pochodne kwasu ben-
zoesowego. Strukturg jednego z najbardziej aktywnych in vitro zwiazkow tej grupy
[23] 17 (o czynnosci zblizonej do NeuSAc2en, 6) przedstawia Rysunek 6. Rentge-
nostrukturalne badania kompleksu 17 z neuroaminidaza wykazaly nicoczekiwanie,
7¢ to grupa guanidynowa wigze si¢ z centrum zajmowanym w przypadku NeuSAc2en
(6) przez lancuch glicerynowy. Badania ponad stu pochodnych kwasu benzoeso-
wego nie doprowadzily do pochodnej aktywnej in vivo (testy na myszach), jak si¢
przypuszcza ze wzgledu na szybki metabolizm.

CO,H

AcHN

HN._NH

e

NH,
17

Rysunek 6. Pochodna kwasu benzoesowego aktywna jako inhibitor neuroaminidazy
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W zakonczeniu tego przegladu struktur nalezy wspomnie¢ o pochodnych ada-
mantanu, Amantidine i Rimantidine (Rys. 7). Leki te dzialaja na innej zasadzie. Ich
funkcja polega na hamowaniu pompy protonowej, co zapobiega wzrostowi wewngtrz-
nego pH 1 dezintegracji zaatakowanej przez wirusa komorki.

NH,HCI NH-HC HoN
HO OH
/N\ ©
HO o NN
Amantidine (Symmetrel) Rimantidine (Flumadine) Ribavirin

Rysunek 7. Leki przeciw grypie nie bedace pochodnymi kwasow sialowych

Warte odnotowania sa: Ribavirina i Palivizumab, dwa leki przeciw syncytial-
nemu wirusowi oddechowemu (ang. respiratory syncytial virus, RSV) — glownej
infekeji dolnych drog oddechowych u dzieci, stosowane w USA [1]. Ribavirina jest
analogiem purynowego nukleozydu. Palivizumab moze by¢ traktowany jako pogra-
nicze szczepionki 1 leku, gdyz jest to genetycznie modyfikowane przeciwcialo spe-
cyficzne dla pewnych bialek RSV (dziala krotkoterminowo, podobnie jak przeciw-
ciala przekazywane niemowletom w mleku matki).

3. KARBOCYKLICZNE POCHODNE KWASU NEUROAMINOWEGO.

Pierwsza karbocykliczna pochodna kwasu N-acetyloneuroaminowego opisali
chemicy japonscy [24] (18, Rys. 8). Zwiazek ten zostal otrzymany (jako racemat)
w ponad dwudziestoetapowej syntezie. Wstepne badania wykazaly jedynie slabe
dzialanie hamujace 18 wobec wybranych neuroaminidaz.

HO
HO o 72" Ho. A OH COoH
y o OH —7~CH,~/ ~OH
AcHN AcHN
HO HO
3 18

Rysunek 8. Kwas N-acetyloneuraminowy i jego pierwszy analog karbocykliczny

Badacze z firmy Glaxo [25] skoncentrowali si¢ na syntezie uproszczonych
pochodnych karbocyklicznych kwasu N-acetyloneuroaminowego 19 1 20 (Schemat 3).
Struktury zostaly wybrane tak, aby odpowiadaly wymaganiom ustalonym w trakcie
prac nad Zanamivirem i jednocze$nie nie nastreczaly trudnosci w syntezie. Miano-
wicie, w pozycji 2 znajduje si¢ wigzanie podwojne, a w pozycji 4 grupa aminowa
lub guanidynowa. Glicerynowy lancuch boczny zostal zastapiony grupa hydroksy-
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metylenowa, zgodnie z ustaleniami, ze modyfikacje tego typu nie maja decyduja-
cego wplywu na zakres czynnosci. Takie przyblizenia doprowadzily do wybrania
jako substancji wyjsciowych dienofila 22 i dienu 23.

Nalezy podkresli¢, ze podjgto synteze zwiazkow racemicznych. Biologiczne
wlasciwosci enancjomerow naturalnych kwasow sialowych nie zostaly dotad opisane.

H ’ OCH,Ph
HOéU/cozH PhCHO CO,H J) + CH,OH
ACNH™ > = 0N — 0N -

X OMe OMe
19, X = NH, 21 2 23

20, X = NHC(NH)NH,
Schemat 3

Reakcja Dielsa-Aldera (Schemat 4) bardzo aktywnego dienofila 22 i dienu 23
przebiegala w temperaturze pokojowej. Zgodnie z oczekiwaniem, utworzyl sig tyl-
ko jeden regioizomer (wzglgdne usytuowanie dienu i dienofila zaznaczono na sche-
macie) 1 glownie jeden diastercomer 24 (z egzo orientacja grupy nitrowej).

OCH,Ph H (l)CHZPh (l)CHZPh
H CH-OH . CH,0H 1.PDC ‘. CO,H
51 HOXYy 2 toluen 2. NaClO,
. r ,
H No, A 89% O,N 62% O,N
OMe OMe OMe
22 23 24 21
OH OAc
L, CO,Me L, CO,Me CO,Me
1. BCly/DCM 1. Zn-AcOH
2.MeOH o, 2. AcoO-EtsN pcHN
559%, OMe 54% OMe
25 26

OCH,Ph OCH,Ph OCH,Ph

OSiMe; 1. toluen “, O ‘",
|+ 2. HCITHF /@{(‘3
[ —_— H
NO, 7 58% O,N W

OMe OMe " PN ° )

22 28 29 30
izomery 65:35

PDC = dichromian pirydyny

Schemat 4
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Grupe¢ metylenohydroksylowa w addukcie 24 utleniono w dwoch etapach do grupy
karboksylowej. Produkt utlenienia 21 traktowano trichlorkiem boru, a nastgpnie me-
tanolem. W tych warunkach usunigto zabezpieczajaca grupe benzylowa oraz uzys-
kano estryfikacj¢ grupy karboksylowej. W zwiazku 25 grupe nitrowa zredukowano
do aminowej (cynk w kwasie octowym, reakcj¢ wspomagano ultradzwigkami) 1 ami-
no-alkohol zacetylowano. Kluczowy zwiazek posredni 26 otrzymano z zadawala-
Jjaca wydajnoscia, jednakze wbrew analogii z synteza Itzsteina (Schemat 2), zawio-
dly wszystkie proby zamknigcia pierscienia oksazolinowego.

Wobec tych trudnosci okazalo si¢ koniecznym zmodyfikowanie planu syntezy.
Jak zaznaczono w dolnej cz¢sci schematu, uzyto teraz trimetylosililoksy dienu 28
(dien Danishefsky’ego) otrzymujac po hydrolizie keton 29. Po wielu komplikacjach
uzyskano dogodny zwiazek posredni o kompletnym szkielecie weglowym 30. Otwar-
cie pierscienia oksiranowego w 30 przebieglo z udzialem winylogowo sasiadujace]
grupy acetamidowej 1 doprowadzilo do zamknigcia pierscienia oksazolu, a po kilku
prostych transformacjach otrzymano zwiazek 27. Grupy aminowa lub guanidynowa
wprowadzono do zwiazku 27 stosujac znane wczesnie) metody.

Pochodne 19 1 20 wykazaly istotna aktywno$¢ w probach na hamowanie neuro-
aminidazy wirusow grypy. W konkluzji pracy uznano analogi karbocyliczne za bar-
dzo obiecujace.

Inna strategi¢ syntezy karbocyklicznych analogow kwasu neuroaminowego przy-
jeto w firmie Gilead Science (USA) i po6zniej w Hoffamann — La Roche (Bazylea)
[26, 27]. Za podstawowe surowce wybrano tu dostepny w handlu kwas (—)-chinowy
oraz — rowniez dostepny, ale bardzo drogi kwas (—)-szikimowy (Rys. 9).

OH
H® CO,H
HO, HO, COxH
HO \ Oy-COH ) . OH 7,3 2
HO' ) )
ACHN™ HO"4 ™3 HO"
OH OH OH
. . 31 32
jon oksoniowy generowany
z kwasu N-acetyloneuroaminowego kwas (-)-chinowy kwas (-)-szikimowy
HO:©/002H HO,, : _COoH
AcHN Y AcHN Y
NH, NH,
33 34

karbocykliczne analogi Gilead-Roche
I-szej generacji

Rysunek 9. Zestawienie struktur karbocyklicznych analogow Gilead-Roche’a,
modelowego jonu oksoniowego i surowcow
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Zestawienie struktur postulowanego jonu oksoniowego generowanego z kwasu
N-acetyloneuroaminowego z kwasem chinowym wskazuje na podobny sposéb roz-
mieszczenia grup funkeyjnych.

Uwzgledniajac znane zaleznosci struktura—aktywnosé, do pierwszych syntez
wytypowano dwa analogi, 33 1 34. W odniesieniu do kwasu chinowego w obydwu
tych zwiazkach planowano zastapienie podstawnikow tlenowych w pozycjach 3 1 4
odpowiednimi podstawnikami azotowymi. W pozycji 5 pozostawiono grupe¢ hydrok-
sylowa. Roznica polega na polozeniu wiazania etylenowego, ,.w kierunku™ grupy
hydroksylowej 33 lub aminowej 34. Pod wzglgdem struktury elektronowej analog
33 wydawal si¢ blizszy pierwowzorowi; z drugiej strony w 34 podwdjne wigzanie
jest ulokowane jak w zwiazku Zanamivir.

4. SYNTEZA KARBOCYKLICZNYCH ANALOGOW GILEAD-ROCHE
PIERWSZEJ GENERACJI. ROZWOJ BADAN NAD TAMIFLU®

SYNTEZA ANALOGU Z WIAZANIEM PODWOJNYM
»W KIERUNKU GRUPY HYDROKSYLOWEJ”

Syntez¢ analogu 33 rozpoczeto wychodzac z estru metylowego kwasu szikimo-
wego 35 (Schemat 5). Gloéwnym zamyslem bylo uzyskanie pierscienia azyrydyno-
wego w miejsce grup hydroksylowych w pozycjach 4 1 5, a nastgpnie otwarcic azy-
rydyny anionem azydkowym.

Na ester szikimowy dzialano diazakarboksylanem etylu (DAED) i trifenylofos-
fina w warunkach ,.inwersji Mitsunobu”. Otrzymano epoksyd 36 jako jedyny pro-
dukt [28]. Wynik reakcji odzwierciedla tatwos¢ tworzenia epoksydu z trans-diolu,
aczkolwiek najbardziej reaktywna wydaje si¢ allilowa grupa hydroksylowa. Po
zabezpieczeniu wolnej grupy hydroksylowej w postaci eteru metoksymetylowego
(MOM) pierscien epoksydowy 37 otworzono azydkiem sodu. W produkcie 38 grupg
hydroksylowa zestryfikowano chlorkiem kwasu metanosulfonowego, a nast¢pnie
grupg azydkowa zredukowano za pomoca trifenylofosfiny. Kolejna reakcja wewnatrz-
czasteczkowego podstawienia doprowadzila do pochodnej azyrydyny 41.
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Schemat 5

Pierscien azyrydynowy w 41 (Schemat 6) otworzono w analogicznych warun-
kach jak przy epoksydzie 37 otrzymujac amino-azydek 42. Grupe¢ aminowa acetylo-
wano. Nastepnie redukcja grupy azydkowej w zwiazku 43, tym razem wodorem na
katalizatorze Lindlara, i selektywna hydroliza estru metylowego prowadzily do zwiaz-
ku 44. Usunig¢cie grupy MOM zakonczylo syntezg. Warto odnotowac wysokie
wydajnosci osiagnigte w kazdym z przejsc.

MOMO,, CO,Me MOMO,,, CO,Me MOMO,, CO,Me
HoNT 76%  AcHN

HN lil3 2 etapy lil3
41 42 43
1. Ho/Kat.
Lindlara MOMO,, COxH HO,,, CO,H
2. aq.KOH /Ej/ CF3CO,H O/
60%  AcHN™ ™ 100%  AcHN” ™
NH, NH,
44 33
Py = pirydyna

Schemat 6
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SYNTEZA ANALOGU Z WIAZANIEM PODWOJNYM
»W KIERUNKU GRUPY AMINOWEJ”

Syntezg¢ zwiazku 34 prowadzono wychodzac z kwasu chinowego, a wlasciwie
z pochodnej 49 przygotowanej wedlug wskazowek literaturowych [29] (Schemat 7).

Ho, co,H MeQ OMe . CO,Me PCC- CO,Me AcyO-
"Q'OH ¢ " \OH  AhO; ><O"' /\OH DMAP
o o o
OH OH
31 45 46
O, COQMe O, COQMe HO/,' COQMe
Xo\“q NaBH4 ><o\\‘©/ p-TsOH O\\‘Q/
o} OH a/o
47 48 49

PCC = chlorochromian pirydyny
DMAP = N,N-dimetylo-4-aminopirydyna

Schemat 7

Po otrzymaniu acetonidu estru metylowego 45 drugorzgdowy alkohol utleniono
chlorochromianem pirydyniowym (PCC). S-Hydroksyketon 46 odwodniono w tagod-
nych warunkach bez naruszenia ugrupowania acetonidowego. Redukcja ketonu 47
borowodorkiem sodu przebiegla calkowicie stercoselektywnie dajac alkohol 48,
tj. z podejsciem odczynnika od mniej zatloczonej strony czasteczki. Transketaliza-
cja 48 w warunkach kwasnych prowadzila do bardziej stabilnego termodynamicz-
nie izomeru 49.

Wolna grupe hydroksylowa w zwiazku 49 zabezpieczono w postaci estru kwasu
piwalowego 50 (Schemat 8), a nastepnie w lagodnych warunkach uwolniono ugru-
powanie cis-diolu. Diol 51 przeksztalcono w cykliczny siarczyn dzialaniem chlorku
tionylu w pirydynie. Reakcja siarczynu 52 z azydkiem sodowym doprowadzila
z wysoka wydajnoscia do hydroksy-azydku 53.

Nalezy odnotowac, ze znane sa tylko nieliczne przypadki stosowania cyklicz-
nych siarczynoéw w reakcji substytucji nukleofilowej. Zwykle stosuje si¢ siarczany,
wytwarzane z dioli w reakcji z chlorkiem sulfurylu lub przez utlenienie siarczynow.
Wysoka reaktywnos¢ zwiazku 52 mozna wytlumaczy¢ allilowa pozycja grupy od-
chodzacej.

Nastepnie grupg hydroksylowa w 53 mesylowano, a grupg azydkowa zreduko-
wano trifenylofosfing do grupy aminowej, co pozwolilo na otrzymanie azyrydyny
56.
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Ho,, COMe  PivCl PO, CO,Me PivO,, CoMe SOCI
O/ /Py O/ aq.AcOH O/ 1Py
o 8% o N

> o HO™ ™ 90%
%,6 %,O OH 2 etapy
49 50 51
HO,, CO,Me PivO,, CO,Me MeSO,Cl  PIVO,, COMe
O/ NaN; /EtoN PhyP
o 90% HO“ 82% MeSO,0"
5-0 N3 N3
7
52 53 54
PivO,, CO,Me PivO,, CO,Me
Q/ EtsN Q/
83%
MeSO,0
2et
NH, etapy HN
55 56
Piv = Me3CCO
Schemat 8

W koncowych etapach tej wiclostopniowej syntezy (Schemat 9) azyrydyne 56
acetylowano, a amid 57 poddano dzialaniu azydku sodowego.

PIvO,, COMe AcCl/ PIvO,, CO,Me PivO,, CO,Me
Y™ By e Y
100% 65%  AcHN

HN AcN lil3
56 57 58
KOH/ HO,,. COsH  Hp-kat. HO,, CO,H
aq.MeOH Q/ Lindlara Q/
AcHN™ 56% AcHN™ ™
N3 2 etapy NH,
59 34

Wyniki testéw na hamowanie neuroaminidazy

Ho:(j/cozH HO,;O/COQH
AcHN AcHN

NH, NH,
33 34
I1C50 6.3 uM nie aktywny w stezeniu

ponizej 200 uM

Schemat 9
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Hydroliza grupy estrowej i redukcja grupy azydkowej do aminowej pozwolily otrzy-
mac¢ drugi z planowanych regioizomerow, zwiazek 34.

Obydwa otrzymane analogi poddano porownawczym badaniom biologicznym.
Zwiazek 33 hamowal dzialanie enzymu w 50% (IC,,) przy stezeniu 6.3 uM, nato-
miast zwiazek 34 nie wykazywal aktywnosci w st¢zeniach nizszych od 200 pM.
W ten sposob zwiazek 33 zostal zakwalifikowany do dalszych modyfikacji.

MODYFIKOWANIE STRUKTURY 33. SYNTEZA ANALOGOW
Z PODSTAWNIKAMI ALKOKSYLOWYMI

Analiza wynikow badan rentgenostrukturalnych nad kompleksami kwasow
neuroaminowych z neuroaminidazami mialy kluczowe znaczenie dla projektowa-
nia modyfikacji zwiazku 33. Nie wykazaly one oddzialywan grupy hydroksylowe;j
w pozycji 7 (,,pierwsza” grupa hydroksylowa w lancuchu glicerynowym) z zadnym
z aminokwasow centrum aktywnego. Podjeto zatem przypuszczenie, ze t¢ grupe
mozna pomina¢ bez uszczerbku dla powinowactwa. Ze struktur X-ray wynikalo row-
niez, ze dwie dalsze grupy hydroksylowe lancucha glicerynowego tworza biden-
talne wiazania z Glu276 oraz, ze ,.srodkowy” atom wegla lancucha glicerynowego
oddzialywuje hydrofobowo z lancuchem weglowodorowym Arg224. Oddzialywa-
nia hydrofobowe uznano za szczegodlnie wazne: ich optymalizacja moglaby prowa-
dzi¢ do korzystnych relacji rozpuszczalnosci w wodzie 1 lipofilowosci, a w konsek-
wengcji do produkeji leku doustnego. Ostatecznie wybrano grupg alkoksylowa jako
odpowiednik lancucha glicerynowego. Syntez¢ pochodnych alkoksylowych ilustruje
Schemat 10.

MOMO,,. CO,Me HO,,. CO,Me TiCl [ HO, CO,Me| MeSO,Cl/
IS e et G ma
HaNT 99% H,N TrHN

Na N N3
42 60 61
AC20-
MeSO,0,,. CO;Me CO,Me ROH- RO, CO,Me  DMAP
/(j/ Et;N TrN@ BF3-Et,0 O/ /Py
TrHN Y 86% Y HoN Y 69%
N 3 etapy N Ny 2 etapy
62 63 64
RO, CO;Me 1. PPhy RO, COzH
/(j/ 2. ag. KOH /(j/
AcHN Y 75% AcHN Y
Ny 2 etapy NH,
635 66
Tr=CPh3
R = 3-pentyl

Schemat 10
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W zwiazku 42 (Schemat 10) usunigto zabezpieczajaca grupg metoksymetylowa.
Amino-alkohol 60 przeprowadzono w pochodna trifenylometylowa 61 i kolejno (bez
wydzielania zwiazkoéw posrednich) w mesylan 62 1 azyrydyne 63. Pierscien azyry-
dynowy otwierano przy uzyciu wybranych alkoholi w reakcji katalizowanej etera-
tem trifluorku boru. Otwarcie pierscienia nastgpowalo wylacznie w pozycji alli-
lowej. Grupe aminowa w zwiazku 64 acetylowano, a nastgpnie grupe azydkowa
zredukowano. Koncowa reakcja bylo uwolnienie grupy karboksylowej poprzez alka-
liczna hydrolizg estru.

Wedlug tej metody otrzymano osiem analogdw. Okazalo si¢, ze kazdy z nich
byl bardziej aktywny w testach enzymatycznych od macierzystej hydroksy-pochod-
nej 33. Najwyzsza aktywnos¢ wykazal zwiazek z podstawnikiem 3-pentylowym 66
(R =H; IC,, = 6300 nM; R = (CH,CH,),CH; IC, = 1 nM). Okazal si¢ on rownie
skuteczny jak Zanimivir (ester etylowy 66 to Oseltamivir).

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

Metoda syntezy zwiazku 66 przedstawiona na schematach 5, 6 1 10 miala
powazne ograniczenie. Kwas szikimowy, uzyty jako zwiazek wyjsciowy, byl zbyt
drogi, aby wytwarzac z niego kilogramy produktu potrzebne do badan klinicznych.
Wiele uwagi poswigcono alternatywnym drogom syntezy 66 z uzyciem kwasu
(-)-chinowego 1 nowym metodom uzyskiwania kwasu szikimowego.

Jeszcze podczas badan nad synteza analogow I generacji (Schemat 7) wyka-
zano [26], ze zamiast kwasu szikimowego moze by¢ uzyty kwas chinowy przy nie-
wielkim przedhuzeniu cyklu reakcji (Schemat 11). Bardziej zaawansowana syntez¢
zwiazku posredniego 36 z kwasu chinowego ilustruje Schemat 11.

Na kwas chinowy dzialano dimetoksypropanem w sposob analogiczny do
metody literaturowej [30], co prowadzilo do zabezpieczenia ugrupowania cis-diolu
w postaci acetonidu i estryfikacji grupy karboksylowej. Nastgpnie tosylowano wolna
grup¢ hydroksylowa w 45, a trzeciorzedowa grupg hydroksylowa w 67 eliminowano
stosujac chlorek sulfurylu w pirydynie. Reakcja nie byla calkowicie regioselektywna,
jednak niepozadany produkt uboczny usuni¢to bez stosowania chromatografii. Mie-
szaning 68 1 69 w metanolu zawierajacym katalityczna 1los¢ kwasu p-toluenosulfo-
nowego ogrzewano w temperaturze wrzenia. Diol otrzymano z 54% wydajnoscia
(w dwu etapach) w postaci krystalicznej (regioizomer podlegal eliminacji kwasu
p-toluenosulfonowego 1 aromatyzacji). Traktowanie diolu (nie pokazany na sche-
macie) diazabicykloundecenem (DBU) prowadzilo do 36. Preparacj¢ stosowano
w skali kilkudziesigciu gramow.
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TsCl-
HO COLH Meo OMe CO.Me  DMAP CO,Me SOCly/
2 2. OH >< 2.\ OH Py >< dile]| Py
82%
HO
OH

31
1.TsOH/MeOH

COoMe CO,Me| 2. krystalizacja HO,, COsMe
>< >< 3. DBUITHF ©/
+ !
54% AN

o

36

DMAP = (N,N-dimetyloamino)pirydyna
Ts = p-CH3CgH4SO,-
DBU = 1,8-Diazabicyklo[5,4,0]undek-7-en

Schemat 11

W, praktycznej” syntezie 1 w skali wielu kilogramow z kwasu chinowego i/lub
szikimowego opracowanej przez chemikow firm Gilead 1 Roche zastosowano wicle
nowych rozwiazan (Schemat 12).

MeO OMe
CO,H CO,Et
HO,,. /o EtONa , /oh MeSO.Cl
TsOH >< Qf JEtOH >< [EtsN
HO" " 69%
OH OH 3 etapy
31 70 71
1.80,Cl,
COzEt 2.Pd(PPh3)4 O COzEt CO,Et
>< d -p|ro||dyna >< HCIO4
Ta2% o™
OMs
73 74
BHZ)
|
Me;SiOSO,CF3 ©0/ CO,Et Or. COzEt
- BH3-Me,S /DCM . o| KHCO;
Messlo\\\_/ CF3803 60% é\\.
OMs 3 etapy
75
Schemat 12

Rohloff i wspolautorzy [31] opisali, ze dzialanie na kwas chinowy 31 (szarza
20 kg!) dimetoksypropanem wobec kwasu p-toluenosulfonowego we wrzacym ace-
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tonie prowadzi do utworzenia acetonidu i zamknigcia pierscienia laktonowego (70,
Schemat 12). Alkoholiza tego zwiazku dostarczyla dihydroksy ester 71. Drugorzg-
dowa grupg hydroksylowa estryfikowano chlorkiem metanosulfonowym uzyskujac
mesylan 72 z calkowita wydajnoscia 69% w trzech przejsciach. Do eliminacji trze-
ciorzedowej grupy hydroksylowej uzyto chlorku sulfurylu w pirydynie. Obok zwiazku
73 (wydajnosc 42%) utworzyl si¢ rowniez jego regioizomer (poréwnaj Schemat 11)
oraz oleista chloropochodna.

Produkty uboczne usunigto poprzez dzialanie na surowa mieszaning reakcyjna
pirolidyna wobec katalizatora palladowego (nastapilo przylaczenie tej aminy w miej-
sce allilowej grupy metanosulfonowej). przemycie roztworem kwasu siarkowego
anastgpnie krystalizacj¢. Transketalizacja z uzyciem pentan-3-onu dala prawie ilos-
ciowo 74. Ten ostatni zwiazek redukowano kompleksem borowodoru z siarczkiem
dimetylu wobec triflanu trimetylosililowego [32]. Reakcja przebiegala poprzez jon
oksoniowy zaznaczony na schemacie. W wyniku starannego doboru warunkow, auto-
rzy zdolali osiagnac¢ wysoka regioselektywnos¢ tej reakeji (10:1, izomer uboczny
pomini¢to na schemacie). Po wewnatrzczasteczkowej eliminacji kwasu metanosul-
fonowego utworzyl si¢ kluczowy epoksyd 75 z wydajnoscia 60% z acetalu 73.

1. SOCI,-EtOH
2. 3-pentanon O, CO5Et Me3SiOSO,CF3 O COoEt| KHCO3
3. MeSO,Cl - BHg"Me,S aq. EtOH
32 80% o 63-75% Me3Sio 9%5% 0
0S0,Me 0S0,Me
Schemat 13

Opracowana przez tych samych autorow technologiczna synteza epoksydu 75
z kwasu (-)-szikimowego 32 jest oczywiscie prostsza (Schemat 13). Zastosowano
metody omowione powyzej.
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Schemat 14

Otwarcie pierscienia oksiranowego w 75 azydkiem sodowym w obecnosci
chlorku amonu w wodnym etanolu prowadzilo do azydo-alkoholu 76 (Schemat 14)
1jego regioizomeru w stosunku 10:1. W odréznieniu od syntezy ilustrowanej Sche-
matem 8, teraz uzyto bardziej reaktywnej i mniej szkodliwej dla sSrodowiska trime-
tylofosfiny (zwiazek piroforyczny). Uzyskano azyrydyng 77 (o czystosci okolo 70%).
Nastepnie, pierscien azyrydynowy otworzono jonem azydkowym i surowy produkt
78 zacylowano w warunkach Schotten-Baumanna. Uzyskano krystaliczny 1 fatwy
do oczyszczenia amid 79 (wydajnos¢ calkowita 37% z epoksydu 75).

Konczacymi etapami byly redukcja grupy azydkowej wodorem na niklu
Raneya w etanolu i utworzenie soli kwasu fosforowego, a produkt oczyszczono przez
krystalizacje.

Podsumowujac: synteza z kwasu chinowego obejmowala 12 etapow, a calko-
wita wydajnos¢ Tamiflu® 1 wyniosla 4,4%, za$ z kwasu szikimowego — 10 etapow
z wydajnoscia 21%. W calej sekwencji przejs¢ nie stosowano chromatografii i tylko
kilka produktéw posrednich oczyszczano przez krystalizacjg.

Konczac omoéwienie syntez parcjalnych przedstawiamy najnowsze metody
pozwalajace unikna¢ uciazliwych odczynnikow — azydku sodu i1 stechiometrycz-
nych ilosci fosfin. Harrington i wspolautorzy |33] opracowali proces, w ktorym piers-
cien epoksydu 75 otwarto z uzyciem kompleksu rert-butyloaminy z chlorkiem mag-
nezu w toluenie w temperaturze 50° (Schemat 15). Mesylowanie grupy hydroksylo-
wej w 80 1 traktowanie surowego mesylanu trietyloaming dalo azyrydyne 81. Drugi
atom azotu wprowadzono do czasteczki 81 dzialajac dialliloamina wobec kwasu
benzenosulfonowego w temperaturze 120° (bez rozpuszczalnika). Acylowanic 82
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doprowadzilo do pochodnej aminowej, ktéra oczyszczono w postaci chlorowo-
dorku 1 nastgpnie traktowano kwasem trifluorooctowym. Po usunigciu grupy
tert-butylowej, grupy allilowe wymieniono na atomy wodoru w reakcji 84 z kwa-
sem 3,5-dimetylobarbiturowym [34] wobec katalitycznej ilosci Pd(OAc), (1 mol%o)
1 trifenylofosfiny (4 mol%). Wykorzystano katalizowane palladem przeniesienie grupy
allilowej (poprzez kompleks z-allilowy). Alternatywnie, grupe allilowa mozna row-
niez usuna¢ przez dzialanie etanoloamina 1 10% palladem na weglu aktywnym
w etanolu w temperaturze wrzenia |35].

YT tBUNHS Y O msc- © Y O juf

o, CO.Et MgCl/ O, CO.Et  Et,N/ o, CO,E
©/ toluen toluen PhSOH
B 96%  HO" 93% 93%

© NHt-Bu tBuN

75 80 81

M

o, COEt Ac,O- O, COEt1. HCIEtOH O, COLEt
/©/ AcONa /©/ 2. CF,COH /©/
£BUHN 94%  £BuN 90%  AcHN

z I z z
N(allyl), Ac  Nallyl)s N(allyl),
82 83 84
1.NDMBAkat. o
Pd(OAC),-PPhs
2.H5PO, AL Me\NJl
— amiflu NDMBA =
88%
O)\l}l 0
Me
Schemat 15

6. SUROWCE DO PRODUKCJI TAMIFLU®.
OTRZYMYWANIE KWASOW (-)-CHINOWEGO I (-)-SZIKIMOWEGO
Z UZYCIEM GENETYCZNIE MODYFIKOWANEGO SZCZEPU
ESCHERICHIA COLI

Kwas (-)-chinowy izoluje si¢ z kory drzewa chinowego Cinchoma uprawia-
nego w Ameryce Poludniowej, w Indiach 1 na Jawie. Jest on stosowany jako kwasek
spozywezy 1 stosunkowo tani surowiec w syntezie innych produktow naturalnych
[36]. Jednakze nie jest calkiem pewna dostgpnosc tego surowca w ilosciach siggaja-
cych wiclu ton. Kwas szikimowy pozyskuje si¢ z roslin rodzaju [llicium sp., nie
bedacych w uprawie przemyslowej. Jak dotad nie udalo si¢ opracowa¢ wydajne;j
transformacji kwasu chinowego w szikimowy.
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Kwas szikimowy wystgpuje w wielu roslinach 1 mikroorganizmach (czgsto
razem z kwasem chinowym) i zostal zidentyfikowany jako wazne ogniwo w biosyn-
tezie zwiazkoéw aromatycznych z cukrow (tzw. szlak kwasu szikimowego). Nieliczne
mikroorganizmy, np. Klebsiella pneumoniae, maja zdolnos¢ uzytkowania tego kwasu
jako zrodla atomow wegla. Frost 1 wspolpracownicy [37] niedawno skonstruowali
,,biokatalizator” w drodze genetyczniej modyfikacji szczepu Escherichia coli AB2848
stosowanego do produkcji L-fenyloalaniny z glukozy (nie transformujacego kwasu
szikimowego) wzorowanej na Klebsiella pneumoniae. Modyfikacja umozliwila
wytwarzanie kwasu szikimowego [37] (Schemat 16).

OPO3H,
OH COH HO COoH

OH fosforan pirogronylu (PEP)  gyntetaza g
0 T — — 0 syntetaza
HOCH Y OH OH H,PO30CH OH

2 4 2 z
6H H,P0s0. I __cHO 6H

glukoza (:DH fosforan kwasu

3-deoksy-D-arabino-heptul
4-fosforan-D-erytrozy (E4P) eoKsy-L-aradino-nepiilosowedo

HO CO»H

dihydrogenaza HO“ @

HO, CO,H /
’ kwas chlnowy
o - OH dehydraza CO,H CO,H
OH \ dihydrogenaza
kwas 3-dehydrochinowy P — .
0~ Y "OH HO™ ™" YOH
OH OH

kwas szikimowy
Schemat 16

Glukoza ulega transformacji do fosforanu erytrozy oraz fosforanu pirogronylu.
Wobec specyficznej syntetazy te bloki budulcowe tworza fosforan kwasu 3-deoksy-
-D-arabino-heptulosowego 1 wobec kolejnej syntetazy — kwas 3-dehydrochinowy.
Kolejne specyficzne procesy enzymatyczne prowadza do kwasu szikimowego.
W nowszych badaniach [38, 39] stwierdzono, ze kwas szikimowy jest zanieczysz-
czony kwasem chinowym (ponizej 10%), a glowny produkt oczyszcza si¢ przez
krystalizacje.
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Technologiczna produkcja kwasu szikimowego z glukozy wydaje si¢ catkiem
realna. W szerszej perspektywie mozna oczekiwac, ze takze kwas chinowy 1 inne
produkty naturalne izolowane z roslin beda w przyszlosci dostepne w drodze fer-
mentacji cukrow z udzialem genetycznie modyfikowanych mikroorganizmow.

7. SYNTEZY TOTALNE

Opracowanie skutecznych metod totalnej syntezy pozwoliloby uniezaleznic
produkcje Tamiflu® od surowcow pochodzenia naturalnego. W biezacym roku uka-
zaly si¢ trzy pierwsze publikacje poswigcone temu zagadnieniu.

SYNTEZA E.J. COREY

E.J. Corey 1 wspolpracownicy [40] z Uniwersytetu Harvarda zaproponowali
drogg syntetyczna rozpoczynajaca si¢ od enancjoselektywnej reakcji Dielsa—Aldera.
Zasadnicza koncepcje tych autorow ilustruje schemat retrosyntetyczny (Schmat 17).

/\/\ 0 0 ﬁ\ 0
2 OEt 30)\0& WSOR = OR
OA = (V=0 = .

NH, NHBoc
85 86 87 88 89

R = CF3CH»- Boc = t-BuOCO-
Schemat 17

Produkt docelowy 85 zostal utworzony w wyniku funkcjonalizacji wiazania
etylenowego C3—C4 w dienie 86. Tej operacji poSwigcono znaczna uwagg, a w rezul-
tacie wynaleziono nowa 0golna metod¢ haloamidowania [41]. Zwiazek posredni 86
otrzymano w kilku etapach z optycznie czynnej pochodnej kwasu heks-3-eno kar-
boksylowego 87. Ten ostatni zwiazek wytworzono z butadienu 88 1 estru akrylowego
89 w enancjoselektywnej reakcji [2+4] cykloaddycji katalizowanej chiralnymi oksa-
zaborolidynami.

Oksazaborolidyny otrzymuje si¢ w reakcji aminoalkoholi z boranami lub pochod-
nymi kwasu borowego. Historycznie, najpierw zastosowano te zwiazki w charakte-
rze katalizatorow w redukcji ketondw boranami [42—44]. Jak pokazano na Schema-
cie 18, aminoalkohol 90 otrzymany z D-proliny tworzy pochodna 91 z pierscieniem
pyrolidynowym i oksazaborolidynowym. Traktowanie 91 kwasami, np. kwasem tri-
fluorometanosulfonowym, daje kationowe kwasy Lewisa, ktore okazaly si¢ spraw-
nymi katalizatorami wielu reakcji, zwlaszcza w reakeji Dielsa—Aldera [45].
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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 oksazaborolidyne¢, wyposazona w grupg o-tolilowa 1 anion
bis-(trifluorometanosulfonylo)iminiowy w charakterze katalizatora [46] (10 mol%,
odczynnik dostgpny w handlu). Otrzymano produkt 87 o nadmiarze enancjome-
rycznym (ec) ponad 97% ze znakomita wydajnoscia.

Stereochemiczny przebieg addycji ilustruje Rys. 10. Dienofil wiaze si¢ z kata-
lizatorem poprzez oddzialywanie karbonylowego atomu tlenu i protonu w pozycji
a, odpowiednio z atomem boru i atomem tlenu pierscienia oksazaborolidyny. Takie
usytuowanie dienofila i katalizatora wymusza podejscie dienu od strony ,.gérnej” —
€gzo.

MM
Rysunek 10. Stan przejsciowy w enancjoselektywnej reakcji Dielsa—Aldera

Ester 87 poddano amonolizie, a nastepnie amid 92 cyklizowano wedlug znane;j
metody [47]. Po zabezpieczeniu grupy amidowej w postaci pochodnej fert-butoksy-
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karbonylowej (Boc) 94, eliminowano jodowodor w reakeji z DBU. Otrzymany zwia-
zek 95 poddano najpierw rodnikowemu bromowaniu, a nast¢pnie eliminowano bro-
mowodor, otrzymujac dien 86.

4 Ph
G/S\Ph
N‘B
H
0 Tf2N o- Ts)lyl o NHa/ o
10 mol% ”\ CF3CH,0OH ”\
H\ OCH,CF; _3090dz. “NOCH,CF, _40°C “"SNH,
97% 100%
>97% ee
88 89 87 92
1. TMSOTF-EtN; (Boc),0-EtsN DBU/
21, /O .=0 - DMAP/DCM /O-,,,/o THF, reflux @ =0
84% 98% | - // 94%
Boc
93 94 95
) 5 mol% SnBry- @)
NBS-kat. AIBN/ Cs,CO3/ NBA/MeCN acHN
CCly reflux " 0 EtOH OEt -40°C OEt
95%  pr 100% - 71% N
Boc NHBoc NHBoc
96 86 97
n-BusNBr- 0 kat. Cu?*/ 0 0
KHMDS/ 3-pentanol /\O/\ H3PO4 /j)/\
DME, -20 OCACN OEt 0°C " OEt EtOH " OEt
82 % - 61%  AcHN” ™ AcHN” ™
NHBoc NHBoc ®RH; H,PO,
98 99 1 ©

NBA = N-bromoacetamid
KHMDS = heksametylodisilazydek potasu
DME = 1,2-dimetoksyetan

TMSOTT = trifluorometanosulfonian trimetylosililu
NBS = N-bromoimid bursztynowy
AIBN = azobis(izobutyronitryl)

Schemat 19

Dien 86 traktowano N-bromoacetamidem w obecnosci bromku cyny (5 mol%)
w acetonitrylu, co prowadzilo do bromo-acetamido pochodnej 97 z wydajnoscia
75%. Ta metoda przylaczenia atomu bromu 1 ugrupowania acetamidowego do wia-
zania etylenowego ma charakter ogolny. Mechanizm reakcji [41] objasnia Schemat
20. Pierwszym etapem jest addycja do wiazania podwojnego kationu bromoniowego,
wytworzonego z N-bromoacetamidu i kwasu Lewisa. Acetonitryl dziala jako nukle-
ofil. Hydroliza nast¢puje pod wplywem s$ladow wody obecnych w mieszaninie
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(reakcji sprzyja dodatek stechiometrycznej ilosci wody) lub w trakcie wyodrgbnia-
nia produktu.

SnCl4-NBA/

Br
M CN
e ()Bra@ = (X
N=CCH3 NHCOCH3

CH;C= N
Schemat 20

Wracajac do cyklu syntetycznego, selektywne deprotonowanie grupy acetami-
dowej w zwiazku 97 silna, przestrzennie zatloczona zasada powoduje zamknigcie
pierscienia N-acetyloazyrydyny 98. Funkcje takiej zasady pelni heksametylodisila-
zydek tetra-n-butyloamoniowy ["Bu, N* N(SiMe,).], generowany in situ.

Otrzymana azyrydyng otwarto regioselektywnie stosujac 3-pentanol w obecno-
sci kationow miedzi(II). Wydajnos¢ tego procesu nie byla wysoka (61%), ale — jak
zaznaczyli autorzy — istnieje mozliwos¢ optymalizacji. Ostatnim, wlasciwie formal-
nym etapem bylo usunigcie grupy Boc 1 utworzenie soli fosforanowej 1.

Synteza obejmuje 12 etapow 1 dostarcza ostateczny produkt z wydajnoscia
25,3%. Nalezy doda¢, ze syntetyzowano réwniez enancjomer Tamiflu® (z uzyciem
ligandu otrzymanego z tanszej L-proliny) oraz, ze ligandy chiralnego katalizatora
odzyskuje si¢ w sposéb prosty 1 wydajny.

SYNTEZA M. SHIBASAKI

M. Shibasaki 1 wspolpracownicy [48] z Uniwersytetu Tokijskiego zdolali wyko-
rzysta¢ w syntezie Tamiflu® doswiadczenia zgromadzone w trakcie rozleglych
badan nad reakcjami , katalitycznej enancjoselektywnej desymetryzacji” mezo-azy-
rydyn oraz nad konstrukcja chiralnych katalizatorow zawierajacych metale ziem
rzadkich [49, 50]. Za glowny etap syntezy mozna uzna¢ pieczolowicie optymalizo-
wana reakcj¢ otwarcia pierscienia azyrydyny aktywowanej grupa 3,5-dinitrobenzo-
ilowa w 101 z azydkiem trimetylosililowym wobec kompleksu itru i chiralnego
ligandu 100 (Schemat 21).

o -
NO2 Y(O'Pr); (2 mol%) NO, & o
O Ny NO, 100 (4 mol%) " o
) (CH3)3SiN3 N HO .

@f(;N JEtCN, 1, 48 godz Q o) Oj@[

j © 96%, ee 91% N3 HO .
oy 101 102 100

3

Schemat 21



34 M. KARCHIER, K. MICHALAK, J. WICHA

Czasteczka azyrydyny 101 jest achiralna ze wzgledu na obecnosc plaszczyzny
symetrii. Katalizator wytworzony z tri-izo-propoksy itru oraz ligandu 100 rdznicuje
dwie ,.symetryczne” pozycje w addycji nukleofila (anionu azydkowego). Otrzymano
azydek 102 z wydajnoscia 96% 1 o ee 91% (jedna rekrystalizacja z izo-propanolu
dala produkt o ee 99% z wydajnoscia 72%).

Katalizator wytwarza si¢ in situ w reakcji Y(O'Pr), (2 mol%) i ligandu 100
(4 mol%). Zasada dzialania bimetalicznych ,,wspolpracujacych™ (ang. cooperative)
katalizatorow zostala przedstawiona na Rysunku 11. Dwa centra katalityczne pola-
czone sa z chiralnym ligandem: centrum zasadowe aktywujace nukleofil, np. anion
azydkowy, oraz centrum kwasowe aktywujace elektrofil, np. grupe karbonylowa.

Uwaza si¢, ze w katalizatorze Shibasaki (Rysunek 11) polaczone sa trzy czastki
ligandu (krancowe zaznaczone symbolicznic) z dwoma atomami itru. Funkcje zasady
Lewisa pelni ugrupowanie tlenku fosfiny, a kwasu — ugrupowanie difluorokate-
cholu. Aktywacja nukleofila (azydku trimetylosililowego) nastepuje za posrednic-
twem atomu itru znajdujacego si¢ w poblizu ugrupowania tlenku fosfiny. Aktywacja
aryloilo-azyrydyny przebiega na atomie metalu przy centrum kwasowym. Nadmiar
ligandu ponad ilos¢ stechiometryczna (3:2) moze pekni¢ rol¢ czynnika protonuja-
cego.

Ph F == F
\ b
chiralny ligand ~000 Yol o o
zasada Lewisa wwas Lawisa P - \fr;- “ '.'- Y,.. S
mietal 1 matal 2 I'_O SR A =
SR I ‘ a [

wkleofi ' aleklrofil  ——=  produkt

Rysunek 11. ,,Wspolpracujacy” katalizator

Pochodna azyrydyny 101, uzyta w reakcji desymetryzacji, zostala otrzymana
wedhug Schematu 22. 1,4-Cykloheksadien 103 przeprowadzono w epoksyd 104,
a nastepnie w azydo—alkohol 105. Redukcja tego zwiazku trifenylofosfing prowa-
dzila do azyrydyny 106 (poréwnaj, Schemat 14). Azyrydyng acylowano chlorkiem
3,5-dinitrobenzoilu.
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Schemat 22

Synteza Tamiflu® z tak otrzymanego, optycznie czystego azydo—amidu 102 prze-
biegala przez wiele etapow (Schemat 23). Najpierw podstawiono grupa Boc amidowy
atom wodoru, a nast¢pnie usunigto w drodze hydrolizy grupe 3.5-dinitrobenzoesowa.
W otrzymanej pochodnej 108 grupe¢ azydkowa zredukowano trifenylofosfing i utwo-
rzona grup¢ aminowa zabezpieczono w postaci pochodnej Boc 109. Zwigzek 109
charakteryzuje chiralnos¢ z osia symetrii C,. Utlenienic 109 dwutlenkiem selenu
w obecnosci odczynnika Dess—Martina w dioksanie prowadzilo do mieszaniny
a,f-nienasyconego ketonu 110 i odpowiadajacych mu alkoholi allilowych. Surowy
produkt tej reakc;ji traktowano oddzielnie odczynnikiem Dess—Martina, co dalo czysty
keton 110. Ten ostatni zwiazek poddano dzialaniu cyjanku trimetylosililowego
1 katalizatora niklowego, a surowy produkt sprzgzonej addycji 111 bromowano
N-bromoimidem bursztynowym. Otrzymany produkt 112 zawiera kompletny szkie-
let weglowy Tamiflu®.

1.PhgP/
o (Boc),0- o MeCN
I O DMAP NaOH 5 O 2.(Boc),0 O
ATONTY AT ONTT o8% CONNTN 90% BocHN” ™
N3 Boc N 2etapy BN, NHBoc
102 107 108 109
SeO, Ni(COD)o-
odczynnik O Me3SiCN | Me3SiO. CN| NBS/ O CN
Des-Martina j@ JTHF ]@m THF j@/
62%  BocHN Y BocHN Y BocHN Y
NHBoc NHBoc NHBoc
110 111 112
AcO OAc
\ 7/

I-OAc
O ©
o

odczynnik Dess-Martina

Schemat 23
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Grupg ketonowa w 112 zredukowano chemo- i diastereoselektywnie wodor-
kiem tri-(fert-butoksy)litowoglinowym (Schemat 24). Otrzymano alkohol 113
zanieczyszczony niewielka iloscia epimeru, przy wydajnosci 60% z «, f-nienasyco-
nego ketonu 110. Z alkoholu otrzymano azyrydyng¢ 114, a nast¢pnie pochodna pen-
tanoksylowa 115 w znany sposob. Celem zroznicowania podstawnikdw azotowych,
usuni¢to obydwie grupy Boc, a nastgpnie wybiorczo zabezpieczono grupg mnicj
oslaniana. Syntezg zakonczyly etapy acetylowania, hydrolizy ugrupowania nitrylo-
wego oraz utworzenie soli kwasu fosforowego.

o} CN Li(fBuO)zAIH  HO,,. CN  DEAD CN OH
Ij/ ITHF (©/ -PhgP BOC,\,©/ BF4Et,0
BocHN” ™ 60% z 110 BocHN” ™Y 87% v 52%
NHBoc NHBoc NHBoc
112 113 114

M 1. Ac,0-DMAP
2. HCI-EtOH

O, CN 1.CF5CO,H 3 CN 3. HsPO,
O/ 2. (BOC)QO O/ - krystallzaCJa Tamifu®
BocHN” ™ amifu

H 63% 22%
NHBoc NHBoc
115 116
Schemat 24

SYNTEZA CONGA I YAO

Zwiazkiem wyjsciowym do syntezy opisanej przez Cong i Yao [51] z Chinskiej
Akademii Nauk (Szanghaj) byl stosunkowo latwy do otrzymania z L-seryny (z wy-
dajnoscia okolo 80%), lecz nictrwaly tzw. aldehyd Garnera [52] 117 (Schemat 25).

Kondensacja 117 z N-(4-metoksybenzylo)hydroksyamina wobec siarczanu mag-
nezu w suchym DCM prowadzila [53] do krystalicznego nitronu 118. Ten ostatni
zwiazek, bez oczyszczania, poddano reakcji z bromkiem allilomagnezowym w obec-
nosci 1 réwnowaznika 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, otrzymujac 119 z wydajnoscia 87%. Nalezy odno-
towac, ze addycje roznych odczynnikéw Grignarda do nitronu 118 przebiegaja
z utworzeniem syn-izomerow w przewadze [54]. Uzycie chlorku cynku ,,utrwalaja-
cego’”’ przewazajaca konformacje substratu i staranny dobor warunkow reakcji (roz-
puszczalnik, temperatura) pozwolily otrzymac potrzebny izomer z bardzo dobra
wydajnoscia. Przypuszczalny model stereochemiczny tworzenia 119 przedstawiono
w dolnej czesci Schematu 25. Przy ulozeniu ugrupowania nitronowego w plasz-
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czyznie rysunku kation cynkowy usztywnia konformacje, a atak nukleofila naste-
puje od najmniej ostanianej strony: spod plaszczyzny rysunku.

PMB

,ll\l /\/MgBr
wLNBOC HM ng \/LNBOC "G Tec wLNBOC Zn-Cu(OAc)
o_ go0s | O = -Et,0, -78° o = n-Cu(OAc),
" CHO /DCM \/\ICIZH 2.chromatografia \/\/\/ faq. AcOH
© o NpuB S Ho N-PmB
etapy
117 118 119
1.H,-Pd(OH),
NBoc NBoc 0s04-NMO NBoc /MeOH
OW CbzCl OW faq. aceton O_ > OH 2.CbzCl
’5\1 85% N 89% N 86%
H PMB 2etapy  Cbz” “PMB Cbz” ~PMB OH
120 121 122
wL nuk_leoﬂl
NBoc H o
> @®
oG OH N0
\/\5/\[ bMB/;ZnBrz
N ~oH N o PMB = 4-OMeCgH,CHy-
Cbz" H )( Cbz = CgHsCH,0CO-
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Schemat 25

Redukcja grupy hydroksyloaminowej w 119 i zabezpieczenie grupy aminowej
doprowadzily do zwiazku 121, ktory poddano dihydroksylacji czterotlenkiem osmu
(uzytym w ilosci katalitycznej) 1 N-tlenkiem morfoliny (Schemat 25). Kolejna ,,mani-
pulacja” grupami ochronnymi dala wolna aming i pochodna mono-benzyloksykar-
bonylowa 123.
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Schemat 26

Pierwszorzedowa grupe hydroksylowa w 123 zabezpieczono przestrzennie duza
grupa tert-butylodifenylosililowa, a drugorzgdowa grupe hydroksylowa utleniono
wedlug Swerna (DMSO—chlorek oksalilu—trietyloamina). Keton 125 poddano reak-
cji Wittiga, po czym selektywnie usunigto zabezpieczenie acetonidowe. Alkohol
127 utleniono, a uzyskany aldehyd 128 poddano reakcji z bromkiem winylomagne-
zowym w obecnosci bromku cynku. Glowny produkt 129 oczyszczono chromato-
graficznie.

W tak otrzymanym 1,7-dienic 129, przed reakcja metatezy, zabezpieczono jesz-
cze wolna grupg hydroksylowa w postaci eteru metoksymetylowego (MOM) (Sche-
mat 27). Zwiazek 130 poddano dzialaniu katalizatora Grubbsa II generacji w chlorku
metylenu w temperaturze pokojowej. Przy uzyciu 10 mol% katalizatora i prowadze-
niu reakcji w znacznym rozcienczeniu (ca. 1 g/150 ml), cykliczny produkt 131 otrzy-
mano z wydajnoscia 98%. Zwiazek ten zawiera kompletny szkielet weglowy Tami-
flu® 1 odpowiednie usytuowanie podstawnikow.

Usunigcie zabezpieczenia z pierwszorzgdowej grupy hydroksylowej 1 utlenie-
nie chlorynem w obecnosci buforéw prowadzilo do kwasu karboksylowego. Estry-
fikacje¢ surowego kwasu prowadzono z uzyciem etanolu, 1-(3-dimetyloaminopropy-
lo)-3-etylokarbodiimidu i DMAP, jako katalizatora. Po traktowaniu 133 5% ctano-
lowym chlorowodorem w temperaturze 0°C (usunigcie grup zabezpieczajacych:
MOM i Boc) 1 acetylowaniu (AcCl/aq. Na,CO,) otrzymano acetamido-alkohol 134.
Ostatnim etapem w opisanej sekwencji reakcji bylo usunigcie zabezpieczajacej
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grupy benzyloksykarbonylowej w obecnosci wiazania etylenowego. Transformacje
tg prowadzono z uzyciem trietylosilanu wobec katalitycznej ilosci octanu palladu.
Przeksztalcenie 135 w preparat Oseltamvir wymaga jeszcze wprowadzenia pod-

stawnika pentylowego.
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Schemat 27

Przedstawione prace otwieraja nowy 1 wazny kierunek badan w dziedzinie syn-
tezy totalnej. Ich technologiczne 1 ekonomiczne aspekty na pewno beda starannie
analizowane przez producentow. Cho¢ nickoniecznie: znana jest nieche¢¢ firm do
zmiany raz wdrozonych technologii.

UWAGI KONCOWE

Czy Tamiflu® uchroni nas przed epidemia ptasicj grypy? Wynalezienie tego
leku wymagalo gruntownych badan podstawowych, a jego produkcja obejmuje wicle
ctapow. Te okolicznosci musza znalez¢ odzwierciedlenie w cenie. Juz przy pierw-
szych ustaleniach na wspomnianej konferencji WHO przewidywano trudnosci
w zaopatrzeniu w Tamiflu® krajow ubozszych. Roche deklarowal, ze krajom rozwi-
jajacym si¢ dostarczy produkt w cenie 12 USD za kuracj¢ w stosunku do ,,normal-
nej” ceny 15 USD. Nieco wezesniej, w maju 2004, analityk Chemical and Engine-
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ering News [1] szacowal koszty kuracji Tamiflu® na 75 USD (dorosly pacjent)
150 USD (dziecko). Wedlug dr Macieja Kisiela, Glownego Inspektora Sanitarnego
MSW, Tamiflu® stosuje si¢ w dawkach 75 mg dziennie (1 tabletka) i moze by¢ poda-
wany przez 6 tygodni. W Polsce Rada Ministrow na posiedzeniu w dniu 11 paz-
dziernika 2005 r. uznala za niezb¢dne przeznaczenie srodkow finansowych na
zakup strategiczny leku przeciwwirusowego na wypadek epidemii grypy. Tamiflu
znajduje si¢ w wolnej sprzedazy wedlug cen ustalanych przez producenta i dystry-
butoréw. Obecnie w aptekach warszawskich cena 10 tabletek (po 75 mg) wynosi
okolo 150 zI. W ciagu ostatniego roku odnotowano znaczny spadek ceny. Nalezy
jednak wnioskowac, ze powszechne zaopatrzenie w Tamiflu® przy obecnej techno-
logii jego wytwarzania bedzie bardzo trudne.

Ocena zagrozenia wirusem grypy, w obliczu wielu innych zagrozen i potrzeb
stuzby zdrowia, nalezy do wladz politycznych. Niewatpliwie, prace nad ulepsze-
niem i obnizeniem kosztéw produkeji lekow przeciw grypie nabraly pierwszorzed-
nego znaczenia. Sledzac imponujace osiagnigcia ostatnich kilku lat mozna mie¢
nadziej¢, ze dalsze postepy beda adekwatne do potrzeb.

Notka dodana przy okazji korekty: Od czasu wysltania manuskryptu do Redak-
cji ukazal si¢ drukiem artykul przegladowy dotyczacy metod syntezy Tamiflu
(V. Farina, J.D. Brown, Angew. Chem. Int. Ed., 2006, 45, 7330) oraz komunikaty
przedstawiajace ulepszenia syntezy Shibasaki (T. Mita, et al., Org. Lett., 2007, 9,
2591 L. Fujimori, et al., J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 16438).
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Dr hab. n. farm. Elzbieta Budzisz ukonczyla studia na Wydziale Mat.-Fiz.-Chem.
Uniwersytetu L.odzkiego. Po skonczeniu studiow rozpoczela prace w Instytucie Pod-
stawowych Nauk Chemicznych na Wydziale Farmaceutycznym w Lodzi, w zespole
Prof. dr hab. Krzysztofa Kostki. W 1991 roku obronita pracg doktorska, a w 2004
roku uzyskala stopien doktora habilitowanego nauk farmaceutycznych. Od 1 paz-
dziernika 2005 roku jest kierownikiem Zakladu Chemii Surowcdéw Kosmetycznych
Katedry Kosmetologii na Wydziale Farmaceutycznym w L.odzi. Jest wspolautorem
kilkunastu prac dotyczacych syntezy i aktywnosci przeciwnowotworowej pochod-
nych chromonu, flawonu i kumaryny oraz ich kompleksow z wybranymi metalami.
Obecnie zajmuje si¢ synteza kompleksow metali z pochodnymi chromonu o aktyw-
nosci przeciwutleniajacej.

Mgr farmacji Michal Ciotkowski w 2005 roku ukonczyl studia na Wydziale Far-
maceutycznym Uniwersytetu Medycznego w todzi. Tematem pracy dyplomowej
bylo: ,, Wiqzanie fragmentu AFP (peptyd P149) oraz analogow morficeptyny
z receptorami komorek raka sutka”. Od listopada 2006 roku jest zatrudniony na
stanowisku asystenta w Zakladzie Chemii Surowcow Kosmetycznych Katedry Kos-
metologii na Wydziale Farmaceutycznym w t.odzi. Podjal prace badawcze nad syn-
teza kompleksow metali z pochodnymi chromonu oraz ocena ich wlasciwosci prze-
ciwutleniajacych 1 aktywnosci przeciwnowotworowe;.
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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(Il) 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(Il) 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(Il), 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-[PtNH,(RNH,)CL(OCOR”),]
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(Il), are active against DLD-1 colon cancer cell line in hypoxic environment.

An examination of trans-dichlorodihydroxo(dimethylamine)(isopropylamine)platinum(I'V)
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, CHIcisR 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(TV)) 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)

Stowa kluczowe: kompleksy platyny(IV), aktywnos¢ przeciwnowotworowa, SAR
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ZESTAWIENIE UZYTYCH SKROTOW

SAR — zaleznos$¢ . struktura — aktywnos¢™

dach — 1,2-diaminocykloheksan

en — etylenodiamina

OAc — reszta kwasu octowego

OPr — reszta kwasu propionowego

OPiv — reszta kwasu trimetylooctowego

OTFAc — reszta kwasu trifluorooctowego

IC,, — stgzenie badanego zwiazku hamujace proliferacj¢ komo-
rek 0 50%

ED,, — dawka badanego zwiazku powodujaca zmnigjszenie guza
0 90%

LD, — dawka badanego zwiazku powodujaca $mierc 50% zwie-
rzat

RF — wspolczynnik opornosci (ang. refractory factor) obli-

czany jako stosunek wartosci IC_ dla komorek opornych
do wartosci IC, dla komorek wrazliwych

IT — indeks terapeutyczny obliczany jako stosunek dawki
powodujacej $mier¢ 50% zwierzat (LD, ) do dawki powo-
dujacej zmniejszenie masy guza o 90% (ED,)

MCTS — (ang. multicellular tumor spheroids) wiclokomorkowe
sferoidy tworzone w hodowli w celu nasladowania
srodowiska guzoéw nowotworowych

HMGBIla — bialko nalezace do rodziny HMG (ang. high mobility
group) — nichistonowy skladnik chromatyny
NF-«8 — (ang. nuclear factor — kappaB) jeden z jadrowych czyn-

nikoéw transkrypceyjnych, zaangazowany w odpowiedz
komorek na takie czynniki, jak stres, wolne rodniki
1 cytokiny

GSH — glutation

GST — grupa enzymoOw S-tranferaz glutationowych
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WSTEP

Cisplatyna (cis-diamminadichloroplatyna(Il)) jest waznym lekiem przeciwno-
wotworowym, mimo z¢ jej skutecznosc jest ograniczona tylko do niektorych rodza-
JOwW nowotworow (jader, jajnikow, pecherza, niedrobnokomorkowy rak pluc, guzy
umiejscowione w glowie 1 szyi). Dodatkowo jej zastosowanie ogranicza pierwotna
lub rozwijajaca si¢ w czasie stosowania opornos¢ komoérek nowotworowych oraz
powazne efekty uboczne, ktore wywoluje u chorych (najsilniejsze z nich to nefro-
toksycznos$¢, neurotoksycznosé, ototoksycznos¢, nudnosci 1 wymioty) [1-4]. Wydaje
si¢, ze glownym mechanizmem dzialania cisplatyny jest tworzenie wigzan z DNA
1 zaburzanie jego funkcji, co w efekcie prowadzi do apoptozy komorki [5].

U podstaw opornosci na cisplatyn¢ leza nastepujace procesy:

— zmniejszenie kumulacji leku w komoree,

— zwigkszenie dezaktywacji przez wiazanie z czasteczkami zawierajacymi
grupy tiolowe (np. glutation, metalotioneina),

— zwigkszenie natgzenia proceséw naprawczych DNA uszkodzonego przez
addukty z cisplatyna,

— zwigkszona tolerancja na addukty DNA z cisplatyna,

— oslabione mechanizmy kierujace komorke na droge apoptozy [2].

Powyzsze czynniki, z jednej strony zmniejszaja odpowiedz komorek nowotworo-
wych na podang dawke leku (opornosé), z drugiej zas ograniczaja t¢ dawke (efekty
uboczne). W usitowaniu przezwycigzenia ograniczen w stosowaniu chemioterapii
opartej na cisplatynie konieczne stalo si¢ poszukiwanie nowych pochodnych pla-
tyny, ktore wykazywalyby przeciwnowotworowy efekt kliniczny. Nowe kompleksy
platyny wyselekcjonowane w testach przesiewowych powinny, w poréwnaniu z cis-
platyna, charakteryzowac si¢ nastgpujacymi wlasciwosciami:

— mnicjsza toksycznoscia dla organizmu przy zachowaniu toksycznosci dla
komorek nowotworowych,

— szerszym lub odmiennym spektrum aktywnosci przeciwnowotworowej,

— aktywnos$cia w komorkach nowotworow opornych na cisplatyne,

— 1inna droga podania, latwiejsza w zastosowaniu niz wlew dozylny [1].

Klasa zwiazkow, ktora moglaby spelnia¢ powyzsze wymagania, sa kompleksy
platyny(IV) [3]. Niniejszy artykul prezentuje kierunki badan nad tymi kompleksami
1ich zastosowaniem jako zwigzkdw przeciwnowotworowych.

1. KOMPLEKSY PLATYNY(IV) - INFORMACJE OGOLNE

Kompleksy platyny(IV) wykazujace symetri¢ oktacdryczna posiadaja dwa aks-
jalne ligandy oraz cztery ligandy lezace w jednej plaszczyznie, okreslane jako ekwa-
torialne. Zwiazki platyny(IV), posrod ktorych poszukuje si¢ nowych lekoéw prze-
ciwnowotworowych, w pozycjach ekwatorialnych zawieraja najczgsciej dwie trwale
zwiazane czasteczki amoniaku (jak w cisplatynie) lub pierwszo- albo drugorzgdowe
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aminy oraz dwie zdolne do wymiany grupy (aniony chlorkowe lub aniony kwasow
karboksylowych albo dianiony kwasow dikarboksylowych). Wymiana ligandow
anionowych na czasteczki wody powoduje aktywacj¢ kompleksu 1 umozliwia od-
dzialywanie z DNA i1 innymi bioczasteczkami [5]. W pozycjach aksjalnych wystg-
puja najczesciej jony chlorkowe, wodorotlenowe lub aniony kwasow karboksylo-
wych.

Zwiazki platyny(IV) przejawiaja, w pordwnaniu ze zwigzkami platyny(Il), pewne
korzystniejsze wlasciwosci. Kompleksy o liczbie koordynacyjnej szes$¢ sa trwalsze
kinetycznie, a co za tym idzie, wolniej ulegaja reakcjom podstawienia ligandow.
W zwiazku z tym, czasteczki te w mniejszym stopniu beda reagowac w krwiobiegu,
dzigki czemu wigksza ich ilo$¢ moze dotrze¢ do komorek nowotworowych. Druga
zaleta kompleksow platyny(IV) jest to, ze odpowiednio dobierajac ligandy aksjalne
mozna sterowa¢ ich lipofilnoscia, od ktorej zalezy zdolnos¢ przechodzenia przez
blony komorkowe i1 w rezultacie — wchlanianie przez komorki [6].

Jak si¢ przypuszcza, do uzyskania aktywnosci cytotoksycznej konieczna jest
redukcja kompleksow platyny(I'V) do odpowiadajacych im kompleksow platyny(II).
Szybkos¢ tej redukeji zalezy od potencjalu redukcyjnego kompleksu, a to z kolei
jest w glownej mierze uwarunkowane charakterem ligandow w pozycji aksjalnej.
Najwyzsza wartoscia potencjatu redukcyjnego (a zatem i najwicksza szybkoscia
redukcji) charakteryzuja si¢ kompleksy z anionami chlorkowymi. Posrednie war-
tosci charakteryzuja kompleksy podstawione resztami kwasow karboksylowych
(wydluzenie lancucha nieznacznie podwyzsza potencjal redukc;ji). Najtrudniej redu-
kowane sa zwiazki z podstawnikami hydroksylowymi (Cl1 > RCOO > OH) [6].

2. ZALEZNOSC ,STRUKTURA - AKTYWNOSC”
ZWIAZKOW PLATYNY(IV)

W wielu badaniach SAR (_.struktura — aktywnos¢™) probowano ustali¢ zalezno-
sci miedzy budowa czasteczki kompleksu, jego lipofilowoscia, potencjalem
redukcji 1 budowa ligandow a aktywnoscia cytotoksyczna |3, 5, 7-10, 13].

Jedna z takich prob bylo znalezienie zaleznosci pomiedzy cytotoksycznoscia
a hydrofobowoscia (log P) kompleksow platyny(IV) z trans(+)-1,2-diaminocyklo-
heksanem i r6znymi ligandami karboksylowymi. Kompleksy te mialy struktur¢ ogdlna
[Pt(dach)L,L’] lub [Pt(dach)L,L7], (gdzie: dach — frans-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)). Sposrod przebadanych komplek-
sOw najwyzsza aktywnoscia in vitro, w stosunku do komoérek bialaczki mysiej linii
L1210, wykazaly si¢ dwa z nich: [Pt(dach)(OPr),(OTFAc),] (uzyskana wartos¢
IC,, = 1.3 uM) oraz [Pt(dach)(OPr),(OVal)] (IC,, = 5.1 uM) (Rys. 1). Zwiazkiem
poréwnawczym w tym badaniu byl zwiazek JIM216 (omdwiony w dalszej czgsci
pracy), dla ktorego znaleziony parametr cytotoksycznosci IC,, wynosil 1.2 uM [3].
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a) b)
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Pt NN

N/ OOCC,Hs5 / OOCC,Hs
N

H OOCC,Hs H OOCC,Hs

Rysunek 1. Cytotoksyczne kompleksy platyny(IV) z 1,2-diaminocykloheksanem:
a) [Pt(dach)(OPr),(OTFAc),]; b) [Pt(dach)(OPr),(OVal)] [3]

Obydwa kompleksy charakteryzuja si¢ podobna hydrofobowosScia (wartos¢
log P odpowiednio 1,249 1 1,243). Jednakze inny kompleks o podobnej hydrofobo-
woscl ([Pt(dach)(OPr),(OPiv)], log P = 1,213) wykazal duzo mniejsza aktywnos¢
(IC,, = 17.8 uM). Moze to oznacza¢, ze parametr lipofilnosci kompleksu jest waz-
nym, ale nie jedynym czynnikiem warunkujacym cytotoksycznos¢ kompleksu [3].

Seri¢ interesujacych badan, pozwalajacych wnioskowac o wplywie czynnikow
strukturalnych na aktywnosc¢ cytotoksyczna zwiazkow, przedstawia w swojej pracy
przegladowej Kostova [5]. W jednym z badan poddano ocenie 17 kompleksow
0 ogolnym wzorze cis, trans, cis-[PtNH,(RNH,)CL(OCOR’),] (gdzie R — podstaw-
nik alifatyczny lub alicykliczny; R” — podstawnik alifatyczny lub aromatyczny). Bada-
nia wykonano in vitro na komoérkach mysiej bialaczki linii L1210. Wykazano, ze
wraz ze wzrostem ilosci atomow wegla (do pigeiu) w alifatycznych podstawnikach
aksjalnych (R”), rosnie cytotoksycznos¢ kompleksow. Najsilniejszym dzialaniem
charakteryzowaly si¢ jednak kompleksy z ukladem aromatycznym w polozeniach
aksjalnych, niezaleznie od tego, czy grupa R byla alifatyczna czy tez alicykliczna
[5].

W kolejnej pracy dotyczacej analogicznych kompleksow analizowano wplyw
budowy ligandu aminowego na cytotoksycznos¢ zwiazkow. Badania prowadzono
na komorkach ludzkiego nowotworu jajnika (linie komorkowe: HX/62, SKOV-3,
PXN/94, OVCAR-3, 41M oraz CH1). Najnizsza cytotoksycznos¢ wykazaly zwiazki
z aminami aromatycznymi. Pochodne z aminami alifatycznymi charakteryzowaly
si¢ wyzsza cytotoksycznoscia, przy czym zwiazki zawierajace aminy z rozgal¢zio-
nym tancuchem weglowym wykazywaly silniejsze dzialanie od zwiazkow z lancu-
chem nierozgal¢zionym. Najaktywniejsze okazaly si¢ kompleksy z aminami alicy-
klicznymi. Ich cytotoksycznos¢ rosla w miar¢ wzrostu wielkosci pierscienia alifa-
tycznego (od cyklobutanu do cykloheptanu) |7].

Badania SAR prowadzone przez Halla 1 in. dotyczyly dwoch serii kompleksow
platyny(IV), pochodnych cisplatyny i dichloroetylenodiaminaplatyny ([Pt(en)CL,])
(Rys. 2). Kompleksy obu serii posiadaly w pozycjach aksjalnych podstawniki
hydroksylowe, chlorkowe lub reszty kwasu octowego [8].
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a) Pt(NH,),Cl, b) Pt(NH,),CI,(OAc), c) Pt(NH,),Cl,(OH),
ol OOCCH, oH
HaN,, ‘ WCl H3N//, ‘ \\\CI H3N/,/'Pt\\\CI
PN ot P
H3N/‘ N HsN/‘ N N ‘ “
&l OOCCH, O
d) Pt(en)Cl, e) Pt(en)CL(OAc), f) Pt(en)CI,(OH),
cl OOCCH; OH
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Rysunek 2. Kompleksy platyny(IV), pochodne cisplatyny (a, b, ¢)
i pochodne dichloroetylenodiaminaplatyny(I) (d, e, f):
a) diamminatetrachloroplatyna(IV); b) diamminadichlorodioctanoplatyna(IV);
¢) diamminadichlorodihydroksoplatyna(IV); d) tetrachloro(etylenodiamina)platyna(I'V);
e) dichloro(etylenodiamina)dioctanoplatyna(IV); f) dichloro(etylenodiamina)dihydroksoplatyna(IV) [8]

W badaniach tych probowano ustali¢:
zalezno$¢ miedzy potencjalem redukceji a cytotoksycznoscia,

— wplyw potencjalu redukcji na wehlanianie zwiazku przez komorki,

— wplyw podstawnikow aksjalnych na lipofilowos¢ kompleksu,

— wplyw lipofilowosci kompleksow na wchlanianie zwiazku przez komorki.

W badaniach potencjatu redukeji stwierdzono, ze zalezy on w glownej mierze
od ligandoéw w pozycji aksjalnej. Analizowane zwiazki uszeregowano pod wzgle-
dem wysokosci potencjalu redukeji (fatwosci redukeji), w zaleznosci od ligandu
aksjalnego w naste¢pujacy szereg (C1> OAc > OH).

Cytotoksycznos¢ zwiazkow byla badana in vitro na trzech liniach komoérek ludz-
kiego nowotworu jajnika (A2780, A2780R oraz A2780 473R). Aktywnos¢ cytotok-
syczna kompleksow okazala si¢ zalezna od potencjatu redukeji. Im wyzszy poten-
cjal (latwiejsza redukcja), tym wyzsza cytotoksycznos¢ wykazywal zwiazek. Jed-
nakze autor zauwaza, ze iproplatyna, kompleks platyny(IV) o niskim potencjale
redukcji, wykazuje duza aktywnos$¢ in vivo, co moze sugeruje, ze badanie toksycz-
nosci in vitro nie jest dobra metoda selekcji kompleksow platyny(IV). Aktywnos¢
przeciwnowotworowa iproplatyny byla tak wysoka, ze zostala ona wyselekcjono-
wana do badan klinicznych, w ktorych jednak okazala si¢ mniej aktywna od cispla-
tyny 1 karboplatyny [6]. Przyczyna nicoczekiwanej aktywnosci iz vivo hydroksylo-
wych kompleksow Pt(IV) moze by¢ ich powolna redukcja, w wyniku ktorej pow-
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staje niewiclka ilos¢ reaktywnych czasteczek Pt(Il), a niezredukowana czgs¢ ma
szans¢ dotrze¢ do komorki w postaci pro-leku. Kompleksy latwiej ulegajace reduk-
cji tworza formy zdolne do reakeji z roznymi czasteczkami biologicznymi (np. albu-
minami w krwioobiegu) i w ten sposdb zmniejsza si¢ ich szansa wniknigcia do wng-
trza komorki nowotworowe;.

Eksperymenty dotyczace wchlaniania zwiazkow przez komorki przeprowadzono
in vitro na liniach komorek ludzkiego nowotworu jajnika (A2780 1 A2780R). Zaob-
serwowano analogiczna do aktywnosci cytotoksycznej zaleznos¢ migdzy wchlania-
niem zwigzku a jego potencjalem redukcji.

Analizujac wplyw ligandow aksjalnych na lipofilowos¢ kompleksow stwier-
dzono, ze podstawniki hydroksylowe obnizaja wartos¢ log P (zwigkszaja hydrofilo-
wosc¢ czasteczki) kompleksu platyny(IV) w pordwnaniu z macierzystym komplek-
sem platyny(Il). Podobny, lecz mniejszy wplyw wykazuja ligandy chlorkowe. Aniony
kwasow karboksylowych zwigkszaja lipofilowos¢ czasteczki (wplyw ten ro$nie wraz
ze wzrostem dlugosci lancucha).

Obserwowano tendencj¢ do wzrostu wchlaniania kompleksow przez komorki
przy wzroscie log P. W celu zbadania charakteru tej zaleznoscei (liniowa, paraboliczna),
nalezaloby przeprowadzi¢ badania na zwiazkach wykazujacych wigksze roznice
w lipofilowosci [8].

Kolejna seria badan Halla 1 in. dotyczyla wplywu srodowiska guza na dzialanie
kompleksow platyny(IV) [9-10].

W jednym z eksperymentow badano mig¢dzy innymi aktywnos¢ kompleksow
platyny(IV) pochodnych [Pt(en)Cl,] na wzrost komorek nowotworowych ludzkiego
nowotworu jelita grubego linit DLD-1, tworzacych in vitro sferoidy wiclokomor-
kowe (ang. multicellular tumour spheroids, MCTS). Zaleta takiego systemu jest
srodowisko bardziej podobne do srodowiska guza in vivo (hipoksja, wystgpowanie
zarowno komorek aktywnie dzielacych sig, jak i nieulegajacych podzialom). W bada-
niu tym wykazano opdznione i mniejsze dzialanie na wzrost guza kompleksow pla-
tyny(IV), w poréwnaniu ze zwiazkiem macierzystym. Najwigksza aktywnoscia wyka-
zal si¢ kompleks [Pt(en)Cl,] a nieco mnigjsza kompleks [Pt(en)CL,(OH),]. Kom-
pleks [Pt(en)CL(OAc),] w najmniejszym stopniu hamowal wzrost wielkosci sferoi-
dow. Wynika z tego, ze w badaniu bardziej przypominajacym warunki in vivo
potencjal redukcii nie jest juz glownym czynnikiem wyznaczajacym aktywnos¢ kom-
pleksow [9].

Porownywano rowniez sil¢ dzialania cisplatyny 1 kompleksow platyny(IV)
([Pt(NH,).Cl,]. [Pt(NH,),C1(OH),], [Pt(NH,),C1(OAc),]) w warunkach normoksji
1 hipoksji. Hipoksja srodowiska, charakterystyczna dla guzow nowotworowych, moze
wplywa¢ na aktywnos¢ zwiazkow platyny (zmniejszona jest koncentracja glutationu,
ale zwicksza si¢ ilo§¢ metalotioneiny oraz aktywno$¢ enzymow naprawiajacych
DNA). Badanie przeprowadzono na komorkach ludzkiego niedrobnokomérkowego
raka pluc linii H226 oraz H520. Wykazano podobna efektywnos¢ tych kompleksow
niczaleznie od zawartosci tlenu w srodowisku, w ktorym hodowano komorki.
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Aktywnosc¢ zwiazkow byla porownywalna, zarowno w ,.tradycyjnej” hodowli komor-
kowej, jak 1 dla komorek tworzacych sferoidy [10].

W poczatkowych badaniach nad zwiazkami platyny stwierdzono brak aktyw-
nosci trans-diamminadichloroplatyny, co spowodowalo, iz badacze skoncentrowali
si¢ gldwnie na kompleksach platyny o izomerii cis. Brak aktywnosci ,.transplatyny™
moze by¢ spowodowany tworzeniem przez ten zwiazek odmiennych, w poréwnaniu
z cisplatyna, polaczen z DNA, ktore charakteryzuja si¢ inna budowa przestrzenna.
Rozna jest rowniez zdolnos¢ tych polaczen do oddzialywania z proteinami komor-
kowymi. W ostatnich latach wykazano, ze modyfikacja ,.transplatyny” pozwala uzys-
ka¢ zwiazki o aktywnosci przeciwnowotworowej [ 11, 12]. Do tej grupy naleza ana-
logi ..transplatyny”, w ktorych czasteczke (lub czasteczki) amoniaku zastapiono czas-
teczka plaskiej aminy aromatycznej, alkiloaminy lub iminoeteru [5]. Rowniez
w grupie kompleksow platyny(IV) poszukuje si¢ analogdw ,.transplatyny” o wyso-
kiej cytotoksycznosci.

W kolejnym, przytaczanym przez autorow niniejszego opracowania badaniu,
poréwnywano cytotoksycznos¢ kompleksu trans-dichlorodihydrokso(dimetyloami-
na)(izopropyloamina)platyna(IV) (Rys. 3) z cisplatyna i macierzystym kompleksem
platyny(Il) [trans-dichloro(dimetyloamina)(izopropyloamina)platyna(Il)] [13].

OH

al,, ‘ NH,=CH(CHy),
_Pt_
(CH3)2HN/ ‘\Cl
OH

Rysunek 3. Trans-dichlorodihydrokso(dimetyloamina)(izopropyloamina)platyna(IV) [13]

Eksperymenty dotyczace cytotoksycznosci in vitro przeprowadzono na trzech
parach linii komérkowych ludzkiego nowotworu jajnika, zarowno wrazliwych, jak
1opornych na cisplatyng (oznaczanych jako ..cisR™): 41M/41McisR, CH1 / CHIcisR
oraz A2780 / A2780cisR.

W stosunku do linii komorkowych wrazliwych na cisplatyng, w zaleznosci od
zastosowanej linii komorkowej, kompleks platyny(IV) okazal si¢ porownywalnie
skuteczny z cisplatyna (linia A2780: IC,, dla badanego zwiazku 5,7 uM, IC dla
cisplatyny 4,0 uM) lub tez od niej skuteczniejszy (linia CH1: IC, dla badanego
zwiazku 7 uM, IC, dla cisplatyny 13 pM; linia 41M: IC,, odpowiednio 23,5 uM
oraz 56 uM). Macierzysty kompleks platyny(II) byl aktywniejszy od kompleksu pla-
tyny(IV) jedynie w linii komorkowej 4 1M (wartosci IC, : linia komoérkowa A2780 —
9,0 uM; linia CH1 — 19 uM; linia 41M — 13 uM).

Badania na liniach komdrkowych opornych na cisplatyne wykazaly wicksza
skutecznos¢ kompleksu platyny(IV) od cisplatyny (linia komorkowa A2780cisR:
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wartosci IC, dla kompleksu platyny(IV) 8.4 uM, dla cisplatyny 58 uM: linia CHlcisR
odpowiednio 5,7 uM 150 puM; linia 4 1McisR odpowiednio 1,3 uM 1128 uM). Kom-
pleks macierzysty okazal si¢ mniej aktywny (wartosci IC,: linia komdrkowa
A2780cisR — 57 uM, CHlcisR — 15 uM, 41McisR — 54 uM).

Zadna z linii komérkowych opornych na cisplatyng nie wykazala opornoéci na
kompleks platyny(IV). W stosunku do macierzystego kompleksu jedynie komorki
linii CH1cisR nie wykazaly opornosci.

Przeprowadzono rowniez badanie zdolnosci zwiazkow do hamowania wzrostu
guzow nowotworowych in vivo na myszach z wszczepionymi podskornie fragmen-
tami guza ludzkiego nowotworu jajnika linii CH1. Stwierdzono, ze kompleks platy-
ny(IV) wyraznie hamowal powigkszanie guza, podczas gdy dla kompleksu macie-
rzystego nie stwierdzono zadnej r6éznicy, w porownaniu z grupa kontrolna. Wynik
badania moze mie¢ zwiazek z wigksza reaktywnoscia kompleksu platyny(Il) i jego
inaktywacja w srodowisku biologicznym [13].

3. ZWIAZKI PLATYNY(IV) OBJETE BADANIAMI KLINICZNYMI

Zanim zostana zaprezentowane aktualnie badane zwiazki, nalezy wspomnieé¢
o dwoch pochodnych platyny(IV), ktore wykazywaly duza aktywnos¢ cytotoksyczna
w badaniach przedklinicznych, jednak wyniki pozniejszych badan klinicznych nie
byly zadowalajace. Sa to iproplatyna oraz tetraplatyna (ormaplatyna) (Rys. 4).

a) iproplatyna b) tetraplatyna

OH Cl
o, | . NHCHCH), OiNH%| e
"'pt‘\ /Pt
CI/‘ “NHCH(CH), NI, il\m

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))
zostala wyselekcjonowana do badan w zwiazku z wysoka rozpuszczalnoscia [2].
W eksperymentach in vitro stwierdzono porownywalna z cisplatyna aktywnos¢ ipro-
platyny wobec linii komorkowych mysiej biataczki P388 i mysiego czerniaka B-16
[14]. W badaniu in vivo na myszach szczepu NMRI z wszczepionym ludzkim nowo-
tworem jadra (linic komérkowe wrazliwe na cisplatyne: H12.1, 2102EP 1 1428A
oraz linia komérkowa oporna na cisplatyng — H23.1) zaobserwowano mniejsza sku-
tecznos$¢ iproplatyny od cisplatyny w stosunku do komorek wrazliwych na cispla-
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tyng. W przypadku linii komorkowej opornej na cisplatyng, stwierdzono porowny-
walna, niewielka aktywnos$¢ obydwu zwiazkow [15].

W pierwszej fazie badan klinicznych stwierdzono wystgpowanie mielosupre-
sji, jako najsilniej zaznaczonego efektu ubocznego. Nefrotoksycznosc i ototoksycz-
nos¢ wystgpowaly rzadko [14].

Na poczatku drugiej fazy badan klinicznych stwierdzono, ze iproplatyna posiada
porownywalna z cisplatyna i karboplatyna skutecznos¢ w leczeniu zaawansowa-
nego nowotworu jajnika, jako lek pierwszego rzutu lub u pacjentow otrzymujacych
poprzednio leki niczawierajace platyny. Zaobserwowano jednoczesnie wystepowa-
nie opornosci krzyzowej z cisplatyna. W eksperymencie tym badano jednak wylacz-
nie iproplatyne 1 wyniki poréwnywano z wynikami innych eksperymentow dotycza-
cych cisplatyny lub karboplatyny [16]. W trzeciej fazie badan klinicznych bezpo-
srednio porownywano skutecznosc i toksycznos¢ karboplatyny i iproplatyny
w leczeniu nowotworu jajnika. Ta ostatnia okazala si¢ mniej skuteczna (Srednia prze-
zywalnos¢ pacjentow wynosila 68 tygodni dla leczonych iproplatyna oraz 114 tygo-
dni dla leczonych karboplatyna) 1 bardziej toksyczna [17].

W jednym z badan (druga faza badan klinicznych) porownywano skutecznosé¢
iproplatyny i karboplatyny w leczeniu guzow mozgu u dzieci. Stwierdzono dhuzszy
czas zahamowania wzrostu guza w przypadku poczatkowych stadiow glejaka u pacjen-
tow leczonych karboplatyna (ponad 36 miesigcy w porownaniu z 7 miesiacami
u pacjentow leczonych iproplatyng) [14]. W kolejnym badaniu skutecznosci oby-
dwu zwiazkoéw w leczeniu nowotworu szyjki macicy stwierdzono ich mniejsza sku-
tecznos$¢ od cisplatyny [ 18]. Wyniki te spowodowaly brak dalszego zainteresowania
iproplatyna i niewprowadzenie jej do lecznictwa [1, 6].

Drugi z tych zwiazkoéw — tetraplatyna ((1,2-diaminocykloheksan)tetrachloro-
platyna(IV)) — wykazywal wysoka cytotoksyczno$¢ w badaniach przedklinicznych.
W badaniu /7 vivo na myszach (szczep CD2F1) z wszczepionymi komorkami
mysiej bialaczki (linia L1210) zaobserwowano zdolnos¢ tetraplatyny do 2—5 krot-
nego przedluzania zycia zwierzat, w zaleznosci od podanej dawki (dla porownania
cisplatyna powodowala przedhuzenie zycia maksymalnie o 86%) [19]. Niestety
w pierwszej fazie badan klinicznych zaobserwowano silna neurotoksycznos¢ zwiazku
w stosunku do nerwow obwodowych i badania nad tym zwiazkiem zostaly przer-
wane [20].

Ostatnio duze nadzieje rokuja 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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a) satraplatyna b) adamplatyna
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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. Wykazala ona
poréwnywalna z cisplatyna cytotoksycznos¢ in vitro w stosunku do 7 linii komorko-
wych ludzkiego nowotworu jajnika (HX/62, SKOV-3, PXN/94, OVCAR-3, A2780,
41M oraz CH1). Przeprowadzono rowniez eksperyment in vitro majacy na celu stwier-
dzenie wystgpowania opornosci krzyzowej z cisplatyna. Sposrod uzytych szesciu
linii komorkowych opornych na cisplatyne (ludzkiego nowotworu jajnika: 41McisR,
OVCAR-3cisR, CHIcisR oraz A2780cisR; ludzkiego nowotworu jadra GCT27cisR;
ludzkiego nowotworu szyjki macicy HX/155¢isR) dla trzech linii komorkowych
wykazano brak opornosci krzyzowej (linie 41McisR, OVCAR-3cisR oraz
HX/155¢isR).

Badanie aktywnosci in vivo na myszach z rakiem plasmocytoma (linia ADJ/
PC6) wykazalo wysoki indeks terapeutyczny satraplatyny IT po podaniu doustnym,
wynoszacy 56,9 (dla porownania wartos¢ IT dla cisplatyny po podaniu dozylnym
wyniosla 18, natomiast po podaniu doustnym — 5.8). W kolejnym badaniu in vivo na
myszach z wszczepionym ludzkim nowotworem jajnika (linie komorkowe: PXN/
109T/C, SKOV-3, OVCAR-3 oraz HX/110) stwierdzono skutecznos¢ satraplatyny
w hamowaniu wzrostu guza po podaniu doustnym, porownywalna ze skutecznoscia
cisplatyny po podaniu dozylnym. W badaniach in vivo na myszach zaobserwowano
mielosupresj¢. Nie stwierdzono ototoksycznosci ani nefrotoksycznosci [21].

Gléwnymi dzialaniami niepozadanymi, jakie zaobserwowano w badaniach kli-
nicznych pierwszej fazy, byly: miclosupresja (anemia, trombocytopenia, leukope-
nia), biegunka, nudnosci i wymioty [4]. W drugiej fazie badan klinicznych u pacjen-
tow z drobnokomorkowym rakiem pluc, u ktérych nie stosowano wczesniej che-
mioterapii, wykazano aktywnos¢ przeciwnowotworowa tego zwiazku, poréwnywalna
z cisplatyna i karboplatyna. Glowne dzialania uboczne byly takie same jak zaobser-
wowane w badaniach pierwszej fazy. Autorzy badania sugeruja koniecznos¢ prze-
prowadzenia oceny efektywnosci tego leku w terapii skojarzonej, poniewaz ten
rodzaj terapii jest najefektywniejszy w drobnokomdérkowym raku phuc [22].
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Satraplatyna zostala wprowadzona do trzeciej fazy badan klinicznych, jako lek
pierwszego rzutu u pacjentow z hormonoopornym rakiem prostaty. Zostalo ono przer-
wane przez sponsora. Poczatkowe wyniki byly dosy¢ pomysine i aktualnie prowa-
dzone jest badanie satraplatyny w polaczeniu z prednizonem, jako leczenie drugiego
rzutu u pacjentdéw z hormonoopornym rakiem prostaty, u ktorych poprzednia che-
mioterapia zawiodla (badanie SPARC) [23, 24]. We wrzesniu 2006 roku podano do
wiadomosci pierwsze wyniki tego badania. Wykazano obnizenie ryzyka progresji
choroby 0 40% u pacjentow otrzymujacych satraplatyne i prednizon, w poréwnaniu
z pacjentami otrzymujacymi sam prednizon. Los wszystkich pacjentéw bedzie nadal
sledzony, a pacjenci, u ktorych nie stwierdzono progresji choroby be¢da kontynuo-
wac terapi¢. Wyniki badania dotyczace ogolnej przezywalnosci beda znane prawdo-
podobnie pod koniec 2007 roku [25].

Drugim prezentowanym zwiazkiem jest adamplatyna (LA-12), strukturalnie
podobna do satraplatyny. Zawiera amantadyng, zamiast cykloheksyloaminy, jako
grupg trwale zwiazana [26]. W badaniach in vitro na liniach komérkowych ludzkiego
raka jajnika, zarowno wrazliwych (A2780), jak 1 opornych na cisplatyne (A2780cis,
SK-OV-3), wykazano silniejsze cytotoksyczne dzialanie zwiazku LA-12 od cisplatyny
(wartosci IC, odpowiednio 6, 18 12,6 krotnie nizsze dla zwiazku LA-12, w porow-
naniu z cisplatyna). Stwierdzono rowniez mniej zaznaczona opornos¢ komorek
A2780cis w stosunku do LA-12 niz do cisplatyny (okolo trzykrotnie nizszy wspol-
czynnik opornosci RF dla zwiazku LA-12, w poréwnaniu z cisplatyna) [2, 27].
Zaobserwowano 20-30 krotnie wyzszy wychwyt zwiazku LA-12 przez komorki
nowotworowe linii A2780 1 A2780cisR, w porownaniu z cisplatyna. W ekspery-
mentach in vitro przy uzyciu odwrotnej transkryptazy HIV-1 zaobserwowano, ze
addukty adamplatyny(II) (,,aktywnego metabolitu™ zwiazku LA-12) z DNA silniej
hamuja polimeryzacj¢ DNA, w porownaniu z adduktami cisplatyny z DNA. Jako ze
sekwencja 1 struktura wirusowych, prokariotycznych i eukariotycznych polimeraz
DNA jest wysoce konserwatywna, wynik ten z wysokim prawdopodobienstwem
mozna odnies¢ rowniez do innych polimeraz DNA. Zaobserwowano ponadto two-
rzenie przez adamplatyng(Il) monoadduktow z DNA, ktore utrzymuja si¢ dhuzej niz
podobne monoaddukty cisplatyny i w wigkszym stopniu tworza polaczenia z prote-
inami. Obecnos¢ takich polaczen stwierdzono zarowno w badaniach in vitro przy
uzyciu DNA 1 protein takich jak HMGB 1a lub NF-«B, jak i bezposrednio na komor-
kach nowotworowych linii A2780 1 A2780cisR. Moga one w wigkszym stopniu hamo-
wac polimeryzacj¢ DNA 1 zmniejsza¢ szans¢ naprawy poprzez wycigcie nukleoty-
dow. Wszystkie te czynniki moga powodowac silniejsze dzialanie zwigzku LA-12,
w porownaniu z cisplatyna, oraz wigksza wrazliwos¢ komorek nowotworowych opor-
nych na cisplatyne [28]. Zwiazek znajduje si¢ w pierwszej fazie badan klinicznych
[26].



KOMPLEKSY PLATYNY(IV) JAKO POTENCJALNE ZWIAZKI PRZECIWNOWOTWOROWE 57

4. NIESTANDARDOWE METODY POSZUKIWANIA AKTYWNYCH
KOMPLEKSOW PLATYNY(IV)

Ostatnio sa podejmowane inne proby projektowania aktywnych kompleksow
platyny(1V).

Stwierdzono, ze kompleksy platyny zwigkszaja wrazliwos¢ komorek nowotwo-
rowych na promieniowanie jonizujace (efekt promieniouczulajacy). Jednoczesne
zastosowanie chemioterapii takim zwiazkiem, w polaczeniu z radioterapia (napro-
mieniowanie z zewnatrz lub poprzez podanie niewielkiej ilosci izotopu promienio-
tworczego do organizmu), moze okazac si¢ bardziej skuteczne niz zastosowanie
kazdej z tych metod leczenia osobno (efekt synergistyczny). W zwiazku z tym, kom-
pleksy platyny z radioaktywnymi ligandami moga wykazac silne wlasciwosci prze-
ciwnowotworowe. W jednym z badan uzyto kompleksu platyny(IV) ze znakowana
radioaktywnym jodem histamina ([Pt(IV)(Hist),(OH),]CL,). W badaniu cytotoksycz-
nosci na komodrkach ludzkiego raka piersi linit MCF-7 wykazano tylko nieznacznie
mnigjsza aktywnos¢ nowego kompleksu, w poréwnaniu z cisplatyna (IC; odpo-
wiednio 59 uM 148 uM). Badania biodystrybucji przeprowadzono na myszach (pod-
szczep C3H/W, u ktorych spontanicznie rozwija si¢ rak gruczolu piersiowego)
z wszczepionym podskornie rakiem gruczolu piersiowego 1 na zdrowych szczurach
(szczep Wistar). Niestety, wykazaly one wysokie gromadzenie si¢ kompleksu w watro-
bie i nerkach. Wedlug autorow pracy, zastosowanie znakowania jodem radioaktyw-
nym moze by¢ uzyteczne przy badaniu farmakokinetyki nowych kompleksow platy-
ny [29].

W innym eksperymencie badano cytotoksycznos¢ kompleksu platyny(IV) z kwa-
sem etakrynowym w pozycjach aksjalnych. Kwas etakrynowy jest inhibitorem
S-transferaz glutationowych (GST), enzymow cytozolowych, katalizujacych lacze-
nic ksenobiotykow z glutationem (GSH). Zwigkszenie inaktywacji cisplatyny
poprzez laczenie z GSH jest jednym z postulowanych mechanizméw opornosci.
Fakt ten uzasadnia zaprojektowanie kompleksu platyny z inhibitorem GST. Reduk-
cja kompleksu po wejsciu do komorki powinna uwolni¢ aktywny kompleks platy-
ny(Il) oraz czasteczki kwasu etakrynowego, hamujace GST 1 zmniejszajace opor-
nos¢ komorki na dzialanie cytotoksyczne zwiazku. Faktycznie w badaniach in vitro
wykazano zdolnos¢ tego kompleksu do inhibicji GST, stwierdzono réwniez wigksza
cytotoksycznos¢, w poréwnaniu z cisplatyna, w stosunku do komérek nowotworo-
wych ludzkiego raka piersi linii T47D. W przypadku innych linii komorkowych
(ludzkiego raka piersi MCF-7, ludzkiego raka jelita grubego HT29, ludzkiego raka
pluc A549), zaobserwowano szybsze hamowanie wzrostu (po ekspozycji trwajacej
24 godziny), w porownaniu z cisplatyna, przy czym wartosci IC,, po ekspozycji
trwajacej 72 godziny byly porownywalne dla nowego kompleksu i cisplatyny [30].

Przeprowadzono rowniez proby syntezy kompleksow platyny(IV) o niskiej tok-
sycznosci, ktore w docelowym migjscu dzialania moga by¢ aktywowane za pomoca
swiatla widzialnego. Jednym z takich zwiazkow jest kompleks platyny(IV) z etyle-
nodiamina 1 jonami azydkowymi w pozycjach ekwatorialnych oraz jonami hydroksy-
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lowymi w pozycjach aksjalnych [Pt(en)(N,),(OH),]. Kompleks ten jest nicaktywny
wobec DNA. Dopiero po naswietleniu $wiatlem widzialnym wykazuje zdolnos¢ do
tworzenia adduktow z DNA [31]. Zwiazki tego typu moga okazac si¢ bardzo efek-
tywne w terapii nowotwordw skory, poniewaz beda wykazywac niska toksycznosc
0g0blna (brak aktywnosci wobec DNA bez naswietlenia) 1 aktywnosc¢ cytotoksyczna
wobec selektywnie naswietlonych komorek nowotworowych zewnetrznym zrodlem
swiatla.

PODSUMOWANIE

Eksperymenty dotyczace nowych pochodnych platyny, jako zwiazkow o dzia-
laniu przeciwnowotworowym, prowadzone sa na calym swiecie. Bada si¢ wicle r6z-
nych zwiazkow, o bardzo zrdznicowanej budowie. Duza uwagge poswigca si¢ kom-
pleksom platyny(IV), ze wzgledu na wezesniej wymienione korzystne cechy w po-
réwnaniu z kompleksami platyny(Il).

Z omowionych badan wynika, ze projektujac nowe kompleksy, duza uwage
nalezy zwrdci¢ na ligandy w pozycjach aksjalnych. Odpowiedni ich dobor pozwala
uzyskac lipofilowos¢ czasteczki gwarantujaca dobra wchlanialnos¢ przez komorki,
a jednoczesnie odpowiednia rozpuszczalnos¢ zwiazku. Dodatkowy wazny czynnik,
rowniez w duzej mierze zalezny od ligandoéw aksjalnych, jakim jest potencjal
redukcji, pozwala sterowa¢ reaktywnoscia kompleksu. Jest to wazne, poniewaz poz-
wala na zmniejszenie toksycznosci dla organizmu. Jednoczesnie nalezy pamigtac,
z¢ nadmierne obnizenie potencjatu redukcji moze spowodowac utrate wlasciwosci
przeciwnowotworowych.

W projektowaniu kompleksow platyny(IV) daje si¢ zauwazy¢ nowe, odmienne
podejscie do zagadnienia. Chodzi tu o wspomniane juz wykorzystanie promienio-
uczulajacych wlasciwosci platyny i polaczenie jej z radioaktywnym ligandem
10 projektowanie zwiazkow aktywowanym $wiatlem, co moze mie¢ szczegolne zna-
czenie w terapii nowotworow skory. Bardzo interesujace wydaje si¢ wykorzystanie
faktu, ze podczas redukcji do kompleksu platyny(Il) ligandy aksjalne sa odlaczane,
1 zastosowanie inhibitora enzymu warunkujacego opornos¢ na zwiazki platyny jako
liganda. Nie nalezy rowniez zapominac¢ o kompleksach platyny o konfiguracji trans,
wsrod ktorych rowniez znaleziono zwiazki o aktywnosci przeciwnowotworowej.
Ich odmienna od cisplatyny budowa przestrzenna wymusza inny sposob wigzania
7z DNA, co moze warunkowac brak wystgpowania opornosci krzyzowej migdzy nimi
a cisplatyna.

Z przytoczonych przykladow wylania si¢ obraz wielu droég poszukiwan nowych
zwiazkow przeciwnowotworowych. Nalezy jednak pamietac, ze nawet bardzo obie-
cujace wyniki in vitro nie oznaczaja jeszcze, ze dany zwiazek zostanie lekiem. Moze
si¢ okazac, ze aktywno$¢ przeciwnowotworowa u ludzi nie jest tak wysoka jak
w modelach zwierzecych lub w badaniach in vitro. Moze sig rowniez okazac, ze bardzo
aktywny zwiazek bedzie powodowal silne dziatania niepozadane i nie bedzie mogl
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by¢ stosowany w lecznictwie. Mimo wszystkich przeszkod i trudnosci, nie nalezy
porzuca¢ badan nad potencjalnymi lekami przeciwnowotworowymi. Wsrdd testo-
wanych zwiazkdw kompleksy platyny(IV) wydaja si¢ by¢ bardzo obiecujaca grupa.
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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

Stowa kluczowe: synteza bialka, aminoacylacja tRNA, niebialkowe aminokwasy
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WYKAZ SKROTOW

AARS — syntetaza aminoacylo-tRNA

AA-tRNA — aminoacylo-tRNA

AppA — P!, P2-bis-(5-adenozyno)difosforan

ATRib — (ang. Acyl-Transferase Ribozyme)

CME — ester cjanometylowy

CTACI1 — 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
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WPROWADZENIE

Synteza bialek jest jednym z glownych procesow zachodzacych w komérkach
organizmow zywych [1]. Przebiega ona na rybosomach, a podstawowymi jej sub-
stratami sa aminoacylo-tRNA, w ktorych tzw. bialkowy aminokwas polaczony jest
wigzaniem estrowym z grupa hydroksylowa przy koncu 3° tRNA. Reakcja estryfika-
cji tRNA katalizowana jest przez AARS w obecnosci ATP, jako donora energii.
Wysoka specyficznos$¢ rozpoznawania aminokwasu i tRNA przez AARS jest gwa-
rancja poprawnosci ekspresji informacji genetycznej. Wlasciwosc ta zapobiega bled-
nej aminoacylacji, czyli zwiazania aminokwasu innego niz homologiczny np. nie-
naturalnego analogu. Ogranicza to tym samym wykorzystanie acylacji enzymatycz-
nej w procesie syntezy in vitro bialek zawierajacych w swej sekwencji niebiatkowe
aminokwasy [2].

Tabela 1. Przyklady zastosowan niektorych aminokwasow niebiatkowych [5]

Nienaturalny aminokwas Zastosowanie
selenometionina
tellurometionina badania krystolograficzne
p-bromofenyloalanina
4-fluorotryptofan nuklearny jadrowy rezonans magnetyczny (NMR)
S-fluorotryptofan v ¥ gnetyezny
homoallilglicyna wprowadzenie grupy alkenowej do biatka
p-acetylofenyloalanina wprowadzenie grupy ketonowej do biatka
f-tienopirylo alanina wprowadzenie chromoforu do biatka
aminotryptofan wskaznik pH
trifluoroleucyna wzmocnienie efektu hydrofobowego
norleucyna .
pentafluorofenyloalanina bakteriostatyk
p-benzofenyloalanina wprowadzenie podstawnika do fotozszywania

Zastosowanic aminokwasoéw majacych rézne grupy fluorescencyjne i znaczniki
spinowe, ktore pelnia rol¢ sond biofizycznych, w znacznym stopniu ulatwia oraz
rozszerza mozliwosci analizy oddzialywan bialko—bialko w komoérkach zywych [3].

Wprowadzenie pochodnych izoleucyny (allo-O-izoleucyny) i treoniny (allo-O-
-metylotreoniny) do sekwencji kanalu jonowego receptora acetylocholinowego typu
N (nAChR) umozliwilo ocen¢ wplywu hydrofobowych aminokwaséow na mecha-
nizm jego bramkowania, polegajacy na zwiclokrotnieniu czgstotliwosci jego otwie-
rania [4]. W innym przypadku wykorzystano modyfikowane aminokwasy do analizy
miejsca wigzania agonisty receptora neurokininy-2, ktore okreslono przy udziale
znaczonych fluorescencyjnie receptorow i wiazacej si¢ z nimi, rowniez znakowancej
tachykininy [5]. Nienaturalne aminokwasy, zawierajace grupg nitrylo-1-okso-2.2.5.5..-
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-tetrametylopirolowa, wprowadzane z wykorzystaniem supresji kodonu stop do sek-
wencji T, lizozymu, umozliwily analiz¢ jego struktury za pomoca elektronowego
rezonansu paramegnetycznego (EPR) [5]. Obecnos¢ kwasu 2,2,6,6-tetrametylopi-
perydyno- 1-oxo0-4-amino-4-karbnyloooctowego (TOAC) w tancuchu polipeptydo-
wym powoduje usztywnienie jego struktury helikalnej, co pozwala na analize¢ faldo-
wania si¢ bialek metoda elektronowego rezonansu spinowego (ESR) [5]. Bialka
majace w swojej sekwencji modyfikowane aminokwasy stosowane sa rowniez jako
skuteczne terapeutyki w medycynie. Dla przykladu: przylaczenie glikolu polietyle-
nowego do czasteczki interferonu  wydluza jego okres poltrwania w krwi obwodo-
wej oraz obniza jego immunogennos¢ [5]. Zastapienie fenyloalaniny allofenylonor-
statyna w peptydzie bedacym inhibitorem proteazy HIV zapobiega jego hydrolizie
[6].

Jedna z pierwszych metod modyfikowania skltadu aminokwasowego bialek byla
hodowla szczepoéw auksotroficznych na pozywkach bogatych w nienaturalny ami-
nokwas, co prowadzi do jego wprowadzenia do proteomu. Po raz pierwszy wyko-
rzystano ten sposob do zastapienia metioniny w komorkach E. coli przez selenome-
tioning [ 7]. Z uwagi jednak na nickontrolowany sposob wlaczania modyfikowanych
aminokwasow do bialka, jak réwniez otrzymywanie czesto letalnych dla bakterii
jego form, metoda ta nie jest popularna. Innym sposobem jest synteza chemiczna na
nosnikach statych. W tym przypadku powaznym ograniczeniem jest jednak wiel-
kos¢ bialka. Stosunkowo dogodnym sposobem jest chemiczna modyfikacja tancu-
chow bocznych aminokwasow, np. alkilacja, fosforylacja czy acetylacja [8]. Jed-
nakze z uwagi na to, ze chemiczna synteza bialek ma wiele ograniczen, translacja
in vitro nadal pozostaje najdogodnicjszym sposobem ich uzyskania. Glownym 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 bialek in vitro.

1. METODY OTRZYMYWANIA AMINOACYLO-tRNA

1.1. AMINOACYLACJA Z UDZIALEM KATALITYCZNYCH RNA

Odkrycie katalitycznych wlasciwosci RNA [9,10] oraz rozwiazanie krystalicz-
nej struktury rybosomu [11] pozwolilo na ugruntowanie hipotezy ,.Swiata RNA”,
zgodnie z ktora pierwsza synteza bialek odbywala si¢ przy udziale RNA [12]. Na tej
podstawie wysunigto hipotezg, ze pierwotne czasteczki RNA mogly wykazywaé
wlasciwosci aminoacylotransferazy [13]. Nasunglo to pomysl wykorzystania ich do
aminoacylacji tRNA. W celu otrzymania czasteczek RNA katalizujacych reakcje
aminoacylacji wykorzystano metodg selekcji in vitro (SELEX) [14] (Rys. 1).
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Biblioteka RNA <

Selekcja czgsteczek
o wilasciwosciach
katalitycznych

Nieaktywne czasteczki Aktywne czasteczki
RNA RNA

Transkrypcja

Synteza cDNA

Matryca DNA

Rysunek 1. Schemat selekcji in vitro czasteczek RNA o wlasciwosciach acylotransferazy

1.1.1. Rybozym o aktywnos$ci aminoacylotransferazy (ATRib)

Rybozym o aktywnosci aminoacylotransferazy wyselekcjonowano z biblioteki
RNA, zawierajacej czasteczki zlozone ze 130 nukleotydow. Otrzymany RNA katali-
zowal przeniesienie aminokwasu (N-biotynylo-L-metioniny) zwiazanego z grupa
3°-OH 6-nukleotydowego donora o sekwencji 5°-CAACCA-3’ na wlasna grupg
5°-OH (Rys. 2). Czasteczki aktywnego rybozymu zawieraly charakterystyczny
13-nukleotydowy fragment, ktorego 6 nukleotydow przy koncu 3° komplementar-
nych bylo do sekwenc;ji oligonukleotydu bedacego donorem aminokwasu, natomiast
7 pozostalych do konca 5° — rybozymu; dwie ostatnie pary G-U przy koncu byly
niesparowane. Fragment ten odgrywa, wg autorow pracy, rolg wewngtrznej matrycy,
ktérej zadaniem jest utrzymanie grupy aminoacylowej substratu w poblizu konca 5°
RNA[12]. W nastgpnym etapie otrzymany rybozym skrdcono o fragment sekwencji
nicistotny dla jego aktywnosci katalitycznej. Struktura II-rzgdowa nowej 82-nukle-
otydowej wersji ATRib sklada si¢ z 4 ramion (P1-P4) i trzech tzw. spinek do wlosow
(L2-L4), tworzacych strukturg podobna do liscia koniczyny (Rys. 2) [14].
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Rysunek 2. Schemat aminoacylacji rybozymu ATRib.
Pogrubiong czcionka zaznaczono sekwencj¢ IGS, z ktora oddziatywuje czasteczka donora aminokwasu
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Rysunek 3. Schemat reakcji aminoacylacji katalizowanej przez rybozym ATRib. W pierwszym etapie
nastgpuje zwiazanie czasteczki donora aminokwasu o sekwencji S'CAACCA3' do fragmentu IGS rybozymu,
a nastegpnie przeniesienie aminokwasu na grupe 5'OH rybozymu i oddysocjowanie donora. W drugim etapie

nastgpuje asocjacja konca 3' tRNA z komplementarnego pentanukleotydu fragmentu IGS i przeniesienie
aminokwasu na grupe 3'OH koncowej adenozyny tRNA.
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Przeniesienie aminokwasu na koniec 5” rybozymu jest procesem tatwo odwra-
calnym, co potwierdzono, wykorzystujac ATRib katalizujacy reakcj¢ aminoacylacji
czasteczki akceptora komplementarnego do IGS o sekwencji 5"UGGUU3’ (Rys. 3)
[14]. Stwierdzono rowniez, ze ATRib katalizuje przeniesienie fenyloalaniny lub leu-
cyny na tRNA™et 7z prawie taka sama wydajnoscia jak metioniny, co $wiadczy o zni-
komym wplywie lancuchow bocznych aminokwasow na specyficznosé ich wiaza-
nia do rybozymu.

1.1.2. Rybozym ATRib-QR

Kolejnym etapem w poszukiwaniach skutecznej metody aminoacylacji byla
konstrukcja rybozymu o wlasciwosciach aminoacylotransferazy, ktory specyficznie
katalizuje acylacj¢ tRNA przy uzyciu okreslonego, wolnego aminokwasu. W tym
celu do selekceji wykorzystano mieszaning czasteczek RNA zawierajaca ATRib, roz-
szerzony o 70 nukleotydowy fragment, stanowiacy domen¢ rozpoznajaca amino-
kwas biotynylo-L-GIn-CME (CME — grupa cjanometylowa) [ 14]. Otrzymany rybo-
zym, nazwany ADO2, katalizowal aminoacylacj¢ tRNA przy uzyciu glutaminy ze
zdecydowanie wyzsza wydajnoscia, w porownaniu do fenyloalaniny, leucyny i waliny.
ADO02 zlozony jest z dwoch charakteryzujacych si¢ odmiennymi wlasciwosciami
domen ATRib i QR, polaczonych penta- lub heksanukleotydem, ztozonym z 5 lub
6 reszt adeninowych. Struktur¢ drugorzedowa QR tworza 3 ramiona zakonczone
petlami, z ktdrych jedna zawiera sekwencjg S’ UAACCA3’” komplementarna do IGS
ATRib. Oddzialywanie pomigdzy tymi sekwencjami prowadzi do utworzenia struk-
tury pseudowezla, niezbgdnej w procesie autoaminoacylacji [14].

1.1.3. Rybozym ATRib-tR

Gléwnym celem poszukiwania rybozymow o wlasciwosciach aminoacylotrans-
ferazy jest otrzymanie czasteczek specyficznie acylujacych syntetyczne tRNA za
pomoca okreslonego niebiatkowego aminokwasu. W tym celu do selekeji wykorzy-
stano bibliotek¢ RNA skonstruowana jak w poprzednim eksperymencie [ 14]. Wyod-
r¢bniony rybozym sklada si¢ z dwoch domen ATRib (katalizuje przeniesienie ami-
nokwasu) i tR, ktora rozpoznaje czasteczke tRNA. Sekwencja U113-A118 w dome-
nie tR jest komplementarna do U33-A38 w petli antykodonu tRNA bedacego sub-
stratem (Rys. 4). Obie domeny polaczone sa pentanukleotydowym odcinkiem. Frag-
ment rozpoznajacy tRNA (tR) ma prawdopodobnie ksztalt litery .Y, z jednym dlu-
gim ramieniem (P5a, P5b, P5¢) 1 dwoma ramionami zakonczonymi petlami P6, P7
1 L6, L7 [15]. Otrzymany rybozym charakteryzowal si¢ wysoka specyficznoscia
w stosunku do aminoacylowanego syntetycznego tRNA.
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Rysunek 4. Struktura drugorzgdowa rybozymu ATRib-tR.
Pogrubiong czcionka zaznaczono sekwencj¢ IGS, RCO-aminokwas

1.1.4. Aminoacylacja z udzialem pre-tRNA

Dojrzale czasteczki tRNA w komorce powstaja z prekursorowych (pre-tRNA)
w wyniku dzialania RNazy P, ktora specyficznie hydrolizuje wszystkie pre-tRNA
w odpowiednim miejscu, pomimo niewielkich roznic w sekwencjach wiodacych
przy koncu 5° [16]. Spostrzezenie to nasunglo pomysl selekcji takich czasteczek
pre-tRNA, ktorych sekwencja wiodaca mialaby wlasciwos¢ katalizowania reakcji
autoaminoacylacji w ukladzie cis, a po jej odcigciu za pomoca RNazy P — rowniez
w ukladzie trans [17]. Czasteczki RNA, wykorzystane w tym eksperymencie, skla-
daly si¢ z 70 nukleotydowego odcinka zmiennego przylaczonego do konca 5” supre-
sorowego tRNA. Selekcji RNA o poszukiwanej aktywnosci dokonano wykorzystu-
jac ester N-biotynylo aminoacylocyjanometylowy (biotynylo-Phe-CME), jako donora
aminokwasu [17]. Otrzymana czasteczka RNA o aktywnosci acylotransferazy cha-
rakteryzowala si¢ obecnoscia zasad G711 G70 w sekwencji 5°-liderowej, komple-
mentarnych do C74 1 C75 zkonca 3" tRNA. Ich obecnos¢ miala krytyczne znaczenie
dla wlasciwosci katalitycznych rybozymu [13, 17]. Otrzymany pre-tRNA wykazy-
wal w poréwnaniu z innymi testowanymi biotynylo-aa-CME, duza selektywnos¢
w stosunku do biotynylo-Phe-CME. Wykazano rowniez, ze elementem decyduja-
cym o specyficznosei rozpoznawania fenyloalaniny byl lancuch boczny aminokwasu
[17].

W celu usprawnienia procedury aminoacylacji oraz podniesienia jej wydajno-
sci, liderowy fragment (89 nukleotydow) czasteczki pre-tRNA, ktory po hydrolizie
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za pomoca RNazy P wykorzystany byl jako katalizator w ukladzie trans, zwiazano
z nosnikiem stalym (dihydrazyd kwasu adypinowego) 1 umieszczono na kolumnie.
W tym przypadku substratami réwniez byly estry cyjanometylowe aminokwasow.
W dalszych badaniach czasteczka katalityczna zostala skrocona do 57 nukleotyddw,
tworzac ostateczna forme r24mini. Do konca 3” tego rybozymu przylaczono tacznik
zbudowany z 20 reszt adenozynowych, zapobicgajacy oddzialywaniu nosnika na
strukturg 1 funkcje rybozymu. Przylaczenie rybozymu do nos$nika umieszczonego
w kolumnie pozwala na latwa izolacj¢ produktu aminoacylo-tRNA oraz kilkakrotne
wykorzystanie immobilizowanych rybozyméw [18].

1.2. AMINOACYLACJA CHEMICZNA

Aminoacylacja chemiczna polega na syntezie aminoacylo-n-nukleotydu, ktory
nastgpnie jest przylaczany do skroconej o n (n = 1-3) nukleotydow przy koncu
37 czasteczki tRNA. W tej metodzie wykorzystuje si¢ fakt, ze wszystkie tRNA
posiadaja wspdlna sekwencj¢ CCA przy koncu 3 [19, 20]. Nie uzywa si¢ calej czas-
teczki tRNA zuwagi na bardzo duza liczbg miejsc reaktywnych, tRNA pozbawiony
nukleotydéw przy koncu 3 uzyskiwany jest metoda transkrypcji in vitro. Do tak
przygotowanej czasteczki przylacza si¢ aminoacylo-n-nukleotyd (aa-nN) z uzyciem
ligazy RNA. W syntezie aa-nN konieczne jest zablokowanie grupy aminowe;j
poprzez przylaczenie grup ochronnych, co zapobiega chemicznej hydrolizie wiaza-
nia estrowego pomig¢dzy aminokwasem a nukleotydem oraz polimeryzacji amino-
kwasow w czasie aktywacji grupy karboksylowej [21]. Do chwili obecnej wykorzy-
stuje si¢ rozne warianty aminoacylo-nukleotydow.

1.2.1. Aminoacylacja z wykorzystaniem AppA

W pierwszych probach syntezy aminoacylo-dinukleotydu wykorzystywano AppA
otrzymywany w wyniku kondensacji soli amonowej adenozyno-5 monofosforanu,
ktory nastgpnie poddawany byl estryfikacji przy uzyciu waliny, ktorej grupa ami-
nowa zostala zablokowana za pomoca grupy o-nitrofenylosulfonylowej (NPS) [20].
Tak otrzymany substrat, NPS-walino-difosforan dinukleozydu (Rys. 5A), przyla-
czono za pomoca ligazy T4 RNA do tRNA pozbawionego A76 (tRNACC,;-OH)
tworzac walino-tRNA (Rys. 5B). Wydajnos¢ tej reakcji waha si¢ miedzy 38% a 79%,
w zaleznosci od uzytego tRNA (mieszania tRNA z E. coli, tRNA™® z drozdzy) oraz
aminokwasu (walina, fenyloalanina). [20]. Wada tej metody jest koniecznos¢ uzy-
cia ok. dwustukrotnego nadmiaru aminoacylowanych dinukleotydow, przy czym
zarowno zwigkszenie st¢zenia reagentow, jak i enzymu nie wplywa znaczaco na
efektywnos¢ tego procesu. Dodatkowa niedogodnoscia jest niespecyficzna aminoacy-
lacja w przypadku stosowania mieszaniny tRNA [20]. Chemiczna aminoacylacja nie
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moze by¢ takze stosowana in vivo. Fakt ten zainicjowal rozwdj badan, majacych na
celu poprawienie efektywnosci tej metody.

) - ) i __CCRNA
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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 dinukleotydow pCpA i pdCpA

Poszukujac bardziej efektywnych sposobow chemicznej aminoacylacji zasto-
sowano tRNA pozbawiony dwoch ostatnich nukleotydow przy koncu 37 (tRNAC, -
-OH) oraz syntetycznie otrzymany aminoacylo-pCpA [19,22]. Substratami reakcji
sa pCpA oraz aminokwasy z grupa aminowa blokowana przez grupg acetylowa (Ac)
uaktywnione wezesniej za pomoca carbonylodiimidazolu (CDI). Pierwszym etapem
tej reakcji jest synteza 5°-pCpA-3°-OH. Z uwagi na to, ze produkt musi mie¢ odpo-
wiednia orientacj¢ 3°—5’ niezbedne jest zablokowanie grup reaktywnych nukleoty-
dow (5°-OH, 4-NH, 12’-OH cytydyny oraz 6-NH, 12’,3°-OH adenozyny), a nastep-
nie ich odblokowanie. Poczatkowo w reakcji kondensacji pCpA i1 aminokwasu uzy-
to dinukleotydu z niezablokowana egzocykliczna grupa aminowa cytydyny, co wia-
ze sig¢ z koniecznoscia uwodornienia tej grupy, w celu usunigcia zwiazanego amino-
kwasu. Dodatkowa niedogodnoscia tej metody jest diaminoacylacja adenozyny [25].
Otrzymany produkt laczy si¢ ztRNAC ,, -OH za pomoca ligazy T, RNA; wydajnos¢
tego ostatniego procesu waha si¢ migdzy 20-65% dla dwudziestokrotnego nadmiaru
aminoacylowanego dinukleotydu [19, 22]. Mozliwos¢ wykorzystania tak aminoacy-
lowanego tRNA przez peptydylotransferazg zostala potwierdzona w procesie trans-
lacji in vitro na matrycy poli-U [22]. Z uwagi jednak na acylacj¢ grupy aminowej
N-Ac-aminoacylo-tRNA, nie mozna uzy¢ w syntezie polipeptydu. Trudnos¢ ta
zostala pokonana dzigki zastosowaniu innych grup blokujacych, jednak deprotekcja
grupy aminowej aminokwasu ksztaltuje si¢ na poziomie 14%, co przy wydajnosci
acylacji pCpA rzedu 3—4%, czyni t¢ metode malo atrakcyjna [23, 24]. Zastosowanie
deoksycytydyny w reakcji kondesacji pdC i pA pozwolilo na pominiecie etapu blo-



METODY OTRZYMYWANIANIENATURALNYCHAMINOACYLO-TRNA 73

kowania grupy 2°-OH cytydyny, a tym samym na zwigkszenie wydajnosci konden-
sacji [24].

Wydajnos¢ metody chemicznej podniesiono wykorzystujac micele [25]. W tej
metodzie wykorzystano aminokwasy z hydrofobowa grupa ochronna, np. Pen-2-
nap--Ala-OCM (cjanometylo-N-pentylo-L-2-naftyloalanina, ang. N-pentenoyi-L-2-
naphthylalanine) zawieszone w dodatnio naladowanym micelarnym roztworze
CTACI (chlorek heksadecylotrimetyloamonowy) oraz pdCpA.

My, :&L{J

- - m —-
s G
micela @ PdCpA-(Pen-2-napAla)

Rysunek 6. Schemat aminoacylacji z uzyciem miceli.

Grupy fosforanowe pdCpA posiadajace ladunek ujemny oddzialuja z dodatnio
naladowanymi czasteczkami CTACI, dzigki czemu grupy 2°(3)-OH adenozyny gro-
madza si¢ na zewnatrz miceli. Miejscowy wzrost stezenia grup —OH ulatwia ich
acylacje. Otrzymany produkt, pdCpA-(Pen-2-napAla), ligowany jest nastepnie do
tRNAC,,-OH [25]. Metodg micelarna mozna wykorzysta¢ do bezposredniej ami-
noacylacji tRNA (bez wykorzystania ligazy), poddajac roztwor dzialaniu ultradzwig-
kéw. Aminoacylo-tRNA przygotowany ta metoda byl aktywnym substratem w syn-
tezie polipeptydu [26].

1.2.3. Kwas peptydonukleinowy

Kwas peptydonukleinowy (PNA) jest czasteczka przypominajaca kwas nuklei-
nowy, w ktdrej szkielet fosforanowo-cukrowy RNA zastapiono pozbawionym ladunku
poliamidem, zlozonym z podjednostek N-(-2-aminoetylo)-glicyny, polaczonych wia-
zaniem peptydowym. Czasteczki PNA rozpoznaja tRNA na zasadzie komplemen-
tarnosci, tworzac z nim dupleksy 1 tripleksy stabilniejsze niz kompleksy oligonukle-
otyd-tRNA [27]. Trwalos¢ tych struktur wynika z braku odpychania pomi¢dzy nicia
kwasu nukleinowego a PNA [28]. T¢ wlasciwos¢ wykorzystano do opracowania
metody aminoacylacji, w ktdrej zastosowano czasteczki PNA skladajace si¢ z 3 cle-
mentow. Pierwszy z nich to 9-nukleotydowy N-koncowy odcinek PNA komplemen-
tarny do konca 3° tRNA. Drugim elementem jest sekwencja lacznikowa, zaprojekto-
wana tak, aby utrzymac grupe tioestrowa blisko grupy hydroksylowej 3 koncowe;j
adenozyny tRNA. Trzeci element stanowi tioester aminokwasu (Rys. 7) [27].
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tioester sekwencja PNA komplementarny
aminokwasowy tacznikowa do konca 3 tRNA
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Rysunek 7. Schemat PNA zastosowanego do reakcji aminoacylacji

Wiazanie PNA do specyficznego tRNA musi by¢ efektywne, ale niezbyt silne,
ze wzgledu na mozliwosé blokowania aminoacylo-tRNA przez zwiazana czasteczke
PNA [27]. Pokazano, ze w syntezie bialka z wykorzystaniem systemu translacyj-
nego E. coli najbardziej efektywne sa 9-nukleotydowe odcinki. Wynika to z faktu,
ze temperatura topnienia dupleksu wynosi 38+2°C [27]. Wydajnos¢ reakcji amino-
acylacji z zastosowaniem czasteczek PNA wynosita 39-54(£5)%. Zmniejszenie
wydajnosci procesu spowodowane bylo wolna grupa SH, powstajaca po wymianie
estrowej, ktdra katalizuje hydroliz¢ aminoacylo-tRNA [27].

1.3. AMINOACYLACJA Z UDZIALEM MODYFIKOWANYCH SYNTETAZ
AMINOACYLO-tRNA

W syntezie bialek in vivo, zgodnie z kodem genetycznym, 20 podstawowych
aminokwasow, przypisanych kodonom typu sens, jest rozpoznawanych przez spe-
cyficzne syntetazy (AARS), ktore nastgpnie katalizuja ich przeniesienie na odpo-
wiednie czasteczki tRNA [29]. Pomysl wprowadzenia niebialkowych aminokwa-
sow oraz ich analogow w okreslone pozycje w biatkach dal poczatek koncepcji orto-
gonalnosci [5]. Polega ona na skonstruowaniu AARS, ktéra rozpoznaje nienatu-
ralny aminokwas oraz odpowiedni supresorowy tRNA. Warunkiem jest brak
oddzialywan tej syntetazy z innymi czasteczkami tRNA, oraz to aby supresorowy
tRNA rozpoznajacy kodon amber byl aktywny w procesie translacji [30]. Z uwagi
na wysoka specyficznos¢ oddzialywania pomiedzy tRNA 1 syntetaza, otrzymanie
ortogonalnej pary, aktywnej w translacji, jest procesem niezwykle pracochlonnym.
Do tworzenia takich par stosuje si¢ supresorowy tRNA 1 odpowiednio zmutowana
syntetazg aminoacylo-tRNA. Aktywno$¢ AARS modyfikuje si¢ odpowiednio mutu-
jac sekwencj¢ kodujaca miejsce oddzialywania syntetazy z tRNA. Inna strategia
polega na wprowadzaniu do komorki par tRNA-AARS pochodzacych z innego or-
ganizmu. W tym przypadku jest wazne, aby wprowadzany tRNA nie byl aminoacy-
lowany przez syntetaz¢ gospodarza, a syntetaza nie aminoacylowala tRNA gospo-
darza.

Kolejna stosowana metoda opiera si¢ na zastosowaniu syntetazy aktywnej
wobec zmutowanego tRNA, pochodzacego z tego samego badz spokrewnionego
organizmu [31]. Chociaz nicktore nienaturalne aminokwasy o strukturze zblizonej
do naturalnych moga ulega¢ niespecyficznej aktywacji, odpowiednio zaprojekto-
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wane mutacje w enzymach sa niezbedne dla preferencyjnej aktywacji analogow
o skomplikowanym lancuchu bocznym. Metoda wprowadzania mutacji w AARS
pozwala na wiclokrotne wykorzystywanie czasteczek supresorowego tRNA. Osza-
cowano, ze pojedyncza czasteczka tRNA moze uczestniczy¢ wigeej niz 2 razy
w procesie syntezy bialek z nienaturalnymi aminokwasami [29].

Alternatywa dla pracochlonnych 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 wiazania nienaturalnego substratu w oparciu o ener-
gi¢ wiazania substratu przez zmutowany enzym [31]. Skonstruowanie dodatkowych
ortogonalnych par syntetaza-tRNA moze pozwoli¢ na rownoczesne wprowadzenie
kilku dowolnie zaprojektowanych aminokwasow do biatka [32]. Metoda wykorzy-
stujaca supresj¢ kodonu stop charakteryzuje si¢ licznymi niedoskonalosciami wyni-
kajacymi przede wszystkim z silnej konkurencji pomi¢dzy czynnikami uwalniaja-
cymi — RF a supresorowymi tRNA. Pewnym ograniczeniem jest rowniez fakt, ze do
wprowadzenia nienaturalnych aminokwasow moze by¢ stosowany tylko kodon
amber [3].

1.4. AMINOACYLACJA POD WYSOKIM CISNIENIEM

Dotychczasowe doswiadczenia z wykorzystaniem wysokiego cisnienia
(ang. high hydrostatic pressure, HHP) w biotechnologii oraz w biochemii do bada-
nia struktury 1 funkcji czasteczek biologicznych doprowadzily do zastosowania tej
techniki do aminoacylacji tRNA nienaturalnymi aminokwasami. Pokazano, ze pod
cisnieniem 6 kbar tRNA moze by¢ aminoacylowany dowolnym modyfikowanym
aminokwasem w ukladzie pozbawionym AARS 1 donora energii w postaci ATP,
a uzyskany produkt jest aktywny w syntezie in vitro na matrycy poli-U [33-37].
Przewaga tej metody nad wezesniej opisanymi wynika z faktu, ze wykorzystuje si¢
naturalne tRNA, pozbawione dodatkowych modyfikacji, oraz dowolne aminokwasy;,
bez koniecznosci stosowania grup blokujacych. Dodatkowo, dzigki wykorzystaniu
techniki wysokiego cisnienia, otrzymanie aminoacylo-tRNA jest procesem o wicle
prostszym, bo jednoetapowym. Najwyzsza wydajnos¢ cisnieniowej aminoacylacji
otrzymano dla aminokwasow z grupa aromatyczna w lancuchu bocznym 10-20%,
natomiast dla alifatycznych 5-10%. Wynika to prawdopodobnie z mozliwosci
oddzialywania tej grupy z pierScieniami zasad [34]. Reakcja ta polega na bezpo-
sredniej estryfikacji grupy 2(3°)OH rybozy za pomoca aminokwasu [35]. Ustalono
takze, ze estryfikacji w tych warunkach ulega gléwnie 3 koniec tRNA.,
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PODSUMOWANIE

Do tej pory wprowadzono do sekwencji réznego rodzaju bialek ponad 100 nie-
naturalnych aminokwasow [38]. Synteza bialka de novo metoda chemiczna jest pro-
cesem czasochlonnym, a dlugos¢ polipeptydow, ktore mozna otrzymac, jest ograni-
czona do ok. 100 aminokwaséw. Mimo to, translacja in vitro przy uzyciu ryboso-
mow nadal pozostaje technika stosowana 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 znaczaco usprawni badania nad synteza nowych, modyfikowanych bialek,
majacych coraz szersze zastosowanie w biotechnologii. Dotychczasowe metody syn-
tezy alloprotein (bialek posiadajacych w swojej strukturze nienaturalne aminokwasy)
—ze wzgledu na swoj skomplikowany przebieg, wymagajacy wicloetapowych i malo
wydajnych syntez chemicznych — byly czynnikami ograniczajacymi rozwdj badan.
W poréwnaniu do wieloetapowej syntezy chemicznej oraz metod wymagajacych
projektowania zmutowanych enzymow lub czasteczek RNA o aktywnosci katali-
tycznej, technika wysokocisnieniowej aminoacylacji jawi si¢ jako sposob najmniej
skomplikowany i czasochlonny, a tym samym atrakcyjny do wykorzystania w labo-
ratorium. Jednakze zastosowanie ortogonalnych par syntetaza-tRNA stwarza poten-
cjalnie mozliwos¢ uzycia tej technologii na wigksza skale, a wigc otrzymania zna-
czacych ilosci bialka i poprawienia oplacalnosci tej metody.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] FH.C. Crick, L. Barnett, S. Brenner, R.J. Watts-Tobin, Nature, 1961, 192, 1227.

[2] AJ. Link, M.L. Mock, D.A. Tirrell, Curr. Opin. Biotech., 2003, 14, 603.

[3] T. Hohsaka, M. Sisido, Curr. Opin. Chem. Biol., 2002, 6, 809.

[4] D.A. Dougherty, Curr. Opin. Chem. Biol., 2000, 4, 645.

[5] T.L. Hendrickson, V. Crecy-Legard, P. Schimmel, Annu. Rev. Biochem., 2004, 73, 147.

[6] Y. Kiso, H. Matsumoto, S. Mizumoto, T. Kimura, Y. Fujiwara, K. Akaji, Biopolymers, 1999,

51, 59.

[7] D.B. Cowie, G.N. Cohen, Biochim. Biophys. Acta., 1957, 26, 252.

[8] D.R.W. Hodgson, J.M. Sanderson, Chem. Soc. Rev., 2004, 33, 422.

[9] K. Kruger, P.J. Grabowski, A.J. Zaug, D.E. Gottschling, T.R. Cech, Cell, 1982, 31, 147
[10] C. Guerrier-Takada, K. Gardiner, T. Marsh, N. Pace, S. Altman, Cell, 1983, 35, 849.
[11] N. Ban, P. Nissen, J. Hansen, P.B. Moore, T.A. Steitz, Science, 2000, 11, 905.

[12] P.A. Loshe, J.W. Szostak, Nature, 1996, 381, 442.

[13] H. Saito, H. Suga, J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 7178.

[14] N. Lee, Y. Bessho, K. Wei, J.W. Szostak, H. Suga, Nature, 2000, 7, 28.

[15] Y. Bessho, D.R.W. Hodgson, H. Suga, Nat. Biotechnol., 2002, 20, 723.

[16] D.N. Frank, N.R. Pace. Annu Rev Biochem., 1998, 67, 153.

[17] H. Saito, D. Kourouklis, H. Suga, EMBO J., 2001, 20, 1797.

[18] H. Murakami, N.J. Bonzagni, H. Suga, J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 6834.

[19] T.G. Heckler, L. Chang, Y. Zama, T. Naka, S.M. Hecht, Biochemistry, 1984, 23, 1468.



METODY OTRZYMYWANIANIENATURALNYCHAMINOACYLO-TRNA 77

[20] S.M. Hecht, B.L. Alford, Y. Kuroda, S. Kitano, J. Biol. Chem., 1978, 253, 4517.

[21] Ch.J. Noren, S.J. Anthony-Cahill, M.C. Griffith, P.G. Schultz, Science, 1989, 244, 182.

[22] T.G. Heckler, Y. Zama, T. Naka, S.M. Hecht, J. Biol. Chem., 1982, 258, 4492.

[23] G. Baldini, B. Martgolio, J. Brunner, Biochemistry, 1988, 27, 97951.

[24] S.A. Robertson, Ch. J. Noren, S. Anthony-Cahill, M.C. Griffith, P.G. Schultz, Nucleic Acids Res.,
1989, 17, 9649.

[25] K Ninomiya, T Kurita, T Hohsaka, M Sisido, Chem. Comm., 2003, 52, 2242.

[26] N. Hashimoto, K. Ninomiya, T. Endo, M. Sisido, Chem. Commun., 2005, 43, 4321.

[27] K. Ninomiya, T. Minohata, M. Nishimura, M. Sisido, J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 15984.

[28] D.R. Corey, LIPS, 2003, 10, 347.

[29] D. Kiga. K. Sakamoto, K. Kodama, T. Kigawa, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2002, 99, 9715.

[30] D. R Liu, T.J. Magliery, M. Pastrnak, P.G. Schultz, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1997, 94, 10092.

[31] D. Zhang, V. Nagarajan, W.A. Goddard, J.F. Danzer, D. Debe, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2002,
99, 6579.

[32] L. Wang, P.G. Schultz, Chem. Biol., 2001, 8, 883.

[33] A. Krzyzaniak, J. Barciszewski, Int. Biol. Macromol., 1994, 16, 153.

[34] M. Giel-Pietraszuk, J. Barciszewski, FEBS J., 2006, 273, 3014.

[35] A. Krzyzaniak, J. Jurczak, S. Porowski, J. Barciszewski, Rev. High Pressure Sci. Technol., 1998,
7,1303.

[36] A. Krzyzaniak, J. Jurczak, Z. Mackiewicz, G. Kupryszewski, S. Porowski, J. Barciszewski,
High Pressure Research in the Biosciences and Biotechnology, Ed. K. Heremans, Leuven, Univer-
sity Press, 1997, 527.

[37] S.J. Anthony-Cahill, M.C. Griffith, C.J. Noren, D.J. Suich, P.G. Schultz, Trends Biochem. Sci.,
1989, 13, 400.

Praca wplynela do Redakeji 11 grudnia 2006






WIADOMOSCI 2007, 61, 1-2
chemiczrie P1.1SSN 0043-5104

BUDOWA I SYNTEZA GLIKOPEPTYDOW
STRUCTURE AND SYNTHESIS GLYCOPEPTIDES

Justyna Samaszko, Agnieszka FL.akomiec,
Janusz Madaj

Wydzial Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
ul. J. Sobieskiego 18, 80-952
email: samaszk(@chem.univ.gda.pl

Abstract
Wykaz stosowanych skrotow
Wprowadzenie
1. Podzial glikoprotein
1.1. N-glikoproteiny
1.2. O-glikoproteiny
2. Synteza
2.1. Biosynteza
2.2. Synteza enzymatyczna
2.3. Synteza chemiczna
2.3.1. Metoda ligacji z glikopeptydem
2.3.1.1.  Synteza N-glikoprotein
2.3.1.2.  Synteza O-glikoprotein
2.3.1.3. Metoda natywnego taczenia
2.3.2. Metoda remodelowania glikoprotein
2.3.3. Metoda in vivo supresyjna tRNA
3. Nietypowe glikoproteiny
3.1. C-glikoproteiny
3.2. S-glikoproteiny
3.3. P-glikoproteiny
Pismiennictwo cytowane




80 J. SAMASZKO, A. LAKOMIEC. J. MADAI

Mgr Justyna Samaszko urodzila si¢ w 1980 r. w Gdan-
sku. W 2004 r. ukonczyta studia — kierunek chemia, spe-
cjalizacja chemia biologiczna na Wydziale Chemii Uni-
wersytetu Gdanskiego. W tym tez roku rozpoczgla tam
studia doktoranckie. Obecnie przygotowuje prace dok-
torska na temat chemicznej syntezy fragmentu peptydo-
glikanu $ciany komoérkowej gronkowca zlocistego
(S. aureus).

Mgr Agnieszka Lakomiec urodzila si¢ w 1980 r. w Skar-
zysku-Kamiennej. W roku 2005 ukonczyla studia — kie-
runck chemia —na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdan-
skiego. W tym samym roku zaczgla na tej uczelni studia
doktoranckie. Prac¢ doktorska przygotowuje na temat
modyfikacji wankomycyny jednostkami sacharydowymi.

Dr hab. Janusz Madaj urodzil si¢ w 1965 r. w Pucku.
Wroku 1989 ukonczyl studia chemiczne na Wydziale Mate-
matyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Od
tego roku jest zwiazany zawodowo z ta uczelnia. Pracg dok-
torska, wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja
Wisniewskiego, pt. ,,O reakcjach przegrupowania per--
O-acetylowych pochodnych 1,5-anhydro-2-deoksy-1-eni-
toli”, obronil w 1995 r. W roku 1998 odbyt roczny staz
naukowy w Case Western Reserve University, Cleveland
(USA). W roku 2005 uzyskal stopien doktora habilitowanego. Obecnie jest adiunk-
tem na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego i pracuje naukowo w Zakltadzie
Chemii Cukrow. Jest wspolautorem ponad trzydziestu prac z dziedziny chemii
cukrow.




BUDOWA I SYNTEZA GLIKOPEPTYDOW 81

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-p-galactosamine (GalNAc) is linked in an a-anome-
ric configuration to the S-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 f-linked xylose residues.

An older and more prevalent type of glycosylation, N-linked glycosylation, is
found in a wide range of organisms ranging from Archac to mammals and other
cukaryotes. 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 1s 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- 1 O- glycoproteins

Slowa kluczowe: N- 1 O-glikoproteiny
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Uzywane w tekscie symbole aminokwasow oraz ich pochodnych sa zgodne
z postanowieniami [UPAC-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 objetych postanowieniami stosowano oznaczenia powszechnie przyjete w che-
mii peptydow.

Uzywane w tekscie symbole sacharydow oraz ich pochodnych sa zgodne z po-
stanowieniami [UPA C-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, 1318,

AA — reszta aminokwasowa

Ac — acetyl

Cbz — grupa benzyloksykarbonylowa

EGF — domena czynnika wzrostu

ER — retikulum endoplazmatyczne

Fmoc — grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa

Gal — Dp-galaktoza

GalNAc — N-acetylo-np-galaktozamina

Gle — D-glukoza

GlcNAc — N-acetylo-p-glukozamina

LLO — lipidowe pochodne podstawionych fragmentow oligosa-
charydowych (ang. Lipid-Linked Oligosaccharides)

Man — D-mannoza

oT — oligosacharydowa transferaza

OtBu — grupa O-fert-butyloksykarbonylowa

SPPS — synteza peptydow na nosniku stalym (ang. Solid Peptide
Phase Synthesis)

TAG — Amber stop kodon

Xyl — D-ksyloza
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WPROWADZENIE

Weglowodany ze wzglgdu na budowe dzielimy na trzy podstawowe grupy zwiaz-
kéw: monosacharydy, disacharydy i polisacharydy. Dos¢ czgsto wystgpuja w pola-
czeniach z innymi zwiazkami chemicznymi, takimi jak lipidy lub bialka, tworzac
bardziej zlozone struktury chemiczne np. glikokoniugaty. Szczegdlny rodzaj tego
typu polaczen stanowia glikoproteiny. Zbudowane sa one z fragmentu bialkowego
polaczonego wiazaniem kowalencyjnym z czasteczka cukru lub glikanu. Fragmen-
tem cukrowym wystepujacym w glikoproteinic moze by¢ monosacharyd, disacha-
ryd albo liniowy lub rozgaleziony oligo- czy polisacharyd [1]. Wyrdzniamy kilka
typow takich polaczen, ale do najbardziej znanych zaliczamy N- 1 O-glikoproteiny.
Wchodza one m.in. w sklad Scian komorkowych bakterii, wystepuja w osoczu krwi
(owoalbumina, kolagen) lub tkankach lacznych. Glikoproteiny w naturze powstaja
w wyniku reakcji glikozylacji, bedacej najwazniejszym i najczesciej spotykanym
przykladem modyfikacji zarowno ko- i post-translacyjnych bialek. Modyfikacje
kotranslacyjne zachodza najczgsciej na N-koncu fragmentu peptydowego w trakcie
trwania syntezy bialka. Natomiast modyfikacje postranslacyjne polegaja na specy-
ficznym rozszczepieniu polipeptydow lub przylaczaniu fragmentéw cukrowych do
bialka.

Przez wicele lat, ze wzgledu na rdéznice w budowie, za odregbna klasg zwiazkow
uwazano proteoglikany. Dzisiaj przyjmuje si¢, ze stanowia one pewnego rodzaju
podklase glikoprotein. Proteoglikany, w przeciwienstwie do glikoprotein, zbudowane
sa z dlugich tancuchéw polisacharydowych skladajacych si¢ z jednostek amino-
deoksycukrowych (glikozaminoglikanow), zwanych réwniez mukopolisacharydami.
Glikozaminoglikany stanowia dlugie nierozgalezione lancuchy polisacharydowe
zbudowane z powtarzajacych si¢ fragmentow disacharydowych, zawierajacych kwasy
uronowe 1 heksozaminy (wystgpujace czgsto w postaci pochodnych siarczanowych,
jak np. w heparynie). Szczegolnym przykladem proteoglikanow sa peptydoglikany,
zbudowane z dlugich lancuchéw polisacharydowych, skladajacych si¢ z powtarza-
jacych sig jednostek N-acetylo-p-glukozaminy (GlcNAc) oraz kwasu N-acetylo-p-
-muraminowego (MurNAc), polaczonych wiazaniem S(1—4) O-glikozydowym.
W niektorych peptydoglikanach, zamiast reszty MurNAc, wystepuje kwas 1-talozo-
aminouronowy. Do grupy karboksylowej kwasu N-acetylo-pD-muraminowego przy-
faczony jest fragment peptydowy skladajacy si¢ z reszt 1- i D- aminokwasow,
a w przypadku kwasu r-talozaminouronowego fragment ten sklada si¢ wylacznie
z L-aminokwasow [1].

1. PODZIAL GLIKOPROTEIN
Wyrdzniamy zasadniczo dwa typy polaczen kowalencyjnych pomigdzy czas-

teczka cukru a fragmentem peptydowym, bedace wynikiem modyfikacji zachodza-
cych w obrebie lancuchow bocznych reszt aminokwasow (Rys. 1) [2]. Sa to odpo-
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wiednio pochodne N-glikozydowe grupy aminowej reszty r-asparaginy (Asn)
(Rys. 1a), rzadziej L-argininy (Arg), oraz O-glikozydowe grupy hydroksylowej resz-
ty L-seryny (Ser) 1 L-treoniny (Thr) (Rys. 1b), L-tyrozyny (Tyr), L-hydroksylizyny
(Hy1) czy 1-hydroksyproliny (Hyp).

a) b)
oo ¥\H

I R=H,CHy

Rysunek 1

1.1. N-GLIKOPROTEINY

Wiazanie S-N-glikozydowe pomigdzy reszta N-acetylo-np-glukozaminy a reszta
L-asparaginy stanowi jeden z najczgsciej spotykanych typow polaczenia cukier—pep-
tyd. Wiazanie to powstaje w wyniku modyfikacji kotranslacyjnych reszty 1.-aspara-
giny zachodzacych w retikulum endoplazmatycznym. Reakcja glikozylacji ma miej-
sce wowczas, gdy reszta 1-asparaginy wchodzi w sklad okreslonej sekwencji pepty-
dowej Asn-Xxx-Ser/Thr, gdzie Xxx oznacza dowolna reszt¢ aminokwasowa z wyla-
czeniem L-proliny. Przez dlugie lata uwazano, ze jedynym fragmentem cukrowym,
ktory wiaze si¢ z lancuchem bocznym r-asparaginy jest N-acetylo-p-glukozamina
[3].

Wyrézniamy trzy podstawowe typu N-glikandow:

1. wysokomannozowy (ang. oligomannose type) (Rys. 2a);

. hybrydowy (ang. hybride type) (Rys. 2b);
. kompleksowy (ang. complex type) (Rys. 2¢).
a) Mana1-2-Mano1-6_
Manol-6

Mano1-2-Maned-3” Man/1-4-GlcNAc /1 -4GlcNAcS1-Asn
Mana1-2-Maned-2-Manod-3”

b) Mana1-6
Manal1-6
Maned-37 Man1-4-GlcNAc1-4GIcNAc/1-Asn
NeuAca2-6-Gal $1-4-GleNAcs1-2-Manat 37

c)
NeuAco2-6-Galp1-4-GleNAcS1-2-Mana1-6

Manp1-4-GIcNAcS1-4GIcNAc/1-Asn
NeuAco2-6-Galf1-4-GlcNAcs1-2-Manan 37

W N

Rysunek 2
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1.2. O-GLIKOPROTEINY

Wiazanie wystepujace pomigdzy fragmentem cukrowym a grupa hydroksylowa
reszty aminokwasowej Ser, Thr, Hyl, Hyp, Tyr jest przykladem polaczen typu
O-glikozydowego. Ze wzgledu na szeroka game reszt aminokwasow mogacych two-
rzy¢ O-glikozydy, sa one powszechne i stanowia podstawe budowy wielu zmodyfi-
kowanych peptydow. Mozliwos¢ tworzenia wiazan o roznej konfiguracji anome-
rycznego atomu wegla (o lub £), a takze roznorodno$¢ wystepujacych fragmentow
cukrowych sprawia, ze wyrdzniamy szes¢ charakterystycznych struktur tej grupy
zwiazkow. Do najczescie] wystepujacych zaliczana jest GalNAc-a.-Ser/Thr, wystg-
pujaca mi¢dzy innymi w mucynie, skad wzi¢la si¢ rowniez nazwa: O-glikoproteiny
typu mucyn (Rys. 3) [4]. Ze wzgledu na réznorodnos¢ przylaczonych fragmentow
cukrowych (zbudowanych z okolo 1-20 reszt cukrowych), lancuchy O-glikozydowe
mucyn dzieli si¢ na trzy zasadnicze cz¢sci: 1. odcinek rdzeniowy (ang. inner core),
2. odcinek szkieletowy (ang. backborne), 3. obwodowy (ang. periphery) [5]. Odci-
nek rdzeniowy, stanowiacy wewnetrzny fragment mucyny, zbudowany jest z frag-
mentu polipeptydowego, ktorego reszty L-seryny/L-treoniny polaczone sa z reduk-
cyjnym koncem p-galaktozy (Gal) lub N-acetylo-p-galaktozaminy. Do tej pory odkryto
okolo 8 typdw tego typu rdzeni (Tabela 1) [5, 6].

Tabela 1. Osiem typow rdzeniowych tancuchow O-glikozdowych mucyny

Region rdzeniowy (R)
Typ 1 Galp1-3GalNAc-R
Typ 2 GlcNAcp1-6[Galp1-3]GalNAc-R
Typ 3 GleNAcf1-3GalNAc-R
Typ 4 [GleNAcf1-6]GleNAcf1-3GalNAc-R
Typ 5 GalNAcal-3GalNAc-R
Typ 6 GleNAcf1-6GalNAc-R
Typ 7 GalNAcal-6GalNAc-R
Typ 8 GalNAcal-3GalNAc-R

Innym przykladem polaczen O-glikozydowych sa proteoglikany zbudowane
z glikozaminoglikanow (np. heparyna) 1 fragmentu polipeptydowego przylaczonego
bezposrednio do reszty f-p-ksylozy (Xyl). Kolejnymi przykladami sa S-O-podsta-
wiona D-glukoza (Glc), a-O-podstawiona b-mannoza (Man) czy a-O-podstawiona
p-fukoza (Fuc) (Rys. 3).
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2. SYNTEZA

2.1. BIOSYNTEZA

Biosynteza glikoprotein jest procesem zlozonym, przebiegajacym w kilku
zasadniczych etapach. W przypadku N-glikoprotein zachodzi ona w glownej mierze
w retikulum endoplazmatycznym, natomiast synteza O-glikoprotein ma migjsce
w aparacie Golgi. Proces biosyntezy zasadniczo opiera si¢ na reakcji glikozylacji,
stanowiace] przyklad modyfikacji post- i kotranslacyjnych protein. Przylaczenie frag-
mentu oligosacharydowego do peptydu w poczatkowym ctapie syntezy glikoprotein
wiaze si¢ z kluczowa rola weglowodandw w kontrolowaniu nowopowstajacych pro-
tein. Powstajace wiazanie kowalencyjne pomigdzy fragmentem cukrowym a pepty-
dowym zmienia charakter oddzialywan wewnatrzkomorkowych typu peptyd—pep-
tyd, proteina—cukier. Ulatwia tez proces faldowania bialek, a takze tworzenia si¢
wyzszych struktur bialkowych [7]. Biosynteza N-glikoprotein jest przykladem mody-
fikacji kotranslacyjnych zachodzacych w obrebie komorki. Rozpoczyna si¢ ona od
syntezy LLO (ang. lipid-linked oligosaccharides), lipidowych pochodnych podsta-
wionych fragmentami oligosacharydow, bedacych prekursorami fragmentu dolichol-



BUDOWA I SYNTEZA GLIKOPEPTYDOW 87

-GlecNAc,Man,Glc, (Rys. 4) [7]. W trakcie biosyntezy oligosacharydowa transfe-
raza (OT) odpowiedzialna jest za przeniesienie czteroantenowego (ang. fetraante-
nary) tetrasacharydu GlcNAc,Man Glc, w kierunku amidowego atomu azotu z lan-
cucha bocznego reszty 1-asparaginy. Reakcja glikozylacji zachodzi wowczas, gdy
reszta L-asparaginy wchodzi w sklad pierwszorzgdowej struktury o okreslonej sek-
wencji peptydowej Asn-Xxx-Ser/Thr, gdzie Xxx oznacza dowolna resztg amino-
kwasowa z wylaczeniem L-proliny. Za bezposrednie przylaczenie fragmentu cukro-
wego do peptydu odpowiedzialna jest szeroka gama glikotransferaz oraz glikohy-
drolaz, ktérych efektem dzialania jest pentasacharydowy rdzen (Rys. 4) [7].

HO
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H
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/-/Ser (R'=H)lub
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HO NHAc o

R
HO -Q H o H
to Xxx
o o
AcNH
OH
H HO / Asn

Rysunek 4

Glikozylacja prowadzaca do powstania O-podstawionych pochodnych gliko-
protein opiera si¢ na kilkuetapowej addycji monosacharydow bezposrednio do grup
hydroksylowych z lancuchow bocznych reszt aminokwasowych fancucha polipep-
tydowego. Pierwsza reszta cukrowa przylaczona do O-glikanu jest najczgsciej
N-acetylo-p-galaktozamina, ktora podstawiana jest do lancucha bocznego reszty
L-seryny lub L-treoniny | 7]. Wyjatek stanowi biosynteza kolagenu, w ktorym pierwsza
reszta cukrowa jest p-galaktoza lub disacharyd p-glikozylo-p-galaktoza, wiazacy
si¢ z 4-L-hydroksylizyna. Kluczowym etapem biosyntezy O-glikoprotein jest two-
rzenie si¢ antygenu Tn (N-acetylo-p-galaktoaminylo-(o1-O)-1-seryna/treonina). Tego
typu polaczenia sa szeroko rozpowszechnione w mucynie. Nast¢pnie do antygenu
Tn, w wyniku dzialania glikotransferaz, przylaczane sa kolejne reszty cukrowe (Gal,
GalNAc lub GleNAc), prowadzac do powstania okolo osmiu specyficznych struk-
tur. Stanowia one podstaw¢ do powstania bardziej rozbudowanych glikoprotein.
Zdarza sig¢ rowniez, ze reszty kwasu sialowego przylaczane sa do terminalnego rdze-
nia struktury antygenu Tn, tworzac bardziej zroznicowane formy glikoproteiny.
Dalszy etap biosyntezy polega na wydluzaniu lancucha oligosacharydowego | 7].
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2.2. SYNTEZA ENZYMATYCZNA

Z roku narok wzrasta zainteresowanie alternatywnymi technikami syntezy gliko-
protein w stosunku do syntezy chemicznej. Przykladem takiej metody jest synteza
enzymatyczna. Oprocz otrzymywania zwiazkow ze stosunkowo wysoka wydajno-
Scig 1 czystoscia, istotna zaleta przeprowadzanych tego typu syntez jest ich regio-,
jak 1 stereoselektywnosc¢. Istnieja dwie zasadnicze klasy enzymow, stosowanych
w trakcie przeprowadzanych syntez: glikozylotransferazy (np. f-1,4-glikozylotrans-
feraza, wyodrgbniona z siary wolowej bierze udzial w rozpoznawaniu terminalne;j
reszty N-acetylo-p-glukozaminy jako akceptora glikozylu, a dodatkowo katalizuje
selektywne formowanie si¢ oligosacharydu (Galp1—4GIcNAc)) oraz glikozydazy
(odpowiedzialne sa za hydroliz¢ wiazania glikozydowego w warunkach in vivo) [8, 9].

2.3. SYNTEZA CHEMICZNA

W celu dokladniejszego poznania struktury i funkcji glikoprotein rozpoczgto
pracg nad udoskonaleniem metod ich syntezy. [zolowanie z materiatu biologicznego
wymagalo nicjednokrotnie uzycia wielu kosztownych technik oczyszczania, nie zaw-
sze jak si¢ okazalo wystarczajaco skutecznych. Obecnie uwaza sig, ze jedynie syn-
teza chemiczna czy enzymatyczna s wlasciwymi drogami otrzymania okreslonych
fragmentoéw glikoprotein. Stosujac te techniki mozna uzyska¢ wysokiej czystosci
dobrze zdefiniowany material do badan biologicznych. Metody te daja dodatkowo
mozliwos¢ wprowadzenia nie wystgpujacych naturalnie reszt aminokwasow czy tez
fragmentow cukrow. Glikoproteiny otrzymuje si¢ przede wszystkim na drodze (Sche-
mat 1) [10]:

1) laczenia (ligacji) peptydu z glikopeptydem;

2) remodelowania glikoproteiny;

3) invivo supresyjnej tRNA.
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2.3.1. Metoda ligacji peptydu z glikopeptydem

Podstawowe zalozenia metody glikoproteinowej ligacji opieraja si¢ na syntezie
krotkiego fragmentu glikoproteinowego, a nast¢pnie polaczeniu go z dluzszym poli-
peptydem, wykorzystujac technike enzymatyczna lub chemoselektywna. Zaleta tej
metody jest mozliwos¢ wprowadzenia zarowno naturalnych, jak i nie wystepuja-
cych w przyrodzie fragmentow glikanow lub reszt aminokwasow [ 10]. Krotkie frag-
menty glikopeptydow otrzymuje si¢ na trzy sposoby (Schemat 2).
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Schemat 2

Jednym ze sposobow jest stopniowa synteza glikoprotein, opierajaca si¢ na syn-
tezie fragmentow cukrowych i peptydowych oddzielnie, 1 w koncowym etapie — ich
wzajemnym polaczeniu. Drugi sposéb wykorzystuje glikozylowane pochodne reszt
aminokwasow stosowanych nastgpnie w syntezie etapowej SPPS (ang. solid phase
peptide synthesis). Trzeci sposob opiera si¢ na syntezie pochodnych oligosachary-
dow zawierajacych reszty aminokwasow 1 wbudowywaniu ich w dlugie tancuchy
peptydowe przy wykorzystaniu technik syntezy chemicznej i enzymatyczne;.

Chemiczna synteza glikoprotein napotyka na kilka problemow. Spowodowane
jest to znaczna labilnoscia wiazan wystepujacych w N-, jak 1 O-glikoproteinach.

2.3.1.1. Synteza N-glikoprotein
W przypadku syntezy N-glikoprotein bezposrednia reakcja glikozylowania grupy

amidowej lancucha bocznego reszty L-asparaginy nie zostala jeszcze opisana (Sche-
mat 3) [11].
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Istnigje kilka metod otrzymywania N-podstawionych pochodnych glikoprotein.
Najczesciej w tym celu wykorzystuje si¢ reakej¢ pochodnej glikozyloaminy z odpo-
wiednio chronionymi pochodnymi Asp. Pochodne glikozyloaminy otrzymuje si¢
m.in. na drodze przeksztalcenia bromkow glikopiranozylu w odpowiednie azydki,
ktoére poddane redukceji, prowadza do otrzymania odpowiednich amin [12].

Pochodna glikozyloaminy mozna réwniez otrzymac w wyniku reakcji niechro-
nionego fragmentu cukru z wodoroweglanem amonu lub amoniakiem (Schemat 4),
a nastgpnie poddaniu jej reakeji sprz¢gania z pochodna aminokwasu. Przykladowa
reakcj¢ tworzenia wiazania pomigdzy reszta GIcNAc a pochodng Asp zapropono-
wal Likhoshertov [13].
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Schemat 4

W celu aktywacji grupy karboksylowej stosuje si¢ typowe srodki znane w che-
mii peptydow, 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-glikozydow w reakceji z fragmentem pep-
tydowym jest powstawanic w trakcie reakcji pochodnej aspartimidowej (Sche-
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mat 5). Stanowi ona przyklad reakcji ubocznej, zachodzacej wewnatrz tancucha
peptydowego, prowadzacej do powstania wewnatrzczasteczkowego sukcynimidu

[11].
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Schemat 5

2.3.1.2. Synteza O-glikoprotein
Otrzymywanie O-potaczonych glikozydow aminokwasow utrudnione jest przez

dwa czynniki [14, 15]:
1) Wrazliwos¢ wiazania glikozydowego na obecnos¢ kwasow (Schemat 6).
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Schemat 6

2) Reakcj¢ retro-Michaela, ktérej promotorem sa zasady. Ulegaja jej reszty
L-seryny 1 L-treoniny. Reakcja ta opiera si¢ na uwolnieniu O-podstawionych weglo-
wodandw w glikoproteinie (Schemat 7).

mo/oi?;;\%o - mOWOH ' RCHA\“/KC
R

:B
Schemat 7

Synteza O-glikoprotein wymaga zastosowania odpowiednio chronionych sub-
stratow 1 oboje¢tnego srodowiska reakcii.
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Reakcja glikozylowania I 1 [I-rzedowych grup hydroksylowych lancuchow bocz-
nych reszt aminokwasdw nie rozni si¢ w sposob zasadniczy od reakeji tworzenia
wiazania glikozydowego pomi¢dzy dwiema jednostkami cukru. Przyczynilo si¢ to
do szerokiego wykorzystywania metod sprzg¢gania stosowanych w chemii cukrow.

Otrzymane glikozylowane pochodne aminokwasow (fragmenty mono- i oligo-
sacharydow) moga by¢ wykorzystywane zarowno w syntezie w roztworze, jak 1 na
nosniku stalym. Niestety, niejednokrotnie reakcje te odznaczaja si¢ niska wydajno-
scia. Standardowe metody syntezy pozwalaja na otrzymywanie z dobrymi wydajno-
sciami glikoprotein zbudowanych z okolo 10-50 reszt aminokwasow. W przypadku
otrzymywania dluzszych fragmentow glikoprotein, przy zastosowaniu techniki syn-
tezy na nosniku stalym, ma miejsce wzrost stgzenia produktow ubocznych, wplywa-
jac na niska wydajnosc i1 czystos¢ otrzymywanego zwiazku [10].

2.3.1.3. Metoda natywnego laczenia

Glikoproteiny zbudowane z powyzej 50 reszt aminokwasowych otrzymuje si¢
obecnie na drodze natywnego (wystepujacego naturalnie) laczenia. Metoda ulatwia
W prosty sposob izolowanie 1 oczyszczanie produktow kondensacji glikoprotein.
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C-Terminalny koniec glikoproteiny, bedacy akceptorem nowo powstajacego wiaza-
nia, ze wzglgdu na obecnos¢ innych reaktywnych grup z lancucha bocznego pep-
tydu, wymaga selektywnej aktywacji. W tym celu wykorzystuje si¢ w niej pochodne
tioestrowe. W momencie zmieszania niechronionej pochodnej tioestrowej peptydu
z druga pochodna, zawierajaca na N-koncu reszt¢ L-cysteiny, ma miejsce reakcja
transestryfikacji. W pochodnej tioestrowej zachodzi wowczas spontaniczna, nie-
kontrolowana zamiana atomu siarki na atom azotu (S—N), prowadzac do powsta-
nia natywnej formy wiazania amidowego (Schemat 8) [16].

2.3.2. Metoda remodelowania glikoprotein

Alternatywna metoda syntezy N-podstawionych glikanow opiera si¢ na wyko-
rzystaniu enzymatycznych metod przeksztalcania niejednorodnych pochodnych pro-
teiny w pojedyncza jednorodna glikoproteing. W zasadniczym etapie hydroendogli-
kolaza hydrolizuje wiazanie pomi¢dzy dwiema resztami GleNAc w bis-N-acetylo-
chitobiozie umozliwiajac rownoczesnie przylaczenie GIcNAc do reszty Asn [17].

Innymi stosowanymi enzymami sg endoglikozydazy (Schemat 9). Rozpoznaja
one rozne fragmenty lancucha glikanéw. W dalszym kroku glikozylotransferaza
w obecnosci cukrowych nukleotydow bierze udzial w budowaniu wlasciwego kom-
pleksu glikoproteinowego. Metoda ta, niestety, jest kosztowna, co stanowi barierg
w zastosowaniu jej na wigksza skale [18].

Schemat 9
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4.3.3. Metoda in vivo supresyjna tRNA

W ostatnim czasie metoda supresyjna tRNA wykorzystana zostala do otrzymy-
wania rekombinowanych neo- i1 glikoprotein. Polega ona na wbudowywaniu w trak-
cie biosyntezy protein naturalnie nie wystgpujacych reszt aminokwasowych, przy wyko-
rzystaniu zmodyfikowanego kodonu tRNA. Ortogonalna syntetaza tRNA i pary tRNA
moga zostac polaczone ze zmodyfikowanymi resztami aminokwasow, np. N-acety-
lo-p-glukozamino-S-1-seryna lub p-acetylofenyloalanina, a nast¢pnie przeksztal-
cone w kodon TAG w trakcie biosyntezy protein w warunkach in vivo. W dalszym
ctapie syntezy, w wyniku dzialania glikotransferaz, moga by¢ dolaczone kolejne
reszty cukrowe, prowadzac do powstania jednorodnej glikoproteiny (Schemat 10)
[10].
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3. NIETYPOWE GLIKOPROTEINY

3.1. C-GLIKOPROTEINY

Wiazanie pomigdzy atomem C-2 lancucha bocznego L-tryptofanu a reszta
p-mannozy jest przykladem polaczenia a-C-glikozydowego. Obecnos¢ tego typu
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wigzania odkryta zostala w proteinach ssakow, np. Rnase2, interleukinie-12 czy pro-
perdynie (Rys. 5) [19, 20].

Rysunek 5

Vetesy 1 jego wspolpracownikom udalo si¢ wyizolowa¢ rodzing zwiazkow
noszacych nazwe enkastyn (ang. enkastines) z Streptomyces albus, ATCC 21 838.
Stanowia one potencjalne inhibitory enkefaliny. Tego typu C-glikozydy mozna otrzy-
mac na drodze reakcji Amadori pomig¢dzy reszta p-glukozy, a odpowiednim dipep-
tydem [19, 20].

3.2. S-GLIKOPROTEINY

W 1971 r. po raz pierwszy udalo si¢ wyodrgbni¢ pierwszy S-glikozylowany
peptyd. Lote 1 Weiss wyizolowali oktapeptyd (Rys. 6) z ludzkiego moczu [21, 22].

i
HoN
OH OH Glu-His-Ser-His-Asp-Gly-Ala-OH
o)
HO S
OH
2
Rysunek 6

Jednostki digalaktozy polaczone sa z lancuchem bocznym N-terminalnej
L-cysteiny wiazaniem S-glikozydowym.

Otrzymywanie S-glikozydowych polaczen z aminokwasami prowadzi si¢ w celu
zapewnienia chemicznej stabilizacji i odpornosci na hydroliz¢ enzymatyczna okre-
slonej gamy protein. Istnieje kilka metod syntezy opisanych w literaturze. Najwaz-
niejsze z nich to reakcja Kenigsa-Knorra fluorkow glikopiranozylu i reakcja gliko-
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zylowania katalizowana kwasami Lewisa. W syntezie wykorzystywane byly chro-
nione fragmenty cukru i odpowiednio zabezpieczone pochodne 1-cysteiny [12].

3.3. P-GLIKOPROTEINY

Jednym z rzadziej wystepujacych typow polaczen sa P-glikoproteiny. Fosfora-
midon jest glikozylowanym dipeptydem, ktdrego N-terminalny koniec Leu-Trp pola-
czony jest z reszta L-Rha poprzez wiazanie fosfoamidowe. Stanowi on potencjalny
inhibitor metaloproteinaz [23]. Innym przykladem zwiazkow, w ktérych wystepuje
wiazanie fosfoamidowe pomigdzy reszta GIcNAc, a tancuchem bocznym Ser, sa
m.in. proteinaza 1, lizosomalna proteinaza cysteinowa. Zwiazki te wyodrgbnione
zostaly 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

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

Proton, z uwagi na swoje szczegolne znaczenie w chemii roztworow wodnych,
chemii atmosfery, biochemii i technologii chemicznej, od wielu lat stanowi przed-
miot licznych naukowych dociekan [1]. Szczegolne aspekty tego zagadnienia, jak
reakcje z udzialem kwasow 1 zasad, czy kataliza kwasowo-zasadowa doczekaly si¢
wlasnych, obszernych monografii [2, 3]. Ogromnym zainteresowaniem cieszy si¢
takze zagadnienie roli protonu w ukladach biologicznych, zwlaszcza poznanie me-
chanizméw jego transportu [4].

Wiele wskazuje na to, ze struktura sfer hydratacyjnych protonu w roztworze
wodnym jest unikalna na tle innych indywiduow chemicznych. Proton w wodzie
tworzy natychmiast kowalencyjnie zwiazane kompleksy o zmiennej stechiometrii
z czasteczkami H,O. Struktura wodnych kompleksoéw protonu weiaz nie jest jedno-
znacznie ustalona, a ponadto wicle wskazuje na to, ze w roztworze kompleksy te
dynamicznie fluktuuja pomi¢dzy réznymi strukturami granicznymi [5]. Nawet ste-
chiometria hydratowanego protonu jest wciaz kwestia sporna. Cho¢ utarlo si¢ pisa-
nie w podrecznikach chemii ogélnej wzoru jonu H,O* (nazywanego roznie: jonem
hydroniowym lub oksoniowym, lub nawet wodorowym) 6], na oznaczenie wodnego
kompleksu protonu, powszechnie wciaz uzywany jest symbol H*, ale takze inne, np.
HO;.

Ogromna ruchliwo$¢ jonowa protonu, niemal o rzad wielkosci wigksza od
pozostalych kationow, wymaga odwolania si¢ do szczegolnego mechanizmu jego
przenoszenia w wodzie, innego niz dla pozostalych indywiduéw jonowych. Naj-
prawdopodobniej wazna role odgrywa tu zlozony mechanizm transferu protonu
pomigdzy czasteczkami wody, tzw. mechanizm Grotthussa (Rys. 1) [7], wymusza-
Jjacy specyficzna lokalna struktur¢ kompleksu hydratacyjnego. Von Grotthuss, z oczy-
wistych wzgledow, nie mogl by¢ autorem owego mechanizmu w obecnym sformu-
lowaniu (chociazby dlatego, ze nie znal poj¢cia protonu), jednak to jemu przyznaje
si¢ palmg pierwszenstwa za probg wyjasnienia zjawiska przewodnictwa w roztwo-
rach elektrolitow przy pomocy teorii , lancuchow” wodnych [8]. Mechanizm Grott-
hussa, rozumiany jako ciag sprz¢zonych ,.przeskokow” protonu migdzy czastecz-
kami wody, jest obecnie krytykowany na rzecz migracji calej struktury solwatacyj-
nej |7]. Dodatkowo, z uwagi na niewielka mas¢ 1 wymiary protonu, jego ruch nie
daje si¢ opisa¢ wylacznie za pomoca praw mechaniki klasycznej. Konieczne jest
uwzglednienie efektow kwantowych dla wyjasnienia zjawiska tunelowania protonu
pomigdzy czasteczkami wody [9].
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Rysunek 1. Schemat mechanizmu Grotthussa w postaci sprz¢zonych aktow elementarnych
transferu pojedynczego protonu pomigdzy czasteczkami wody [7]

W powszechnie przyjetym obecnie obrazie sfer hydratacyjnych protonu w wo-
dzie rozwazane sa dwie struktury graniczne kationu H+ a mianowicie tzw. . kation
Eigena™ (E) 1 ,.kation Zundela” (Z). Model Eigena zaklada istnienie jonu H,O*
z trzema rOwnocennymi atomami wodoru, zaangazowanymi w trzy wiazania wodo-
rowe z czasteczkami wody. Kation ten bywa czg¢sto zapisywany wraz z pierwsza
sfera hydratacyjna jako H,O; (Rys. 2a) [10]. Zaproponowany po raz pierwszy przez
Zundela kation H,O; charakteryzuje si¢ natomiast obecnoscia dodatkowego protonu,
wspoldzielonego przez dwie czasteczki H,O 1 znajdujacego si¢ idealnie posrodku
pomigdzy nimi (Rys. 2b) [11].

a) b}
H. _H
0
: H\ + /H
E», ,O----H----O_
’,H/ “H. ‘ H H
g
H H

Rysunek 2. Gléwne modele struktury hydratowanego protonu:
(a) ,kation Eigena” (E) H,0" (wraz z kompletna pierwsza sfera hydratacyjna) [10];
(b) ,kation Zundela” (Z) H,O; (bez dalszych sfer hydratacyjnych) [11]

Mniej wigcej do lat dziewigcdziesiatych XX w. dominowal w literaturze przed-
miotu poglad, ze tylko jeden z tych modeli stanowi wlasciwy obraz struktury
1 zachowania si¢ hydratowanego protonu w roztworze wodnym, a kwestia ta bywala
przedmiotem ozywionych debat |6, 12]. Jednak w ostatnich latach pojawia si¢ coraz
wigcej prac teoretycznych i eksperymentalnych, dowodzacych badz to istnienia dyna-
micznej rownowagi pomi¢dzy tymi strukturami granicznymi [5, 13-25], badz tez
obecnosci w roztworze przede wszystkim form posrednich pomig¢dzy tymi dwiema
formami [26-28]. Wielu autorow wskazuje takze, ze rozroznienie pomig¢dzy katio-
nami typu Z i typu E zalezy w duzym stopniu od arbitralnych zalozen [14, 20, 23,
26, 28].

Mimo pozornej prostoty rozwazanych ukladow oraz dlugoletniej historii do-
cickan naukowych na ich temat, liczba publikacji w literaturze Swiatowej, poswig-
conych problematyce hydratowanego protonu, bynajmniej niec maleje, a w ciagu
ostatnich kilku lat wykazuje wre¢ez tendencje rosnaca. W niniejszej pracy prag-
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niemy przyblizy¢ biezacy stan badan nad tym zagadnieniem, ze szczegdlnym uwz-
glednieniem najnowszych osiagni¢¢. Dokladniej zostanag omowione najpopularniej-
sze ze stosowanych metod badawczych, tj. chemia obliczeniowa, spektroskopia oscy-
lacyjna oraz metody dyfrakcyjne.

1. SFERY HYDRATACYJNE PROTONU
W SWIETLE METOD CHEMII OBLICZENIOWEJ

Pierwsza systematyczna eksploracj¢ powierzchni energii potencjalnej komplek-
sow H,O"(H,0), (n = 0-4) droga obliczen kwantowo-mechanicznych ab initio zna-
lez¢ mozna w pracy Newtona i Ehrensona [29]. Mimo bardzo ubogiej bazy 1 pozio-
mu teorii (HF/4-31G), przewidywala ona wiele wlasciwosci takich ukladow,
m.in. istnieniec kompleksu H,O; o symetrii D, . Do chwili obecnej do badania struk-
tury hydratowanego protonu stosowano wiele réznych metod obliczen ab initio
[13,14,27,29-34] lub opartych o teori¢ funkcjonalow gestosci (ang. Density Func-
tional Theory, DFT) [17, 27, 34-38]. Statyczny obraz zjawiska hydratacji, wynika-
jacy z tych obliczen, wzbogacony zostal o informacje dotyczace dynamiki procesu
transferu protonu uzyskane dzigki symulacjom metoda 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 H,O", wedlug niektorych auto-
row, wykazuje minimum energetyczne dla struktury plaskiej (D,,), czyli odmienne;j
od izoelektronowego NH, [29]. Jednak zarowno nowsze doniesienia dotyczace obli-
czonych struktur [32, 33, 35, 38], jak 1 dane eksperymentalne [41] wskazuja zdecy-
dowanie na budowe piramidy trygonalnej (C, ).

Z obliczen kwantowomechanicznych z uwzglednieniem korelacji elektrono-
wej wynika, ze kompleks H,O™-H,O ma strukture symetryczna typu kationu Zundela,
tj. H,OZ, o symetrii C, [13, 14, 27, 29, 31, 32, 35, 36, 38]. Jego geometria tylko
w minimalnym stopniu zalezy od poziomu teorii oraz bazy orbitali atomowych przy-
jetych w obliczeniach. Odleglog¢é OO wynosi ok. 2.4 L. zas kat O-H-O ok.
173-174°. Proton umigjscowiony jest symetrycznie pomi¢dzy dwoma atomami tlenu
1 jest na nim zlokalizowana wigkszos¢ tadunku dodatniego kompleksu. Metody
ab initio o r6znym poziomie korelacji elektronowej i metody DFT daja zasadniczo
ten sam obraz struktury kationu Z, ale te ostatnie daja bledny obraz powierzchni
energii potencjalnej dla transferu centralnego protonu (z wyjatkiem niektorych funk-
cjonaloéw tzw. hybrydowych) [34]. Uwzglednienie w obliczeniach zewngtrznego pola
rozpuszczalnika w postaci kontinuum, charakteryzowanego stala dielektryczna
(ang. Polarizable Continuum Model, PCM), prowadzi do interesujacego wniosku,
ze w fazie cieklej nastgpuje nieznaczne zlamanie symetrii kompleksu i przesunigcie
centralnego protonu ku jednemu z atomow tlenu [27].

W przypadku dalszych hydratow protonu (H'(H,O), , n > 2), sytuacja nie jest
juz tak jednoznaczna: wyniki zaleza od metody obliczen 1 uzytej bazy, a wigkszosc
ukladow wykazuje izomeri¢ geometryczna. Bardzo czgsto jest to izomeria pomig-
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dzy formami Z i E, ktéra wystepuje zwykle dla parzystej liczby czasteczek wody
hydratacyjnej (n = 4, 6). I tak, rozszerzony kompleks Eigena H O} wykazuje mini-
mum energetyczne zarowno w postact HO"-3H,0 [13, 27, 29, 32, 33, 35, 38], jak
1w postaci H.O;-2H,O [13, 27, 29, 35]. Plerwszy z tych kompleksoéw stanowi naj-
prawdopodobmeJ minimum globalne. Podobna izomeria zostala potwierdzona dla
n = 6, jednak w tym przypadku r6znica energetyczna pomi¢dzy obiema formami
jest juz bardzo niewielka [13, 27, 35].

Dla wigkszych ukladéw powierzchnia energii potencjalnej staje si¢ coraz bar-
dziej zlozona1i tak: dla H*(H,O), znaleziono 5 miniméw lokalnych [37], dla H*(H,O),
— 4 [17], natomiast dla H*(H 0), — 3 [17], a w niezaleznie wykonanych przez nas
obliczeniach kolejne 3, o zupelnie innej geometrii [27]. Dodatkowy proton wyste-
puje w duzych klasterach zarowno w polozeniu w przyblizeniu symetrycznym, jak
1 asymetrycznym wzgledem dwoch atomow tlenu, cho¢ w wigkszych kompleksach
zlamanie symetrii [17, 27] nastgpuje zawsze. Najwigksze, jak dotad teoretycznie
przebadane klastery wodne protonu to H(H,0),, oraz H*(H,0),, [14]. Proton zaw-
sze wystepuje w nich na powierzchni klastera, a nie w klatce zbudowanej z czaste-
czek wody hydratacyjnej, przy czym mozna zaobserwowa¢ obydwie jego formy,
E oraz Z. Z tego powodu niektorzy autorzy okreslaja kation H,O* jako indywiduum
,.pseudo-amfifilowe™ [19].

Gdy kompleks H'(H,O), umieszczono w rozpuszczalniku symulowanym jako
zewngtrzne kontinuum, wedlug tzw. modelu kawitacji, minimum energetyczne
zawsze stanowila forma E [33]. Z kolei, wedlug modelu PCM zostaly przez nas
obliczone geometrie dwdch izomerdw dlan =4 1 6: jednego typu E oraz drugiego,
stanowiacego formg posrednia, ale blizszego kationowi typu Z [27].

Glegbszy wglad w dynamike zjawisk hydratacji 1 transportu protonu daja metody
komputerowej symulacji faz cieklych. Do badania opisywanego uktadu stosowano
m.in. metodg MC [28, 37, 39], symulacje kwantowo-klasyczne [ 15], dynamike mole-
kularng Borna-Oppenheimera (BOMD), oparta o DFT z baza orbitali atomowych
typu Gaussa [17, 26, 35], dynamik¢ molekularna Cara-Parinello (CPMD), oparta
o DFT z baza orbitali atomowych typu fal plaskich [5, 9, 16, 18, 40] oraz dynamike
molekularna oparta o metod¢ empirycznych wiazan walencyjnych (ang. Empirical
Valence Bond, EVB) [19, 20, 23].

W czgsci opisanych w literaturze symulacji zdecydowanie dominujaca formg
protonu stanowi kation typu E, co wynika przede wszystkim z zalozen dotyczacych
struktury kompleksu przyjetych w obliczeniach kwantowo-klasycznych [15] lub
metoda MC [39]. Kation typu Z moze wowczas powstawaé jedynie przejsciowo,
podczas wymiany czasteczek wody w pierwszej sferze hydratacyjnej kationu E [15].
W symulacjach MC udalo si¢ natomiast zidentyfikowa¢ 4 kolejne sfery hydratacyj-
ne wokol kationu H,O" [39].

Proporcje udziatlu form E 1 Z w roztworze wodnym na gruncie symulacji dyna-
micznych pozostaja kwestia sporna. Szczegolowe obliczenia metoda CPMD dla
ukladu zawierajacego 32 czasteczki wody hydratacyjnej sugeruja, ze w czasie symu-



106 M. SMIECHOWSKI, J. STANGRET

lacji okolo 60% analizowanych konfiguracji zawieralo centralny kation E, a pozo-
stale — kompleks symetryczny typu Z [5]. Podobne wyniki osiagni¢to ta sama meto-
da w pdzniejszej pracy dla stgzonych roztworow HCI, gdzie podano dystrybucje
klasterow H'(H,O), (n = 1-5) dla ukladu 12 czasteczek HCI 1 113 czasteczek H,O
[16]. Forma Z stanowila ok. 30% ogolu konfiguracji [16]. Autorzy zakladaja, ze
w roztworze wodnym zawierajacym dodatkowy proton mamy do czynienia z silnie
sprzgzona siecia wiazan wodorowych, a nie z konkretnymi przypadkami granicz-
nymi struktury kationu. Niektorzy autorzy wskazuja, ze odsetek obserwacji kompleksu
Z w czasie trwania symulacji zalezy od przyjetych arbitralnych kryteriow granicz-
nych [20]. Jesli za warunek istnienia takiego kompleksu przyjac fakt zajscia trans-
feru protonu w czasie kroku obserwacji, wowczas odsetek ten zmienial si¢ od 13%
(dla kroku 5 fs) do 85% (dla kroku 500 fs). Jesli zas stosowano wylacznie kryterium
geometryczne (R, <2.45 L) wynosil on 43% podobnie jak dla symulacji CPMD
[20].

Szczegbdlna role w procesie transferu protonu odgrywa istnienie tzw. ., wiazania
specjalnego”. To wiazanie wodorowe laczy kation H,O" z czasteczka H,O nie wyka-
zujaca pelnej tetragonalnej sieci wigzan wodorowych [5]. Pojawienie si¢ go (czgsto
wskutek zerwania wiazania wodorowego z druga sfera hydratacyjna [7]) towarzy-
szy transferowi protonu na czasteczk¢ H,O zaangazowana w wigzanie specjalne,
przy czym proces ten jest czgsto odwracalny (proton oscyluje pomigdzy dwiema
tymi samymi czasteczkami H,O) [20]. Mechanizm Grotthussa polegalby na prze-
niesieniu wigzania specjalnego poprzez sie¢ wiazan wodorowych wody [20]. Fluk-
tuacje kwantowe nie zmieniaja zasadniczo obrazu ruchu protonu w kationie Z [9].

W bardzo niedawnej symulacji metoda ab initio MD dominujacy kompleks
protonu mial forme¢ kationu typu Z o zlamanej symetrii — proton byl minimalnie
przesunigty w strong jednego z atomoéw tlenu, zas odleglos¢ tlen—tlen wynosila
2.44-2.45 L [26]. Inni autorzy w celu wyjasnienia swych obserwacji rowniez pro-
ponowali struktury posrednie. Okreslane byly jako ,,asymetryczny kompleks H.O}”
[20] lub tez jako ,,znieksztalcony Eigen™ 1 ,,znieksztalcony Zundel™ [28]. Proporcja
kationow znieksztalconych do pelnego kationu typu E wynosi 75:25 [28].

Przedmiotem obliczen czgsto byly takze widma oscylacyjne (zwykle widma
gestosci stanow, ang. Density Of States, DOS) ukladow modelowych zawierajacych
dodatkowy proton, ktére mozna otrzyma¢ przez transformacj¢ Fouriera funkcji auto-
korelacji momentu dipolowego [15, 17-20, 23, 40]. Widmo oscylacyjne klaste-
row protonowanych rdzni si¢ znacznie od widma czystej wody, przede wszystkim
w zakresie niskich czgstosci drgan. Drgania wewnatrz klastera H,O; typu E leza
w zakresie 2500-3150 em™ [17-20], za$ centralnego protonu ukladu H,O} przy
czgstosciach jeszeze nizszych: 1000-1800 cm™ [17-20].

Podjeto tez probe korelacji eksperymentalnych widm oscylacyjnych roztwo-
réw HCl1 DCI z widmami obliczonymi teoretycznie i otrzymano zadowalajaca zgod-
nos¢ ksztaltu widm roznicowych [23]. Wg autorow pracy [40], w st¢zonych roztwo-
rach kwasow obecnos¢ anionu moze by¢ takze odpowiedzialna za omdwiona poni-
7¢j absorpcj¢ typu kontinuum.
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2. SPEKTROSKOPIA OSCYLACYJNA WODNYCH ROZTWOROW
MOCNYCH KWASOW

Charakterystyczna cecha wyrozniajaca roztwory wodne jondw H' sa tzw. , kon-
tinua” absorpcyjne w widmach oscylacyjnych (Rys. 3). Nazwa ta okresla si¢ szero-
kie, stabo ustrukturyzowane 1 dosy¢ intensywne pasma absorpcyjne w zakresie ok.
1000-3200 cm™, pojawiajace si¢ w widmach w podczerwieni wodnych roztworow
kwasow [11].
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Rysunek 3. Widma oscylacyjne (w skali molowego wspotczynnika absorpcji) roztworu wodnego HCI
(m = 0,996 mol-kg™; linia ciagta) oraz czystej H,O (linia przerywana) wykonane technika ATR [42]

Pomiar widm oscylacyjnych wymienionych roztworéw wykonywano zaréwno
w tradycyjnej technice transmisyjnej [43—45], w technice oslabionego catkowitego
wewngtrznego odbicia (ang. Attenuated Total Reflectance, ATR) [23, 42, 46—48],
jak 1 w technice odbicia zwierciadlanego [49]. Opublikowano tez widma transmi-
syjne HDO rozcieniczonej izotopowo w H,O [27, 50]. Wielokrotnie dokonywano
takze pomiaru widm Ramana roztworow kwasow [51-53]. Gamg¢ metod badaw-
czych, zastosowanych w analizie tych ukladow, uzupelniaja spektroskopia w pod-
czerwieni filmow cieczy otrzymywanych in vacuo [54], czasowo-rozdzielcza fem-
tosekundowa spektroskopia oscylacyjna [24, 55] oraz spektroskopia oscylacyjna
wydzielonych metoda spektrometrii mas klasterow H'(H,0), w fazie gazowej [21,
22, 56].

Interpretacja molekularna kontinuum absorpcyjnego nie jest sprawa prosta.
Wedlug Zundela 1 wspolautorow [11, 45], jego pojawienie si¢ mialoby by¢ zwiazane
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z tatwoscia tunelowania protonu wzdluz symetrycznego wiazania wodorowego
(w kompleksie typu H,Oy), w wyniku bardzo wysokiej polaryzowalnosci tego wia-
zania. Autorzy wskazuja na trzy efekty odpowiedzialne za fakt, iz poziomy energe-
tyczne protonu w studni potencjalu pomigdzy dwoma atomami tlenu zyskuja struk-
turg pasmowa: (/) wzajemne sprzg¢zenie oscylatoréw OH w ukladzie silnych wigzan
wodorowych (protonowe sily dyspersyjne): (2) oddzialywanie z polem elektrycz-
nym pochodzacym od anionu lub dipoli indukowanych czasteczek wody: (3) sprzg-
zenie oscylatora OH polaryzowalnego wiazania z migdzyczasteczkowymi drganiami
otaczajacego rozpuszczalnika o niskiej czestosci.

Kwantowomechaniczna teoria efektu (3), zastosowana do ukladow zawieraja-
cych tylko izotop H lub D, zostala podana przez Marechala 1 Witkowskiego [57, 58].
Z teorii tej wynika, ze sprz¢zenie anharmonicznych drgan rozciagajacych O-H(D)
z drganiami mostka wiagzania wodorowego O-H(D)~O w wysokim stopniu determi-
nuje wystepowanie szerokich pasm typu kontinuum w widmach oscylacyjnych ukla-
dow zasocjowanych poprzez wiazania wodorowe. Istotny wplyw na strukturg tych
pasm ma takze udzial rezonansu Fermiego, glownie wskutek sprzgzenia drgan roz-
ciagajacych O-H z drganiami zginajacymi, ktore wzrasta dla silnych wiazan wodo-
rowych [59].

Niektorzy autorzy, dla lepszego wytlumaczenia wplywu efektu (3) na ksztalt
widma oscylacyjnego, przywoluja widmo elektronowe zanieczyszczenia w krysztale,
ktore sklada si¢ z waskiego pasma ,,zerowego fononu™ (czyste przejscie elektro-
nowe) oraz szerokiego pasma bocznego powstajacego na skutek oddzialywania
z fononami. Analogiczny mechanizm mialby funkcjonowac w wodnych roztworach
kwasow. Wzbudzenia fononowe w takim przypadku stanowia drgania czasteczek
rozpuszczalnika o niskiej czgstosci (w wodzie sa to gldwnie zahamowane rotacje
1 translacje) [46].

Przejscie odpowiadajace ,,zerowemu fononowi”, tj. drganiu protonu w syme-
trycznej studni potencjalu, w widmie oscylacyjnym roztworéw wodnych widoczne
jest przy ok. 1200 cm™ [23, 42, 46]. W izolowanym klasterze H O} ma ono czestos¢
1085 cm™ [22, 56]. Warto doda¢, ze widma oscylacyjne klasterow H'(H,O), sa
bardzo czule na zmiang wartosci 7 1 wykazuja przy tym znaczace przesunigeia pasm.
Porownanie widm z obliczonymi strukturami wskazuje, ze zaleznie od liczby czas-
teczek wody hydratacyjnej, mamy do czynienia z kompleksem Zundela badz Eigena
[21,22,56]. Znaczaca redystrybucja tadunku przy zmianie struktury i symetrii kom-
pleksu wywoluje ogromne zmiany w widmie [22].

Rowniez kontinuum absorpeyjne w roztworach wodnych jest zalezne od obu
struktur granicznych hydratowanego protonu. Niedawno opublikowane symulacje
teoretyczne, poparte danymi eksperymentalnymi, wskazuja na stan rownowagi dyna-
micznej pomi¢dzy kompleksami Z 1 E w niezbyt st¢zonych wodnych roztworach
kwasow [23, 40]. Okazuje si¢, ze intensywnos¢ kontinuum ponizej ok. 1500 cm™
zwiazana jest wylacznie z obecnoscia struktury Z, podczas gdy w obszarze
1500-3000 cm™ za kontinuum odpowiadaja obydwa izomery graniczne [40].
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Przy zastosowaniu opracowanej w naszym zespole tzw. metody widm roznico-
wych do analizy widm H,O w roztworach mocnych kwasow, mozliwa byla dekom-
pozycja widma absorpcyjnego w obszarze kontinuum na niewielka liczb¢ analitycz-
nych pasm skladowych [42]. Najbardziej prawdopodobnym wytlumaczeniem obec-
nosci kontinuum absorpcji jest sprz¢zenie mi¢dzyczasteczkowego ruchu protonu
w (prawie) symetrycznej studni potencjalu z niskoenergetycznymi oscylacjami sieci
wigzan wodorowych wody, typu zahamowanych rotacji i translacji. Sprz¢zenia oscy-
latorow czasteczek wody w tego typu oddzialywaniach maja charakter dalekozasie-
gowy [42].

Wielu autoréw, zwlaszcza we wezesniejszym okresie badan hydratacji protonu,
optowalo wylacznie za obecnoscia kompleksu typu E w wodnych roztworach kwa-
sow [6, 43, 51, 52]. Pasma ramanowskie w widmach st¢zonych roztworow przypi-
sywano odpowiednim drganiom normalnym jonu H,O" [51, 52], ktorego widmo
oscylacyjne zostalo wezesniej dobrze poznane [60]. Dzi$ wiadomo jednak, ze ewen-
tualne drgania normalne kompleksow moga si¢ uwidacznia¢ wylacznie jako stabe
pasma na tle absorpcji typu kontinuum, u podloza ktorej lezy zupelnie inny, omo-
wiony wyzej mechanizm [46].
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Rysunek 4. Widmo HDO zaburzonej przez HPF w roztworze wodnym w zakresie drgania OD
i jego rozklad na analityczne pasma skladowe (linie przerywane) [27]

Spektroskopia oscylacyjna izotopowo rozcienczonej HDO pozwala na efek-
tywne rozprzgzenie sprze¢zen oscylatorow obecnych w ukladzie, umozliwia zatem
separacj¢ struktury solwatacyjnej protonu od kontinuum. Mimo to w badaniach wod-
nych roztworow kwasow byla stosowana bardzo rzadko [27, 50]. Zawada i Dryjan-
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ski, po drobiazgowej analizie konturu pasma drgan rozciagajacych OD w zakresie
2100-2700 cm™, potwierdzili zdecydowana przewage formy Z w roztworze [50].
W naszej pracy zastosowalismy ilosciowa wersj¢ metody widm rdéznicowych 1 zau-
wazylismy, ze mimo nieobecnosci kontinuum, pasmo OD rozciaga si¢ nietypowo
ku niskim czgstosciom, bo az do ok. 1600 cm™ (Rys. 4) [27]. Empiryczna korelacja
polozenia pasma z odlegloscia OO oraz z obliczonymi strukturami pozwolila nam
potwierdzi¢ przewage zdeformowanego kompleksu Zundela, ,,w pol drogi™ pomig-
dzy strukturami granicznymi Z 1 E. Odleglos¢ OO wewnatrz takiego kationu H,O;
wynosi 2,435 L, przy skrajnie niskim polozeniu pasma OD HDO (ok. 1700 cm™).
Mozliwe tez bylo scharakteryzowanie pod wzgledem strukturalnym i energetycz-
nym dalszych trzech sfer hydratacyjnych asymetrycznego kationu Z. Odpowiada-
jace im polozenia pasm oraz odleglosci OO mig¢dzy kolejnymi sferami wynosily
2200 em™ i 2,610 L, 2420 em™ i 2,760 L oraz 2530 cm™ i 2,875 L. Ponadto
widoczna byla zewngtrzna sfera hydratacyjna wspoldzielona z anionem [61]
(> 2600 cm™ i > 3,00 L, zaleznie od anionu), a niezaleznic mozna bylo wyrozni¢
dodatkowy (szosty) stan czasteczek wody stabo oddzialujacych z wolnymi parami
clektronowymi H,O w pierwszej sferze hydratacyjnej protonu. Praca ta stanowi pierw-
sza tak szeroko zakrojona charakterystyke strukturalna otoczenia protonu, zwlasz-
cza dalszych sfer hydratacyjnych, trudnych do zbadania innymi metodami.

Femtosekundowa spektroskopia oscylacyjna rozdzielcza w czasie jest obecnie
niezwykle szybko rozwijajaca si¢ metoda badawcza i byla juz stosowana w bada-
niach nad hydratowanym protonem [24]. Wczesniej odkryto, ze wzbudzenie oscyla-
tora OH v = 02 (v — oscylacyjna liczba kwantowa) moze by¢ odpowiedzialne za
migdzyczasteczkowy transfer protonu w wodzie cieklej. W stanie v = 2 proton jest
zdelokalizowany pomi¢dzy dwoma atomami tlenu, podobnie jak w kompleksie Z,
1 mozliwy jest jego transfer z jednego atomu tlenu na drugi. Transfer protonu
w roztworach kwasow moze zachodzi¢ w podobny sposob [55]. W najnowszej
pracy obserwowano interkonwersj¢ pomigdzy formami E 1 Z hydratowanego pro-
tonu, ktora zachodzi w niezwykle krotkim czasie (< 100 fs). Czas charakterystyczny
drgania rozciagajacego protonu jest krotszy od wszystkich innych oscylacji w wo-
dzie cieklej 1 wynosi 120 fs [24]. Wyniki te potwierdzaja niezwykle krotka skale
czasowa procesu transferu protonu, wezesniej ujawniona metodami teoretycznymi
[20].

3. DYFRAKCYJNE BADANIA OTOCZKI HYDRATACYJNEJ
PROTONU W KRYSZTALACH I W ROZTWORZE WODNYM

Kation H,O" zostal w pelni zidentyfikowany wiele lat temu w strukturze krysta-
licznej monohydratu kwasu nadchlorowego [62]. Na podstawie ogromnej liczby
dostgpnych dzi§ danych dyfrakcyjnych mozna stwierdzi¢, ze ma on budowe pirami-
dy trygonalnej, z praktycznie tetracdrycznym katem HOH (109-112°) oraz dhugo-
$cig wiazania OH wynoszaca ok. 1,02 L [63]. Kation Zundela H.O; zidentyfiko-
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wano droga rentgenowskiej analizy strukturalnej m.in. w dihydracie kwasu nad-
chlorowego, di- i trihydracie chlorowodoru [64] oraz metoda dyfrakcji neutronow
w dihydracie bromowodoru [65]. Odleglos¢ OO w tym kationie wynosi ok.
2.40-2.43 L, przy czym proton usytuowany jest posrodku lub niemal posrodku
migdzy dwoma atomami tlenu. W stanie stalym kation taki moze by¢ stabilizowany
energia pola krystalicznego.

..Pelny” kation Eigena (H,O;) byl rowniez badany metodami dyfrakcyjnymi
w stanie krystalicznym [66]. Dlugos$¢ wiazania wodorowego pomig¢dzy centralnym
jonem H,0" a czasteczkami H,O w pierwszej sferze hydratacyjnej wykazywala duze
roznicowanie, od 2,514 L do 2,57 L [66]. Jeszeze wicksze agregaty wodne z dodat-
kowym protonem zostaly przebadane w mniejszym stopniu. I tak, w strukturze
HBOgFeCl opublikowanej przez Gustafssona, mozna bylo wyr6znic¢ 5 dluzszych
wiazan wodorowych (2,661-2,742 L) i nie mozna bylo wskaza¢ dyskretnego kom-
pleksu proton—-woda [67]. Nowsze doniesienie o kationie H,,O;, zamknigtym w klatce
zbudowanej z trzech czasteczek eteru koronowego, wskazywalo na strukturg typu
H,0;-2H.0, tj. H,O" z pelna pierwsza i czgsciowa druga sfera hydratacyjna. Dlugo-
sci wiazan wodorowych do pierwszej 1 drugiej sfery hydratacyjnej wynosily odpo-
wiednio 2,51 oraz 2,62 L [68].

Na podstawie danych pochodzacych z analizy strukturalnej monokrysztalow
stwierdzi¢ mozna, ze w miar¢ wzrostu liczby czasteczek wody hydratacyjnej, cen-
tralny kation z udzialem protonu przyjmuje struktur¢ coraz bardziej przypomina-
jaca kompleks E, z jednoczesnym wzrostem dtugosci wigzan wodorowych w pierw-
szej sferze hydratacyjnej.

Dyfrakcja promieni Rentgena i neutronow jest z powodzeniem wykorzysty-
wana od wielu lat w badaniach nad woda 1 roztworami wodnymi, dajac mozliwo$¢
bezposredniego wgladu na poziomie molekularnym w rozklad odleglosci migdzy-
atomowych w badanych ukladach [69]. Specyfika badan dyfrakcyjnych nie poz-
wala, niestety, na badanie roztwordw o st¢zeniu mniejszym niz ok. 1 mol-dm=3,
a zatem wciaz nazbyt stezonych.

Struktura hydratowanego protonu w roztworze wodnym zostala zbadana
zarowno metodami dyfrakcji rentgenowskiej [70—75], jak 1 neutronow |28, 76, 77].
Interpretacj¢ wynikow tych pomiarow niemal zawsze dokonywano w oparciu o zalo-
zong struktur¢ kompleksu typu E, H,O; [70-77]. Wiazania wodorowe pomigdzy
centralnym kationem a trzema czasteczkami H.O w pierwszej sferze hydratacyjnej
byly krotkie, lecz ich dlugos¢ znacznie zalezala od st¢zenia roztworu. Dla st¢zonych
roztworow kwasow wahala si¢ ona w granicach 2,44-2.52 L [70-74, 77]. Jesli nato-
miast st¢zenie roztworu bylo umiarkowane 1 nie przekraczalo ok. 2 mol-dm=, dhu-
g0s¢ tych wiazan wynosita zwykle ok. 2,75 L [73,75,76]. W czgsci prac Wskazano
dodatkowo na istnienie czwartej czasteczki wody w kompleksie wokol H,O*
[70, 71, 77]. Jest ona luzno zwiazana z centralnym atomem tlenu kationu H,O"
1lezy w odleglosci wigkszej niz trzy czasteczki wody tworzace kation H,O} (odleg-
los¢ OO wynosi ponad 2,9 L [71, 77]). Na podstawie niedawnych pomlarow neu-
tronograficznych stwierdzono, ze zorientowanie tej dodatkowej czasteczki H,O nie
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pozwala na utworzenie wiazania wodorowego z H,O*, mamy zatem do czynienia
z oddzialywaniem jon—dipol, typowym dla hydratowanych kationow |77]. Doko-
nana pdzniej przez tych samych autorow reinterpretacja wynikow eksperymental-
nych prowadzi do wniosku, ze w roztworze wodnym wspolistnieja réznego typu
kompleksy, ktérych struktura waha si¢ pomigdzy ,,zdeformowanym Z.” a ,,zdefor-
mowanym E” [28].

Dostepnos¢ synchrotronowego promieniowania rentgenowskiego umozliwia
takze, oprocz badan dyfrakcyjnych, precyzyjny i powtarzalny pomiar widma
absorpcyjnego wody cicklej w zakresie powloki K atoméw tlenu metoda rentge-
nowskiej spektroskopii absorpeyjnej (ang. X-ray Absorption Spectroscopy, XAS)
[78]. Widma XA sa czule na zaburzenia dystrybucji ggstosci elektronowej wskutek
oddzialywan elektrostatycznych oraz znieksztalcen sieci wiazan wodorowych w wo-
dzie. Najnowsze prace z tego zakresu dotycza wodnych roztworow HCI [25]. Roz-
nica w obliczonym teoretycznie widmie XA pomi¢dzy formami Z i E hydratowa-
nego protonu wynika przede wszystkim z odmiennego sposobu lokalizacji tadunku
dodatniego, ktory jest silnie zdelokalizowany pomigdzy trzy rownocenne atomy
wodoru w kompleksie typu E oraz w duzym stopniu zlokalizowany na centralnym
protonic w kompleksie typu Z. Dominacja formy E w analizie danych dyfrakcyj-
nych staje si¢ jasna, gdy uwzgledni si¢ fakt, ze przewaza ona w st¢zonych roztwo-
rach kwasow, podczas gdy w roztworach bardziej rozcienczonych wystepuje przede
wszystkim forma Z [25].

PODSUMOWANIE

W roku 2006 uplyn¢lo dwiescie lat od opublikowania przez Grotthussa jego
przelomowej pracy, w ktorej postawil niezwykle cickawa 1 wyprzedzajaca swoje
czasy hipotezg o sprz¢zonym ruchu atomoéw wodoru i tlenu wzdluz lancucha utwo-
rzonego przez czasteczki wody w procesie jej elektrolizy [8]. Zapomniana na
100 lat, zostala ponownie odkryta w poczatkach XX stulecia, gdy zaszla koniecz-
nos¢ wyjasnienia niezwykle wysokiej granicznej przewodnosci jonowej protonu
w roztworze wodnym. Do chwili obecnej ulegla wielu modyfikacjom [7], pozosta-
jac wszakze dobrym punktem odniesienia do dyskusji zjawiska transferu protonu
w uktadach biologicznych [4].

Poznanie hydratacji protonu jest istotne w wielu waznych z praktycznego punktu
widzenia dziedzinach chemii. Transfer protonu poprzez kanaly wodne w wyspecja-
lizowanych bialkach (np. bakteriorodopsynie) pelni fizjologicznie wazna rolg w orga-
nizmach zywych [4]. Agregaty wodne protonu wystgpuja takze w atmosferze ziem-
skiej (m.in. w stratosferze), a ich dokladne zbadanie w ukladach modelowych jest
istotne z punktu widzenia ekologii [32, 54].

Nasza wiedza o hydratacji i transporcie protonu w roztworze i w ciele stalym
ulega stalemu wzbogaceniu. Mechanizm transportu protonu wspomagany przez reor-
ganizacj¢ rozpuszczalnika jest obecnie dobrze poznany [79]. Szczegdlowa struk-
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tura sfer hydratacyjnych protonu w roztworze wciaz jednak stanowi temat rozlicz-
nych prac badawczych. Liczace sobie juz 50 lat koncepcje Eigena [10] 1 Zundela
[11] wciaz znajduja zastosowanie w objasnieniu wynikow eksperymentalnych, lecz
nalezy traktowac je wylacznie jako przypadki graniczne. Stan rownowagi pomigdzy
nimi oraz obecnos$¢ ewentualnych form przejsciowych determinuja obserwowane
wlasnosci wodnych roztworow kwasow [5, 13-28].

34 32 30 28 26 24
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Rysunek 5. Model struktury sfer hydratacyjnych (oznaczonych cyframi rzymskimi) zdeformowanego
kationu Zundela otrzymany na podstawie widm oscylacyjnych HDO oraz obliczen ab initio [27].
Srednie polozenia analitycznych pasm skladowych w widmie HDO [cm™] pokazane dla poréwnania
pod odpowiadajacymi im oscylatorami OD

Niedawno zaproponowalismy model zdeformowanego kompleksu Zundela na
podstawie widm oscylacyjnych HDO w H, O oraz obliczen ab initio [27]. Charakte-
rystyke strukturalng otoczenia protonu (w tym dalszych sfer hydratacyjnych) przed-
stawia Rys. 5. Warto podkresli¢, ze model ten jest co najmniej niesprzeczny z nowymi
danymi uzyskanymi dzigki szerokokatnej dyfrakcji promieni rentgenowskich w roz-
tworze wodnym [80]. Bardzo podobny obraz bliskich sfer hydratacyjnych protonu
wynika takze z niektorych symulacji dynamicznych metodami MC 1 MD |26, 28].

Hydratacja protonu z pewnoscia bedzie jeszcze wiele lat wazna poznawczo
tematyka badawcza, zwlaszcza w zastosowaniach biochemicznych i technologicz-
nych [4, 79]. Rozmaitos¢ metod ekperymentalnych i teoretycznych stosowanych do
jej poznania, w tym najnowoczesniejszych technik badawczych [22, 24, 25, 77],
przyczynia si¢ takze do wzrostu ogolnej wiedzy chemicznej.
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Praca finansowana ze srodkéw panstwowych na nauk¢ w latach 2005-2006,
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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. Przektad zbiorowy pod redakcja Adama
Hulanickiego oparty na 6smym wydaniu amerykanskim, str. 485, oprawa twarda..

Mozna by zawola¢ ,,nareszcie!”.

Na naszym rynku podr¢cznikéw akademickich ukazat si¢ bodaj najpopularniejszy amerykanski
podrecznik do chemii analitycznej, Swietnie znany licznej rzeszy mtodych obywateli USA.

Juz na pierwszy rzut oka ksiazka daje si¢ polubi¢: twarda, lakierowana oktadka, niezty papier,
przemyslany uktad graficzny. A juz zespol tlumaczy, z prof. Adamem Hulanickim na czele, to jest
naprawde najlepsza rekomendacja z mozliwych.

Blizsze spotkanie nie zmienia tej opinii. Nie potrafilem znalez¢ uchybien czy bledow, chocby
drukarskich. Kilka losowo rozwiazanych zadan dato wyniki zgodne z podanymi w rozwiazaniach.

Jest to podrecznik pod kazdym wzgledem nowoczesny, o przemyslanym uktadzie, doskonale dobra-
nych przykladach, ozywiany badz to wywiadami z prominentnymi chemikami, badz tez przyktadami
z zycia codziennego. Przytocze tylko kilka, dla zachety.

Jest tu fragment rozmowy z Richardem N. Zare’'m, gdy 6w $wiatowej stawy chemik opowiada, jak
to jego rodzice nie pozwalali mu zagladac¢ do ksigzek chemicznych, bo to moze prowadzi¢ do nieszczgsé.
Rozdzial o blednych decyzjach podejmowanych na podstawie testow statystycznych jest zilustrowany
zdjeciem z obrad tawy przysieglych, ktora usituje przekona¢ do werdyktu jedyna fawniczke, ktéra do
niego przekonana nie jest. Nawet zadanie dotyczace obliczenia bledu oznaczenia moze rozbawic, jesli na
zdjeciu zobaczymy biuretg-bubel, gdzie na skali mililitrowej opuszczono jedna liczbe, za$ druga wygrawe-
rowano dwukrotnie (zad. 14-48). Spdjrzmy, jak méwiac o pojemnosci buforowej, ilustruje si¢ to zagad-
nienie problemem kwasnych deszczow i wigze sig¢ je z liczba ryb w amerykanskich jeziorach (rozdziat 9).
Nawet nie-chemika zainteresuje, w jaki sposob dziataja domowe i policyjne analizatory alkoholu
w wydychanym powietrzu (rozdziat 7). Takich smakowitych kaskow znajdziemy w podrgczniku Skooga
wigcej, trzeba ich tylko poszukac.

Waznym narzedziem, z ktorego powinni korzysta¢ studenci studiujacy wedtug tego podrgcznika,
jest komputer, a dokladniej: program Excel — sktadnik pakietu Microsofi Office. Ksiazka zawiera frag-
menty bedace w istocie poradnikiem jak korzystac z Excela (oczywiscie w ograniczonym zakresie, tylko
na ile to jest potrzebne dla osiagnigcia konkretnych celéw). Mozna si¢ wahac, czy jest to rzeczywiscie
niezbgdne w tego rodzaju publikacji, ale jezeli podrgcznik ma byé kompletng pomoca naukowa, to takie
rozwiazanie ma niewatpliwy sens. Nie mozna zreszta nie zauwazy¢, jak duza wagg autorzy przywiazuja do
obliczen, zwlaszcza rachunku btedow, najczesciej zbyt zawitych, aby mozna je byto szybko i bezbtednie
przeprowadzi¢ za pomocg kalkulatora.
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Do ksiazki dotaczono ptyte CD z bardzo licznymi symulacjami i ilustracjami roznych zagadnien, ale
tez z wieloma danymi; np. znajdziemy tam uktad okresowy z informacjami o poszczegolnych pierwiast-
kach. Symulacje polegaja gtdwnie na wykonaniu prostego obliczenia wg podanego schematu, wigc sa
raczej czym$ w rodzaju sprawdzianu. Trudno jednak powiedzie¢, na ile taka pomoc bedzie przydatna
polskim studentom. Zawartos¢ plyty jest wylacznie w jezyku angielskim, za$ jej graficzna atrakcyjnosé
jest nie najwyzsza (wiem, ze nie o to tutaj chodzi, alisci wspotczesny student przywykt juz do bardziej
wyrafinowanych efektow komputerowych). Plyta moze natomiast bardzo przydac si¢ przygotowujacym
zajecia, chocby ze wzgledu na zawarte w niej dane tabelaryczne.

Autorzy nieustannie zachgcajg czytelnika do korzystania z niezmierzonych zasobow interneto-
wych. Kiedy np. mowa o wyrazeniu opisujacym stata rownowagi reakcji, odsylaja czytelnika do strony
WWW, na ktorej znajduje si¢ angielskie tlumaczenie artykutu z 1864 roku o prawie dziatania mas,
autorstwa jego odkrywcow, Guldberga i Waage. Przede wszystkim jednak powotuja si¢ gldwnie na wlasne
zasoby zawierajace mnostwo zadan, danych, tabel, ilustracji, omowien i innych materiatow pomocnych
tak studentom w nauce, jak nauczycielom akademickim w przygotowaniu zaj¢¢ z chemii analityczne;.

Jest wlasciwie tylko jedna rzecz, ktéra mi si¢ w tym podrgczniku niespecjalnie podoba. Tom
pierwszy omawia m.in. zagadnienia z dziatdéw ogdlnie zaliczanych do reakcji kwas-zasada, rownowagi
opisywane iloczynem rozpuszczalnosci oraz rownowagi tworzenia kompleksow, natomiast caly dziat
zwigzany z rGwnowagami przeniesienia elektronéw oraz miareczkowaniami redoksometrycznymi zna-
lazt si¢ w tomie drugim, wraz z instrumentalnymi metodami elektrochemicznymi, w ktorym oprocz tego
znajduja si¢ tez rozdzialy omawiajace analityczne metody spektroskopowe i kinetyczne. Uwazam, Ze
bardziej logiczne byloby pozostawienie w drugim tomie wylacznie metod instrumentalnych i przeniesie-
nie rozdziatlu o réwnowagach i klasycznych oznaczeniach redox do pierwszego tomu. Takiej zmiany
jednak, co oczywiste, mogliby dokona¢ tylko autorzy ksiazki.

Reasumujac: znanym, lubianym i cenionym polskim podrgcznikom J. Minczewskiego i Z. Marczenki,
T. LipcaiZ.S. Szmala, A. Cyganskiego i innym przyby!t pot¢zny konkurent, bardziej nowoczesny, szerzej
i atrakcyjniej traktujacy o szeroko pojetej chemii analitycznej, wykorzystujacy programy komputerowe,
gleboko siggajacy do zasobow sieci internetowej, z mndstwem przyktadowych zadan oraz dygresji, posze-
rzajacych wiedze i zainteresowanie przedmiotem. A ze konkurencja wychodzi zazwyczaj na zdrowie
klientom i uzytkownikom, z nieukrywanym zadowoleniem witam pierwszego ,,Skooga™ na naszym rynku
podrgcznikow chemicznych.

Jacek Glinski
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INFORMACJE

INFORMACJA REDAKCJI ,,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych™ w porozumieniu z Rada Redakcyjna
kontynuuje inicjatywe podjeta na konferencji Dziekanow Wydzialow Chemicznych,
ktéra odbyla si¢ w lutym 2007 roku w Poznaniu.

Zgodnie z ta inicjatywa poszczegdlne osrodki chemiczne (przede wszystkim
uczelniane) w Polsce moga publikowac w ,,Wiadomosciach Chemicznych” informa-
cje o swojej dzialalnosci.
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UNIWERSYTET MARII CURIE-SKLODOWSKIEJ
w Lublinie
Wydzial Chemii

zaprasza na studia na kierunkach:

1. CHEMIA

5-letnie magisterskie studia stacjonarne
o specjalnosci:

* Chemia podstawowa i stosowana °

* Chemia $rodkow bioaktywnych i kosmetykow ¢

3-letnie studia stacjonarne I stopnia:

* Chemia informatyczna °

2-letnie studia stacjonarne Il stopnia (uzupelniajace magisterskie)

* Analityka chemiczna °

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

S-letnie studia zaoczne o specjalnosci:

* Chemia $rodkow bioaktywnych i kosmetykow ¢

2.0CHRONASRODOWISKA

mi¢dzywydzialowe dwustopniowe studia stacjonarne 3+2 lata

www.umcs.lublin.pl
http://chemia.umcs.lublin.pl/
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=F< m ’ ZPORR ®

WYDZIAL CHEMII UNIWERSYTETU WROCLAWSKIEGO
zaprasza na bezplatne kursy:

NOWOCZESNY PRACOWNIK LABORATORIUM

Szkolenie jest finansowane ze Srodkéw Europejskiego Funduszu Spolecznego (75%)
oraz budzetu panstwa (25%), realizowane pod nadzorem Dolnoslaskiego Wojewodz-
kiego Urzgdu Pracy w ramach Zintegrowanego Programu Operacyjnego Rozwoju
Regionalnego w punkcie:

Priorytet 2~ Wzmocnienie rozwoju zasobow ludzkich w regionach
Drzialanie 2.1. Rozwoj umiejetnosci powiqzany z potrzebami regionalnego rynku
pracy i mozliwosci ksztalcenia ustawicznego w regionie.

Celem szkolen jest aktualizacja wiedzy w zakresie nowoczesnych metod analitycz-
nych, przygotowanie metody pomiarowej do walidacji, projektowanie systemow bez-
pieczenstwa w laboratorium chemicznym.

Program szkolen obejmuje 52 godziny zajec¢ w formie wykladow, warsztatow i labo-
ratoriow.

Podczas szkolen istnieje mozliwos¢ uzyskania certyfikatow bieglosci analityczne;.

Uniwersytet Wroclawski
Wydzial Chemii

ul. F. Joliot-Curie 14
50-383 Wroclaw

Dodatkowe informacje znajduja si¢ na stronie internetowej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego
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 Wroclawiu

Oferta edukacyjna
Wydzialu Inzynieryjno-Ekonomicznego

0Od 50 lat Wydzial Inzynieryjno-Ekonomiczny prowadzi ksztalcenie o charakterze
interdyscyplinarnym, faczac nowoczesna wiedz¢ 1 umiejetnosci inzynierskie z wiedza
ckonomiczna i menedzerska.

Ksztalcenie jest prowadzone na kierunku o nazwie zarzadzanie i inzynieria
produkcji, w ramach nast¢pujacych specjalnosci:

. zarzadzanie i inZynieria produkcji zywnosci,
. zarzadzanie i inzynieria w przemysle chemicznym,
. zarzadzanie i inzynieria ochrony srodowiska.

Przewiduje si¢ uruchomienie w roku akademickim 2006/2007 kolejnej specjal-
nosci — zarzadzanie procesami biotechnologicznymi.

Proces dydaktyczny jest realizowany w ramach studiow stacjonarnych (we
Wroclawiu) 1 niestacjonarnych (we Wroclawiu 1 w zamiejscowych osrodkach
dydaktycznych w Klodzku, Olesnie, Przygodzicach i Zlobiznie).

Wybor specjalnosci nastepuje w czwartym semestrze studiow. W trakcie nauki
studenci maja zajecia z ogélnych przedmiotdéw ekonomicznych (zarzadzanie strate-
giczne, zarzadzanie produkcja 1 ustugami, zarzadzanie jakoscia (TQM), marketing,
badania operacyjne i logistyka, controlling, rachunkowos¢, ekonomika i organizacja
przedsigbiorstwa, zarzadzanie finansami) oraz ogodlnotechnicznych (fizyka,
chemia, wprowadzenie do techniki, podstawy metrologii, materialoznawstwo, ekolo-
gia i ochrona srodowiska, podstawy projektowania inzynierskiego).

W programie studiow relacja migdzy przedmiotami ekonomicznymi i technicz-
nymi wynosi okolo 1:1.

Na IV roku studiow studenci dokonuja wyboru odpowiadajacego im tematycz-
nie seminarium magisterskiego, ktore konczy si¢ egzaminem magisterskim.
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W ofercie edukacyjnej Wydzialu sa takze niestacjonarne, 1,5-roczne uzupelniaja-
ce studia magisterskie dla studentow z tytulem zawodowym inzyniera uzyskanym w
uczelni akademickiej lub zawodowej, otrzymanym na kierunku — tym samym lub
pokrewnym do kierunku realizowanego na Wydziale Inzynieryjno-Ekonomicznym
(oceny stopnia pokrewienstwa kierunku dokonuje dziekan Wydziatu).

Informacje o Wydziale

Akademia Ekonomiczna im. Oskara Langego we Wroclawiu
Dziekanat Wydzialu Inzynieryjno-Ekonomicznego

53-345 Wroclaw, 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 Wroclawiu na
elitarny Wydzial Inzynieryjno-Ekonomiczny.
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UNIWERSYTET W BIALYMSTOKU

& Fv% Wydzial Biologiczno-Chemiczny
%g'? - INSTYTUT CHEMII

15-399 Biatlystok, ul. Hurtowa 1,
tel/fax: (085) 7470113, 7457800; e-mail: chemia@uwb.edu.pl

Instytut Chemii Uniwersytetu w Bialymstoku, wspolnie z Instytutem Biologii,
wchodzi w sktad Wydzialu Biologiczno-Chemicznego. W 2005 roku mury Instytutu
Juz po raz dwudziesty 6smy opuscili absolwenci. Do 1997 roku Bialostocka Uczelnia
funkcjonowala jako Filia Uniwersytetu Warszawskiego.

Przez wiele lat Instytut borykal si¢ z klopotami lokalowymi. Wiosna 2002 roku
przekazany zostal w uzytkowanie nowy budynek. Instytut w dalszym ciagu funk-
cjonuje w dwoch budynkach, sa jednak realne szanse na rozbudowe nowego budyn-
ku w ten sposob, by caly Instytut miescil si¢ w jednym kompleksie.

Kadra samodzielnych pracownikow naukowych Instytutu nie jest liczna — obecnie
jest to dwanascie osob z tytulem profesora lub stopniem doktora habilitowanego.
Chociaz w najblizszym czasie kilkoro naszych pracownikow przystapi do
kolokwium habilitacyjnego, to jednak chcemy powigkszy¢ kadre o kilka osob, dotych-
czas niezwigzanych z naszym Instytutem.

Zwracamy si¢ zatem z propozycja podjgcia pracy w naszym Instytucie przez
profesorow i1 doktorow habilitowanych z innych osrodkéw naukowych w Polsce.
Nie wykluczamy rowniez podjecia rozmow o zatrudnieniu z doktorami, ktdrzy po
niedlugim czasie uzyskaja stopien doktora habilitowanego. Liczymy na osoby, ktore
w niedalekiej przyszlosci zdecyduja si¢ na zamieszkanie w Bialymstoku i rozwinigcie
tu swojego warsztatu badawczego. Oferujemy nie tylko dobre warunki pracy ale
1 pomoc w zalatwieniu spraw mieszkaniowych. Inne walory wojewodztwa podla-
skiego sa powszechnie znane: czyste powietrze, bliskos¢ wspanialych lasow i jezior,
zyczliwi ludzie 1 dobre polaczenia komunikacyjne z innymi regionami Polski.

Kontakt z nami mozna nawiaza¢ migdzy innymi za posrednictwem poczty elek-
tronicznej:

Krzysztof Winkler: winkler@uwb.edu.pl

Anatol Kojlo: kojlo@uwb.edu.pl

oraz: chemia@uwb.edu.pl



Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sa u nas do nabycia

nastgpujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomosci Chemicznych”:

Nomenklatura steroidow (Zalecenia 1989), tham. J.W. Morzycki i W.J. Szczepek,
cena 3 zt

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

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

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

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

K. Maruszewski, Fizykochemia molekul zamknietych w zeolitach i zol-Zelach,
cena 18 zt

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

Skorygowana nomenklatura rodnikow, jonow, jonorodnikow i podobnych indywi-
duow chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokotowska i A. Wisniewski,
cena 15 zt

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

M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwos¢ jonow w podwojnych uktadach stopionych soli,
cena 8 zl.

Praca zbiorowa, Nanomaterialy, red. D. Hreniak, W. Lojkowski, W. Strek,
M. Suszynska, cena 25 z1.

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

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

Ksiazki wysytamy na koszt zamawiajacego. Zamdwienia prosimy kierowaé pod
adresem: Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroctaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: BPH SA I O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, NRB 83 1060 0076 0000 3200 0040 0597.



REGULAMIN DLA AUTOROW

,,Wiadomos$ci Chemiczne” publikuja artykuty referatowe, nie oryginalne prace doswiadczalne,
dotyczace wszystkich dziedzin chemii i nie drukowane przedtem w innych czasopismach. Artykuty
publikowane w ,,Wiadomos$ciach Chemicznych” nie moga by¢ bez zgody Redakcji drukowane
w innych czasopismach. Tre$¢ artykulow powinna odpowiadaé stanowi wiedzy w chwili pisania
artykutu. Pis$miennictwo cytowane powinno uwzglednia¢ najnowsze prace krajowe i zagraniczne
z dziedziny, ktorej dotyczy artykut.

Maszynopisy (wydruki komputerowe) nalezy nadsyta¢ Redakcji w dwéch egzemplarzach:
oryginat i kopia lub kserokopia pisana jednostronnie, z zachowaniem podwdjnej interlinii i margi-
nesu szerokoSci 5 cm z prawej strony; pierwszy wiersz akapitu nalezy zaznaczy¢ wcigciem na
5 uderzen w klawisz.

Na pierwszej stronie pod tytutem polskim nalezy umiesci¢ tytul w jezyku angielskim, adres
autora oraz spis rozdziatlow. Praca powinna zawiera¢ obszerne streszczenie w jezyku angielskim
(do 1,5 strony maszynopisu z cytowaniem pismiennictwa i odsytaczami do tabel i rysunkow w tek-
Scie). Na osobnej kartce prosimy o krotka (do 150 wyrazow) notke z informacja o uprawianej przez
Autora tematyce naukowej i przebiegu pracy. Prosimy o podanie tytulu naukowego i miejsca pracy
oraz o dofaczenie aktualnego zdjecia. Przystanie tych informacji bedziemy traktowaé jako zgode
na ich publikacje.

Artykuly nalezy opracowywac zwigzle i nie zamieszczaé szczegotow, odsylajac czytelnika
do pis$miennictwa oryginalnego. Maszynopis nie powinien przekracza¢ 25 stron wraz z tabelami
i wykazem pi$miennictwa lub 100 stron, jesli jest monografia przeznaczona do druku w ,,Bibliote-
ce Wiadomosci Chemicznych”. Artykuty powinny by¢ napisane za pomoca komputera. Redakcja
prosi o dotaczenie dyskietki z tekstem pracy i ilustracjami wraz z wyczerpujaca informacja o uzy-
wanym edytorze. Pozadany edytor Word (co najmniej wersja 6).

Rysunki (moga by¢ kolorowe, ale za doptata do druku) nalezy nadsyta¢ w dwoch egzempla-
rzach (oryginaly i kopie lub kserokopie). Oryginaty rysunkéw musza miec¢ taka forme graficzna, by
nadawaty si¢ do reprodukcji. Na odwrotnej stronie nalezy poda¢ otéwkiem nazwisko autora i nu-
mer rysunku i ten sam numer zaznaczy¢ w odpowiednim miejscu maszynopisu. Na osobnym arku-
szu dolaczy¢ podpisy pod rysunki. Do pracy nalezy dolaczy¢ jeden komplet wzoréw i schema-
tow narysowanych oddzielnie w formie nadajacej si¢ do reprodukcji.

Tabele nalezy ponumerowac cyframi arabskimi oraz poda¢ ich tytuty.

Pismiennictwo zestawia si¢ w kolejnosci cytowania w tekscie: powinno ono zawiera¢ kolej-
no inicjaty imion i nazwisko, skrot tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wydania,
tom podkreslony i numer pierwszej strony cytowanej pracy. Wykaz skrotow wazniejszych czaso-
pism chemicznych jest podany w ,,Wiadomosciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jesli czg$¢ pis-
miennictwa zebrana jest w monografiach lub innych wydawnictwach, nie nalezy podawac szcze-
gotowo wykazu tego pismiennictwa, lecz cytowaé odnosne wydawnictwo.

O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Maszynopisy nie odpowiadaja-
ce podanym warunkom nie beda przez Komitet rozpatrywane. Artykuly nie zakwalifikowane
do druku Redakcja zwraca, zachowujac kopi¢ maszynopisu. Autorzy przeprowadzaja jedna korek-
te tekstu.

Honoraria za wydrukowane prace sa wyptacane wytacznie tym Autorom, ktorych artykuty
zostaly zamowione przez Redakcjg. Autorzy wydrukowanych prac otrzymuja bezptatnie 20 nad-
bitek.



DO CZYTELNIKOW
,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

Redakcja miesigcznika PTCh ,,Wiadomos$ci Chemiczne” zawiadamia, ze wyso-
kos$¢ prenumeraty rocznej ,,Wiadomosci Chemicznych” za 2007 r. wynosi 120 zt dla
instytucji 1 nie zrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych oraz 60 zt dla bibliotek
szkot $rednich i podstawowych. Nalezno$¢ za prenumeratg prosimy przekazywac na
konto:

Bank Przemystowo-Handlowy S.A.
Oddziat we Wroctawiu
pl. Powstancow SI. 9, 53-316 Wroctaw
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”
NRB 83 1060 0076 0000 3200 0040 0597

Prenumerata ,,Wiadomosci Chemicznych” dla cztonkéw PTCh, polaczona
z optata sktadek cztonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia sig nastgpujaco:

— prenumerata ,, Wiadomosci Chemicznych” na rok 2007 wraz ze sktadka czton-
kowska, w ramach ktorej dostarczany jest ,,Orbital”, wynosi 60 zt (sktadka — 50 z1,
prenumerata — 10 zt);

— emeryci, doktoranci oraz studenci ptaca 25 zt (sktadka — 15 zt, prenumerata
— 10 zb); a nauczyciele szkét srednich 1 podstawowych ptaca 30 zt (sktadka — 20 zi,
prenumerata — 10 zt).

Cztonkowie PTCh, ktorzy zechca zaprenumerowac ,, Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sa 0 wnoszenie optat na konto:

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

Redakcja ,, Wiadomosci Chemicznych”
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