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ABSTRACT

On November 19, 2014 in Wroclaw died Professor Andrzej Tramer, physical
chemist. He was involved in molecular spectroscopy and photophysics, devoting
particular attention to deactivation pathways of electronic excited states of molecu-
les. He worked in Poland and France. Here are a few words about his contribution to
the development of science and the traces left in our memory.
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STRESZCZENIE

W dniu 19 listopada 2014 r. we Wroctawiu zmart profesor Andrzej Tramer,
fizykochemik. Zajmowal si¢ spektroskopia i fotofizyka molekularng, szczegdlnie
duzo uwagi poswigcajac $ciezkom dezaktywacji elektronowo wzbudzonych stanéw
molekularnych. Pracowal w Polsce i we Francji. Ponizej kilka stow o jego wkladzie
w rozwdj nauki oraz o $ladach, jakie pozostawil w naszej pamigci.

1. POLSKA

Fot. 1. Docent Andrzej Tramer w swojej pracowni na Hozej 69 w latach szes¢dziesigtych XX w. ,,Jednos¢
miejsca i akcji” - biurko, tablica, stanowiska pomiarowe, zlew, wszystko w zasiegu reki. I jeszcze
papieros w ustach — w tych czasach palono je powszechnie

Photo 1. Associate Professor Andrzej Tramer in his lab at Hoza 69 in the sixties the twentieth century.
»The unity of place and action” — a desk, table, measuring points, sink, all at your fingertips. In ad-
dition, the cigarette in his mouth - at that time smoking was common

Niewielki zaulek na koncu diugiego korytarza w $wiatyni fizyki, jak zartobli-
wie fizycy nazywali stylowy budynek przy ulicy Hozej 69 w Warszawie. To tutaj
w latach 60. ubieglego wieku mlody, dobrze zapowiadajacy sie docent Andrzej Tra-
mer (Fot. 1) zorganizowal zespdt spektroskopii molekularnej. Byl wtedy autorem
kilkunastu prac, poswieconych widmom oscylacyjnym niewielkich ukladéw mole-
kularnych, a wérdd nich komplekséw tiocyjanianow [1]. Jak sie¢ pozniej okazalo,
wybor tych zwiazkow byl krokiem znacznie wybiegajacym w przyszios¢. Praca [1]
zaczeta by¢ cytowana dopiero po uplywie dekady od daty jej ukazania sie, ale od
tego momentu osiagnela bardzo duza liczbg cytowan.

Badania prowadzone przez zespdt Tramera koncentrowaly si¢ wokol przeja-
wow slabych oddzialywan miedzymolekularnych w widmach oscylacyjnych i elek-
tronowo-oscylacyjnych uktadéw molekularnych. Rzeczowym $ladem po tych
badaniach sg artykuly, takie jak ten donoszacy o pierwszej w swiecie obserwacji
tworzenia komplekséw charge-transfer w fazie gazowej [2] (na przykfadzie cyjanku
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karbonylu w oddzialywaniach z szeregiem donoréw elektronu), czy tez propozycja
modelu charge-transfer wigzania wodorowego [3].

Mniej uchwytnym $ladem, ale dobrze zachowanym w naszej pamieci byla
codzienna nauka rzemiosta u Tramera. Byt czlowiekiem o duzej wiedzy, btyskotli-
wym umysle, cenigcym dyscypling w mysleniu, dbajacym o logike i jasnos¢ wypo-
wiedzi, a jednoczesnie bezposrednim, przyjaznym, z poczuciem humoru. Czlonko-
wie jego 6wczesnego zespolu dobrze pamietajg jedyne w swoim rodzaju poranne
spotkania w ... kawiarni ,,USmiech’, majace charakter ni to seminarium, ni to kétka
samoksztalceniowego, gdzie przy kawie i w swobodnej atmosferze omawiano pro-
blemy w biezgcej pracy, a takze wspdlnie przerabiano wybrane podreczniki. Pamie-
taja tez krotka, zabawng skale ocen, ktdrg postugiwat si¢ Tramer - ,,chtam, niezla
robota i porzadna robota”. I niech nikogo nie dziwi, Ze w tym wspomnieniu najcze-
$ciej brakuje tytutowania — nie cenit sobie tego, istnial jako Tramer.

Warto doda¢, ze w tych czasach zaczely swoje dlugie Zycie jeszcze inne semi-
naria, przyblizajace osiggniecia spektroskopii molekularnej na $wiecie. Bylo to
wspolne dzielo trojki profesorow Z.R. Grabowskiego (IChF PAN), K.L. Wierz-
chowskiego (IBB PAN) i A. Tramera (IF PAN). Te seminaria odegraty ogromna role
w ozywieniu zycia naukowego i integracji ludzi z trzech osrodkéw warszawskich, do
ktérych z czasem dolaczyli ludzie spoza Warszawy, a same seminaria przetrwaly az
pot wieku.

Potrzeba wolnosci i niezaleznosci, bardzo silne u Tramera, w zderzeniu z tym,
co w naszej historii miesci si¢ pod hastem ,wydarzenia 1968 roku” spowodowaly, ze
wybral on status bezpanstwowca i wyjechat z Polski. Osiadl we Francji, gdzie podjat
prace w laboratorium fotofizyki molekularnej w Orsay, z ktérym zwigzany byl juz
do konca.

2. FRANCJA

Lata pracy we Francji, gdzie przeciez zaczynal zycie od nowa, przyniosly Tra-
merowi sukcesy i uznanie w wielu osrodkach w Europie i na §wiecie. Zajmowal si¢
»dyssypacja energii w ukladach molekularnych” - tak zatytulowal $wietng ksigzke
(4] napisang wraz z dwojgiem bliskich wspotpracownikéow.

O zdobyciu autorytetu w kregach naukowych decydowaty kolejno ukazujace
si¢ artykuty, wskazujace na podjecie metodycznych badan nad relaksacjg energii w
uktadach molekularnych. W budowie planu badan z pewno$cig istotny byt fakt, ze
bedac bardzo dobrym eksperymentatorem blisko wspotpracowat z teoretykami [5].
Nie przypadkiem najczesciej cytowanag jego praca [6] jest swoisty stownik — zesta-
wienie jezyka kinetyki chemicznej, uzywanego przez doswiadczalnikow z jezy-
kiem kwantowej teorii przej$¢ bezpromienistych.

Teoria przejs¢ bezpromienistych jest gesta od réznych przypadkow granicz-
nych, czesto krzyzujacych si¢ — mata i duza czasteczka, stabe i silne sprzezenie,
czasteczka izolowana i w kapieli cieplnej, granica statystyczna. Swoj dtugi marsz
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rozpoczat Tramer od studiow nad widmami emisji i1 jej zanikow w przypadku
matej, izolowanej (tzn. w warunkach bez zderzen przez odpowiednio dtugi czas)
czasteczki glioksalu [7-10]. Kilka lat eksperymentow, w trakcie ktorych osiggnigto
takg precyzje, ze udato si¢ zmierzy¢ czasy zycia niektérych podpozioméw rota-
cyjnych we wzbudzonym stanie singletowym, przyniosty dane o sile sprzg¢zenia
singlet-tryplet, a nawet o statych struktury nadsubtelnej trypletu [10].

Do grupy swoich ,,laboratoryjnych” czasteczek wybrat Tramer takze pirazyng
[11, 12] ze wzgledu na charakter nr™* jej najnizej wzbudzonego stanu singletowego
[11, 12], a takze perylen [13, 14], jako reprezentanta tzw. przypadku posredniego
w teorii przej$¢ bezpromienistych.

O procesach dezaktywacji biegngcych w czasteczkach izolowanych decy-
dujg mechanizmy sprzegajace pierwotnie wzbudzony stan izolowanej czgsteczki
z innymi jej stanami, petniagcymi rolg akceptorow energii. Jednak wiekszos$¢ proce-
sOW w otaczajacym $wiecie odbywa si¢ w fazie skondensowanej, gdzie w wyniku
oddziatywania miedzy czasteczkg a jej otoczeniem zachodzi wymiana energii,
pojawiaja si¢ nowe Sciezki dezaktywacji. Zespot Tramera publikowat prace i na
ten temat, a mianowicie o kolizyjnie indukowanym procesie intersystem crossing
w tlenku wegla [15, 16], o konwersji energii elektronowej na oscylacyjng w tlenku
azotu sputapkowanym w matrycy ksenonu, [17], o drogach relaksacji wzbudzo-
nych atomoéw rteci w matrycach gazow szlachetnych [18, 19], o fotofizyce metali I,
111 I grupy tworzacych z gazami szlachetnymi kompleksy i klastery [20] i o wpty-
wie mikro otoczen na drogi promienistej i bezpromienistej relaksacji naftalenu
w matrycach niskotemperaturowych [21].

W zespole Tramera pracowano tez intensywnie nad procesami przeniesienia
energii, tadunku i dezaktywacji zachodzacymi w réznego typu kompleksach 1:1,
takich jak kompleksy Van der Waalsa, charge transfer, excipleksy, excimery, z wia-
zaniem wodorowym [22-26].

Jedna z ostatnich prac Tramera [27] zapowiadata wyjscie poza krag kom-
pleksow 1:1, a mianowicie dotyczyta spektroskopii i dynamiki najnizszego stanu
wzbudzonego w klasterach antracenu z duzg liczbg czasteczek (az do n = 5). We
wszystkich klasterach wykryto obecno$¢ emisji excimerowej. Powstato wigc pyta-
nie o niezidentyfikowane kanaly relaksacji w tych bardzo juz ztozonych uktadach.
Na razie bez odpowiedzi.

3. POLSKA - FRANCJA

Wyjazd Tramera z Polski nie przerwal jego kontaktéw z przyjaciétmi i z Polska.
Dom Trameréw we Francji byl zawsze otwarty dla znajomych i ,,znajomych znajo-
mych” zza zelaznej kurtyny. Po pewnym czasie udalo si¢ takze powrdci¢ do kontak-
tow naukowych [25, 26, 28-30], a w konicu zdecydowal si¢ przyjezdza¢ do Polski.
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Fot. 2. Profesor A.Tramer we Francji w roku 2005 (foto — K. Bukowczyk)
Photo 2. Professor A.Tramer in France in 2005 (photo - K. Bukowczyk)

W ostatnich latach zycia Tramer z przyjaciétmi opublikowat artykut na zaska-
kujacy temat - rozwoju i upadku alchemii [31]. Ta mata, historyczno-filozoficzna
rozprawa (uzywajac jezyka Tramera — porzadna robota: duzo faktow, fadnie ilustro-
wana) jest refleksja na temat wspoélzaleznosci miedzy istnieniem jakiej$ dyscypliny
a klimatem intelektualnym czaséw w jakich rozwija si¢ badz umiera.

Byl wybitnym naukowcem i madrym czlowiekiem
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ABSTRACT

Before discovery of the Tat peptide over twenty years ago, it was assumed that
large peptides and proteins do not penetrate cell membranes. After discovery of Tat,
Penetratin [1, 2] and several other peptides of natural origin, able to cross the cell
membranes in an energy-independent manner, the structural determinants of their
cell-penetrating potency were established, including polycationic character, amphi-
paticity and presence of proline-rich motifs [3, 4].

Currently known cell-penetrating peptides of natural or synthetic origin are
composed of 5 to 40 amino acid residues and belong to one of the three families:
oligocationic, amphipatic or proline-rich and penetrate the biological membranes
by endocytosis or other ways of direct translocation. Most of these translocation
mechanisms are not exclusive and may occur simultaneously, and their contribution
may be different for each peptide depending on the conditions (e.g. CPP concentra-
tion, pH, etc.).

Most CPPs demonstrate little or no mammalian cell toxicity what makes them
promising vectors for drug delivery. Such vectors might be useful for efficient inter-
nalization of compounds otherways poorly penetrating biological membranes.
Novel CPP-effector conjugates may become effective anticancer or antimicrobial
agents of a great potential for chemotherapy [3, 5].

In this short review we present a glimpse at the current state of knowledge con-
cerning sub-families, types and mechanisms of action of most prominent members
of CPP family.

Keywords: CPP, cell-penetrating peptides, penetratin, endocytosis, amphipaticity
Stowa kluczowe: peptydy penetrujace, penetratyna, endocytoza, amfipatyczno$¢
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

BIP - peptydowy inhibitor Bax (ang. Bax inhibiting peptide)

ACPP - aktywowalne peptydy penetrujace (ang. activatable
cell-penetrating peptides)

CAMP - kationowe peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang.
cationic antimicrobial peptides)

CPP - peptydy penetrujace blony komorki (ang. cell-pene-
trating peptides)

FGF - czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblasts growth
factor)

GFP - biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent
protein)

GST - S-transferaza glutationu (ang. glutathione S-trasfe-
rase)

MTS - sekwencje przenikania przez blony (ang. membrane
translocating sequences), rowniez CPP

NLS - sekwencja lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localisa-
tion sequence)

PTD - peptydowe domeny transdukcji (ang. peptide trans-
duction domains), rowniez CPP

TAR - region transaktywujacy (ang. trans-activation respon-
sive element)

TAT (lub Tat) - transaktywator transkrypcji (ang. trans-activator of

transcription)
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WPROWADZENIE

Jeszcze nieco ponad dwadziescia lat temu powszechnie sadzono, Ze czasteczki
peptydow i bialek (oraz wielu innych zwiazkéw polarnych) nie majg zdolnosci swo-
bodnego przenikania przez blony biologiczne. Nieco pdzniej odkryto jednak grupe
peptydow, ktore dzieki specyficznemu oddziatywaniu z bfong komorkowsa sa w sta-
nie wnikna¢ do jej wnetrza oraz przedostac sie na druga strone. Sg to tzw. peptydy
penetrujace (ang. CPP - Cell Penetrating Peptides; rOwniez PTD - ang. peptide trans-
duction domains, MTS - ang. membrane translocating sequences, Trojan peptides).
Niektore z tych peptydéw nie tylko potrafig przenikng¢ do wnetrza komorki, ale
réwniez sa w stanie zwigkszy¢ przenikalno$¢ innych, nawet znacznie wigkszych,
zwigzkow.

Odkrycie peptydéw penetrujacych nastgpilo dos¢ niedawno, bo pod koniec lat
osiemdziesigtych XX wieku. Udowodniono wtedy, ze jedno z biatek wirusa HIV
bedace trans-aktywatorem transkrypcji (TAT) jest w stanie przenikna¢ do wnetrza
hodowanych komérek limfocytow, a zdolnosé¢ ta jest wynikiem obecnosci w struktu-
rze tego bialka fragmentu oligopeptydowego o specyficznej sekwencji [1]. Niedlugo
pdzniej, podobne wlasciwosci stwierdzono dla fragmentu biatka homeotycznego
wystepujacego u muszki owocowej (Drosophila), ktéry nazwano penetratyna [2, 6].

Te dwa odkrycia zapoczatkowaly badania nad mechanizmami penetracji biatek
i peptydéw przez blony i doprowadzily do odkrycia w biatkach wiruséw, komorek
drobnoustrojow i organizméw wyzszych kolejnych sekwencji stymulujacych pene-
tracj¢ transblonowa [4]. Do chwili obecnej odkryto caly szereg takich sekwencji,
jak rowniez wykazano zdolnosci penetracyjne dla wielu peptydéw, zaréwno pocho-
dzenia naturalnego, jak i calkowicie syntetycznych sekwencji zaprojektowanych na
podstawie analizy strukturalnej wczesniej odkrytych CPP [3].

Dos¢ trudno poda¢ jedna, spdjna definicje peptydéw penetrujacych. Mozna
powiedzie¢, ze CPP sg krotkimi peptydami, liczacymi od 5 do 40 reszt aminokwa-
sowych, posiadajgcymi zdolno$¢ wnikania do wnetrza komorki za pomoca réznych
mechanizméw, w tym nie wymagajacych dostarczenia energii oraz endocytozy,
bez angazowania specyficznych receptoréw i stereospecyficznego rozpoznawania.
Wiekszo$¢ CPP nie posiada wlasciwosci toksycznych, chociaz sg znane przyktady
CPP o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Przytaczenie CPP (kowalencyjnie lub
niekowalencyjnie) do innych aktywnych biologicznie czasteczek znacznie zwigksza
zdolnos¢ przenikania przez btone komdrkowsy tych ostatnich [3, 5].

Istnieje wiele zwigzkow o budowie peptydowej, biatkowej lub kwaséw nukle-
inowych stanowiacych potencjalne leki, ktére jednak nie sg zbyt efektywne ze
wzgledu na ograniczong przenikalnos¢ przez btony komoérkowe [7]. Polaczenie
tych zwigzkéw z nosnikiem w postaci CPP moze stanowi¢ szans¢ na zwigkszenie
ich penetracji blon komdrkowych, a tym samym na zwigkszenie efektywnosci. Tego
typu polaczenia sg czgsto w stanie nie tylko penetrowa¢ blony komodrkowe, ale tez
przenika¢ do jadra komoérkowego, a nawet pokonywac bariere krew-mozg [8].
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1. RODZINY PEPTYDOW PENETRUJACYCH

Podzialu peptydéw penetrujacych mozna dokona¢ m.in. na podstawie: mecha-
nizmu pokonywania btony komérkowej, sposobu tworzenia koniugatéw, sekwencji
i budowy peptydéw lub ich pochodzenia. W przypadku tego ostatniego kryterium,
wyrézni¢ mozna CPP pochodzenia naturalnego, CPP chimeryczne - stanowiace
polaczenie sekwencji dwdch naturalnych peptydéw, z ktérych jeden posiada wlasci-
wosci penetrujace, za$ drugi modyfikuje to dziatanie oraz CPP syntetyczne, ktérych
sekwencja zostala opracowana na podstawie badan zaleznosci struktura-aktywnos¢.

Tabela 1. Najwazniejsze rodziny peptydow penetrujacych
Table 1. The most important families of Cell-penetrating peptides
Przyklad
Klasyfikacja Rodzina Przylél;;iowy Pochodzenie Sekwencja transportowanego
zwigzku
Bialko wirusa | RKKRRQRR
Tat (49-60) HIV-1 RPPQ [4] B-galaktozydaza [8]
Kationowe Rodzina Tat
Oligoarginina | Pochodna Tat R, (gdzie Cyklosporyna A [9]
g0%e n=6-10) [4] YIEOspory
Domena
RQIKIWFQN
pAntp homeotyczn'fi RRMKWKK (4] Polo-box [10]
Antennapedia
Penetratyny b
omena
RVIRVWFQN .
plsl homeotyczna KRCKDKK [4] Biotyna [11]
Isl-1
Galanina GWTLNSAGY
Transportan { mastoparan LLGKINLKAL siRNA [12]
Chimeryczne : AALAKKIL [4]
CPP
HIV-1 gpd1 GALFLGFLGA ‘
Amfipatyczne MPG (NLS AGSTMGAWS | siRNA [13]
! QPKKKRKYV [4]
Zoladek TRSSRAGLQW
Pochodne pep- Buforyna 2 ropuchy PVGRVHRLL GFP [14]
tydéw przeciw- RK [4]
drobnoustrojo- SynB (1) Protegrvi RGGRLSYSRR Doksorubicyna
wych Y SIYRY | RESTSTGR[4] | [15]
PAF26 Syntetyczny RKKWEFW [16]
LGTYTQDENK
E;}l;:d}?& hCT (9-32) i:l‘iZkgnina FHTFPQTAIGV | GFP [17]
v GAP [4]
Bogate . VRLPPPVRL PP
w proline SAP y-zeina PVRLPPP [18] Fluorofor [18]
Pochodne czyn- | Sekwencja
P, AAVALLPAVL
hegtr}(;(gbowe nika wzrostu sygnatowa Kaposi FGF L AI\JIL AP 1;; NF-xB [19]
Y fibroblastow Kaposi FGF
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Wydaje si¢, ze najbardziej uzasadniony sposob podziatlu opiera si¢ na wspdl-
nych elementach strukturalnych. Pod tym wzgledem wsréd znanych CPP wyroz-
ni¢ mozna trzy gléwne grupy: CPP oligokationowe, CPP amfipatyczne oraz CPP
zawierajace reszty proliny. W Tabeli 1 przedstawione zostaly przyklady CPP naleza-
cych tych grup, ich sekwencje aminokwasowe oraz przyktady ich zastosowania jako
no$nikéw substancji trudno penetrujacych blony biologiczne.

1.1. OLIGOKATIONOWE CPP

Peptydy z tej rodziny charakteryzujg si¢ wysokim dodatnim tadunkiem wypad-
kowym czgsteczki wynikajacym z duzej zawartosci zasadowych reszt aminokwaso-
wych lizyny i/lub argininy i niewielkiej ilo$ci lub catkowitego braku reszt kwasowych.
Szczegoblng role w przenikaniu przez blony wydaja sie pelni¢ grupy guanidynowe
argininy. Wymiana reszt Arg na cytruline pozbawia CPP calkowicie zdolnosci do
penetracji blony [20]. Arginina prawdopodobnie tworzy wielokrotne wigzania
wodorowe z fosfolipidami na powierzchni komoérki, co ma kluczowe znacznie dla
przenikania oligokationowych CPP [21].

1.1.1. Bialtko Tat

Bialko Tat (ang. trans-activator of transcription) zostalo wyizolowane z wirusa
HIV-1. Bialko to przenika przez blone komérkowg limfocytow T, a nastepnie faczy
sie z mRNA na koncu 5’ nici, gdzie znajduje si¢ element TAR (ang. trans-activa-
tion responsive element). Polaczenie biatka z RNA nastepuje poprzez domene Tat
sekwencji RKKTTYRRR, za$ za odpowiedz jadra komérkowego (ang. nuclear loca-
lisation signal, NLS) odpowiada fragment peptydu o sekwencji GRKKR. Ten drugi
fragment odpowiedzialny jest za przenikanie peptydu do jadra komdrkowego [22].

Wiasciwosci fragmentu biatka Tat, jako peptydu penetrujgcego, zostaly odkryte
po raz pierwszy gdy zaobserwowano, ze koniugat trzydziestoszescio-aminokwaso-
wego fragmentu w/w bialka (reszty 37-72) z -galaktozydaza (177 kDa) byt w stanie
wnikng¢ do wnetrza komorki zwierzecej [23]. W pozniejszych badaniach stwier-
dzono, ze wlasciwosci penetrujgce wykazuje juz krétszy fragment, Tat,, ., 0 sekwen-
cji RKKRRQRRR.

Na podstawie badan analogéw peptydu Tat z przylaczonymi sondami fluore-
scencyjnymi i prob z réznego typu inhibitorami proceséw komoérkowych (opisa-
nych w dalszej czgsci), jako gléwny mechanizm przenikania przez blony biologiczne
zaproponowano endocytoze, ktora jest procesem zaleznym od energii. Zdolnos¢
bezposredniego przenikania przez blony jest jednak niezbedna, aby peptyd wraz
z transportowanym zwigzkiem maogt opusci¢ endosom [4].

Witasciwosdci penetrujgce, podobne do tych wykazywanych przez Tat, .,
stwierdzono dla syntetycznych oligopeptydéw zbudowanych z reszt Arg lub Lys,
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w tym oktaargininy i dekalizyny [23]. Ta pierwsza wykazuje nawet dwudziestokrot-

nie wigkszg skutecznos¢ niz sam peptyd Tat,, ...

1.2. AMFIPATYCZNE CPP

Peptydy nalezgce do tej grupy charakteryzujg sie przede wszystkim obecnoscia
dodatnio naladowanych reszt aminokwaséw (L-argininy i/lub L-lizyny) oraz reszt
aminokwaséw hydrofobowych (najczesciej L-tryptofanu i/lub L-fenyloalaniny).
Amfipatycznos¢ tych peptydéw mozna podzieli¢ na pierwotna i wtérng. Pierwotna
amfipatycznos¢ wynika z wyraznego podziatu sekwencji peptydu na cz¢$¢ hydro-
fobowa i hydrofilowg (np. tak jak w syntetycznym PAF26 o sekwencji RKKWFW).
Wtdrna amfipatyczno$¢ jest efektem powstawania peptydowych struktur drugorze-
dowych (np. a-helikalnych), w ktorych sprotonowane grupy z fancuchéw bocznych
reszt aminokwasow zasadowych znajdujg sie po przeciwnej stronie struktury wzgle-
dem reszt hydrofobowych [18].

1.2.1. Penetratyny

Biatka homeotyczne s3 jednym z czynnikéw bioracych udzial w transkrypcji.
Po raz pierwszy wykryto je u muszki owocowej (Drosophila), a nastepnie u innych
zwierzat i roslin. Wiagza one DNA za posérednictwem sekwencji 60 reszt amino-
kwasowych noszgcej nazwe domeny homeotycznej, ktéra zbudowana jest z trzech
a-helis, z czego trzecia rozpoznaje docelowe miejsce w helisie DNA.

Zdolno$¢ penetratyny (o sekwencji “RQIKIWF’QNRRM*KWKK) do prze-
nikania blon komérkowych odkryta zostata w 1991 r. podczas badania roli domeny
homeotycznej w rozwoju uktadu nerwowego [2]. Pdzniej powtorzono te obserwacje
przy udziale innych domen homeotycznych i biatek homeotycznych, co dato pod-
stawy do stworzenia koncepcji peptyddéw penetrujacych [6, 24].

Badajgc mutanty biatek homeotycznych stwierdzono, ze najwiekszy wplyw na
ich przenikanie przez blony komdrkowe ma sekwencja trzeciej helisy [25]. Zsynte-
zowany fragment skladajacy si¢ z szesnastu reszt aminokwasowych (43-58), ktory
wykazuje zdolnos¢ penetracji blon biologicznych, jest ponadto w stanie wnikna¢ do
jadra komorki. Translokacja nastepowata we wszystkich typach badanych komo-
rek ze 100% skuteczno$cia, zaréwno w temperaturze 4, jak i 37°C, co wskazuje na
mechanizm niezalezny od dostarczania energii [26]. Badania z uzyciem spektrosko-
pii dichroizmu kolowego wskazujg na to, ze w srodowisku wodnym peptyd ten nie
tworzy helisy; powstaje ona dopiero w srodowisku hydrofobowym (np. wewnatrz
blony komérkowej) [27].

Jako gléwny sposob transportu penetratyn przez blony komoérkowe zapropo-
nowano mechanizm odwrdconej miceli (opisany w dalszej czesci). Oczywiscie nie
mozna wykluczy¢ innych mechanizmoéw, jednak wykonane badania wskazujg na
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znaczny udzial wspomnianego powyzej procesu [6]. Pewien udzial we wnikaniu
penetratyn do wnetrza komorki ma prawdopodobnie takze endocytoza. Wskazuje
na to zmniejszenie przenikalno$ci po zastosowaniu inhibitoréw metabolizmu oraz
endocytozy. Ponadto wigzanie penetratyny na powierzchni komorki z glikozoami-
noglikanami moze inicjowa¢ endocytoze przytaczonego do tego peptydu ,,fadunku”
o duzej masie [28].

1.2.2. Kationowe peptydy przeciwdrobnoustrojowe (CAMP)

Naturalne kationowe peptydy przeciwdrobnoustrojowe (CAMP) zawieraja
przewaznie od 13 do 50 reszt aminokwasowych. W ich sekwencjach wyréznic
mozna domeny o znacznym udziale reszt hydrofobowych oraz domeny zlozone
z reszt aminokwasow z kationowg grupa w tancuchu bocznym (lizyna oraz argi-
nina). Syntetyczne pochodne CAMP mogg mie¢ znacznie krétsza sekwencje (poni-
zej 10 reszt aminokwasowych) [28].

Wiekszos¢ CAMP ma mozliwos¢ penetracji blony komérkowej mikroorgani-
zmoéw doprowadzajac do lizy komorek. Jednak czg$¢ z nich jest w stanie przenikna¢
w bardziej subtelny sposob poprzez blong, nie niszczac komorki. Te wlasnie zali-
czajg sie do peptyddw penetrujgcych [29].

Zwigzek nazwany skrotowo PAF26 jest heksapeptydem o sekwencji RKKWFW
i o stwierdzonym dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym. Mechanizm tego dzialania
nie zostal jeszcze do konca poznany [30]. W toku badan stwierdzono, ze PAF26 jest
w stanie pokonywac blony komoérkowe [28].

Widoczny jest podziat tego peptydu na czg¢é¢ o charakterze hydrofilowym (argi-
nina i dwie reszty lizyny) i hydrofobowym (fenyloalanina i dwie reszty tryptofanu).
Ma to duzy zwiazek z przenikaniem bton. Okazuje si¢, ze prawdopodobnie mecha-
nizm przenikania jest zalezny od stgzenia peptydu. W niskich stezeniach transport
zalezny jest od energii, za$ przy wyzszych — przejscie przez btong nastepuje nie-
zaleznie od energii. Jako najbardziej prawdopodobny sposéb przenikania bton dla
CAMP postulowany jest ,,mechanizm dywanowy”. Prawdopodobnie wlasciwosci
penetrujace w sposob niezalezny od energii wykazuje jedynie wersja PAF26, w kto-
rej N-koncowa grupa a-aminowa jest acetylowana, a C-konicowa grupa a-karbok-
sylowa wystepuje w formie amidowej. Wolny heksapeptyd wnika efektywnie do
komorek, jednakze gtownie za posrednictwem biatek transportowych, nazywanych
permeazami oligopeptydowymi [Schielmann M., Kawczynski M. i in., dane niepu-
blikowane].

1.2.3. Transportan - CPP chimeryczny

Transportan jest syntetycznym peptydem zbudowanym z 27 reszt aminokwa-
sowych. Podzieli¢ go mozna na dwie czgsci: N-koncowy, 12-peptydowy fragment
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galaniny (neuropeptydu) oraz mastoparan (peptyd pochodzacy z jadu os, ktéry ma
zdolno$¢ oddzialywania z blong komorkows), polaczone reszta lizyny [31]. Jego
sekwencja przedstawia sie nastepujaco: GWTLNSAGYLLG"”KINLKALAALAK-
KIL.

Podobnie jak w przypadku niektérych peptydéw penetrujacych, wida¢ tu
wyrazny podzial na cze¢$¢ hydrofilows, zawierajaca reszty lizyny oraz hydrofobowa,
w sklad ktdrej wchodzi migdzy innymi tryptofan.

Badania przenikania transportanu z zastosowaniem inhibitoréw endocytozy
dowodza, ze nie bierze ona udzialu podczas translokacji tego peptydu przez blone,
a rzeczywisty mechanizm translokacji jest niezalezny od energii metabolicznej.
Wykazano tez, ze przenikalno$¢ nie zalezy od rodzaju komorki, a transportan jest
w stanie przenikng¢ nie tylko do cytoplazmy, ale takze do jadra komdrkowego.
W przypadku transportanu najprawdopodobniej najwigkszy udzial w przenikaniu
blon ma mechanizm dywanowy [31].

1.3. CPP BOGATE W PROLINE

Czes¢ peptyddw z tej grupy mozna zaklasyfikowac jako peptydy amfipatyczne
wtérne ze wzgledu na tworzenie struktury poliproliny I polaczonej z hydrofilowymi
resztami aminokwasow. Powstajaca w ten sposob helisa zawiera 3.0 reszty amino-
kwasowe na skret [18]. Przykladem moze by¢ tu pochodzacy z biatka y-zeiny peptyd
SAP o sekwencji: VRLPPPVRLPPPVRLPPP. 50% sekwencji tego peptydu stanowi
prolina, dzieki czemu tworzy sie wspomniana wczeéniej helisa. W pozycjach 2, 8, 14
znajdujg sie zasadowe reszty argininy, ktére tworzg hydrofilowg strone peptydu, zas
walina w pozycjach 1, 7 i 13 tworzy strone hydrofobowa (Rys. 1) [18].

Ltk

Val - Arg-Leu-Pro=-Pro-Pro - Val - Arg- Leu - Pro- Pro=- Pro~Val - Arg-Leu - Pro - Pro - Pro

Rysunek 1. Tréjwymiarowa struktura helisy peptydu SAP bogatego w proling. Hydrofilowe reszty Arg skiero-
wane s3 w jednym kierunku, za$ hydrofobowe reszty Val i Leu w przeciwnym. Na podstawie [32]

Figure 1. Helical structure of proline-rich SAP. Hydrophilic arginine residues are clustered on the one side
and hydrophobic residues (Valine and Leucine) on another one. Based on [32]

Zbadano réwniez peptydy zbudowane na bazie struktury polihydroksyproliny.
Zmodyfikowano reszty hydroksyproliny w taki sposob, ze do grupy hydroksylo-
wej przylaczano podstawniki hydrofobowe lub kationowe. Nastepnie faczono je na
przemian: jedna hydroksyprolina z hydrofobowym podstawnikiem i dwie nastepne
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z hydrofilowym. Otrzymano w ten sposob helis¢ zawierajaca 3.0 reszty na skret
(analogicznie jak struktura poliproliny IT) o wlasciwosciach amfipatycznych. Otrzy-
many peptyd okazal si¢ mie¢ zdolnos¢ przenikania bton komoérkowych [33].
Peptyd SAP oraz jego analogi, podobnie jak y-zeina, maja tendencje do agre-
gacji w dlugie fibryle. Tworza si¢ one z opisanych powyzej struktur ukladajac sie
hydrofobowa strong do wnetrza, a hydrofilowa na zewnatrz. Powstale w ten spo-
sob cylindryczne micele, taczg sie dalej tworzac fibryle [32]. Moze mie¢ to zwigzek
z przenikaniem peptydu do wnetrza komorek, gdyz dodatnio natadowane fancuchy
boczne aminokwasow beda oddzialywaly z ujemnymi fadunkami fosfolipidow.
Wiasnosci penetrujace sg sugerowane takze dla mniejszych oligopeptydow
takich, jak np. VRLPPP, jednakze nie zostalo to jednoznacznie potwierdzone.

1.4. AKTYWOWALNE PEPTYDY PENETRUJACE (ACPP)

W 2004 roku przeprowadzono badania z wykorzystaniem syntetycznych pep-
tydéw, ktére nazwano aktywowalnymi peptydami penetrujacymi (ACPP). W ich
budowie mozna znalez¢ fragmenty sekwencji poznanych i opisanych CPP, ktére
zostaly zmodyfikowane poprzez dodanie kolejnych elementéw. ACPP skladajg sie
wiec z trzech czesci; pierwsza jest wlasciwy peptyd penetrujacy (analog biatka Tat,
ktory zawiera znaczng ilo$¢ kationowych reszt aminokwasowych argininy i lizyny),
druga cze¢s$¢ to facznik (linker) podatny na dzialanie enzymu proteolitycznego, za$
trzecia cz¢$¢ to inhibitor transdukeji bedacy peptydowym fancuchem zbudowanym
z reszt aminokwasowych posiadajacych ujemnie naladowane grupy boczne (naj-
czesciej kwasu glutaminowego). Dzieki takiej budowie, oddzialywanie dodatnio
natadowanych tancuchéw bocznych z fosfolipidami blony komérkowej jest znacz-
nie utrudnione i peptyd nie wykazuje przenikalnosci do momentu, gdy linker nie
zostanie przeciety przez odpowiednig proteaz¢. Wtedy peptyd penetrujacy zaczyna
dziata¢ normalnie (Rys. 2) [34].

o “t ADUNEK”
polikation ¢
A
LINKER t+++++ 4
______ —_—
polianion PROTEAZA

Rysunek 2. Sposob dzialania ACPP: Czes¢ polianionowa oddziatuje z czescia polikationowa; w wyniku dzia-
tania proteaz dochodzi do rozerwania linkera i odblokowania czesci kationowej, a tym samym
umozliwienia przenikania CPP

Figure 2. Mechanism of action of activable CPPs. A polycationic part of the molecule interacts with a poly-
anionic one. Upon the action of proteases, the linker is cleaved, the polycationic fragment beco-
mes unblocked what facilitates CPP penetration
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Jednym z wykorzystywanych linkeréw jest peptydowa sekwencja PLGLAG,
ktdra jest substratem dla metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomdrkowej (MMP).
Linker ten zostal zaprojektowany do przenoszenia przez CPP leku przeciwnowo-
tworowego, poniewaz duza produkcja MMP jest zwigzana z rozwojem komorek
nowotworowych. Dzieki temu lek przenika do wnetrza komoérek gléwnie w miej-
scach powstawania guza [35]. Z powodzeniem prowadzone sg rowniez badania nad
zastosowaniem ACPP osadzonych na powierzchni nanoczastek bedacych lekami
[36].

1.5. HYDROFOBOWE CPP

CPP nalezace do tej rodziny s3 stosunkowo nieliczne w poréwnaniu do katio-
nowych czy amfipatycznych CPP. Mozna je podzieli¢ na takie, ktore zbudowane s3
wylacznie z reszt hydrofobowych oraz takie, ktdre zawierajg nieliczne, zjonizowane
reszty aminokwasowe, jednak ich sumaryczny tadunek jest niewielki [37].

Jednym z pierwszych opisanych peptyddw tej rodziny byl hydrofobowy frag-
ment domeny sygnalowej czynnika wzrostu fibroblastéw Kaposiego (K-FGF)
o sekwencji AAVALLPAVLLALLA. Peptyd ten wykazywal dobra przenikalnos¢
do komorek, podobnie jak jego koniugat z wigkszymi fragmentami peptydowymi
(sekwencja lokalizacji jadrowej — NLS) [19].

Dalsze badania czynnika wzrostu fibroblastow doprowadzity do opisania kolej-
nych peptyddw takich, jak np. fragment FGF12 o sekwencji PIEVCMYREP (okres-
lony mianem CPP-C). Biatko, z ktérego pochodzi, nie oddzialuje na Zadne receptory
wzrostu fibroblastow, jednak ma zdolno$¢ przenikania do wnetrza komorki. Réw-
niez koniugaty tych sekwencji z innymi peptydami sg zdolne do penetracji blony
komorkowej, a nawet wnikania do jadra komdrkowego [40].

Innymi ciekawymi peptydami zaliczanymi do tej rodziny, sa pentapeptydowe
fragmenty biatka Ku70, wybrane z tzw. domeny inhibitorowej Bax (Bax jest induk-
torem programowanej $mierci komorki, zas jedna z rél biatka Ku70 jest jego inhibi-
cja). Peptydy te, o przykladowych sekwencjach: PMLKE, VPALR, IPALK, VPTLK,
w literaturze wystepuja pod nazwa BIP. Pomimo niewielkiego rozmiaru, peptydy
BIP sg w stanie transportowac biatko GFP przez blone komdrkowa [38].

Sposéb pokonywania blony komoérkowej przez te peptydy nie zostal jesz-
cze jednoznacznie ustalony. Wiadomo, ze CPP-C przenika poprzez endocytoze, a
nastepnie ucieka z endosomu [40]. W poczatkowych badaniach peptydu K-FGF
ustalono, ze jego przenikanie do komorki jest niezalezne od ATP [19]. Grupa synte-
tycznych, hydrofobowych CPP prawdopodobnie jest w stanie przenikaé przez blone
bezposrednio. Sg to peptydy o sekwencjach otrzymanych z biblioteki stworzonej na
bazie obliczen statystycznych bazujacych na sekwencjach znanych juz CPP. Byly one
w stanie przenikaé przez sztuczng blone fosfolipidows, wiec endocytoza nie wcho-
dzila tu w gre. Wykazaly réwniez taka zdolno$¢ w badaniach na zywych komérkach
(39].
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2. MECHANIZMY PENETRAC]I BLON BIOLOGICZNYCH PRZEZ CPP

Na podstawie dotychczasowych badan opracowano kilka mozliwych mechani-
zmow transportu peptydow przez blony komdrkowe. Wigkszos¢ z nich nie wyklucza
sie wzajemnie i prawdopodobnie wystepuje rownolegle, a ich udzial moze by¢ rézny
dla danego peptydu zaleznie od warunkow (np. stezenia CPP, pH, temperatury, itp.).

Mechanizmy penetracji CPP przez blony mozna podzieli¢ na réznego rodzaju
endocytozy (wykorzystujace energie metaboliczng, czyli zgromadzong w komorce
w postaci ATP) oraz bezposredni transport przez blon¢ komoérkowsa. Ten drugi
rodzaj transportu jest niezalezny od energii i temperatury. W jego trakcie dochodzi
do lokalnej destabilizacji btony komdrkowej, w trakcie ktérej peptydy przedostajg
sie na jej drugg strone. W poczatkowych badaniach CPP postulowano wlasnie ten
mechanizm przenikalnosci, pézniej go odrzucono, by ostatecznie jednak potwier-
dzi¢ taki przebieg poprzez doswiadczenia z zastosowaniem inhibitoréw endocytozy,
prowadzone w niskich temperaturach [41, 42].

Ustalono kilka cech wspdlnych, charakterystycznych dla wiekszosci CPP, ktére
majg duze znaczenie dla transportu poprzez blony komdrkowe. Jedna z nich jest
obecnos¢ dodatnio naladowanych reszt aminokwasowych L-argininy i r-lizyny
(cecha ta nie dotyczy hydrofobobywch CPP). Ich rolg jest oddzialywanie z ujem-
nie naladowanymi fosfolipidami i proteoglikanami wystepujacymi na powierzchni
komorki. Ponadto stwierdzono, Ze arginina ma wicksze znaczenie dla przenikalnosci
niz reszty lizyny [43]. Moze mie¢ to zwigzek z tworzeniem si¢ wigzan wodorowych
pomiedzy grupami guanidynowymi tanicucha bocznego argininy, a fosforanowymi,
sulfonowymi lub karboksylowymi sktadnikéw blony [21].

Obecnos¢ reszt aminokwaséw o charakterze hydrofobowym w sekwencji ma
istotny wplyw na zdolno$¢ przenikania, jednakze zbyt duza hydrofobowo$¢ moze
prowadzi¢ do zmniejszenia przenikania wynikajacego z zatrzymywania takiego
peptydu wewnatrz blony komoérkowej [44]. Szczegdlna role odgrywajg tutaj reszty
aminokwasdéw aromatycznych, w tym L-tryptofanu, nie tylko ze wzgledu na hydro-
fobowos¢, ale rowniez zwigkszong gestos¢ elektronowg wynikajaca z obecnosci
zdelokalizowanych elektronéw 7. Tryptofan ma takze duzy udzial w destabilizacji
blony komdrkowej [45]. Ma on mozliwos¢ oddziatywania z biatkami blonowymi
oraz glikozaminoglikanami, co powoduje przenikanie CPP na drugg stron¢ blony
komorkowej [46].

Jak wykazaly badania, konfiguracja absolutna reszt aminokwasowych w CPP
nie ma wigkszego wplywu na przenikanie przez blony, gdyz mechanizmy transdukeji
nie angazujg zadnych specyficznych receptorow. Nawet jesli analog tworzy drugo-
rzedowq strukture (np. helise), a zbudowany jest z reszt b-aminokwaséw, struktura
ta stanowi odbicie lustrzane pierwotnej struktury i oddziatuje z blong w analogiczny
sposdb jak ,oryginal”. Ponadto analogi zbudowane z reszt p-aminokwaséw sa dtu-
zej akumulowane w komorkach, co wynika z ich wigkszej odpornoséci na dzialanie
enzymow tngcych wigzania peptydowe [18, 27, 28].
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2.1. ENDOCYTOZA

Endocytoza jest procesem wystepujacym praktycznie w kazdej komorce, zalez-
nym od energii i przez komdrke regulowanym. Ma na celu dostarczenie komorce
niezbednych substancji ze $rodowiska. Jako mechanizm translokacji peptydow
penetrujacych przez blone dzieli si¢ na dwa etapy: wniknigcie do komérki poprzez
endocytoze i ucieczke z endosomu. Endocytoza w réznych formach towarzyszy
przenikaniu wigkszosci peptyddéw, jednak w przypadku pochodnych peptydu Tat
ma gléwny udzial w transporcie.

Badania nad mechanizmem transdukcji zaczely sie od obserwacji przeniesie-
nia duzego enzymu przez krotki fragment bialka Tat do wnetrza komorki ssaka.
Udowodniono, Ze bialko Tat posiada dwie domeny: jedna z nich - domena podsta-
wowa - inicjuje wnikniecie do wnetrza jadra komdrkowego i moze odpowiadac za
pokonywanie bton biologicznych, a drugg jest przylegajaca a-helisa poprzez ktéra
biatko oddziatywuje z RNA [47]. Podobna konfiguracja wystepowala w przypadku
penetratyn — co wtedy bylo uznawane za istotne w procesie przenoszenia do wne-
trza komorki [26].

Grupe analogéw peptydu Tat z delecja w domenie podstawowej lub w a-helisie
przebadano pod wzgledem przenikania przez blony komdérkowe przy uzyciu zna-
kowania fluorescencyjnego. Na podstawie tych doswiadczen jednoznacznie wyka-
zano, ze a-helisa nie ma wplywu na transport przez bton¢ komorkows. Jako proto-
typ peptydu penetrujacego Tat uznano sekwencje GRKKRRQRRR, ktéra zawiera
wspomniany juz fragment odpowiedzialny za oddzialywanie biatka Tat z RNA oraz
motyw NLS. Ponadto usuniecie z peptydu a-helisy zmniejszylo jego cytotoksycz-
no$¢ [48]. Skan alaninowy sekwencji transportujacej pokazal, ze wymiana ktore-
gokolwiek aminokwasu powoduje znaczne zmniejszenie zdolnosci przenikania
bton [49, 50].

Poczatkowo postulowany mechanizm niezalezny od energii, zostal zakwestio-
nowany [51]. Badania przenikalno$ci przy uzyciu znacznikéw fluorescencyjnych
wskazywaly na akumulacje wewnatrz komorek. Jednak peptydy Tat chetnie tacza
sie z ujemnie naladowanymi czgstkami, w tym nie tylko z peptydoglikanami i fosfo-
lipidami wystepujacymi na powierzchni blony komodrkowej, ale takze z powierzch-
niami szklanymi i plastikowymi. Przemywanie, stosowane w tych badaniach, nie
wystarczyto do odmycia z powierzchni naczyn zwigzanego z nimi znakowanego
peptydu co w konsekwencji prowadzito do zafalszowania wynikéw [52]. Zatem
endocytoza jako mechanizm przenikania peptydu Tat do wnetrza komorki nie
mogta by¢ odrzucona. Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze pep-
tyd Tat znacznie chetniej faczy si¢ z glikozaminoglikanami na powierzchni komorki
niz z ujemnie naladowanymi fosfolipidami tworzacymi $ciang¢ komorkows [53-55].
Potwierdzono to przeprowadzajgc testy na mutantach z zaburzeniem w syntezie gli-
kozaminoglikanéw - w tym wypadku peptyd Tat nie przenosil ,tadunku” do wne-
trza komorki [56].
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Badania pelnego peptydu Tat oraz koniugatéow peptydu Tat z fluorochro-
mami z zastosowaniem inhibitoréw endocytozy klatrynozaleznej (w ktérych
zmieniono metodologie, aby unikngé¢ zanieczyszczen w postaci peptydu zwigza-
nego z powierzchnig naczynia) [57], pokazaly znaczny spadek wnikania do wne-
trza komorki (Rys. 3). Z drugiej strony, dodatek inhibitoréw endocytozy zaleznej
od tratw lipidowych nie wplynal znaczaco na przenikanie peptydu Tat [57-59].
Opublikowano tez doswiadczenia przeprowadzone na koniugatach peptydu Tat z
rekombinazg Cre oraz koniugatu GST-Tat-GFP, ktore sugeruja makropinocytoze
lub endocytoze klatrynozalezng [60-62]. Moze to wskazywaé na réznorodno$é
mechanizméw, ktére odpowiadaja za przenikanie peptydu Tat oraz jego analogow
i koniugatow.

® ENDOCYTOZA KLATRYNOZALEZNA
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% pecherzyk transportujacy
\ pozbawiony ptaszcza

Rysunek 3. Mechanizm endocytozy klatrynozaleznej
Figure 3. Clathrin-dependent endocytosis mechanism

Badania potwierdzaja, ze peptyd Tat jest w stanie regulowac wlasng endocytoze
oddzialujac na aktyne w cytoszkielecie, [63].

Niezaleznie od tego jaki rodzaj endocytozy czy pinocytozy towarzyszy wnikaniu
peptydu Tat do wnetrza komorki, problemem pozostaje ucieczka zwigzku z endo-
somu, by unikng¢ rozkladu ,tadunku” transportowanego przez peptyd. Mechanizm
tej ucieczki nie zostal jeszcze poznany. Jedng z propozycji jest przedostawanie sie
peptydu do innych organelli komérkowych, a na koncu do cytoplazmy. Odbywa sie
to na zasadzie wstecznego transportu wczesnego endosomu do aparatu Golgiego;
nastepnie do retikulum endoplazmatycznego i stamtad do cytoplazmy [4] (Rys. 4).
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Rysunek 4.  Proponowana droga ,,ucieczki” CPP z pecherzyka endosomalnego w oparciu o [4]
Figure 4. Postulated way of escape from endosomal vesicles. According to [4]

2.2. ODWROCONA MICELA

Mechanizm odwrdconej miceli jako gtéwny sposoéb przenikania bton zostat
zaproponowany dla penetratyny. Aby stwierdzi¢, co wplywa na przenikanie pene-
tratyny przez blony biologiczne i na jakiej drodze si¢ to odbywa, zsyntezowano
grupe analogdw tego peptydu.

Analog o sekwencji zbudowanej z D-aminokwasow oraz analog o odwroconej
sekwencji (43-58) wykazaly taka samg przenikalnos¢ jak penetratyna w temperatu-
rze 4°C, jak i 37°C. Wyklucza to udzial chiralnych receptoréw blonowych w procesie
przenikania. Pod uwage brana byta mozliwos¢ wnikania poprzez pinocytoze, gdyz
nie jest ona zatrzymywana w temperaturze 4°C, nie nasyca sie, a receptory blonowe
nie biorg w niej udziatu, jednak badania akumulacji tych peptydéw nie wykazaly
oznak pinocytozy, za$ peptydy znajdowaly si¢ zaréwno w cytoplazmie, jak i jadrze.
To wyklucza pinocytoze jako sposdb przenikania bfon. p-aminokwasowa pochodna
wykazala wigksza akumulacje, co jest dos¢ typowe dla tego rodzaju peptydow, gdyz
peptydy zbudowane z reszt p-aminokwasowych trudniej poddaja si¢ proteolizie
(27, 64].

W celu ocenienia wptywu konformacji penetratyny na jej dzialanie, przepro-
wadzono eksperyment, ktory polegal na przylgczeniu L-cysteiny na N- i C-koncu
penetratyny, a nastepnie utworzeniu wigzania disulfidowego, aby otrzymac¢ peptyd
o strukturze cyklicznej. Okazalo sig, ze peptyd w formie liniowej przenika przez
blong¢ komorkows, zas forma cykliczna nie. Wskazuje to na istotny wplyw struktury
przestrzennej na przenikanie zwigzku przez blong komoérkowa [64].
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Innym doswiadczeniem bylo otrzymanie dwdch analogéw: jednego, w ktérym
50 reszta aminokwasowa (glutamina) zostala wymieniona na L-proline i drugiego,
w ktérym na L-proling wymieniono reszty 45, 50 i 55 (odpowiednio izoleucyna,
glutamina, lizyna). Prolina utrudnia organizowanie si¢ peptydu w helise (jest tzw.
»famaczem a-helis”). Okazalo sie, ze takie analogi rowniez przenikaja przez btong,
jednak badanie mikroskopem elektronowym pokazalo, ze analogi nie miaty dostepu
do jadra komoérkowego [65].

W celu ocenienia wplywu amfifilowosci na przenikanie, zsyntezowano analog
penetratyny, w ktorym wymieniono reszty tryptofanu 48 i 56 na fenyloalanine. Oka-
zalo sig, ze otrzymany analog nie przenika przez blony. Prowadzi to do wniosku, ze
sama amfifilowo$¢ nie jest wystarczajaca, aby peptyd mogl przeniknaé przez blone
[26]. Wskazuje to réwniez na istotng role reszt tryptofanu w procesie penetracji
blony. Uscislily to wyniki badan, w ktérych analog domeny homeotycznej z delecja
Trp56 przenikal przez btone komérkows [66].

Zaobserwowano, ze dlugos¢ sekwencji ma wplyw na przenikanie peptydu.
Analogi penetratyny skracane od C-konca bardzo szybko tracily mozliwos¢ prze-
nikania przez blony, natomiast w przypadku usuwania N-koncowych reszt ami-
nokwasowych spadek przenikalnosci byt mniejszy. Heptapeptyd (52-58) wykazuje
przenikalno$¢ z wydajnoscia 60% wzgledem oryginalnej penetratyny [64].

Skan alaninowy wskazuje przede wszystkim na istotng role reszt L-lizyny
i L-argininy. Wymiana reszty tryptofanu 48 na L-alanine sprawila, ze peptyd tracit
mozliwos¢ przenikania przez blony [25, 67].
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Rysunek 5. Mechanizm wnikania CPP do wnetrza komorki na zasadzie odwréconej miceli
Figure 5. Reverse micelle mechanism of CPP transduction

Na podstawie powyzszych informacji zaproponowano mechanizm odwréco-
nej miceli. Na poczatku CPP jest stabilizowany na powierzchni komdrki w wyniku
oddziatywan elektrostatycznych reszt obdarzonych tadunkiem dodatnim (Lys i Arg)
z ujemnie naltadowanymi ,,glowami” fosfolipidow. W tym momencie reszta Trp48
inicjuje powstanie odwroconej miceli wokot CPP, ktéra przenosi peptyd na druga
strone blony komdrkowej. Mozliwy jest tez wariant, w ktérym powstanie odwrdco-
nej miceli zaburza strukture blony, co pozwala na przenikniecie peptydu.
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2.3. PRZENIKANIE ADAPTACY]JNE

Mechanizm przenikania adaptacyjnego wystepuje m.in. w transporcie poliar-
gininy. Peptyd ten oddzialuje swoimi dodatnio natadowanymi grupami guanidyno-
wymi z fosfolipidami i jednoczesnie tworzy z nimi wigzania wodorowe. W ten spo-
sob dodatni fadunek peptydu jest maskowany, co znacznie obniza jego polarnosc.
Peptyd moze zanurzy¢ si¢ w blonie komdrkowej i w ten sposéb przedostaje sie na
jej drugg strong. Mechanizm ten pokazuje, jak istotny wplyw dla przenikania pepty-
doéw nosnikowych ma potencjal elektrostatyczny blony komérkowej oraz obecnosé
dodatnio natadowanych grup guanidynowych reszt argininy [68].
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Rysunek 6.  Schemat mechanizmu przenikania adaptacyjnego
Figure 6. Adaptive translocation mechanism

2.4. MECHANIZM DYWANOWY

Mechanizm dywanowy zostal zaproponowany m.in. dla peptydu PAF26, w kto-
rego strukturze wyraznie widoczny jest podzial na dwie czgsci: jedna obdarzong
fadunkiem i druga o charakterze hydrofobowym. Mozna zauwazy¢ pewne podo-
bienstwo PAF26 do penetratyny, ktora zawiera znaczng ilo§¢ naladowanych reszt
aminokwasowych w jednej czesci oraz reszte tryptofanu, ktora ma istotne znaczenie
dla wlasciwosci tego peptydu [25, 67].

PAF26 jest zbyt krotkim peptydem aby tworzy¢ strukture drugorzedowsa.
Potwierdzily to badania z uzyciem spektroskopii dichroizmu kotowego [69].

Postanowiono pordéwnaé dziatanie bakteriobdjcze PAF26 z innym peptydem
przeciwdrobnoustrojowym: KR20 (skfadajacym si¢ z dwudziestu reszt aminokwa-
sowych - fragmentem wigkszego peptydu K126 pochodzacego z katelicydyny LL37)
[28]. Jednak interesujace wyniki przynidst dopiero kolejny eksperyment, w ktéorym
przetestowano aktywnos¢ koniugatu obu powyzszych zwigzkéw. Co ciekawe, koniu-
gat byl co najmniej réwnie skuteczny jak kazdy jego skladnik z osobna, a w wigk-
szo$ci przypadkow przewyzszal je aktywno$cig. Naukowcy chcieli ustali¢, czy
wydluzenie sekwencji KR20 o sze$¢ reszt aminokwasowych wplywa na skuteczno$é
tego peptydu. Zsyntezowali wigc peptyd, ktory jest analogiem KR20 - przedtuzo-
nym o sze$¢ kolejnych reszt aminokwasowych pochodzacych z peptydu K126. Nie
wykazywal on jednak skuteczno$ci wickszej niz KR20. Kolejng proba wyjasnienia
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tego zjawiska, byla synteza peptydu P20 o sekwencji: RKRPFW, ktory jest analogiem
PAF26, nie posiadajacym jednak wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Jego
koniugat z KR20 réwniez wykazywal aktywnos¢ wigkszg niz sam peptyd KR20, cho¢
mniejsza niz koniugat PAF26-KR20. W oparciu o te wyniki mozna stwierdzi¢, ze
zaréwno PAF26, jak i jego analog P20, u ktorego nie obserwowano dziatania prze-
ciwdrobnoustrojowego, muszg utatwia¢ wnikanie KR20 do wnetrza komorki [70].

Rysunek 7. Tworzenie ,,dywanu” i przenikanie CAMP przez blone komérkowa; w oparciu o lit. [73]
Figure 7. Carpet-like mechanism of CAMP internalisation. Based on [73]

Mechanizm przenikania PAF26 nie jest jeszcze do konca ustalony i prawdopo-
dobnie jest zalezny od stezenia. Przy niskich stezeniach peptydu nastepuje endocy-
toza i przeniesienie peptydu z endosomu do wakuoli, skad nastepnie przedostaje si¢
on do cytoplazmy. Przy wyzszych stezeniach peptyd przenika bezposrednio przez
blone komodrkowa do wnetrza komorki [71]. Przy tych stezeniach peptyd prawdo-
podobnie oddzialuje dodatnio naladowanym fragmentem z ujemnie natadowanymi
»glowami” fosfolipidow blonowych. Na powierzchni blony komérkowej tworzy
sie ,dywan”, ktéry po osiagnieciu odpowiedniego stezenia destabilizuje miejscowo
blone, w ktorej tworza sie pory, przez ktore peptyd jest w stanie przenikna¢ do wne-
trza komorki (Rys. 7) [72].

Prawdopodobnym jest réwniez mechanizm, w ktérym peptyd wchtaniany jest
do komorki i trafia do wakuoli, a stamtad dopiero do cytoplazmy. Taki mechanizm
sugerujg badania, w ktérych wykorzystano dwa analogi: AAAWFW oraz RKKAAA.
Jeden zawiera cze$¢ hydrofobowa (WFW), podczas gdy drugi zawiera czgs$¢ katio-
nowa (RKK) peptydu PAF26. Za pomocg znakowania fluorescencyjnego pierwszy
z nich zostal wykryty w wakuolach, ale nie w cytoplazmie. Drugi za$ akumulowat si¢
na otoczce komorki, w ogéle nie przenikajac do wnetrza [74].

2.5. PRZENIKANIE PRZYPOMINAJACE ELEKTROPORACJE

Czeg$¢ badaczy sugeruje udzial mechanizmu przypominajacego elektroporacje
w przenikaniu penetratyn i wigze go z rozktadem tadunkow na zewnatrz i wewnatrz
komorki. Powyzej pewnego stezenia peptydu (zawierajacego dodatnio naladowane
tancuchy boczne) asymetryczne rozlozenie tadunku po obu stronach btony komor-
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kowej moze powodowac¢ destabilizacje struktury fosfolipidowej w blonie komoérko-
wej, co znaczaco ulatwia peptydom jej pokonanie [75].

2.6. WEJSCIE NA GRANICY INTEGRALNYCH BIALEK TRANSBLONOWYCH

Obszary btony komérkowej znajdujgce sie pomiedzy réznymi biatkami trans-
blonowymi moga zawiera¢ defekty, ktore moga ulatwia¢ przenikanie peptydom
penetrujacym, badz dziala¢ jako miejsca ,zarodkowania” tworzacych si¢ poréw.
Takie obszary moga powstawaé poprzez oddzialtywanie peptydéw z ujemnie nata-
dowanymi fosfolipidami, co moze prowadzi¢ do lokalnej reorganizacji oraz destabi-
lizacji blony komorkowej [76].

3. ZASTOSOWANIE KONIUGATOW SUBSTANCJI CZYNNYCH I
PEPTYDOW PENETRUJACYCH W ROLI PROLEKOW

Peptydy penetrujagce moga zostaé uzyte jako wektory utatwiajgce transport
réznych klas zwigzkéw (okreslanych jako ,tadunek” lub cargo) przez blong¢ komoér-
kowa. Transportowanymi zwigzkami moga by¢ m.in.: biatka [8], oligopeptydy [77],
oligonukleotydy [78], siRNA [27, 28], kwasy peptydonukleinowe [79] czy nano-
czastki [34].

Przylaczenie ,tadunku” do CPP lub jego pochodnej moze nastapi¢ poprzez
wigzania kowalencyjne lub jonowe. Najprostszym sposobem jest utworzenie wig-
zania peptydowego, amidowego lub estrowego pomiedzy CPP a zwigzkiem, ktdrego
przenikalno$¢ ma zosta¢ zwickszona. Odlaczenie ,ladunku” nastepuje poprzez
enzymatyczne cigcie tych wiazan wewnatrz komorki. Drugim sposobem jest wpro-
wadzenie reszty L-cysteiny na N-koniec sekwencji transportowanej. Grupa tiolowa
przylaczana jest wigzaniem disulfidowym do analogicznej grupy L-cysteiny w CPP.
Uwolnienie ,tadunku” nastepuje w wyniku rozciecia wigzania disulfidowego
w redukujacym $rodowisku cytoplazmy [80].

Rysunek 8. Schemat wigzan wodorowych pomiedzy grupa guanidynowa a grupa fosforanowa wedtug lit. [81]
Figure 8. Hydrogen bonds between the guanidine moiety of CPP and the phosphate group of a “cargo”
Based on [81]
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Interesujacg mozliwoscia wydaje si¢ tworzenie komplekséw jonowych pomie-
dzy dodatnio naladowanymi grupami guanidynowymi arginin w CPP typu okta-
argininy, a ugrupowaniami fosforanowymi lub karboksylowymi tadunku (Rys. 8).
Polaczenia takie utworzone dla oktargininy i inhibitora enzymatycznego o struktu-
rze aminokwasowej — fosfidomycyny, byly efektywnie transportowane do komorek
bakteryjnych [82].

Metoda ta znalazta zastosowanie DNA do komorek eukariotycznych, zaréwno
in vitro, jak i in vivo [83]. Daje to mozliwo$¢ wprowadzania genéw do komorki
leczeniu terapig genows. Zastosowanie koniugatéw z CPP moze by¢ w tym przy-
padku pewng alternatywgq dla wektoréw wirusowych, ktérych stosowanie moze by¢
ograniczone poprzez immunogenno$¢, toksyczno$¢ lub trudnosci z produkeja na
duzg skale [84].

W podobny sposéb CPP znacznie zwigkszaja przenikanie biofarmaceutykow
opartych na siRNA. Koniugaty moga by¢ tu tworzone zaréwno kowalencyjnie, jak
i niekowalencyjnie, aczkolwiek te drugie wykazujg wieksza wydajnos¢ [85]. Na przy-
ktad udowodniono, ze podawany dozylnie koniugat peptydu MPG z siRNA cykliny
B1 (biatko pelnigce istotng role w cyklu komérkowym) powodowat zahamowanie
wzrostu nowotworu [86].

Z pomocg CPP transportowane do wnetrza komoérek mogg by¢ nawet bardzo
duze biatka. Koniugaty takie otrzymywane sa gléwnie z wykorzystaniem wigzan
kowalencyjnych. Koniugat peptydu Tat z f3-galaktozydaza (okoto 117 kDa) byl
w stanie przenikna¢ do wszystkich komoérek myszy, w tym réwniez do mézgu [8].
Niestety aktywnos¢ bialek zalezy w duzym stopniu od ich wrazliwej struktury wyz-
szego rzedu, ktora moze zosta¢ utracona w czasie tworzenia koniugatéw lub podczas
ich transportu, co moze przekladac si¢ na niska skutecznoé¢ takiego leku.

Kolejng grupg zwigzkdéw, ktdrych przenikanie przez btony komoérkowe zostato
poprawione dzigki koniugatom z CPP, sg nanoczastki. Mogg one znalez¢ zastoso-
wanie w terapii przeciwdrobnoustrojowej, przeciwnowotworowej lub jako kontrast
w badaniach rezonansem magnetycznym. Przykladem zastosowania takiego podej-
$cia moga by¢ nanoczasteczki superparamagnetycznego tlenku zelaza w polaczeniu
z polimerem, na ktérym osadzono tancuchy peptydu Tat. W badaniach przeni-
kalnosci na komorkach Caco-2 (linia komérkowa pochodzaca z gruczolaka jelita
grubego) polaczenie takie wykazalo znacznie wigkszg przenikalno$¢ niz identyczne
nanoczasteczki pozbawione peptydu Tat [87].

Przyktadami lekow, ktérych efektywno$¢ mozna zwiekszy¢ w wyniku poprawy
ich biodostepnosci poprzez polaczenie z CPP moga by¢ np. 8-peptydowy inhibitor
kinazy proteinowej C, ktérego koniugat z peptydem Tat ma potencjalne zastosowa-
nie przy ostrym zawale serca [88], czy tez cyklosporyna A, ktéra w formie koniuga-
tuy z poliargining moze by¢ skuteczna leczeniu tuszczycy [89].
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PODSUMOWANIE

Peptydy penetrujace z pewnoscia s3 wyjatkowa i ciekawa grupa zwiazkow pep-
tydowych. Zostaly odkryte ponad dwadziescia lat temu, ale wiedza na ich temat
wcigz jest rozbudowywana. Liczne badania nad mechanizmami ich przenikania
do wnetrza komorek pozwalajg zrozumie¢ jakie cechy strukturalne warunkujg ich
zdolno$¢ do penetracji komodrek. Wiedza ta pozwala na projektowanie nowych,
bardziej efektywnych peptydéw penetrujacych., ktére moga by¢ wykorzystane do
konstrukcji kolejnych chemoterapeutykéw przeciwdrobnoustrojowych lub przeciw-
nowotworowych.

PODZIEKOWANIA

Serdeczne podzigkowania dla prof. M. J. Milewskiej za pomoc i cenne uwagi
merytoryczne oraz techniczne.

Podziekowania dla p. Anny Luki za wykonanie rysunkéw wedtug wskazdwek
autorow.

Praca zrealizowana dzieki finansowaniu ze $rodkéw Narodowego Centrum
Nauki UMO-2012/05/B/ST5/00291.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] A.D. Frankel, C.O. Pabo, Cell, 1988, 55, 1189.
[2] A.Joliot, C. Pernelle, H. Deagostini-Bazin, A. Prochiantz, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 1991, 88,
1864.
[3] U.Langel, Handbook of Cell-Penetrating Peptides, Taylor&Francis, London 2007.
[4] C.Foerg, H.P. Merkle, J. Pharm. Sci., 2008, 97, 144.
[5] C.Bechara, S. Sagan, FEBS Lett., 2013, 587, 1693.
[6] A. Prochiantz, Cell Biol., 2000, 12, 400.
[7] AM. Gewirtz, D.L. Sokol, M.Z. Ratajczak, Blood, 1998, 92, 712.
[8] S.R.Schwarze, A. Ho, A. Vocero-Akbani, S.F. Dowdy, Science, 1999, 285, 1569.
[9] J.B. Rothbard, S. Garlington, Q. Lin, T. Kirschberg, E. Kreider, PL. McGrane, P.A. Wender,
P.A. Khavari, Nat. Med., 2000, 6, 1253.
[10] J. Yuan, A. Kramer, E Eckerdt, M. Kaufmann, K. Strebhardt, Cancer Res., 2002, 62, 4186.
[11] K. Kilk, M. Magzoub, M. Pooga, L.E. Eriksson, U. Langel, A. Graslund, Bioconjug. Chem., 2001,
12,911.
[12] M. Pooga, A. Jureus, K. Razaei, H. Hasanvan, K. Saar, K. Kask, P. Kjellen, T. Land, J. Halonen,
U. Maeorg, A. Uri, S. Solyom, T. Bartfai, U. Langel, J. Pept. Res., 1998, 51, 65.
[13] F Simeoni, M. C. Morris, E Heitz, G. Divita, Nucleic Acids Res., 2003, 31, 2717.
[14] K. Takeshima, A. Chikushi, K.K. Lee, S. Yonehara, K. Matsuzaki, J. Biol. Chem., 2003, 278, 1310.
[15] C. Rousselle, M. Smirnova, P. Clair, .M. Lefauconnier, A. Chavanieu, B. Calas, .M. Scherrmann,
J. Temsamani, J. Pharmacol. Exp. Ther., 2001, 296, 124.
[16] A.Muioz, B. Lépez-Garcia, J.FE. Marcos, Antimicrob. Agents Chemother., 2006, 50, 384.



PEPTYDY PENETRUJACE 31

(42]
[43]

[44]
[45]
[46]

[47]

Z. Machova, C. Muhle, U. Krauss, R. Trehin, A. Koch, H.P. Merkle, A.G. Beck-Sickinger, Chem.
Biochem., 2002, 3, 672.

J. Fernandez-Carneado, M.J. Kogan, S. Castel, E. Giralt, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 2004, 43,
1811.

Y.-Z. Lin, S. Yao, R.A. Veach, T.R. Torgerson, J. Hawiger, J. Biol. Chem., 1995, 270, 14255.

M. Zorko, U. Langel, Adv. Drug Deliv. Rev., 2005, 57, 529.

J.B. Rothbard, T.C. Jessop, R.S. Lewis, B.A. Murray, P. Wender, J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 9506.
K.-T. Jeang, H. Xiao, E.A. Rich, J. Biol. Chem., 1999, 274, 28837.

D.J. Mitchell, D.T. Kim, L. Steinman, C.G. Fathman, ].B. Rothbard, J. Pept. Res. 2000, 56, 318.

A. Prochiantz, A. Joliot, Mol. Cell Biol., 2003, 4, 814.

I. Le Roux, S. Duharcourt, M. Volovitch, A. Prochiantz, E. Ronchi, FEBS Lett., 1995, 368, 311.

D. Derossi, A. Joliot, G. Chassaing, A. Prochiantz, J. Biol. Chem., 1994, 269, 10444.

G. Drin, H. Déméné¢, J. Temsamani, R. Brasseur, Biochemistry, 2001, 40, 1824.

G. Drin, S. Cottin, E. Blanc, A.R. Rees,]. Temsamani, J. Biol. Chem., 2003, 278, 31192.

J. E Marcos, M. Gandia, Expert Opin. Drug Discov., 2009, 4, 659.

L. Carmona, M. Gandia, B. Lopez-Garcia, J.E. Marcos, Biochem. Biophys. Res. Commun., 2012,
417, 56.

M. Pooga, M. Hillbrink, M. Zorko, U. Langel, FASEB J., 1998, 12, 67.

S. Pujals, J. Fernandez-Carneado, C. Lépez-Iglesias, M.]. Kogan, E. Giralt, Biochim. Biophys. Acta,
2006, 1758, 264.

Y.A. Fillon, J.P. Anderson, J. Chmielewski, ]. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 11798.

T. Jiang, E.S. Olson, Q.T. Nguyen, M. Roy, P.A. Jennings, R.Y. Tsien, PANS, 2004, 101, 17867.

E.S. Olson, T.A. Aguilera, T. Jiang, L.G. Ellies, Q.T. Nguyen, E.H. Wong, L.A. Grossaf, R.Y. Tsien,
Integr. Biol., 2009, 1, 382.

H. Xia, G. Gu, Q. Hu, Z. Liu, M. Jiang, T. Kang, D. Miao, Q. Song, L. Yao, Y. Tu, H. Chen, X. Gao,
J. Chen, Bioconjug. Chem., 2013, 24, 419.

E Miletti, Drug Discov. Today, 2012, 17, 850.

J. Gomez, S. Matsuyama, Methods Mol. Biol., 2011, 683, 465.

J.R. Marks, J. Placone, K. Hristova, W.C. Wimley, J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 8995.

F. Nakayama, T. Yasuda, S. Umeda, M. Asada. T. Imamura, V. Meineke, M. Akashi, J. Biol. Chem.,
2011, 286, 25823.

C.-Y. Jiao, D. Delaroche, F. Burlina, I. D. Alves, G. Chassaing,S. Sagan, J. Biol. Chem., 2009, 284,
33957.

K. Park, J. Control. Release., 2011, 153, 117.

P.A. Wender, D.J. Mitchell, K. Pattabiraman, E.T. Pelkey, L. Steinman, J.B. Rothbard, PNAS, 2000,
97, 1300.

M. Magzoub, L.E. Eriksson, A. Graslund, Vesicles Biophys. Chem., 2003, 103, 271.

D.1. Chan, E.J. Prenner, H.]. Vogel,. Biochim. Biophys. Acta, 2006, 1758, 1184.

C. Bechara, M. Pallerla, Y. Zaltsman, E Burlina, I.D. Alves, O. Lequin, S. Sagan, FASEB J., 2012, 27,
738.

E.P. Loret, E. Vives, P.S. Ho, H. Rochat, ].J. Van Rietschoten, W.C. Johnson, Biochemistry, 1991, 30,
6013.

E. Vives, P. Brodin, B. Lebleu, J. Biol. Chem., 1997, 272, 16010.

E. Vives, C. Granier, P. Prevot, B. Lebleu, Lett. Pept. Sci., 1997, 4, 429.

T. Suzuki, S. Futaki, M. Niwa, S. Tanaka, K. Ueda, Y. Sugiura, J. Biol. Chem., 2002, 277, 2437.

E. Vives, ]. Richard, C. Rispal, B. Lebleu, Curr. Protein Pept. Sci., 2003, 2, 125.

J.P. Richard, K. Melikov, E. Vives, C. Ramos, B. Verbeure, M.]. Gait, L.V. Chernomordik, B. Lebleu,
J. Biol. Chem., 2003, 278, 585.



32

M.T. KAWCZYNSKI, J. KRECZKO-KURZAWA, Z. MACKIEWICZ

(53]
[54]
[55]
(56]
(57]

(58]

(59]
[60]

[61]
[62]

[63]

(64]
(65]

(6]

(67]

PE.G. Thorén, D. Persson, E.K. Esbjérner, M. Goksor, P. Lincoln, B. Nordén, Biochemistry, 2004,
43, 3471.

A. Ziegler, X. L. Blatter, A. Seelig, ]. Seelig, Biochemistry, 2003, 42, 9185.

A. Ziegler, ]. Seelig, Biophys. J., 2004, 86, 254.

S. Console, C. Marty, C. Garcia-Echeverria, R. Schwendener, K. Ballmer-Hofer, J. Biol. Chem.,
2003, 278, 35109.

J.P. Richard, K. Melikov, H. Brooks, P. Prevot, B. Lebleu, L.V. Chernomordik, J. Biochem., 2005,
280, 15300.

A. Vendeville, F Rayne, A. Bonhoure, N. Bettache, P. Montcourrier, B. Beaumelle, Mol. Biol. Cell,
2004, 15, 2347.

T.B. Potocky, A.K. Menon, S.H. Gellman, J. Biol. Chem., 2003, 278, 50188.

P. Sazani, S.H. Kang, M.A. Maier, C. Wei, J. Dillman, J. Summerton, M. Manoharan, R. Kole,
Nucleic Acids Res., 2001, 29, 3965.

L.M. Kaplan, J.S. Wadia, S.FE. Dowdy, J. Control. Release, 2005, 102, 247.

A. Fittipaldi, A. Ferrari, M. Zoppé, C. Arcangeli, V. Pellegrini, F. Beltram, M. Giacca, J. Biol. Chem.,
2003, 278, 34141

A. Mishra, G.H. Lai, N'W. Schmidt, V.Z. Sun, A.R. Rodriguez, R. Tong, L. Tang, J. Cheng,
T.J. Deming, D.T. Kamei, G.C.L. Wong, PNAS, 2011, 108, 16883.

PM. Fischer, N.Z. Zhelev, S. Wang, J.E. Melville, R. Fahraeus, D.P. Lane, J. Pept. Res., 2000, 55, 163.
D. Derossi, S. Calvet, A. Trembleau, A. Brunissen, G. Chassaing, A. Prochiantz, J. Biol. Chem.,,
1996, 271, 18188.

G. Mainguy, M.L. Montesinos, B. Lesaftre, B. Zevnik, M. Karasawa, R. Kothary, W. Wurst, A. Pro-
chiantz, M. Volovitch, Nat. Biotechnol., 2000, 18, 746.

B. Christiaens, J. Grooten, M. Reusens, A. Joliot, M. Goethals, J. Vandekerckhove, A. Prochiantz,
M. Rosseneu, Eur. J. Biochem., 2004, 271, 1187.

PA. Wender, W.C. Galliher, E.A. Goun, L.R. Jones, T.H. Pillow, Adv. Drug Deliv. Rev., 2008, 60,
452.

B. Lépez-Garcia, ]J.E. Marcos, C. Abad, E. Pérez-Pay4d, Biochim. Biophys. Acta, 2004, 1660, 131.

B. Lopez-Garcia, W. Ubhayasekera, R.L. Galloc, J.E. Marcos, Biochem. Biophys. Res. Comm., 2007,
356, 107.

A. Muiioz, J.E. Marcos, N.D. Read, Mol. Microb., 2012, 85, 89.

Y. Shai, Biopolymers, 2002, 66, 236.

R. Fischer, M. Fotin-Mleczek, H. Hufnagel, R. Brock, ChemBioChem., 2005, 6, 2126.

A. Mufoz, E. Harries, A. Contreras-Valenzuela, L. Carmona, N.D. Read, J.E Marcos, PloS ONE,
2013, 8, e54813.

H. Binder G. Lindblom, Biophys. J., 2003, 85, 982.

P. Joanne, C. Galanth, N. Goasdoué, P. Nicolas, S. Sagan, S. Lavielle, G. Chassaing, C. El Amri,
LD. Alves, Biochim. Biophys. Acta, 2009, 1788, 1772.

J.S. Wadia, S.F. Dowdy, Curr. Protein Pept. Sci., 2003, 4, 97.

A. Astriab-Fisher, D. Sergueev, M. Fisher, B.R. Shaw, R.L. Juliano, Pharm. Res., 2002, 19, 744.

M. Pooga, U. Soomets, M. Hillbrink, A. Valkna, K. Saar, K. Rezaei, U. Kahl, ].X. Hao, X.J. Xu,
Z. Wiesenfeld-Hallin, T. Hokfelt, T. Bartfai, U. Langel, Nat. Biotechnol., 1998, 16, 857.

M. Hillbrink, A. Florén, A. Elmquist, M. Pooga, T. Bartfai, U. Langel, Biochim. Biophys. Acta,
2001, 101, 1515.

R. Fischer, M. Fotin-Mleczek, H. Hufnagel, R. Brock, ChemBioChem., 2005, 6, 2126.

C. Sparr, N. Purkayastha, B. Kolesinska, M. Gengenbacher, B. Amulic, K. Matuschewski, D. See-
bach, F. Kamena, Antimicrob. Agents Chemother., 2013, 57, 4689.



PEPTYDY PENETRUJACE 33

[83] K. Kilk, S. El-Andaloussi, P. Jarver, A. Meikas, A. Valkna, T. Bartfai, J. Control. Release, 2005,
103, 511.

[84] D.J. Glover, H.J. Lipps, D.A. Jans, Nat. Rev. Genet., 2005, 6, 299.

[85] L. Crombez, A. Charnet, M.C. Morris, G. Aldrian-Herrada, F. Heitz, G. Divita, Biochem. Soc.
Trans., 2007, 35, 44.

[86] P. Kumar, H. Wu, J.L. McBride, K.E. Jung, M.H. Kim, B.L. Davidson, Nature, 2007, 7149, 39.

[87] C. Wang, L. Qiao, Q. Zhang, H. Yan, K. Liu, Int. J. Pharm., 2012, 430, 372.

[88] J. Bian, Z.B. Popovic, C. Benejam, M. Kiedrowski, L.L. Rodriguez, M.S. Penn, Circ. Res., 2007,
100, 1626.

[89] H. Lee, R. Jefferies, P. Watt, R. Hopkins, F. Sotzik, S. Reid, A. Armson, A. Boxell, U. Ryan, Exp.
Parasitol., 2008, 118, 303.

Praca wplyneta do Redakceji 2 grudnia 2014






WIADOMOSCI 2015, 69, 1-2
chemiczne PLISSN 0043-5104

ENANCJOSELEKTYWNA ENZYMATYCZNA
DESYMETRYZACJA KATALIZOWANA
OKSYDOREDUKTAZAMI.
REAKCJE UTLENIANIA. CZESC1

ENANTIOSELECTIVE ENZYMATIC
DESYMMETRIZATION CATALYZED
BY OXIDOREDUCTASES.
OXIDATION REACTIONS. PART 1

Aleksandra Karczmarska-Wodzka*',
Renata Kolodziejska*', Agnieszka Tafelska-Kaczmarek’,
Renata Studzinska®’, Marcin Wroblewski',
Beata Augustynska'

! Katedra i Zaktad Biochemii, Collegium Medicum Uniwersytet Mikotaja Kopernika,
ul. Kartowicza 24, 85-092 Bydgoszcz
? Katedra Chemii Organicznej, Uniwersytet Mikotaja Kopernika,
ul. Gagarina 7, 87-100 Torun
° Katedra i Zaktad Chemii Organicznej,
Collegium Medicum Uniwersytet Mikolaja Kopernika
ul. dr. A. Jurasza 2, 85-089 Bydgoszcz
*e-mail: akar@cm.umk.pl

*e-mail: Renatakol@poczta.fm

Abstract

Wprowadzenie

Enzymatyczny rozdziat kinetyczny

Biokatalityczny rozdzial kinetyczny alkoholi drugorzedowych

Enzymatyczna reakcja desymetryzacji w obecnoéci dehydrogenazy jako katalizatora
Monooksygenazy w reakcjach utleniania

5. Monooksygenazy Baeyer-Villigera

Uwagi konicowe

Pis$miennictwo cytowane

Ll o



mailto: akar@cm.umk.pl

mailto: Renatakol@poczta.fm

A. KARCZMARSKA-WODZKA T IN.

Dr Aleksandra Karczmarska-Woédzka, pracownik Katedry
i Zaktadu Biochemii Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwer-
sytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Zainteresowania naukowe
Autorki obejmujg badania nad enancjoselektywna redukcjg ana-
logéw nukleozydowych.

Dr Renata Kolodziejska, pracownik Katedry i Zakladu Bioche-
mii Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikolaja
Kopernika w Toruniu. Zainteresowania naukowe Autorki zwig-
zane s3 z badaniami nad regio- i stereoselektywnymi wlasciwo-
$ciami biokatalizatoréw oraz modyfikacja analogéw nukleozy-
déw pirymidynowych.

Dr Agnieszka Tafelska-Kaczmarek, pracownik Katedry Chemii
Organicznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu. Zainteresowania naukowe Autorki obejmuja badania
nad asymetryczna syntezg fluoropochodnych zwigzkéw biolo-
gicznie czynnych.

Dr Renata Studzinska, pracownik Katedry i Zaktadu Chemii
Organicznej Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersy-
tetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Zainteresowania naukowe
Autorki zwigzane sg z badaniami nad synteza ukltadow heterocy-
klicznych m.in. zmodyfikowanych analogéw nukleozydow piry-
midynowych o potencjalnej aktywnosci biologiczne;.

Dr Marcin Wroéblewski, pracownik Katedry i Zaktadu Bioche-
mii Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikolaja
Kopernika w Toruniu. Zainteresowania naukowe Autora obej-
mujg synteze organiczng z wykorzystaniem enzymoéw jak row-
niez synteze modyfikowanych nukleozydéw pirymidynowych.

Dr hab. n. med. Beata Augustynska, kierownik Katedry
i Zaktadu Biochemii Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwer-
sytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu. Zainteresowania naukowe
Autorki obejmujg ocene stanu oksydacyjnego z zastosowaniem
enzymatycznych i nieenzymatycznych wykladnikow.
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ABSTRACT

The main advantage of biotransformation involving enzymes, compared to
chemical processes, is a highly selective formation of products with precise con-
figuration. Herein we describe enzymes participating in the oxidation processes,
especially dehydrogenases and monooxygenases.

Dehydrogenases are not only able to catalyze the enantioselective reduction
of prochiral ketones, but they can also desymmetrize meso and prochiral diols
through the enantioselective oxidation. As a result of this processes, optically active
hydroxyketones, hydroxycarboxylic acids, and their derivatives are obtained.

Cytochrome P450 monooxygenases (CYPs) constitute a family of heme-con-
taining enzymes which exhibits a variety of catalytic activities. They catalyze differ-
ent reactions, such as hydroxylation, epoxidation, oxidative deamination, or N- and
(S)-oxidation. In the oxidation reaction with monooxygenases, the whole cells are
commonly used as catalysts. The use of monooxygenases in the oxidation reaction
of prochiral alkanes provides the optically active alcohols. It is very significant that
these transformations are still difficult to carry out by chemical methods.

Baeyer-Villiger monooxygenases (BVMO EC 1.14.13.X) effectively catalyze
the nucleophilic and electrophilic oxidation reactions of various functional groups.
BVMO are highly regio- and stereoselective enzymes, and their catalytic potential is
used in the synthesis of optically pure lactones and esters.

Keywords: dehydrogenase, monooxygenase, oxidation reaction
Stowa kluczowe: dehydrogenaza, monooksygenaza, reakcja utleniania
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WPROWADZENIE

Oksydoreduktazy, naleza do enzymoéw wykorzystywanych w reakcjach redoks.
W tej klasie enzyméw mozemy wyréznié¢ trzy podklasy. Do jednej z nich nalezg
dehydrogenazy. Wéréd nich wyrdzni¢ mozemy szeroko stosowane w reakcjach utle-
nienia pierwszo- i drugorzedowych alkoholi oraz w reakcjach redukcji zwigzkow
karbonylowych dehydrogenazy alkoholowe (ADH) zwane réwniez ketoredukta-
zami (KRED). Chociaz kataliza homogeniczna jest wcigz wysoce konkurencyjna
katalityczng metoda do otrzymania chiralnych alkoholi, to wzrastajaca liczba przy-
ktadéw pokazuje, ze dehydrogenazy alkoholowe moga przewyzszaé alternatywne
rozwigzania chemiczne.

Kolejng podklasg sg oksygenazy, ich nazwa wiaze si¢ z uzywaniem tlenu czg-
steczkowego jako kosubstratu. Wykazano, ze ta grupa enzymow, jest szczegdlnie
przydatna w reakcjach hydroksylowania i epoksydowania, poniewaz katalizuje utle-
nianie wigzania C-H i C=C. Chociaz mechanizmy reakcji z zastosowaniem réznych
monooksygenaz roznia si¢ znacznie w zaleznosci od podtypéw enzymu, jednak
sposob aktywacji tlenu jest taki sam. Podczas gdy jeden z atomdw tlenu O, jest prze-
noszony na substrat, drugi jest redukowany z wytworzeniem czgsteczki wody. Ten
ostatni wymaga dwodch elektronow, ktdre pochodzg od kofaktora, najcze$ciej jest to
NADH lub NADPH, stuzac jako donor (Schemat 1).

Oksydazy, to trzecia podklasa oksydoreduktaz, ktora jest odpowiedzialna za
przenoszenie elektronéw. Odgrywa ona najmniejsza role w biotransformacji nie-
naturalnych zwigzkow organicznych, jednakze ich zastosowanie w ostatnim czasie
ciagle ro$nie.

SubH, + Donor [ DEHYDROGENAZA > Sub+ DonorH,

T kofaktor-regeneracja

Sub + DonorH, + O, [ OKSYGENAZA > SubO + Donor + H,0

T kofaktor-regeneracja

SubH, + O, OKSYDAZA > Sub+ H,0,

Schemat 1. Enzymatyczne reakcje utlenienia
Scheme 1. Enzymatic oxidation reactions
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Enancjowzbogacone alkohole i aminy s3 waznymi zwigzkami stosowanymi
w syntezie asymetrycznej, zaréwno ze wzgledu na ich wystepowanie w produk-
tach naturalnych oraz w srodkach farmaceutycznych, a takze z uwagi na ich uzy-
tecznos¢ jako produkty posrednie. Jednakze istnieje stosunkowo niewiele metod
ich otrzymywania, gdyz zazwyczaj uzyskuje si¢ odpowiednie zwigzki racemiczne.
Generowanie enancjowzbogaconych alkoholi i amin z odpowiednich racematéw
przez enzymatyczne utlenianie, oksydacyjna deracemizacj¢, moze by¢ efektywna
i praktyczng droga do otrzymania tych warto$ciowych zwiazkéw. Ta deracemizacja
moze by¢ uzyskana przez rozdzial kinetyczny, w ktérym niepozadany enancjomer
jest oddzielany od odpowiedniego produktu utleniania.

1. ENZYMATYCZNY ROZDZIAL KINETYCZNY

Utlenianie alkoholi do zwigzkéw karbonylowych stanowi fundament wspot-
czesnej chemii organicznej. Utlenianie amin do imin jest reakcjg mniej powszechna,
ale dobrze znang. Kluczem rozdziatu kinetycznego jest réznica szybkosci reakcji
dwdch enancjomerdw w stosunku do zwiazku wyjsciowego. Podczas reakeji utlenia-
nia asymetrycznych alkoholi i amin, jeden z enancjomerdéw ulega przeksztalceniu
odpowiednio w keton lub iming, pozostawiajac tym samym drugi z enancjomeréw
nieprzereagowany (Schemat 2) [1].

Illll><
i
o
i

R/ OR, R "R,

k; - etap szybki
k, - etap wolny

Schemat 2. Enancjoselektywne utlenianie
Scheme 2. The enantiosective reaction

Stale szybkosci reakcji dwoch enancjomerdw (k1 i k2) dyktujg efektywnosé
rozdziatu kinetycznego (s = k1/k2) [2]. Ten wspolczynnik selektywnosci moze by¢
wyznaczony doswiadczalnie przez pomiar stopnia przereagowania (C) i nadmiaru
enancjomerycznego alkoholu (ee):
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_ky In[(1-ee)(1- ()]
STk, T Il + ee) (1= O]

W wielu przypadkach utleniajacy rozdzial kinetyczny jest oplacalng i prak-
tyczng metoda pomagajacg w uzyskaniu wzbogaconych alkoholi i amin [3].

2. BIOKATALITYCZNY ROZDZIAL KINETYCZNY
ALKOHOLI DRUGORZEDOWYCH

Enancjomerycznie czyste alkohole drugorzedowe sg powszechnie stosowane
jako feromony, substancje zapachowe oraz wzmacniajace smak, a takze jako zwigzki
posrednie i pomocniki chiralne w syntezie organicznej [4, 5]. Utlenianie za pomoca
wyizolowanych enzymoéw lub zawierajacych je komoérek mikroorganizméw prowa-
dzi si¢ w roztworach wodnych i zazwyczaj z uzyciem nietoksycznych reagentéw.
Aspekt ten sprawia, ze proces taki jest bardziej pozadany z punktu widzenia ochrony
srodowiska.

W ukladach zawierajacych komorki Bacillus stearothermophilus oraz Pseudo-
monas paucimobilis zachodzi utlenianie alkoholi drugorzedowych z bardzo wyso-
kimi nadmiarami enancjomerycznymi (Schemat 3). Podczas kinetycznego rozdzialu
racemicznych alkoholi alkilowych, arylowych i heterocyklicznych przy udziale tych
mikroorganizméw otrzymuje si¢ odpowiednie (R)-alkohole [6-10].

OH OH 0]
)\ [ UTLENIANIE M][]K]RO]BIO]LOGICZN][% E +
R RO~ R
R Mikroorganizm Czas Konw. ot
§ (godz.) ’ (%)
/®\Jf Bacillus stearothermophilus 144 49 95
O
/ \ Bacillus stearothermophilus 96 50 >99
S
@\A Bacillus stearothermophilus 48 52 >99

/ \ Bacillus stearothermophilus 49 51 72
S Pseudomonas paucimobilis 40 42 100

S
Bacillus stearothermophilus 48 60 95
~ Pseudomonas paucimobilis 48 45 74
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. . Czas ee
R Mikroorganizm (godz.) Konw. (%)

S
/ Bacillus stearothermophilus 48 52 98
N/ Pseudomonas paucimobilis 48 55 100
f Bacillus stearothermophilus 48 10 16
N \ Pseudomonas paucimobilis 48 44 90

(¢}
N Bacillus stearothermophilus 48 10 5
»\/\l\ Pseudomonas paucimobilis 48 39 95
O

Bacillus stearothermophilus 6 53 85
(CH,),CH=CMe, Bacillus stearothermophilus 3 52 98
(CH,),CH=CH, Bacillus stearothermophilus 4 51 100
(CH,),C=CH Bacillus stearothermophilus 20 51 99

Schemat 3. Utleniajacy rozdzial kinetyczny z udziatem Bacillus stearothermophilus i Pseudomonas paucimobilis
Scheme 3. Oxidative kinetic resolution with Bacillus stearothermophilus and Pseudomonas paucimobilis

3. ENZYMATYCZNA REAKCJA DESYMETRYZAC]I
PROCHIRALNYCH DIOLI

Dehydrogenazy, podczas reakcji enancjoselektywnego utleniania, katalizuja
nie tylko enancjoselektywne reakcje redukcji prochiralnych ketonéw, ale réwniez
przeprowadzaja desymetryzacje mezo- i prochiralnych dioli. W wyniku tego pro-
cesu pozyskiwane sg optycznie czynne hydroksyketony, kwasy karboksylowe i ich
pochodne. Na przyklad, czysty optycznie kwas (R)-3-hydroksy-2-metylopropio-
nowy (1) otrzymano w asymetrycznej reakcji utleniania prochiralnego 2-metylo-
-1,3-propanodiolu w obecnosci jednego ze szczepu bakterii kwasu octowego Ace-
tobacter pasteurianus DSM 8937 (Schemat 4). Otrzymany kwas, jest kluczowym
zwigzkiem posrednim w syntezie kaptoprylu, leku z grupy inhibitoréw konwertazy
angiotensyny, ktdry jest stosowany w nadci$nieniu tetniczym, zastoinowej niewy-
dolnosci krazenia, a takze po zawale migénia sercowego [11].

Hydroksyketon (2) uzyskano w reakcji biotransformacji mezo-2,3-butanodiolu
(Schemat 4). Zastosowanie enzymow bakterii kwasu octowego nalezgce do rodzaju
Acetobacter oraz Gluconobacter umozliwia otrzymanie obu enacjomeréw. W reakcji
z G. cerinus DSM 9534 uzyskano produkt o konfiguracji R, natomiast uzycie G. asaii
MIM 1000/9 prowadzi do (S)-hydroksyketonu [12].
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DEHYDROGENAZA

(6]
OH Acetobacter pasteurianus OH HS\)\fO o
' > > No |
OH (R) k

OH OH
1
100%; 97% ee kaptopryl
OH 1) Gluconobacter cerinus fo)
2) Gluconobacter asaii
| g
OH OH

2

1) (R) 15%; 72% ee
2) (S) 100%; 97% ee

Schemat 4.  Reakcja utleniania w obecnoéci dehydrogenazy pochodzacej z réznych drobnoustrojow
Scheme 4. The oxidation reaction in the presence of dehydrogenase from various microorganisms

W reakgji utleniania katalizowanej dehydrogenaza alkoholowa wyizolowana
z watroby konskiej (ADH-HL) mezo- i prochiralne pierwszorzedowe diole sa prze-
ksztalcane w hydroksyaldehydy, ktdre nastepnie tworza stabilne pigcio-, szescio-
oraz siedmiocztonowe hemiacetale. Dalsze utlenianie hemiacetali przez ADH-HL
prowadzi do uzyskania odpowiednich laktonéw. ADH-HL preferencyjnie utlenia
tylko jedng z pierwszorzedowych grup wodorotlenowych pro-S w zwigzkach pro-
chiralnych lub grupe -OH o konfiguracji (S) w mezo diolach. W wyniku reakcji
utleniania mezo-1,4-dioli, w wyniku selektywnej biotransformacji grupy -OH
o konfiguracji (S), otrzymuje si¢ czyste enancjomerycznie y-laktony (Schemat 5,
zwiazek 3, 4) [13, 14]. Regioselektywne utlenianie acyklicznych pierwszo- i dru-
gorzedowych 1,5- i 1,6-dioli w reakcji katalizowanej ADH-HL prowadzi do otrzy-
mania J- i e-laktonéw (Schemat 5, 5) [15]. Najwyzsze nadmiary enancjomeryczne
uzyskano w reakcji z 1,6-diolami.
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DEHYDROGENAZA

53%; 99% ee

> o
OH
O
4
64-90%; >97% ee

Ry

{HOWOHJ

R; R4 Rs

R R

Schemat 5. Reakcja utleniania katalizowana dehydrogenaza wyizolowang z watroby konskiej
Scheme 5. The oxidation reaction catalyzed by dehydrogenase isolated from horse liver

4. MONOOKSYGENAZY W REAKCJACH UTLENIANIA

Monooksygenazy cytochromu P450 (CYPs) nalezg do rodziny enzymoéw
zawierajacej hem i wykazujgcych réznorodne dziatanie katalityczne. Katalizujg mie-
dzy innymi reakcje hydroksylacji, epoksydacji, oksydacyjnej deaminacji, N- oraz
(S)-oksydacji. W reakeji utleniania monooksygenazami najczesciej stosuje si¢ cale
komorki jako katalizatory. Zastosowanie monooksygenaz w reakeji hydroksylowa-
nia prochiralnych alkanéw umozliwia uzyskanie optycznie czynnych alkoholi. Jest
to o tyle wazne, ze transformacje te s wciaz trudne do przeprowadzenia za pomoca
metod chemicznych. Hydroksylowanie nieaktywnych wigzan C-H w N-benzylo-
-pirolidyno-2-onie, katalizowane komdrkami Sphingomonas sp., pozwolilo otrzy-
mac¢ enancjomerycznie czysty (S)-N-benzylo-4-hydroksypirolidyno-2-on (6) z 75%
konwersjg (Schemat 6) [16]. Reakcje prowadzono w obecnosci 2% roztworu glu-



44 A. KARCZMARSKA-WODZKA I IN.

kozy, potrzebnej do regeneracji kofaktora. Otrzymany zwiazek jest pétproduktem
w syntezie antybiotykow.

W reakgeji hydroksylowania 2-cyklopentylobenzooksazolu uzyto zmutowanych
enzymow BM-3 z Bacillus megaterium. Produkt tej reakcji jest wykorzystywany jako
zwigzek wyjsciowy w syntezie karbowiru, nukleozydu o potencjalnym dzialaniu
przeciwko ludzkiemu wirusowi uposledzenia odpornosci HIV (Schemat 6, zwia-
zek 7) [17].

OKSYGENAZA

(0]

O
% ; ~Bn
phing p N
N/Bn
HO
6

68%; >99% ee

Bacillus megaterium
1) Mutant 1-12G or 2) Mutant B *

0" >N| |

7
1) (R.R) 88% ee, 95% de
2) (S.5) 88% ee, 95% de

|

—N
N/_ 0
~Cr
NYNH
NH,

(-)-karbowir

Schemat 6. Oksygenazy w reakeji utleniania prochiralnych alkanow
Scheme 6.  Oxygenases in the oxidation reaction of prochiral alkanes
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s,
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7

muskon

OKSYGENAZA

kalcymycyna

e

% a-tokoferol

3) Candida rugosa IFO 1542 110
' COOH| | > _>—COOH

1) Pseudomonas putida
2) Candida rugosa IFO 750

1) (S) >99% ee
2) (S) 99% ce
3) (R) 97% ce

OH

mr 7
9

R = Me, 44%; 90% ee
R =i-Pr, 17%; 82% ee

s HO 0 HOUO
(0]
0 0 o !
/>%J\O [ Nocardia autotrophica > /%J\ g
- = HO

10
6-B-hydroksy-simwastatyna

Schemat 7. Przyklady zastosowania oksygenazy w reakcji utleniania
Scheme 7. Examples of application the oxygenase in the oxidation reaction

Optycznie czynny kwas 3-hydroksyizomastowy (Schemat 7, 8) otrzymano pod-
czas asymetrycznej reakcji hydroksylowania kwasu izomastowego. W zaleznosci od
uzytego mikroorganizmu uzyskano oba enancjomery. Pseudomonas putida ATCC
21244 oraz Candida rugosa IFO 750 prowadza do otrzymania czystego optycznie
(S) enancjomeru, natomiast Candida rugosa IFO 1542 daje enancjomer o konfi-
guracji (R) z wysokim nadmiarem enancjomerycznym. Otrzymany hydroksykwas
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jest stosowany jako zwigzek wyjsciowy do syntezy witamin («a-tokoferol), substancji
zapachowych (np. muskon), a takze antybiotykdw (np. kalmycyna) [18-20]. Selek-
tywna hydroksylacja réznych estrow kwasu 2-arylooctowego prowadzi do otrzyma-
nia odpowiednich estréw kwasu (S)-migdalowego z wysoka wydajnoscia chemiczng
i optyczna (Schemat 7, 9). Estry metylowe i propylowe kwasu (S)-migdalowego
otrzymano odpowiednio z 90% i 82% nadmiarem enancjomerycznym. Pochodne
kwasu migdatowego dzialaja jako inhibitory trombiny [21].

W wyniku regioselektywnej reakcji utleniania simwastatyny w obecnosci
Nocardia autotrophica, leku zmniejszajacego stezenie lipidow we krwi, otrzymano
jego hydroksylowy odpowiednik. Preferencyjne hydroksylowanie ugrupowania alli-
lowego umozliwia otrzymanie 6-f-hydroksy-simwastatyny (Schemat 7, 10) [22].

OKSYGENAZA

a) Ry =R, =R3=H, 76%; >99% ce

b) R, = p-Me, R, = Ry = H, >46%; >99% ece

¢) R, = R, =H, Ry = Me, >74%; >96% ee

d)R; = H, R, = Me, R; = H, 87%; >99% ee

e) R; =m-Cl, R, = Ry =H, 87%; 99% ee

f) R; = 0-CH,-CH, R, =Rj3 =H, 53%; >98% ece
g) R; =0-CH, R, =R;=H, >47%; 98% ee

h) R, =m-Cl, R, =H, R3=Me, 87%; >99% ee

@S‘phingomonas sp.
HO, OH

2 g OH OH H
\\\\OH ‘\\‘OH Ar

N @\ ©\ Ar/\/

|

Cbz H
13 14

e

Qum

12 15
(3R,AS) 81%; 95% ee  (1R,2R) 91%; 87% ee (1R,2R) 91% ee (S,S) Ar = Ph, 3-Cl-Ph

99% ee

Schemat 8. Enzymatyczne reakcje epoksydowania olefin
Scheme 8. Enzymatic epoxidation of olefins
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Monooksygenazy moga réwniez katalizowaé enzymatyczne reakcje epoksy-
dowania olefin. Uzycie rekombinowanych komoérek E. coli zawierajacych mono-
oksygenaze styrenowa, w reakcjach epoksydowania styrendw, prowadzi do otrzy-
mania odpowiednich optycznie czynnych oksiranéw z dobrymi wydajnosciami
(Schemat 8, 11). W przypadku zwiazkéw 11a-ci 11e otrzymujemy (1S,2S)-izomery,
a zwiazki 11d, 11f-h dajg diastereoizomery o konfiguracji (1S,2R).

Doskonale wydajnosci i nadmiary enancjomeryczne styrenéw otrzymano
réwniez podczas reakeji epoksydowania katalizowanej monooksygenazg styrenowg
z Pseudomonas sp. 11c,e,h [23, 24]. W asymetrycznej reakeji hydrolizy epoksydow
katalizowanej Sphingomonas sp. otrzymano trans-diole z 95% nadmiarem enancjo-
merycznym w przypadku 12 i 87% nadmiarem enancjomerycznym dla zwigzku 13
(Schemat 8, 12 i 13). W wyniku dzialania réznych naturalnych hydrolaz epoksydo-
wych mozna w sposob selektywny hydrolizowac caly szereg cyklicznych i arylowych
mezo-epoksydow z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi otrzymujac chiralne
(R,R)-14 1ub (S,S)-15 diole [25-27].

5. MONOOKSYGENAZY BAEYER-VILLIGERA

Monooksygenazy Baeyer-Villigera (BVMO EC 1.14.13.X) skutecznie katali-
zujg reakcje nukleofilowego i elektrofilowego utleniania réznych grup funkcyjnych.
Dziatanie BVMO jest wysoce regio- i stereoselektywne, a ich potencjat katalityczny
najczesciej jest wykorzystywany w syntezie czystych optycznie laktonow i estrow.
Najchetniej stosowanym biokatalizatorem w reakcji utleniania Baeyer-Villigera jest
monooksygenaza cykloheksanowa (CHMO) z Acinetobacter calcoaceticus NCIMB.

W reakcji Baeyer-Villigera katalizowanej calymi komodrkami bakterii szczepu
E. coli z nadekspresja genu CHMO z Acinetobacter sp NCIB 9871 selektywnie
utleniono rézne 4-mono- i 4,4-dipodstawione cykloheksanony do (S)-laktonow
(Schemat 9, 16) [28]. Rekombinowane komérki E. coli BL21(DE3)/pMM4 CHMO
z A. calcoaceticus NCIMB 9871 zastosowano w reakcji utleniania cis-2,6-dialkiloper-
hydropiranéw do laktondw (Schemat 9, 17). Wielko$¢ grupy R istotnie wplywa na
konwersje substratow. Ketony zawierajace krotkotancuchowe reszty alkilowe, takie
jak metylowe 17a i etylowe 17b sg utleniane ze znakomita wydajnoscia. Wydltuzenie
tancucha skutkowato zdecydowanym obnizeniem wydajnosci lub nawet brakiem
reakcji [29]. Cykliczne laktony otrzymano ze znakomita wydajnoscia i enancjo-
selektywnosciag w reakcji biotransformacji prochiralnych bicyklo[4.3.0] ketonow
w obecnosci rekombinowanej E. coli z Comamonas sp. NCIMB 9872 z nadekspresja
CPMO (Schemat 9, 18) [30].
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MONOOKSYGENZA
BAEYER-VILLIGERA
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R
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R =Me, 61%; >98% ee
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0
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a) (25,7R) R = Me, 80%; >99% ce
b) (2S,7R) R = Et, 90%; >99% ee
¢) (25,7R) R = n-Pr, 19%; >98% ee

18

(4R,8R) X = CH,CH,, 76%; >99% ee
(4R,8R) X = CH=CH, 83%; 99% ee
Schemat 9.

Reakgje utleniania za pomocg BVMO
Scheme 9.

Oxidation reactions via BVMO
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Schemat 10. Utlenianie bicyklicznych ketonéw z uzyciem CPMO i CHMO jako katalizatora
Scheme 10.  Oxidation of bicyclic ketones by CPMO and CHMO as a catalyst

Inne bicykliczne ketony w reakcji Baeyer-Villigera utleniono za pomoca
dwoéch enzyméw CPMO i CHMO pochodzacych z rekombinowanego szczepu
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E. coli z Comamonas sp. NCIMB 9872 i Acinetobacter sp. NCIMB 9871. W przy-
padku biotransformacji, obecnos¢ podstawnika w potozeniu egzo determinowata
czystos¢ optyczng uzyskanego produktu. Ponadto mniej polarna grupa funkcyjna
(Cl < MeO), w sposoéb korzystny wptywala na poprawe wydajnosci i enancjose-
lektywnosci [31]. Podobnie reakcja utleniania mezo i prochiralnych bicyklicznych
ketonow przebiegata przy uzyciu dwoch nowych monooksygenaz CHMOBrevil
i CHMOBrevill otrzymanych z rekombinowanych komorek E. coli z Brevibacte-
rium sp. i prowadzi do czystych enancjomerycznie laktonéw. W przypadku nie-
nasyconych regentéw utlenianie ketondéw przebiegalo w sposéb chemoselektywny
bez jednoczesnego epoksydowania wigzania podwdjnego (Schemat 10, 19) [32].
Rekombinowane komorki z ekspresja monooksygenazowa Bayer-Villingera z Xan-
thobacter sp. ZL5 uzywano w biotransformacji réznych prochiralnych ketonoéw.
Selektywnie utleniane byly nie tylko cykliczne ale réwniez policykliczne substraty.
Monooksygenza cykloheksanowa jest w stanie utleni¢ substraty zawierajgce grupy
duze przestrzennie z wysokg enancjoselektywnoscig (Schemat 10, 20) [33].

UWAGI KONCOWE

Przemiany z udzialem enzymdw majg te przewage nad procesami czysto che-
micznymi, ze mozna w nich uzyska¢ selektywnie zwigzek o okreslonej konfiguracji.
W niniejszej pracy przedstawiono rodzaje enzymow bioracych udziat w procesach
utleniania. Zestawiono réwniez przykladowe reakcje z zastosowaniem dehydroge-
naz i monooksygenaz jako katalizatoréw.
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ABSTRACT

In continuation of our work, we herein describe next enzyme classes applied for
oxidation reaction. Dioxygenases, oxidases, and peroxidases are successfully used
in the synthesis of desymmetrization products with high yields and enantiomeric
excesses.

Aromatic dioxygenases, such as toluene dioxygenase (TDO), naphthalene
dioxygenase (NDO), and biphenyl dioxygenase (BPDO) found in the prokaryotic
microorganisms are enzymes belonging to the dioxygenase class and are the most
commonly used in organic synthesis.

The a-oxidation of various fatty acids in the presence of an a-oxidase from
germinating peas is one of the few examples of oxidases application in asymmetric
organic synthesis. The intermediary a-hydroxyperoxyacids can undergo two com-
peting reactions: decarboxylation of the corresponding aldehydes or reduction to
the (R)-2-hydroxy acids. In order to eliminate the competitive decarboxylation reac-
tion tin(II) chloride is used as an in situ reducing agent.

Peroxidases are the redox enzymes found in various sources such as animals,
plants, and microorganisms. Due to the fact that, in contrast to monooxygenases,
no additional cofactors are required, peroxidases are highly attractive for the pre-
parative biotransformation. Oxidation reactions catalyzed by (halo)peroxydases are
also often used in organic synthesis. N-Oxidation of amines, for instance, leads to
the formation of the corresponding aliphatic N-oxides, aromatic nitro-, or nitroso-
compounds. From a preparative synthesis standpoint, however, sulfoxidation of
thioether is important since it was proven to proceed in a highly stereo- and enanti-
oselective manner. Furthermore, depending on the source of haloperoxidase, chiral
sulfoxides of opposite configurations can be obtained.

Keywords: dioxygenase, oxidase, peroxidase, oxidation reaction
Stowa kluczowe: dioksygenaza, oksydaza, peroksydaza, reakcja utleniania
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WPROWADZENIE

Enzymy zwane czesto biokatalizatorami wptywaja na reakcje chemiczne zacho-
dzace w organizmie nie zmieniajac koncowego skladu mieszaniny reagujacej ani
stalej rownowagi danej reakeji. Bialka te wykazuja duza swoisto$¢ w przyspieszaniu
lub nadawaniu odpowiedniego kierunku reakcjom chemicznym. Dzieki biotrans-
formacjom zachodzgcym pod wplywem enzymoéw mozliwe jest przeprowadzanie
przemian zwigzkéw organicznych z selektywnoscig rzadko osiggang innymi meto-
dami. Fakt ten stanowi wazny aspekt w dynamicznym rozwoju chemii organiczne;j.

Przyjmujac mechanizm dzialania za kryterium umownego podzialu enzymow
klasy oksydoreduktaz w tej czesci przedstawiono przyklady reakcji enzymatycznego
utleniania w obecno$ci dioksygenaz, oksydaz i peroksydaz. Praca ta, jest kontynu-
acja wezedniejszych rozwazan dotyczacych reakcji redoks wobec biatkowych kata-
lizatoréw.

1. DIOKSYGENAZY

Dioksygenazy naleza do grupy oksygenaz, ktdre utleniaja substrat wbudowu-
jac do jego czasteczki dwa atomy tlenu. W obrebie tej klasy enzymow wyroznia sie
dioksygenazy rozrywajace wigzania wegiel-wegiel oraz dioksygenazy hydroksy-
lujace wprowadzajace do pierscienia dwie grupy hydroksylowe. Sa to nichemowe
oksygenazy typu Rieskego, ktére w centrum aktywnym zawierajg klaster [2Fe-2S]
oraz posiadajg jedno lub dwa biatka transportujace elektrony. Typowe reakcje
zachodzgce wobec dioksygenazy przedstawione na Schemacie 1 zachodzg przy jed-
noczesnym przenoszeniu dwoch atoméw tlenu na substrat [1, 2].

Sub-H + 0, Sub-0-O-H

hydro-nadtlenek

(0]
Sub + 0, subl |

endo-nadtlenek

O
O
©+02@6<:[
O

Schemat 1. Reakcje zachodzace wobec dioksygenazy
Scheme 1. Dioxygenases in the oxidation reactions

H

H

We wszystkich przypadkach, tworza sie bardzo reaktywne i niestabilne formy
nadtlenkowe, ktére moga by¢ przedmiotem dalszych enzymatycznych lub chemicz-
nych przeksztalcen, takich jak redukcja czy przegrupowanie. Alkany moga by¢
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utleniane w pozycji allilowej przez lipooksygenaze, otrzymujac wodoronadtlenek
allilu, ktéry po redukcji (np. borowodorkiem sodu) daje alkohol allilowy. Reak-
tywne formy tlenu takie jak nadtlenki lipidowe reaguja ze skfadnikami organizmow
zywych. Reakcje te mogg mieé niepozadane dla organizméw skutki, wywolujac
niektére z powaznych choréb w tym miazdzyce czy nawet niektore rodzaje nowo-
twordw.

Enzymy nalezace do klasy dioksygenaz najczesciej wykorzystywane w syntezie
organicznej to tzw. aromatyczne dioksygenazy znajdujace si¢ w mikroorganizmach
prokariotycznych, w tym diooksygenaza toluenowa (TDO), diooksygenaza nafta-
lenowa (NDO), i dioksygenaza bifenylowa (BPDO). Rekombinant szczepu E. coli
JM109(pDTG141) z ekspresja genu NDO z Pseudomonas sp. NCIB 9816-4 zostal
uzyty do bioutleniania siarczkéw arylowoalkilowych i diakilowych (Schemat 2) [3].
W wyniku takiego procesu w wigkszoéci przypadkéw otrzymano optycznie czyste
(S)-sulfotlenki. Siarczki arylowo-alkilowe 1b-d posiadajace n- i izo-alkilowe grupy
z trzema lub wieksza liczbg atoméw wegla oraz siarczki dialkilowe 1e-g z podstawni-
kiem alkilowym zawierajacym siedem lub wiekszg liczbe atomdw wegla zostaly utle-
nione do enancjomeréw o konfiguracji (R). Selektywno$¢ sulfoutleniania siarczkow
chlorofenylowo-metylowych byla uzalezniona od potozenia atomu chloru w pier-
$cieniu aromatycznym. Im blizej atomu siarki znajdowal si¢ ten podstawnik tym
mniejsza warto$¢ ee odnotowano, selektywnos¢ malata w szeregu 1,4->1,3->1,2-.

RSN,  [E-coli M T09(pDTGIAT) > PN
R % R,
1 2
Siarczek R1 R2 wyd. [%] ee [%] Konfig.
a Ph Me 98 98 S
b Ph Pr 58 76 R
c Ph iPr 69 74 R
d Ph Bu 25 97 R
e Me Hep <5 3 R
f Me Oct <5 4 R
g Me Nom <5 5 R
h 4-Cl-Ph Me 10 90 S
i 3-Cl-Ph Me 21 75 S
j 2-Cl-Ph Me 12 31 -

Schemat 2.  Reakcja utleniania siarczkéw arylowo-alkilowych wobec E. coli JIM109(pDTG141)
Scheme 2. Oxidation of aryl-alkyl sulfides by E. coli JM109(pDTG141)

W enzymatycznej reakeji dihydroksylacji dioksolu katalizowanej rekombino-
wanymi komdrkami szczepu E. coli wykorzystujacymi ekspresje genu dioksygenazy
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z Pseudomonas putida G7 otrzymano optycznie czysty policykliczny (5R,6S)-diol
z dobrg wydajnoscig (Schemat 3, 3). Zwigzek ten moze mie¢ zastosowanie w synte-
zie analogow alkaloidu pankratystatyny. Dibromobenzeny (izomery 1,2-, 1,3-11,4-)
zostaly przeksztalcone do odpowiednich dioli cis-cykloheksadienowych metoda
fermentacyjng caltymi komoérkami ze szczepu E. coli z nadekspresja genu TOD. Za
pomoca tego szczepu w asymetrycznej syntezie uzyskano réwniez (+)-pankratysta-
tyne i (+)-7-deoksypankratystatyne (obiecujgce srodki przeciwnowotworowe). Jed-
nym z produktéw przejsciowych byl (1§,2S5)-3-bromo-1,2-dihydroksycykloheksa-
-3,5-dien (Schemat 3, 4) [4].

DIOKSYGENAZA

(IO ot eypsrhy™

64%; >98% ee

O} eom i

|

R = OH pankratystatyna
R = H 7-deoksypankratystatyna

Schemat 3. Reakcje katalizowane dioksygenazami
Scheme 3. Dioxygenation catalyzed reactions
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2. ZASTOSOWANIE OKSYDAZ W REAKCJACH DESYMETRYZAC]I

Oksydazy (EC 1.1.3.X) biorg udzial w reakcjach, w ktérych tworza si¢ reak-
tywne formy tlenu (RFT). Nalezg do grupy oksydoreduktaz, w ktorych elektrony lub
atomy wodoru przenoszone s3 na atom tlenu. Niektore z tych enzymoéw zawierajg
w centrum aktywnym jon metalu, inne obok jonu metalu zawierajg dinukleotyd
flawinoadeninowy jako koenzym. W przypadku tych pierwszych produktem jest
woda, a produktem dziatania tych drugich nadtlenek wodoru.

Jednym z nielicznych przyktadow zastosowania oksydaz w asymetrycznej syn-
tezie organicznej jest przyktad reakcji a-utlenienia réznych kwasow tluszczowych
w obecnosci a-oksydazy z kietkujacego groszku. Jako zwigzki posrednie tworza
si¢ kwasy a-hydroksonadtlenowe, ktore moga ulega¢ dwom konkurencyjnym reak-
cjom. Pierwsza to reakcja dekarboksylacji prowadzaca do odpowiednich aldehy-
déw 7 lub reakceji utleniania do (R)-2-hydroksykwasow 6. W celu wyeliminowania
konkurencyjnej reakcji dekarboksylacji do mieszaniny reakcyjnej dodaje si¢ chlo-
rek cyny(II). Utlenianie nadtlenokwasow chlorkiem cyny(Il) umozliwia otrzymanie
czystych enancjomerycznie hydroksykwasow z dobra wydajnos$cig (Schemat 4) [5].

o

0
R (R) +
R% [OKSYDAZA >
on s

H

OIIII

R = CH3(CH2)”; CH3CH28(CH2)9, CH3(CH2)6S(CH2)6
100%; >99% ce; stosunek % 6:7 99:1

Schemat 4.  a-Utlenianie pochodnych kwasow ttuszczowych
Scheme 4.  a-Oxidation of fatty acid derivatives

3. PRZYKLADY ENZYMATYCZNE] REAKCJI DESYMETRYZAC]I
W OBECNOSCI PEROKSYDAZY JAKO KATALIZATORA

Peroksydazy katalizujg utlenianie rdznych substratéw organicznych i nieorga-
nicznych za pomocg nadtlenku wodoru [6],

ROOH + AH, > H,0 + ROH + A

gdzie AH, to typowy donor wodorowy, ktdry jest utleniany przez nadtlenek. Typo-
wymi substratami ulegajgcymi dzialaniu peroksydaz sg substraty aromatyczne, czyli
zwigzki o charakterze wodoro-donorowym. Niezbedne w tej reakcji czynniki utle-
niajace to np.: wodoronadtlenek kwasu tluszczowego lub nadtlenek wodoru.
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Peroksydazy roslinne biorg udzial w rozwoju komoérek roélinnych, a takze pet-
nig funkcje enzymoéw o charakterze antyoksydantéw pomagajac w likwidowaniu
reaktywnych form tlenu. Jest to istotne bo nadmierne nagromadzenie RFT w zywe;j
komorce prowadzi do stresu ,,oksydacyjnego” uszkadzajac bialka, lipidy oraz kwasy
nukleinowe [7]. Peroksydazy biorace udzial w usuwaniu RFT to peroksydaza gluta-
tionowa, gwajakolowa czy askorbinianowa [8].

Peroksydazy, z uwagi na swdj potencjal katalityczny sg enzymami fatwo dostep-
nymi i szeroko stosowanymi. Zrédlem peroksydaz mogg by¢ zaréwno zwierzeta,
roélinny jak réwniez mikroorganizmy. W odréznieniu od monooksygenaz ich dzia-
tanie nie wymaga dodatkowych kofaktoréw, z tego powodu sa wysoce atrakcyjne
w biotransformacji preparatywne;j.

Reakcje utleniania katalizowane peroksydazami sg czgsto stosowane w syntezie
organicznej. N-Utlenianie amin, prowadzi do tworzenia si¢ odpowiednich alifatycz-
nych N-tlenkéw lub aromatycznych zwigzkéw nitrozowych lub nitrowych. Z punktu
widzenia syntezy preparatywnej utlenianie tioeterow jest jednak wazniejsze, gdyz
zachodzi ono stereo i enancjoselektywnie. Ponadto, w zaleznosci od Zrédta halope-
roksydaz, chiralne sulfotlenki mozna uzyska¢ o okreslonej konfiguracji. Chlorope-
roksydaza (CPO) z Caldariomyces fumago jest selektywnym katalizatorem w reakcji
utleniania metylotioeteréw prowadzac do otrzymania (R)-sulfotlenkéw (Schemat
5, 8). Haloperoksydaza z alg morskich Corallina officinalis wykazuje przeciwng
preferencje dajac S-sulfotlenki. W celu otrzymania sulfotlenkéw wysokiej czystosci
optycznej wazne jest, aby podczas reakcji utrzymywac stale, niskie stezenie H202
[9-12]. Enancjoselektywne sulfoutlenienie serii organicznych siarczkow katali-
zowanych przez Pseudomonas frederiksbergensis sp. prowadzi do odpowiednich
(S)-sulfotlenkéw z dobra lub wysoka enancjoselektywnoscia (Schemat 5, 9) [13].
Zaobserwowano, ze zaréwno czas reakcji, pH oraz budowa substratu wplywaja na
wydajnos¢ i enancjoselektywno$¢ reakeji. Najlepsze wyniki uzyskano dla siarczkow
alkilowo-arylowych. Zauwazono, ze obecno$¢ podstawnika w pozycji para- reszty
arylowej wplywala na wzrost enancjoselektywnosci. Natomiast wydiuzenie tancu-
cha alkilowego, skutkuje spadkiem zaréwno wydajnosci jak i stereoselektywnosci.
W reakeji desymetryzacji innych sulfidéw alifatyczno-aromatycznych w obecno-
$ci Aspergillus terreus CCT 3320 otrzymano réwniez sulfotlenki o konfiguracji (S)
(Schemat 5, 10) [14]. Ta biotransformacja, w wigkszo$ci przypadkéw przebiega
z nadmiarem enancjomerycznym wyzszym niz 95%. Selektywno$¢ reakcji w duzym
stopniu zalezy od czasu prowadzenia reakcji. Uzyskany nadmiar enancjomeryczny
produktéw byt wynikiem dwuetapowej reakcji: enancjotopowej desymetryzacji
i rozdzialu kinetycznego. Pierwszy etap charakteryzowal si¢ umiarkowana selektyw-
noscig dopiero etap drugi umozliwit otrzymanie wzbogaconych enancjomerycznie
produktdw.
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PEROKSYDAZA

1) Chloroperoksydaza
Caldariomyces fumago
2) Bromoperoksydaza

©:5> Corallina of ficinalis > ©i)
|

1) (R) 99% ee
2) (S) 98% ee

Rl/ S\R |Pseudomonas frederiksbergensis sp.> é
R TR,
9
R, =Ph, R, =Me, 87%; 91% ece
=4-Me-Ph, R, = Me, 100%; >99% ece
=4-OMe-Ph, R, = Me, 98%; >99% ec
=4-Cl1-Ph, R, = Me, 86%; 96% ec
=Ph, R, =Pr, 27%; 81% ece

T
(g™

R3

R

Ry
10

R; =R, =H, Ry =Et, 76%; >99% ee
R; =R, =H, R3=Me, 24%; >95% ee
R; =Me, R, = H, Ry = Et, 66%; >95% ee
R; =R, =Me, Ry =H, 24%; >98% ce
R;=H, R, =Cl, Ry =Et, 70%; >98% ee
R;=H, R, =Cl, Ry=Me, 71%; 17% ee

Schemat 5. Enzymatyczne reakcje zachodzace przy udziale peroksydazy
Scheme 5. Enzymatic reaction of compounds with peroxidase

Zastosowanie chloroperoksydazy jako katalizatora w reakeji hydroksylowania
alkinéw umozliwia otrzymanie R-alkoholi propargilowych (Schemat 6) [15]. Reakcje
przeprowadzono w obecnosci nadtlenku wodoru. Wydajnos¢ reakeji rosta w miare
dodawanie enzymu jak i utleniacza. Generalnie, wiekszos¢ otrzymanych produktow
charakteryzowala si¢ dobrg lub bardzo dobrg czystoscia enancjomeryczna z rézng
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jednak wydajnoscia chemiczng. Najgorsze wyniki uzyskano dla najmniejszego obje-
tosciowo substratu (pent-2-ynu).

N OH
Ri——
! |CHLOROPEROKSYDAZA> R1%<*
R,

R,
R1 R2 wydajnos¢ [%] ee [%]
Me Me 7 57
Et Me 26 91
Pr Me 30 87
Bu Me 8 78
Ph Me 15 86
CH,0Ac Me 52 95
CH,Br Me 65 94
(CH,),0Ac Me 26 83
(CH,),Br Me 25 94
CH,0Ac Et 8 87

Schemat 6. Hydroksylowanie alkinéw wobec chloroperoksydazy
Scheme 6. Hydroxylation of alkynes using chloroperoxidase

Chloroperoksydazy umozliwiaja réwniez przeprowadzenie reakeji epoksydo-
wania zwigzkow nienasyconych. Najlepsze wyniki uzyskuje si¢ dla niepodstawio-
nych cis-alkenéw i 1,1-dipodstawionych olefin, ktdre byly selektywnie utleniane za
pomoca chloroperoksydazy ze znakomita selektywnoscia (Schemat 7) [16-18].

R,=H \ R

o
R,
>:/ [CHLOROPEROKSYDAZA
Ry /—\\
H,0, H,0 R,=H
2 >
R, O
R1 R2 ee [%]
H n-C4H9 96
H (CH,),CH-CH, 94
H Ph 96
Ph H 89
CH,-COOEt H 93-94
(CH2),-Br H 85
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R1 R2 ee [%]
n-C5HI1 H 95

Schemat 7.  Asymetryczna reakcja epoksydowania wobec chloroperoksydazy
Scheme 7. Asymmetric epoxidation of alkenes using chloroperoxidase

Ostatnim przedstawionym przykltadem zastosowania peroksydaz jest utlenie-
nie zwigzkow aromatycznych. Reakcje tego typu zalicza si¢ to tzw. klasycznej reak-
cji peroksydaz, poniewaz zostata ona odkryta jako pierwsza. Utlenianie fenoli (np.
gwajakolu, rezorcyny) i amin aromatycznych (np. anilina, o-dianizydyna) w lagod-
nych warunkach w obecnosci peroksydazy chrzanowej prowadzi do utworzenia
oligomerdéw i polimeréw [19-21]. Gwajakol (2-metoksyfenol) jest utleniany przez
nadtlenek wodoru w wyniku czego powstajg skomplikowane zwiazki o charakterze
komplekséw o barwie czerwonej lub brazowej. Ta reakcja jest katalizowana przez
peroksydazy. W celu okreslenia aktywnosci peroksydaz wystepujacych w réznych
warzywach i owocach czesto stosuje sie powyzsza reakcje. W niektdrych przypad-
kach, uzyskano rowniez dimery (np. aldoksymy), biaryle (Schemat 8) [22, 23].

OCH; OCH;
OH [Peroksydaza Ch]rzalnowa> OH
H,0, 2 H,0 n
gwajakol polimer
R
NOH
/
_
[Peroksydaza chrzanowa> O—N+
\ _
+N—-0
H202 2 H20 /
R
R
dimer

Schemat 8.  Peroksydaza chrzanowa jako katalizator reakcji utleniania zwigzkéw aromatycznych
Scheme 8. Horseradish peroxidase catalyzed oxidation reaction of aromatics
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W przedstawionej pracy omoéwiono zastosowanie kolejnych klas enzymoéw do
przeprowadzenia reakcji utleniania. Z dobrymi wydajnosciami oraz nadmiarami
enancjomerycznymi uzyskano produkty desymetryzacji, z wykorzystaniem dioksy-
genaz, oksydaz i peroksydaz.
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ABSTRACT

Methods for obtaining optically active compounds in enantiopure form are
commonly classified into three categories: utilization of chiral pool starting mate-
rials (stereoselective multistep synthesis), creation of chirality from achiral precur-
sors (asymmetric synthesis) and separation of racemates into their enantiomer con-
stituents (crystallization, chromatography on chiral phases, kinetic resolution). The
most important method for the separation of enantiomers is the crystallization. The
crystallization can be carried out in the variants: direct crystallization of enantio-
mer mixtures (homo- and heterochiral aggregates — Scheme 2, 3) and separation of
diastereoisomer mixtures (classical resolution) (Scheme 1) [1-5]. The most widely
used method for the separation of enantiomers rests on the crystallization of diaste-
reoisomers formed from a racemate and an enantiopure reagent — resolving agent
(resolution via salt-formation and complex-formation).

The pair of diastereoisomers exhibit different physicochemical properties
(e.g., solubility, melting point, boiling point, adsorbtion, phase distribution). For
this reason, the crystalline material can be separated from the residue by filtration
(Scheme 22) [4, 27], distillation (Scheme 23, 24) [28, 29], sublimation (Scheme 25)
[4, 30], or extraction (Scheme 26) [2, 31].

The composition of crystalline diastereoisomers is influenced by resolving
agent (structure (Scheme 4) [4] and amount of resolving agent (Scheme 5) [4]),
structure of racemates (Scheme 10) [2, 15], the character and amount of supplemen-
tary additives (Scheme 6-9) [4, 12-15], nature of the solvent (crystallization with
solvent) — Scheme 11-18 [2, 4, 16-23] and time of crystaillzation (Scheme 19-21)
(4, 14, 25, 26].

Keywords: crystallization, resolution of racemic mixture, diastereoisomeric salts/
complexes

Stowa kluczowe: krystalizacja, rozdzielenie mieszaniny racemicznej, diastereoizo-
meryczne sole/kompleksy
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WPROWADZENIE

Otrzymanie czystych enancjomerycznie zwigzkow jest jednym z wazniejszych
aspektow badan stereochemicznych. W syntezie asymetrycznej uzyskuje sie $cisle
okreslony stereoizomer, natomiast w tradycyjnej reakcji chemicznej, jesli produkt
posiada centrum stereogeniczne z reguly otrzymuje sie mieszanine enancjomerow.
Réwnomolowa mieszanina dwdch izomeréw optycznych to racemat. Rozdzielenie
racematu moze odbywac si¢ na drodze rozdzialu kinetycznego w obecnosci chiral-
nego katalizatora chemicznego lub enzymatycznego, jak réwniez z zastosowaniem
chiralnych faz statych lub ciektych. Jedna z najstarszych metod rozdzielenia miesza-
niny enancjomerow jest krystalizacja, ktora nadal pozostaje najczestszym sposobem
otrzymania czystych enancjomerycznie zwigzkdw na skale preparatywna.

Mieszanine racemiczng mozna rozdzieli¢ w sposob bezposredni lub posredni
przeprowadzajac enancjomery w odpowiednie pochodne diastereoizomeryczne.
Réznica wlasciwosci fizycznych otrzymanych diastereoizomeréw takich jak tempe-
ratura topnienia, preznos¢ par, rozpuszczalnos¢ czy wspolczynnik adsorpcji w wielu
przypadkach wystarcza, aby diastereoizomeryczne pochodne rozdzieli¢ na drodze
krystalizacji, destylacji, sublimacji czy chromatografii [1-5].

Metoda posrednia jest z pewnoscig lepszg metoda rozczepienia réwnomolo-
wych mieszanin enancjomeréw na drodze krystalizacji, poniewaz latwiej jest roz-
dzieli¢ rzeczywiste pochodne diastereoizomeryczne. Proces ten przeprowadza si¢
w trzech etapach. Najpierw dodaje si¢ czynnika chiralnego z wytworzeniem dia-
stereoizomerow (na tym etapie dokonuje si¢ doboru wlasciwego odczynnika chi-
ralnego jak réwniez optymalizuje si¢ warunki rozdzialu). Nastepnie przeprowadza
sie krystalizacje i w ostatnim etapie dekompozycje otrzymanych diastereoizome-
rycznych pochodnych z uwolnieniem czystych enancjomerycznie zwigzkow optycz-
nych. Substancja rozdzielana powinna posiada¢ odpowiednig grupe, ktéra moze
oddziatywa¢ z czynnikiem chiralnym. Najczesciej tworzg si¢ diastereoizomeryczne
sole, rzadziej rozdzielenie odbywa si¢ poprzez uzyskanie diastereoizomerycznych
komplekséw molekularnych lub addycyjnych [1-5].

Ponizej przedstawiono schemat rozdzielenia mieszanin enancjomerdéw metoda
bezposrednia i posrednia.
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Zwiqzek racemiczny

Metoda posredma
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Schemat 1. Schemat rozdzielenia mieszanin racemicznych
Scheme 1. General scheme of resolution
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Efektywno$¢ rozdzielenia mieszaniny enancjomerdw jest mierzona para-
metrem F, ktéra wyraza sie nastgpujacym wzorem: F = ee x y, gdzie ee — nadmiar
enancjomeryczny definiowany jako stosunek rdznicy zawarto$ci poszczegoélnych
enancjomeréw do sumy ich zawartosci w okre$lonej mieszaninie wyrazony w pro-
centach; y - wydajno$¢ chemiczna (lub F = de x 2 x y, gdzie de -nadmiar diastere-
oizomeryczny).

W pracy na konkretnych przykladach przedstawiono jakie czynniki wptywaja
na efektywno$¢ rozdzielenia mieszanin racemicznych za pomoca krystalizacji, ze
szczegdlnym uwzglednieniem metody posrednie;.

1. ROZDZIELENIE MIESZANIN RACEMICZNYCH
ZA POMOCA KRYSTALIZAC]I

Krystalizacja to proces tworzenia si¢ i wzrostu krysztatu z cieczy przechtodzo-
nej, roztworu przesyconego lub przesyconej pary (fazy gazowej). Ten proces fizyczny
mozna najogodlniej podzieli¢ na dwa etapy: tworzenie zarodkéw krystalizacji (nukle-
acja) i wzrost krysztatow.

Racjonalne postugiwanie si¢ ta3 metoda wyodrebniania pojedynczych skladni-
kow roztworu uwarunkowane jest znajomoscia zaleznosci temperatury krzepnigcia
(topnienia) roztworu od jego sktadu. Rozwazania przeprowadza si¢ dla statej warto-
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$ci ci$nienia (p = const), poniewaz wplyw zmian ci$nienia na warunki rownowagi w
ukladzie faz skondensowanych jest relatywnie niewielki, szczegolnie w zakresie zbli-
zonym do ci$nienia atmosferycznego, w ktorym to przewaznie prowadzi si¢ krysta-
lizacje. Rownowage w ukladzie ciecz-cialo stale przedstawia sie na wykresach izo-
bary zaleznoscig temperatury od skladu roztworu, zwanych diagramami fazowymi.
Przebieg procesu krystalizacji (a wiec takze ksztalt wykresu) uzalezniony jest od
wzajemnej mieszalnoéci skltadnikdw roztworu zaréwno w fazie cieklej, jak i w fazie
stalej. Ze wzgledu na bardzo ograniczong dyfuzje i brak mozliwo$ci mieszania
makroskopowego, mieszalno$¢ sktadnikow w fazie stalej sprowadza si¢ w rzeczy-
wistosci do mozliwosci tworzenia wspolnej struktury krystalicznej. Skladniki roz-
tworu ulegajacego mieszaniu w fazie statej musza wiec wykazywa¢ duze podobien-
stwo zaréwno pod wzgledem struktury krystalicznej jak i wlasnosci chemicznych.
Roztwory enancjomeréw na ogdl dobrze mieszajg si¢ w fazie cieklej, niezaleznie
od skladu. W fazie stalej natomiast, ze wzgledu na obecnos¢ centrum chiralnego
enancjomery moga tworzy¢ roztwory o réznej mieszalnosci, czyli - zréznicowane;j
strukturze krystalicznej.

Jesli chiralne skladniki roztworu wykazuja wieksze powinowactwo do analo-
gicznej struktury tego samego enancjomeru, tworzg si¢ krysztalty homochiralne
zwane konglomeratami. Faza stala zawiera w takim przypadku dwie odrebne struk-
tury czystych chiralnie produktéw. Taki stan odpowiada roztworowi nie ulegaja-
cemu mieszaniu w fazie statej.

Jesli oba enancjomery agreguja razem powstajg krysztaty heterochiralne, przy
czym wspolng sie¢ krystaliczng enancjomery moga tworzy¢ na dwa sposoby:

- krysztaly racemiczne, czyli regularne struktury przestrzenne, ktére w ele-
mentarnej komorce krysztatu zawieraja oba sktadniki w stosunku 1:1,

- krysztaly pseudoracemiczne - rozbudowane struktury przestrzenne o zmien-
nym sktadzie pojedynczej komorki elementarnej (stosunek liczby obu skladnikow
moze by¢ dowolny) i nieregularnej strukturze (Schemat 2).

00
(R(R(R)K)

5600
S8

krysztat racemiczny konglomeraty krysztat pseudoracemiczny

Schemat 2. Trzy sposoby upakowania w sieci krystalicznej zwigzkéw chiralnych
Scheme 2. The three crystal packing arrangements for chiral compounds

Krysztalty homo- i heterochiralne zachowuja si¢ w stosunku do siebie jak dia-
steroizomery, dlatego majg rézne wlasciwosci fizyczne. Krysztaly racemiczne i czy-
ste optycznie posiadaja rozne temperatury topnienia, te réznice wykorzystuje si¢
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w okredleniu czystosci enancjomerycznej probki za pomoca réznicowej kaloryme-
trii skaningowej (DSC). Sporzadza si¢ tzw. dwuskladnikowy diagram fazowy, czyli
wykres temperatur topnienia roznych frakcji molowych (od 0-1) dwoch enancjo-
mer6ow (Schemat 3).
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Schemat 3. A) Dwuskladnikowy diagram fazowy dla konglomeratéw; B) i C) Dwusktadnikowy diagram
fazowy dla krysztatow racemicznych

Scheme 3. A) A binary diagram for a compound that forms conglomerates; B) and C) A binary phase dia-
gram for a compound that forms racemic crystals

Krystalizacja bezpo$rednia enancjomerycznie czystych konglomeratéow
z dobrg wydajnoscig jest mozliwa w przypadku, gdy krysztaly nie tworza roztworu
stalego (Schemat 3, przyktad A). Faze stala tworzy mechaniczna mieszanina krysz-
talow o odrebnej strukturze D i L w stosunku odpowiadajgcym sktadowi roztworu
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w ulamkach molowych (x, 1-x). Diagram fazowy dla konglomeratéw zawiera jeden
punkt eutektyczny w temperaturze topnienia racematu (T,) dla sktadu x = 0,5. Tem-
peratura topnienia czystych enancjomeréw (T, ) jest $rednio o ok. 30 K wyzsza od
T,. W punkcie eutektycznym krystalizujg jednoczes$nie obie odmiany enancjome-
ryczne w formie krysztaléw D i L, w stosunku réwnomolowym. Natomiast krysta-
lizacja w temperaturze wyzszej od T, moze prowadzi¢ do otrzymania homochiral-
nego krysztatu w czystej postaci.

Krystalizacja mieszanin enancjomeréw tworzacych krysztaty racemiczne prze-
biega w innych warunkach. Krysztal racemiczny stanowi odrebny sktadnik uktadu
réownowagowego, stad odpowiedni diagram fazowy (Schemat 3, przyktad B i C) ma
zdecydowanie inny przebieg. Wystepuja w nim dwa punkty eutektyczne w tempe-
raturze T, przy czym T, > T, < T,. Punkty eutektyczne odgraniczajg obszar réwno-
wagi fazowej mieszaniny cieczy i krysztaldw racemicznych od obszaréw réwnowagi
roztwor i krysztaly odpowiednio odmiany D (po lewej stronie wykreséw B i C)
i odmiany L (po prawej stronie). W tych wiasnie przedziatach stezen i temperatur
moze nastepowac krystalizacja krysztaléw jednosktadnikowych.

Dodatkowym czynnikiem réznicujacym uklady racemiczne jest réznica pomie-
dzy T, i T, ($rednia réznica pomiedzy T, i T, rzadko przekracza 20 K).

Gdy T, < T, (Schemat 3, przyklad B) punkty eutektyczne wystepuja w zakresie
»Srednich” stezen (np. x, = 0,3 ix, = 0,7). Krystalizacja z takiego ukladu pozwala na
otrzymanie krysztaléw o okreslonej konfiguracji D lub L dla stezen 0 - x, i x, - 1
i temperaturze wyzszej od T,.

Natomiast gdy T, > T, punkty eutektyczne wystepuja dla roztworéw o duzej
przewadze jednego ze skladnikéw (Schemat 3, przyklad C, x; = 0,1 0,9) obszary
réwnowagi krysztal D lub L i fazy cieklej sa tak mate, ze w praktyce nie uzyskuje
sie krysztaléw homochiralnych, tylko wyltacznie krysztaly racemiczne. Nawet
w przedziale stezen 0 - x; i x, — 1 preferowana jest krystalizacja racematu z uwagi
naT,>T,.

Rekrystalizacja na przyklad mieszaniny o skfadzie x = 0,8 (60% ee) moze prowa-
dzi¢ do wzbogacenia fazy krystalicznej w jeden z enancjomerdw tylko jesli zwiazek
ma tendencj¢ do tworzenia homochiralnych krysztaléw (Schemat 3, przyktad A)
lub gdy tworzy krysztaly racemiczne o temperaturze topnienia nizszej od tempera-
tury topnienia czystych optycznie krysztaléw (Schemat 3, przyktad B). Maksymalng
wydajno$¢ enancjomeryczng wyznacza si¢ ze stosunku odlegtosci NE/EA. W tym
konkretnym przykladzie, jesli x = 0,8 to czysto$¢ optyczna krysztatéw w przypadku
A wynosi 60% ee, a w przypadku B tylko 33% ee. Dla uktadu tworzacego krysztaly
racemiczne i T, > T, uzyskuje si¢ wylgcznie mieszanine racemiczng (Schemat 3,
przyktad C) [5-9].

Na podstawie diagraméw mozna stwierdzi¢, ze tylko dla konglomeratow moz-
liwe jest otrzymanie nadmiaru jednego z izomeréw z wydajnoscig optyczng réwng
nadmiarowi enancjomerycznemu (ee) wyj$ciowej mieszaniny, podczas gdy w przy-
padku zwiazkoéw tworzacych racematy wydajno$¢ enancjomeryczna jest zawsze
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nizsza niz ee, wyjéciowej mieszaniny. Wynik krystalizacji w uktadzie tworzacym
heterochiralne krysztaly jest uzalezniony od enancjomerycznego skladu miesza-
niny, polozenia punktu eutektycznego i réznicy pomiedzy T, i T,. W praktyce, aby
uzyska¢ nadmiar enancjomeryczny dla zwiagzkéw tworzacych krysztaly racemiczne
nalezy wzbogaci¢ wyj$ciowg mieszaning w jeden z izomer6w tak, aby wartos¢ ee,
byla wyzsza niz w punkcie eutektycznym (ee,).

Uklady enancjomerdéw tworzacych heterochiralne krysztaty pseudoracemiczne
sg zupelnie nie separowalne metoda krystalizacji bezposredniej. Tworza one roz-
twory zaréwno ciekle jak i stale o prawie doskonalej mieszalnosci. Niektore izo-
mery optyczne np. roztwor oksymoéw D i L kamfory, tworzg roztwory topigce sie
i krzepnace w takiej samej temperaturze niezaleznie od skfadu mieszaniny. Krzywe
topnienia i krzepniecia pokrywaja sie tworzac jedng poziomga lini¢ prosta.

Réwnomolowe roztwory obu izomeréw optycznych az w 90% maja tendencje
do tworzenia krysztaléw racemicznych. Tylko okoto 5-10% z nich tworzy krysztaty
homochiralne (konglomeraty). Znacznie czgstsze wystepowanie zwigzkoéw o struk-
turze racemicznej niz konglomeratéw jest spowodowane ich wieksza stabilnoscig
termodynamiczng, czego dowodzg odpowiednie badania réwnowagowych wartosci
potencjatu Gibbsa [9]. Dlatego tak trudno jest rozdzieli¢ racematy w sposéb bezpo-
$redni.

Do rozdzielenia mieszanin racemicznych stosuje sie najczesciej metode posred-
nig, przeprowadzajac enancjomery w odpowiednie pochodne diastereoizomeryczne
poprzez dodanie do uktadu czynnika chiralnego. Jesli do racematu doda si¢ réwno-
molowa ilo$¢ czynnika chiralnego (na przyklad czynnik chiralny o konfiguracji R¥)
tworzy sie quasi-enancjomeryczna mieszanina:

SR + R'R” SR* + RR’

eeg ~ quasi 50% diasteroizomery

W takiej niesymetrycznej mieszaninie (ee, wynosi okofo 50%) tworza si¢ dwa
rodzaje diastereoizomeréw, ktére moga wykrystalizowa¢ w postaci quasi-konglo-
meratéw (RR*) lub quasi-racematéw (SR*). Obie formy zawieraja czyste enancjo-
mery (R lub §) rozdzielanej mieszaniny racemicznej, ktére mozna w postaci wolnej
otrzymac poprzez dekompozycje diastereoizomerycznych pochodnych [2, 5-9].
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2. KRYSTALIZACJA DIASTEROIZOMEROW Z FAZY CIEKLE]

2.1. OPTYMALIZACJA WARUNKOW ROZDZIELENIA MIESZANINY ENANCJOMEROW
- CZYNNIK CHIRALNY, SUBSTANCJA DODATKOWA,
STRUKTURA CHEMICZNA RACEMATOW

Waznym zadaniem w optymalizacji warunkéw rozdzielenia enancjomeréw
jest dobor wlasciwego odczynnika chiralnego tak, aby otrzymane diastereoizome-
ryczne pochodne roznily sie rozpuszczalno$cig i mozna byto je rozdzieli¢ na drodze
krystalizacji. Najczesciej wyboru odpowiedniego czynnika chiralnego dokonuje sie
na drodze eksperymentalnej. Najwazniejsza jest jego struktura oraz charakter che-
miczny, a takze stabilno$¢ w warunkach reakcji. Podczas dokonywania selekeji nie
bez znaczenia jest rdwniez aspekt ekonomiczny. Dobrze, gdy odczynnik chiralny
jest tani i powszechnie dostepny w handlu, najlepiej w postaci pary czystych optycz-
nie enancjomeréw (w innym przypadku po rozczepieniu mieszaniny racemicznej
nalezy dokona¢ regeneracji czynnika chiralnego). Ponadto otrzymane sole lub
kompleksy powinny dos¢ tatwo ulega¢ dekompozycji, w celu uwolnienia czystych
enancjomerow.

Istotne jest podobienstwo strukturalne chiralnego odczynnika do enancjome-
réw rozdzielanej mieszaniny. Z do$wiadczenia wynika, ze jesli reagenty tworzace
diastereoizomery sg swoimi strukturalnymi analogami w wiekszosci przypadkow
uzyskuje si¢ dobra enancjoseparacje. Jest to mozliwe ze wzgledu na lepsze dopa-
sowanie czynnika chiralnego do jednego z izomeréw zwiazku racemicznego. Na
przykiad N-acetylofenyloglicyne (AcPG) mozna skutecznie rozdzieli¢ w obecnosci
analogu strukturalnego estru metylowego (S)-fenyloglicyny (MePG). Z quasi-enan-
cjomerycznej mieszaniny (ee, = 50%) krystalizowala stabiej rozpuszczalna diastere-
oizomeryczna heterochiralna sél zawierajaca w przewadze (R)-AcPG (79% ee) [4].

NHCOCH; NH,
COOH 4+ NCOOCH; —22% (R)-ACPG.(S)-MePG  + (5)-AcPG.(S)-MePG
faza krystaliczna W roztworze
79% ee
rac-AcPG ($)-MePG

Schemat 4.  Rozdzielenie rac-AcPG z (S)-MePG
Scheme 4.  Resolution of rac-AcPG with (S)-MePG

Podobnie N-acetylofenyloalanine (AcPA) rozdzielono estrem metylowym
(S)-fenyloalaniny. Selektywnie z roztworu krystalizowala sél quasi-racemiczna
zawierajgca rowniez (R)-enancjomer o wysokiej czysto$¢ optycznej (93% ee) [4].

Podobienstwo strukturalne odczynnika chiralnego do rozdzielanej mieszaniny
nie jest jednak warunkiem koniecznym do uzyskania efektywnej separacji. Stosuje
sie rowniez niepodobne strukturalnie zwiazki rozdzielajace, na przyklad znany
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i powszechnie stosowany kwas (R,R)-winowy (TA) i jego pochodne. Za pomocg
tego kwasu i jego analogdw rozdzielono wiele racemicznych amin poprzez utworze-
nie krystalicznych soli [2, 10].

W procesie optymalizacji efektywnosci rozdzielania waznym aspektem jest
réwniez ilo$¢ czynnika chiralnego dodanego do racematu. Na poczatku dodawano
réwnomolowe ilo$ci obu reagentéw. Po raz pierwszy Pope i Peachy zmieszali mie-
szaning racemiczna z chiralnym czynnikiem w stosunku 1:0,5 w obecnosci achi-
ralnego odczynnika majacego podobny charakter chemiczny jak czynnik chiralny
rozczepiajacy mieszaning racemiczng [11].

W taki sposob rozdzielono pochodne chloramfenikolu. Do pochodnej chlo-
ramfenikolu (AD) w postaci soli dodano s6l amoniowa N,N-dimetyloamidu kwasu
0,0’-dibenzolio-(R,R)-winowego ((R,R)-DBTADA) w stosunku molowym 1:0,5.
Z roztworu krystalizowala so6l diastereoizomeryczna zawierajaca enancjomer o kon-
figuracji (R,R), podczas gdy enancjomer o przeciwnej konfiguracji pozostal w roz-
tworze (Schemat 5) [4].

Ol  OH

ILNIIOOC_ .OCOPh
11,0
+ I —2 > (RR)-AD.(RR)-DBTADA + (5,5)-AD.HCI
NIL TICI PhOCO““ CON(CHz), faza krystaliczna W roztworze
O,N
rac-AD.HCI (R,R)-DBTADA.NH,

Schemat 5. Rozdzielenie rac-AD.HCl z (R,R)-DBTADA.NH3
Scheme 5. Resolution of rac-AD.HCl with (R,R)-DBTADA.NH,

W celu zwiekszenia wydajnosci rozdzielania do mieszaniny racemicznej obok
odczynnika chiralnego dodaje si¢ inny chiralny zwigzek strukturalnie podobny do
reagenta rozczepiajacego mieszaning lub do enancjomeréw w mieszaninie.

W pierwszym przypadku tzw. Dutch rozdziale czes¢ odczynnika chiralnego
zastepuje si¢ innym zwigzkiem chiralnym o podobnej strukturze i chemicznym
charakterze. Z roztworu z reguly krystalizuje diastereoizomer o wyzszej czystosci
optycznej niz bez dodatku innego czynnika chiralnego. Przykltadem rozczepienia
z zastosowaniem mieszaniny czynnikéw chiralnych jest rozdzielenie racemiczne;j
efedryny (EPh). Cze$¢ chiralnego odczynnika cyklicznego diestru 2-chlorofenylo
podstawionego kwasu fosforowego(V) ((S)-CPH) zastgpiono jego niepodstawio-
nym analogiem ((S)-PH). Preferencyjnie z roztworu krystalizowal diastereoizomer
zawierajacy trzy skladowe: (1R,2S5)-EPh i dwa czynniki chiralne ((S)-PH i (S)-CPH)
- Schemat 6. Dodatek drugiego czynnika chiralnego wplywal na zwickszenie wydaj-
no$¢ [12].
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o F:0.76
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faza krystaliczna
F:0.81

Schemat 6.  Rozdzielenie rac-EPh z (S)-CPH/(S)-PH
Scheme 6.  Resolution of rac-EPh with (S)-CPH/(S)-PH

Przeprowadzono réwniez separacje racematu, do ktérego dodano zwigzek
bedacy strukturalnym analogiem skfadnikow rozdzielanej mieszaniny. Na przyktad
racemiczng mieszaning 1-(3-metoksyfenylo)etyloaminy (MOPEA) rozczepiono
z czynnikiem chiralnym kwasem (S)-migdalowym (MA) w obecnosci bis-aminy.
Otrzymano diastereoizomeryczng sl z wysoka czystoscia optyczng (97% de) -
Schemat 7. Podobnie jak w tzw. Dutch rozdziale dodatek chiralnego reagenta, w tym
przypadku strukturalnie zblizonego do rozdzielanej mieszaniny, powoduje zwiek-
szenie efektywno$ci rozczepienia [13].

NI, NIT,
® ®)
,,,, /
NH, OH
I1,CO A
+ ¥ COOH ———————> (5)-MeOPEA.(S-MA + (R)-MeOPEA (5)-MA
faza krystaliczna
97% de

rac-MeOPEA ($)-MA

Schemat 7.  Rozdzielenie rac-MoPEA z (S)-MA/bis-amina
Scheme 7.  Resolution of rac-MoPEA with (S)-MA/bis-amine

Okazalo si¢ réwniez, ze diastereoizomery sg lepiej rozdzielane w uktadzie, gdy
cze$¢ czynnika chiralnego lub racematu wymieni si¢ na achiralny zwiagzek o podob-
nej strukturze. Na przyktad, kiedy AcPA rozdzielono za pomocg amidu (R)-feny-
loglicyny ((R)-PGAD) (1:0,5) w obecno$ci wodorotlenku sodu zaréwno czysto$¢
enancjomeryczna jak wydajno$¢ krystalicznej soli byla nizsza, niz gdy rozdzielenie
odbywalo si¢ w obecnosci benzyloaminy (zamiast wodorotlenku sodu) - Schemat 8
4, 14].
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NaOH

(5)-AcPAD.(R)-PGA+ (R)-AcPA Na
NH, faza krystaliczna W roztworze

COOH T4% ee, F:0.42
®™CONH, ——
NHCOCH; 2 ©/\NHZ
_—
BA

rac-AcPA (R)-PGAD (5)-AcPAD.(R)-PGA+ (R)-AcPA BA

faza krystaliczna W roztworze
100% ce, F:0.81

Schemat 8.  Rozdzielenie rac-AcPA z (R)-PGA/BA
Scheme 8.  Resolution of rac-AcPA with (R)-PGA/BA

Podobna sytuacja ma miejsce, gdy do rozczepianej mieszaniny wprowadzi sie
dodatkowo achiralny zwigzek o zblizonej strukturze do rozdzielanych enancjome-
réw. Mieszaniny racemicznej rac-AcPA z zastosowaniem (R)-2-fenyloetyloaminy
((R)-PEA) nie mozna rozdzieli¢. Krystalizujgca sol diastereoizomeryczna prak-
tycznie jest rOwnomolowg mieszaning obu izomerdw. Jesli jednak do wyjsciowej
mieszaniny obok (R)-PEA wprowadzi si¢ achiralny analog AcPA - kwas fenoksyoc-
towy (POAA) - efektywnos¢ rozdziatu zwigksza si¢. Achiralny dodatek krystalizuje
z czynnikiem chiralnym szybciej, natomiast s6l wzbogacona o (S)-AcPA wytraca si¢
po dluzszym czasie (Schemat 9) [4, 13].

(R)-PEA (5)-AcPA (R)-PEA

faza krystaliczna

COOH 5% ee, 1:0.05
NHCOCH;

(R)-PEA

rac-AcPA (S)-AcPA (R)-PEA
0 COOH faza krystaliczna
~ 88% ee, F:0.50
POAA

Schemat 9. Rozdzielenie rac-AcPA z (R)-PEA/POAA
Scheme 9.  Resolution of rac-AcPA with (R)-PEA/POAA

Bezpos$rednie otoczenie centrum stereogenicznego w rozdzielanych izomerach
optycznych ma wplyw na wzajemne strukturalne dopasowanie okreslonego enan-
cjomeru i czynnika chiralnego. Aby odpowiedzie¢ na pytanie, jakie cechy powinien
posiada¢ ligand bezposrednio zwiazany z centrum chiralnym rozdzielanych enan-
cjomerow zeby efektywno$¢ F byta jak najwyzsza, przeprowadzono rozdzial serii
zwigzkow pochodnych fenyloglicyny (PG) tym samym czynnikiem chiralnym, kwa-
sem (R,R)-TA (Schemat 10). Wzieto pod uwage nastepujace parametry:

a) parametr hydrofobowosci p,

b) state o* charakteryzujace elektronowe wlasciwosci ligandéw bezposrednio

zwigzanych z centrum chiralnym,

c) M, - zawadg przestrzenna,

d) E, - parametr charakteryzujacy polarnos¢ rozpuszczalnika.
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Teoretyczne korelacje pomiedzy poszczegdlnymi parametrami a wartoscig roz-
dzialu F mozna przedstawi¢ za pomocg ponizszych rdwnan:

F = 0,5177, + 2,280, - 0,015E,. - 0,001 (1)
F = 0,5247, + 2,0820, - 0,016E, + 0,017M, - 0,107 )
F = 4,3740, + 0,107M,_- 0,014E, - 2,590 (3)
F = 4,183+ 0,110M,_- 0,015E, - 0,021M, - 2,461 (4)
NII, NII, NH, NI,
COOCTH, COOC,H; CN CONH,
R R R R

Schemat 10. Seria pochodnych fenyloglicyny
Scheme 10. A series of phenylglycine derivatives

Z rozwazan tych wynika, ze najwazniejszymi parametrami wplywajacymi na
rozdzielenie racematdw s3: hydrofobowo$¢ oraz wlasnosci elektronowe podstawni-
kéw (-COOH, -COOEt, -CN, -CONH,) bezposrednio zwigzanych z centrum chi-
ralnym. Dodatkowo mozna zauwazy¢, ze warto$¢ F ma rozny znak w zaleznosci od
konfiguracji rozdzielanego enancjomeru. (R)-soél wytrgcala sie, gdy obliczona war-
to$¢ F byta dodatnia, natomiast sl o konfiguracji przeciwnej, gdy F przyjmowala
warto$¢ ujemng. Przewidywania teoretyczne zostaly calkowicie potwierdzone przez
badania eksperymentalne. Preferencyjnie z roztworu krystalizowala s6l homochi-
ralna (tzw. quasi-konglomerat) (R)-PG.(R,R)-TA, gdy podstawnik zwigzany z cen-
trum chiralnym rozdzielanych pochodnych fenyloglicyny byt duzy objetosciowo
i posiadat charakter elektronoakceptorowy (-CN, -COOELt). Natomiast, gdy pod-
stawnik byl maly, hydrofilowy o stabym charakterze elektronoakceptorowym pre-
ferencyjnie krystalizowata sdl heterochiralna (tzw. quasi-racemiczna) zawierajaca
enancjomer o konfiguracji S ((S)-PG.(R,R)-TA) [2, 15].

2.2. OPTYMALIZACJA WARUNKOW ROZDZIELENIA MIESZANINY
ENANCJOMEROW - ROZPUSZCZALNIK

Obok chiralnego czynnika na skuteczno$¢ rozdzielenia racematéw z ich mie-
szanin rownomolowych szczegdlny wpltyw ma zastosowany rozpuszczalnik. Dobor
rozpuszczalnika przeprowadza si¢ gléwnie na drodze doswiadczalnej. Najczesciej
stosowanym rozpuszczalnikiem w posredniej metodzie rozdzialu racematdw jest
woda, dlatego istotne podczas rozdzielania w wodzie jest pH roztworu. Wptyw pH
na rozdzial przez krystalizacje frakcyjnag diastereoizomerycznych soli przedstawia
model termodynamiczny (Schemat 11). W modelowym uk}adzie mieszaniny race-
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micznej D, L z kwasowym czynnikiem chiralnym (RH) mozna przedstawi¢ réwno-
wagi:

Pp 153
faza stala
KSD KsL
4
DL +2RH =—= DHR + LHR
faza ciekla
Kap Kar,
Ky
H'*+D DH" +2R +LH" L+H"
K.
2RH

Schemat 11.  Model réwnowagi dynamicznej tworzenia soli diastereoizomerycznych z réwnomolowej miesza-
niny D, L i kwasowego czynnika chiralnego RH

Scheme 11.  Equilibrium model of diastereomeric salt formation of a racemic base (D + L) with an acidic reso-
lving agent (RH)

Efektywnos$¢ F mozna wyznaczy¢ z réwnania chemicznego znajac state termo-
dynamiczne jak réwniez poczgtkowe stezenia czynnika chiralnego oraz stezenia
jonéw wodorowych.

Ky KopKap —Kg Kgp
K [RH]O _O‘Scoy_(KsD +K5L)

a

0.5¢c)F=K,-Ky + 1+[E—E]+[I;—+]+ (5)
a

gdzie: K , K - stale rozpuszczalnosci soli, K, K, - state dysocjacji soli, K, K, -
stata kwasowa i zasadowa, ¢, -poczatkowe stezenie racematu, [RH] - poczatkowe
stezenie czynnika chiralnego, y - wydajnos¢.

Efektywno$¢ rozdzielenia mieszaniny racemicznej osigga warto$¢ minimalna
gdy [H+]= JK, K, . Taka sytuacja ma miejsce, jesli jony wodorowe pochodza
z dysocjacji obojetnej soli diastereoizomerycznej. Z tego powodu ten typ rozdziatow
charakteryzuje si¢ najmniejsza wartoécig E Warunkiem koniecznym do uzyskania
lepszej efektywnosci rozdziatu jest stan, gdy stala dysocjacji soli lepiej rozpuszczal-
nej jest wyzsza.

Efektywno$¢ F jest réwniez uzalezniona od stezenia czynnika chiralnego
i osigga warto$¢ maksymalng (F— F_ ) jesli [RH] = 0,5¢;y + (K + K ). Gdy stale

max:
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K, i K, s relatywnie male wtedy . Stad wynika, ze jezeli zmiesza si¢ o polowe ilos¢
czynnika chiralnego w stosunku do rozdzielanego racematu to skuteczo$¢ rozdziatu
bedzie najwyzsza [2, 4]. Te teoretyczne rozwazania znalazly swoje odzwierciedle-
nie w praktyce, po raz pierwszy taka ilo§¢ czynnika chiralnego zastosowali Pope
i Peache.

Na rozdzielenie optycznych izomeréw kwasu cis-3-(2,2-dichlorowinylo)-
2,2-dimetylocyklopropanokarboksylowego (CPA) w obecnosci polowy ilosci
(S)-2-(benzyloamino)butanolu ((S)-BAB) mial istotny wplyw odczyn roztworu.
Rozszczepienie uzyskano, jesli do mieszaniny wyjsciowej dodano 25% nadmiar
wodorotlenku sodu. Z roztworu preferencyjnie krystalizowata sol diastereoizo-
meryczna zawierajaca czysty enancjomerycznie izomer (S)-CPA (Schemat 12).
Po odwirowaniu osadu, roztwor zobojetniono dodajac kwas chlorowodorowy. Po
czasie z roztworu wykrystalizowal diastereoizomer z enancjomerem o konfiguracji
przeciwnej. W roztworze pozostala mieszanina racemiczna soli sodowej CPA, ktorg
mozna bylto zawrdci¢ do ponownego rozdzielenia (2, 16, 17].

)

OH
COONa
NH HC1
Cl krystalizacja
+ 05 +0.25NaOH _=—" 0,27 (5)-CPA.(S)-BAB
Z = faza krystaliczna
Cl g -
H [o] =
Y OH
rac-CPA.Na (S)-BAB.HCI GOONa NH Hu
\\
(5)-BAB.HCI
+0.23 HCI1
filtracja krystalizacja
(R,S-CPA.Na  0.23 (R)-CPA.(5)-BAB
W roztworze faza krystaliczna

[o] =+4.2

Schemat 12. Rozdzielenie rac-CPA.Na z (S)-BAB.HCI
Scheme 12.  Resolution of rac-CPA.Na with (S)-BAB.HCI

Aminokwas PG w obojetnym pH z kwasem (S)-kamforosulfonowym ((S)-CSA)
nie rozdziela sie, tworzg sie diastereoizomeryczne sole zawierajace praktycznie mie-
szanine racemiczng izomeréw. Kiedy do wyjSciowej mieszaniny obok czynnika
chiralnego (1:0,5) dodano kwas chlorowodorowy (50% nadmiar kwasu w stosunku
PG) z roztworu preferencyjnie krystalizowala sl zawierajaca (S)-PG z wysoka czy-
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sto$cia optyczna, podczas gdy prawie czysty enancjomer o konfiguracji (R) pozostal
w roztworze (Schemat 13) [4].

SO;H
NH,
0~
COOH Hcl

+ | o> ©®-PGCSA  + (R-PGHC
’ faza krystaliczna W roztworze

R)

>99% ee
rac-PG CSA

Schemat 13. Rozdzielenie rac-PG z (S)-CSA
Scheme 13.  Resolution of rac-PG with (S)-CSA

Woda jako rozpuszczalnik rozdzialu racematéw nie zawsze ma zastosowanie,
poniewaz rozpuszczalno$é zaréwno mieszanin racemicznych jak réwniez chiralnego
odczynnika w wodzie moze by¢ zbyta mata, aby przeprowadzi¢ skuteczny rozdzie-
lenie. W wielu przypadkach stosuje sie rozpuszczalniki organiczne o zréznicowanej
polarnosci. Polarnos¢ rozpuszczalnika (charakteryzowana przez state dielektryczne
rozpuszczalnikéow) pelni wazng role w rozczepieniu diastereoizomerycznych soli.
Na przyktad w rozdziale a-aminokaprolaktamu (AK) w obecnosci (S)-N-tosylofe-
nyloalaniny ((S)-TsPA) w zaleznosci od polarnosci rozpuszczalnika otrzymano sol
zawierajgcg w przewadze enancjomer o konfiguracji (R) lub (S). (S)-AK dominowat,
gdy stala dielektryczna rozpuszczalnikéw wynosila e < 27 lub e > 62. Natomiast sol
z (R) enancjomerem krystalizowata z rozpuszczalnikéw o $redniej polarnoéci 29 < e
< 58 (Schemat 14) [18-20].

rozpuszczalnik
—

S)-AK.(S)-TsPA
I coon e<27lube>62  pyyy krystaliczna
NI, ©
2 0 ~
HN + N £ =24 89% de
Yy
O .
rozpuszuzalrzlk (R)-AK (5)-TsPA
£>29 lub <58 faza kevstali
rac-AK (S)-TsPA aza krystaliczna

£=3399% de

Schemat 14. Rozdzielenie rac-AK z (S)-TsPA
Scheme 14.  Resolution of rac-AK with (S)-TsPA

Innym przyktadem wplywu polarnosci rozpuszczalnika na rozdzielenie race-
matow jest rozczepienie intermediatu flumechiny (antybiotyk przeciwbakteryjny)
((FTHQ) z kwasem O,0’-di-p-toluilo-(R,R)-winowym ((R,R)-DPTTA). W obec-
noséci kwasu octowego (R) enancjomer krystalizowal w postaci soli, natomiast
z alkoholu izopropylowego krystalizowata sl zawierajaca enancjomer o konfigura-
cji przeciwnej (Schemat 15) [21].
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_CILCOOIL - ») FTHQ (R,R)-DPTTA

F HOOC,,, (R)ococél 1,CH, faza kaystaliczna
+ ®), | 57% ce; F-0.48
N H;CH,0C07  “COOH

H CH3CH(OH)CH;
(5)-FTHQ.(R,R)-DPTTA
faza krystaliczna

51% ee; F:0.49

rac-FTHQ (R,R)-DPTTA

Schemat 15. Rozdzielenie rac-FTHQ z (R,R)-DPTTA
Scheme 15.  Resolution of rac-FTHQ with (R,R)-DPTTA

Rozdzielenie enancjomeréw mozna réwniez przeprowadzi¢ w mieszaninie
dwdch nie mieszajacych sie rozpuszczalnikéw. W takim ukladzie najcze$ciej bar-
dziej trwata sél diastereoizomeryczna wytraca sie w postaci osadu, podczas gdy
wolny enancjomer rozpuszcza si¢ w jednej z faz (najczesciej w fazie organicznej).

W mieszaninie dichlorometan-woda rozdzielono racemiczny preparat przeciw-
lekowy tofisopam (TOF) z zastosowaniem (R,R)-DBTA jako czynnika chiralnego.
Z dwufazowego ukladu preferencyjnie krystalizowala sdl zawierajaca enancjomer
(R), natomiast wolny enancjomer o konfiguracji (S) odzyskano z fazy organicznej
(Schemat 16) [4, 22, 23].

H3CO
HOOC.,, _OCOPh
H;CO + ® CLCIZ» (R)-TOF.(R,R)-DBTA + (S)-TOF
®) H0 faza krystaliczna  faza organiczna

PROCO COOH 78% ee; F:0.70

OCH,

H;CO
rac-TOF (R,R)-DBTA

Schemat 16. Rozdzielenie rac-TOF z (R,R)-DBTA
Scheme 16.  Resolution of rac-TOF with (R,R)-DBTA

Tendencja do tworzenia solwatéw diastereoizomeréw z rozpuszczalnikiem
moze znacznie ulatwi¢ proces rozdzialu, a czasami jest niezbedna zeby zostata prze-
prowadzona skuteczna enancjoseparacja. Na przyklad rozczepienie racematu kwasu
chryzantemowego (CHRA) z (R,R)-1-(4-nitrofenylo)-2-N,N-dimetyloamino-1,3-
propanodiolem ((R,R)-DMAD) w metanolu prowadzi do preferencyjnej krystali-
zacji derywatyzatu zawierajacego trans (R)-CHRA. S¢l diastereoizomeryczna kry-
stalizuje w postaci solwatu z metanolem. W innym rozpuszczalniku, na przyktad
w eterze fert-butylowo-metylowym, rozczepienie jest mozliwe tylko wtedy, gdy
do uktadu doda si¢ metanol. Jest on konieczny do utworzenia solwatu z jednym
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z diastereoizomerdw, ktdry selektywnie wytraca si¢ z wyjsciowej mieszaniny (Sche-
mat 17) [24].

(,OOU
H;3C 0

+ CH;0H ——— (R)-CHRA (R,R)-DMAD.CH;0H

-~ \ faza krystaliczna

97% ee; F:0.69
rac-CHRA (R,R)-DMAD

Schemat 17. Rozdzielenie rac-CHRA z (R,R)-DMAD
Scheme 17.  Resolution of rac-CHRA with (R,R)-DMAD

W niektorych przypadkach tworzg si¢ diastereoizomeryczne solwaty. Na przy-
ktad podczas rozdzielenia racemicznej amlodipiny (AML) w obecnosci (R,R)-TA
w zaleznosci od zastosowanego rozpuszczalnika otrzymano rézne sole diastereoizo-
meryczne. W DMSO preferencyjnie krystalizowal solwat soli zawierajacej (S)-enan-
cjomer. Natomiast, jesli proces rozdzialu przeprowadzono w DMA, selektywnie
krystalizowal solwat soli z enancjomerem o konfiguracji (R) (Schemat 18) [4].

DMA

o (R-AML(RR)-TA (CL;),NCOCI,
2!
COOCH. IIOOC,," Ol Taza krystaliczna

2 + S 99% ee

@),

Oy, OO ‘
2 LDMSO, (¢, AML.(R,R)-TA.CH;SOCH,

faza krystaliczna
rac-AML (R,R)-TA

Schemat 18. Rozdzielenie rac-AML z (R,R)-TA
Scheme 18.  Resolution of rac-AML with (R,R)-TA

2.3. OPTYMALIZACJA WARUNKOW ROZDZIELENIA MIESZANINY
ENANCJOMEROW - CZAS KRYSTALIZACJI

Po dodaniu odczynnika chiralnego do mieszaniny enancjomeréw krystalizuje
po pewnym czasie sol diastereoizomeryczna. Ogoélnie przyjeta praktyka jest odsa-
czanie otrzymanego osadu dopiero po dluzszym czasie tak, aby zapewni¢ kompletne
strgcenie diastereoizomeru. Takie podejscie zaklada kontrole termodynamiczna,
z roztworu krystalizuje sdl trwalsza termodynamicznie.

Na przyktad w trakcie rozdzielenia racemicznego intermediatu tamsulosyny
(TAI) z uzyciem (R,R)-DBTA jako czynnika chiralnego w mieszaninie wody i eta-
nolu po 2 godzinach krystalizowal osad, ktdry zawieral réwnomolowa mieszanine
obu diastereoizomerycznych soli. Natomiast po 2 dniach krystalizowata sél trwal-
sza termodynamicznie wzbogacona w enancjomer o konfiguracji (R) (Schemat 19)
[4, 25].
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($)-TAL(R,R)-DBTA
2 godziny +
(R)-TAL(R,R)-DBTA

H,NO,S HOOC,, _OCOPh _
(R ) faza krystaliczna
NHCH Ph (R) —
H;CO % phoco” coon

[48godzin_ (R).TAL(R.R)-DBTA

faza krystaliczna
96% ee; F:0.70

rac-TAI (R,R)-DBTA

Schemat 19. Rozdzielenie rac-TAI z (R,R)-DBTA
Scheme 19.  Resolution of rac-TAI with (R,R)-DBTA

Generalnie zaleca si¢ sprawdzanie czystosci optycznej krystalizujacych frakeji
w czasie. Jedli najpierw krystalizuje mniej stabilna sdl diastereoizomeryczna (kon-
trola kinetyczna) to po dluzszym czasie moze ulec zmianie jej czysto$¢ optyczna
(jesli krystalizuje sol trwalsza termodynamicznie). Na przyklad czysto$¢ diastere-
oizomeryczna soli powstatej podczas rozdzielenia racemicznej N-formylofenyloala-
niny (FoPA) z (R)-fenyloetyloaming (PEA) byla funkcja czasu. Po dwdch godzinach
stabiej rozpuszczalna sdl diastereoizomeryczna charakteryzowala sie wyzsza czysto-
$cig optyczna niz sdl, ktéra wykrystalizowala po tygodniu (Schemat 20) [4, 14, 26].

cooH
NH, :
+ L ROZpUszezgnic. o popA (R)-PEA + (S)-FoPA.(R)-PEA
NHCHO 2. Krystalizacja ;
o faza krystaliczna W roztworze

3. Fitracja
2 godziny 90.8% ee
rac-FoPA (R)-PEA tydzien 65.1% ee

Schemat 20. Rozdzielenie rac-FoPA z (R)-PEA
Scheme 20.  Resolution of rac-FoPA with (R)-PEA

Monitorowanie czystosci optycznej uzyskanych krystalicznych frakeji w cza-
sie moze réwniez prowadzi¢ do otrzymania dwdch czystych optycznie diastere-
oizomerycznych soli. Na przyklad rozczepienie FTHQ w octanie etylu za pomocg
(R,R)-DPTTA - po 5 minutach krystalizowala mniej stabilna termodynamicznie
sl zawierajaca enancjomer o konfiguracji R. Natomiast po odwirowaniu osadu
z roztworu po okolo 3 tygodniach preferencyjnie krystalizowala trwalsza termody-
namicznie s6l (S)-FTHQ.(R,R)-DPTTA (Schemat 21) [21].
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5 minut (R)-FTHQ.(R,R)-DPTTA

s HOOC.,, (RIOCOC‘SH"CH} faza krystaliczna
* ©) | 48.0% ee; F:0.44
N L,C,1,0c07 ““cooH

H

|3 tygodnic _ ¢\ FTHQ.(R,R)-DPTTA
faza krystaliczna

41.0% ee; F:0.38

rac-FTHQ (R,R)-DPTTA

Schemat 21. Rozdzielenie rac-FTHQ z (R,R)-DPTTA
Scheme 21.  Resolution of rac-FTHQ with (R,R)-DPTTA

3. KRYSTALIZACJA DIASTEREOIZOMEROW BEZ ROZPUSZCZALNIKA

W procesie rozdzialu mieszanin racemicznych enancjomeréw w metodzie
posredniej bez rozpuszczalnikow najpierw ogrzewa si¢ rozczepiang mieszaning
z czynnikiem chiralnym w celu jej stopnienia, a nastepnie ochtadza, aby wykrystali-
zowal jeden z diastereoizomeréw. Otrzymang faze krystaliczng mozna oddzieli¢ od
fazy stopionej na przyktad za pomoca filtracji. Te metode wykorzystano do rozdzie-
lenia racemicznego mentolu (MEN) z zastosowaniem (R,R)-DBTA jako odczynnika
rozdzielajacego. Preferencyjnie krystalizowal diastereoizometyczny kompleks mole-
kularny zawierajacy izomer (1R,2S,5R)-mentolu (L-MEN), ktory za pomoca filtracji
usunieto z fazy stopionej, wzbogaconej w enancjomer o konfiguracji przeciwnej
(Schemat 22) [4, 27].

(1R,28,5R)-MEN.(R,R)-DBTA

HOOC,,, _OCOPh krystaliczny diastereoizomer
+ ‘(® 1. Stopienie 83% ee
(R) ., 2. Krystalizacja
PhOCO” “COOH 3. Fitracja +
(1S,2R,5S)-MEN
w fazie stopinonej
rac-MEN (R,R)-DBTA

Schemat 22. Rozdzielenie rac-MEN z (R,R)-DBTA
Scheme 22.  Resolution of rac-MEN with (R,R)-DBTA

Oddzielenie krystalicznej fazy od enancjomeru znajdujacego si¢ w fazie stopio-
nej moze réwniez zosta¢ przeprowadzone z zastosowaniem innej metody separacji,
na przyktad destylacji. W taki sposob oddzielono krysztaly otrzymanej pochodnej
powstalej w wyniku zmieszania racemicznej mieszaniny N-metylofenyloizopropy-
loaminy (MA) z (R,R)-DBTA w stosunku 1:0,5. Oddestylowano (S)-MA z nad kry-
stalicznej diastereoizomerycznej soli (R)-MA.(R,R)-DBTA (Schemat 23) [28].
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(§)-MA

HOOC,, _OCOPph - Stopienie destylat
i (R) 2. Krystahzaqa N
NHCH; ", 3. Desytlacja pro;niowa
PhOCO COOH (R)-MA.(R,R)-DBTA

pozosta*oosekrystaliczna
rac-MA (R,R)-DBTA 67% ee; F:0.14

Schemat 23. Rozdzielenie rac-MA z (R,R)-DBTA
Scheme 23.  Resolution of rac-MA with (R,R)-DBTA

Za pomocy destylacji rozdzielono réwniez racemiczng fenyloizopropyloamine
(A). Najpierw do racematu dodano czynnika chiralnego, (S)-N-ftaloilofenyloetylo-
amine (PPEA), po stopieniu i ochfodzeniu krystalizowala preferencyjnie sol zawie-
rajaca enancjomer o konfiguracji (R). (S)-A oddestylowano w nizszej temperaturze
znad fazy krystalicznej. Po podwyzszeniu temperatury diastereoizomeryczna sol
ulegata dekompozycji i mozna bylo oddestylowaé enancjomer o konfiguracji (R)
(Schemat 24) [29].

(0] COOH )-A
1. destylat
HN . e 48% ee; Y:68%
Desytlacja prozniowa N
+ -
) T,
NH, (R)-A.(S)-PPEA
1. pozostatos¢ krystaliczna
rac-A (S)-PPEA
= o (R)-A  Desytlacja prozniowa
N 2. destylat T>T,
(6] 37% ee; Y:48%

2. pozostatos¢

Schemat 24. Rozdzielenie rac-A z (S)-PPEA
Scheme 24.  Resolution of rac-A with (S)-PPEA

Zwigzek racemiczny mozna réwniez rozdzieli¢ za pomoca sublimacji. Na przy-
kiad, jesli przeprowadzi si¢ w fazie statej reakcje racematu trans-2-jodocyklohek-
sanolu (IC) z czynnikiem chiralnym (R,R)-DBTA otrzymuje si¢ dwa diastereoizo-
meryczne kompleksy molekularne. W nizszej temperaturze dekompozycji ulega
kompleks (1R,2R)-IC.(R,R)-DBTA i selektywnie sublimuje czysty optycznie izomer
(1R,2R)-IC. Jesli podwyzszy sie temperature za pomocg sublimacji mozna otrzymac
izomer o konfiguracji przeciwnej. Ta metoda pozwala nie tylko rozdzieli¢ zwigzek
racemiczny, ale rdéwniez odzyska¢ odczynnik chiralny (Schemat 25) [4, 30].
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mieszanina krystalicznych diastereoizomeréw

HOOC,, _OCOPh (18,28)-IC.(R,R)-DBTA

R
/) "

OH PhOCO “coon (1R,2R)-IC.(R,R)-DBTA

rac-IC (R,R)-DBTA

Sublimacja prézniowa
Ty

(IR2R)-IC + (1S,28)-IC.(R,R)-DBTA
1. sublimat 2. krystaliczna pozostalos¢

86% ee; F:0.50 . ) )
To>T; | Sublimacja préozniowa

(1528)-I1C + (R,R)-DBTA
2. sublimat 2. pozostalosé
80% ee; F:042

Schemat 25. Rozdzielenie rac-IC z (R,R)-DBTA
Scheme 25.  Resolution of rac-IC with (R,R)-DBTA

Diasteroizomery rozdzielane w postaci soli lub komplekséw molekularnych
mozna réwniez odseparowac poprzez ekstrakcje nadkrytycznym ditlenkiem wegla.
Czyste optycznie izomery cykloheksano-1,2-diolu (CHD) z jego racemicznej mie-
szaniny otrzymano podczas rozczepienia z (R,R)-TA. Wolny izomer (S,S)-CHD roz-
puszczal sie w nadkrytycznym ditlenku wegla, natomiast diastereoizomer, kompleks
molekularny (R,R)-CHD z (R,R)-TA, pozostal w fazie stalej (Schemat 26) [2, 31].

OH (15,25)-CHD
: HOOC,, ekstrakt
J/ 1. Krystahzaqa +
2. Nadkrylyczny COy
‘COOH adkiviyesy (1R,2R)-CHD.(R,R)-TA
krystaliczna pozostalo$¢
rac-CHD (R,R)-TA 61% ee; F:0.61

Schemat 26. Rozdzielenie rac-CHD z (R,R)-TA
Scheme 26.  Resolution of rac-CHD with (R,R)-TA

UWAGI KONCOWE

Jedng z metod rozdzielania mieszanin enancjomer6w jest krystalizacja. Roz-
czepienie izomeréw optycznych moze odbywac si¢ bezposrednio lub posrednio
przeprowadzajac rozdzielang mieszaning w odpowiednie pochodne diastereoizo-
meryczne w wyniku wprowadzenia do ukladu czynnika chiralnego. Podstawa
rozdzielenia réownomolowej mieszaniny enancjomeréw w metodzie posredniej sg
rézne wlasciwosci fizyczne otrzymanych pochodnych. Na efektywos$¢ rozdzielenia
racematow (F) ma wplyw struktura i charakter chemiczny odczynnika chiralnego,
zastosowany rozpuszczalnik jak réwniez czas krystalizacji. Rozdzielenie diastere-
oizomerycznych soli lub komplekséw poprzez krystalizacje przeprowadza si¢ z roz-
tworu lub fazy stopione;.
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ABSTRACT

The enantioseparation of a racemate through diastereomeric salt formation
with a resolving agent is one of the most attractive methods for obtaining an enan-
tiopure compound, with advantages such as its simplicity in operation, recyclability
of the chiral source, and applicability on an industrial scale.

In this method the enantiomers are converted into a diastereomeric salt pair
by reaction with a single enantiomer of resolving agent. The diastereomers are then
separated by crystallization taking advantage of the different solubility of the two
compounds [1-3].

The formation of diastereomers, to be separated afterward, usually consists of
salt formation with a resolving agent of opposite acide-base character (Scheme 1, 9).
In this process, the molecules of opposite character (amine and acid) recognize each
other by various interactions on the basis of their molecular structures and functio-
nal groups [3].

Using this method can be obtained a series of enantiomerically pure amines
(Scheme 2-8) [4-26] and acids (Scheme 10-17) [27-41] which may be valuable
substrates for asymmetric synthesis. The conditions for enantioseparation play
an important role. On the efficiency of the enantioseparation has an effect the resol-
ving agent, nature of the solvent or just its dielectric constant and the character and
amount of some supplementary additives.

Keywords: crystallization, resolution of racemic mixture, resolution of rac-amines,
resolution of rac-acids, diastereoisomeric salts
Stowa Kluczowe: krystalizacja, rozdzielenie racemicznych amin, rozdzielenie race-
micznych kwasow, diastereoizomeryczne sole
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WPROWADZENIE

Naturalne zwigzki chemiczne wystepujace w organizmach zywych, o ile zawie-
rajg centrum stereogeniczne, s3 homochiralne, tzn. posiadaja okreslong konfigu-
racje. Do tej grupy zwigzkow naleza na przyklad aminokwasy i cukry. Ich odbicia
lustrzane majg identyczne wlasciwoséci chemiczne i fizyczne, poza skrecalnoscig
$wiatla spolaryzowanego. Jednak oddzialywanie z podlozem chiralnym pary izome-
réw optycznych nie jest identyczne. Z tego powodu chiralne zwiazki moga znacznie
réznic si¢ swoja aktywnoscia. Jeden z enancjomeréw moze by¢ biologicznie czynny,
podczas gdy drugi z nich by¢ nieaktywny lub posiada¢ inny rodzaj pozadanej lub
niepozadanej aktywnos$ci farmakologicznej. Z tego wzgledu synteza enancjome-
rycznie czystych zwigzkéw chiralnych jest jednym z wazniejszych wyzwan chemii
organicznej. Otrzymanie chiralnego zwigzku o duzej czystosci optycznej przepro-
wadza si¢ najczesciej na drodze syntezy asymetrycznej, rozdziatu kinetycznego mie-
szanin racemicznych lub enancjoseparacji standardowymi metodami fizycznymi.

Jedna z najstarszych metod rozczepienia mieszanin enancjomeréw jest kry-
stalizacja. Od czasu pierwszej enancjoseparacji przeprowadzonej przez Pasteura
w 1848 roku mozna stwierdzi¢ znaczny rozwdj tego prostego i niekosztownego spo-
sobu rozdziatu.

W Kklasycznej procedurze przeprowadza si¢ enancjomery w diastereoizome-
ryczne pochodne, ktére rozdziela si¢ wykorzystujac ich rézne wlasciwosci fizyczne
i chemiczne. Podczas optymalizacji rozczepienia mieszaniny enancjomeréw naj-
wiekszym problemem jest wybor wlasciwego czynnika chiralnego oraz rozpusz-
czalnika. Pomimo, iz opracowano metody teoretyczne, ktdre znacznie ulatwiajg
enancjoseparacje to i tak w wiekszo$ci przypadkow dobor wlasciwych warunkow
rozdzielania enancjomeréw odbywa si¢ na drodze eksperymentalnej. Z tego powodu
rozdzielanie racematéw jest zmudnym i diugotrwalym procesem [1-3].

W pracy przedstawiono przyklady rozdzielenia mieszanin racemicznych
poprzez utworzenie diastereoizomerycznych soli przeprowadzonych w ciagu kilku
ostatnich lat.

1. TWORZENIE DIASTEREOIZOMERYCZNYCH SOLI

Powstawanie diastereoizomerdéw jest mozliwe, jesli enancjomery rozdzielanej
mieszaniny posiadajg odpowiednig chemicznie czynng grupe, ktéra moze oddzia-
tywac¢ z czynnikiem chiralnym. Czasteczki ,rozpoznajg” si¢ wzajemnie dzieki odpo-
wiednim interakcjom okreslonych grup funkcyjnych. Charakter chemiczny rozdzie-
lanej mieszaniny powinien odpowiada¢ charakterowi chemicznemu odczynnika
chiralnego. Na przyklad do rozdzielenia racemicznych amin wykorzystuje si¢ kwa-
sowe czynniki chiralne, podczas gdy rozczepienie kwaséw ma miejsce gdy zastosuje
sie czysta enancjomerycznie amine. Utworzone diastereoizomeryczne sole réznig
sie wlasciwo$ciami fizycznymi w tym rozpuszczalnoscia. Preferencyjnie krystalizuje
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mniej rozpuszczalna sdl, podczas gdy druga z soli pozostaje w roztworze. Wykry-
stalizowang sol oczyszcza si¢ na drodze kilkukrotnej krystalizacji. Ostatecznie
dekompozycja soli pozwala otrzyma¢ z rozdzielanej mieszaniny czysty optycznie
izomer [3].

2. ROZDZIELENIE RACEMICZNYCH AMIN

Kwas winowy (1) oraz jego diacylowe (2 i 3) pochodne s3 powszechnie wyko-
rzystywanymi odczynnikami do rozdzielenia zasadowych mieszanin racemicznych
zaréwno w laboratorium jak i na skale przemystowa. Obecnie obok kwasu wino-
wego uzywa si¢ calej gamy czystych enancjomerycznie kwaséw jako czynnikow
chiralnych. Na schemacie 1 przedstawiono przyktadowe zwigzki pomocnicze stoso-
wane w rozdzielaniu réwnomolowych mieszanin chiralnych amin [3].

COZH R,
R 0
RO COH Z\H)Y
CO.H \ OH
4 R=OH HO;S

1R=H 8 R,;=CH,Ph; R,=Ts

2 R=PhCO 5 R=OMe 9 R,=CH,Ph; Ry=Ac
3R=p-Me-PhCO 6 R=Me 10 R,=Ph; R,=S0,-p-MeC4H,
11 R,=Ph; Ry;=Ac

Schemat 1. Kwasowe czynniki chiralne
Scheme 1. Acidic resolving agents

Za pomocg krystalizacji udalo sie rozdzieli¢ szereg amin o réznej rzedowosci.

Aminy pierwszorzgdowe alifatyczne, aromatyczne jak rowniez polifunkcyjne
skutecznie rozdziela si¢ poprzez przeprowadzenie w odpowiednie diastereoizome-
ryczne sole.

Na przyktad racemiczng 3-aminopiperydyne (18) rozczepiono stosujac N-(p-
-toluenosulfonylo)-(S)-fenyloalanine (8) jako czynnik chiralny (Schemat 2, 18)
[4]. W zalezno$ci od polarnosci rozpuszczalnika preferencyjnie krystalizowata sél
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diastereoizomeryczna zawierajaca enancjomer (R) lub (S). Na przyktad w etanolu
(& = 24) selektywnie wypadata z roztworu s6l homochiralna (S)-18.(S)-8, natomiast
w metanolu (e = 33) krystalizowala sl heterochiralna (R)-18.(S)-8. W obu przypad-
kach otrzymane sole charakteryzowaly sie wysoka czysto$ci diastereoizomeryczng.

Kwas (S)-2-metoksy-2-fenylooctowy (5) okazal si¢ najlepszym czynnikiem chi-
ralnym do rozdzielenia racemicznej 3-aminopirolidyny (19) [5]. Efektywnos¢ roz-
czepienia enancjomerow zwiekszono poprzez dodatek czynnika achiralnego kwasu
chlorowodorowego, ktory z jednym z enancjomeréw tworzyl bardziej rozpuszczalng
sol. W zoptymalizowanych warunkach ((R,S)-19/(S)-5/HCI 1:1:1) z roztworu pre-
ferencyjnie krystalizowala diastereoziomeryczna sél (R)-19.(S)-5 w stosunku (1:2)
(Schemat 2, 19). W skali preparatywnej z 50 kg racemicznego chlorowodorku
3-aminopirolidyny otrzymano 53,8 kg slabiej rozpuszczalnej soli z 98% nadmiarem
diastereoizomerycznym.

(S)-1-cykloheksyloetanoaming (20) o wysokiej czysto$ci optycznej uzyskano
podczas enancjoseparacji z jej racemicznej mieszaniny z zastosowaniem kwa-
s6w (R)-2-metoksy-2-fenylooctowego (5) oraz (S)-2-fenylopropionowego (6) [6].
W zaleznosci od odczynnika chiralnego z izopropanolu selektywnie krystalizowata
s6l homo- lub heterochiralna zawierajaca enancjomer (S) (Schemat 2, 20).

\\\NHz
)
S
(9"NH, etanol
(S)-18 27%; 89% de; F:0.48
20 27%; 88% de; F:0.48 > NH,
« H,0
N
i H
| metanol
R/N\H (R)-18 22%:; 91% de; F:0.40

H, N‘\(R)
19 44%; 98% de; F:0.86

20 29%; 90% de; F:0.52

Schemat 2.  Rozdzielenie racematéw zwigzkéw 18-20
Scheme 2. Resolution of rac-18-20

Skutecznie rozczepia si¢ réwniez aminy z podstawnikami arylowymi. Obec-
nos$¢ podstawnika arylowego w wiekszosci przypadkéw wplywa na zwigkszenie sta-
bilnoéci mniej rozpuszczalnej soli diastereoizomerycznej. Na przyklad racemiczng
1-fenyloetyloaming (21) rozdzielono z (S)-8 [7]. Z roztworu krystalizowala stabiej
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rozpuszczalna sol diastereoziomeryczna zawierajaca 1-fenyloetylamine o réznej
konfiguracji absolutnej w zaleznosci od zastosowanego rozpuszczalnika. S6l (S)-21.
(S)-8 stabiej rozpuszczata si¢ w alkoholach lub ich wodnych roztworach. Natomiast
z mieszaniny dioksanu i alkoholu lub wody wypadal diastereoziomer zawierajacy
enancjomer o konfiguracji przeciwnej. Ostatecznie otrzymano oba enancjomery
z umiarkowanym nadmiarem enancjomerycznym (Schemat 3, 21).

Na efektywno$¢ rozdzielenia 1-fenyloetyloaminy (21) z kwasem (R)-N-(1-fe-
nyloetylo)-glutaminowym (13) wplywa dodatek zwigzku achiralnego [8]. Najlepsze
wyniki uzyskano w wyniku rozczepienia przeprowadzonego w obecnosci mocznika
i N-metylomocznika. Efekt inhibicji tworzenia zarodkéw krystalizacji (nukleacji)
bardziej rozpuszczalnej soli diastereoizomerycznej umozliwit preferencyjnag krysta-
lizacje czystej optycznie soli heterochiralnej (Schemat 3, 21).

Z sukcesem rozdzielono réwniez orto-halogenopodstawione pochodne feny-
loetyloaminy (22) z zastosowaniem kwasu (S)-migdalowego ((S)-4) jako czynnika
chiralnego [9]. W przypadku 2-fluoro- (22a) i 2-chloroamino (22b) najlepsza
wydajno$¢ uzyskano z mieszaniny etanolu i izopropanolu. Natomiast czysta optycz-
nie 2-bromopochodng (22¢) otrzymano w mieszaninie octanu izopropylu i etanolu.
W przypadku o-chloro- i o-bromopochodnych fenyloetyloaminy preferencyjnie
krystalizowala sol heterochiralna, podczas gdy z o-fluoropochodna selektywnie
wypadala z roztworu s6l homochiralna (Schemat 3, 22a-c).

©"NH, R
21
" NH,
H,NCONH,; 42%; 99% ee; F:0.83
H,NCONHCHj3;; 36%; 100% ee; F:0.72 (5)-21
EtOH 45.7%; 59.8% ee; F:0.27

90% EtOH 54.2%; 44.9% ee; F:0.24
i-PrOH 69.8%; 68.4% ee; F: 0.48

90% i-PrOH 64.4%; 48.3% ee; F: 0.31

NH,
N (G2 )3
N R
(®™NH,
(S)-22a R=F; EtOH:i-PrOH (1:1) (®)-21
34%; 99.1% de; F:0.63
(R)-22b R=Cl; EtOH:i-PrOH (1:1.7) dioksan:EtOH (70:30) 60.4%; 47.6% ce; F:0.28
(7 0, . .
25%; 99.6% de; F:0.49 dioksan:woda (70:30) 68.6%; 47.6% ee; F:0.33

(R)-22¢ R=Br; i-PrOAc:EtOH (3:1)

35%: 99.3% de: F:0.70 dioksan:MeOH (40:60) 66.7%; 43.1% ec; F:0.30

Schemat 3. Rozdzielenie racemicznych amin 21, 22
Scheme 3. Resolution of rac-amines 21, 22

Na wydajnos¢ rozczepienia racemicznej 3-metoksyfenyloetyloaminy (23)
z (S)-4 wplywa chiralna substancja dodatkowa [10]. Dodany zwiazek chiralny byt
strukturalnym analogiem czynnika rozdzielajgcego (tzw. Dutch rozdzial) lub roz-
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dzielanej mieszaniny. W pierwszym przypadku najlepsze wyniki uzyskano z kwasem
(S)-metoksymigdatowym, w drugim jesli zastosowano (R,R)-1-[3-(1-aminobutylo)-
-fenylo]-butyloaming (Schemat 4, 23). Obecno$¢ chiralnej substancji dodatkowej
umozliwila otrzymanie homochiralnej diastereoizomerycznej soli o wysokie czy-
stosci optycznej, w poréwnaniu z rozdzieleniem bez chiralnego inhibitora nukleacji.
Orto- lub para-analogii 1-fenyloetyloaminy (Schemat 4, 24a-c) rozdzielono za
pomoca czystych optycznie kwasow alkilofenylofostinotiowych(V) (14a i b) [11].
Kwas (R)-14a okazal si¢ dobrym czynnikiem chiralnym do rozczepienia racemicz-
nej o-metylowej pochodnej 1-fenyloetyloaminy (24a). W przypadku para analogu
(24¢) najlepsze wyniki uzyskano z zastosowaniem zwigzku (R)-14b. W obu przy-
padkach krystalizowala preferencyjnie sél z enancjomerem (S). Natomiast 1-p-Cl-
-fenyloetyloamina (24b) selektywnie krystalizowala w obecnosci zwigzku (R)-14a
w postaci homochiralnej soli diastereoizomerycznej zawierajacej enancjomer (R).

2 NH
(9NH, :
NH, Ry R,
<§H} [(R)-14a Tub b >
ocu, 2 Ry R, (R)-14a
R, (S)-24a Et,0 R|=CHj3; R3=H; 94%; 80% ee; F:0.75

Substancja dodatkowa: (R)-24b Et,0 R=H; R3=Cl; 70%; 92% de; F:0.64
kwas (S)-metoksymigdatowy (R)-14b
40%; 96% de; F:0.77 (S)-24¢ Et,0 R;=H; R3=CHj3; 62%; 76% de; F:0.47

Substancja dodatkowa:
(R,R)-1-[3-(1-aminobutylo)-fenylo]-butyloamina
32%; 97% de; F:0.62

Schemat 4.  Rozdzielenie racematéw zwigzkéw 23 i 24
Scheme 4. Resolution of rac-23 and rac-24

W obecnosci (R)-4 rozdzielono mieszanine racemiczng 1-naftyloetyloaminy
(25) [12]. Z etanolu preferencyjnie krystalizowala czysta diastereoizomerycznie sol
(R)-25.(R)-4 z wysoka wydajnoscia (72%) (Schemat 5, 25).

Enancjoseparacje¢ 2-amino-1-fenyloetanolu (26) przeprowadzono z uzyciem
kwasu dehydroabietynowego (16) (kwas abietynowy - naturalny kwas znajdujacy
sie w zywicach drzew sosnowych) [13]. (R) i (S)-aminoalkohole uzyskano stosu-
jac rozpuszczalniki lub roztwory wodne tych rozpuszczalnikéw o réznej polarnosci
(Schemat 5, 26). (S)-enancjomer o wysokiej czystosci optycznej otrzymano z wod-
nych roztworéw metanolu i izopropanolu, dla ktérych wartos¢ ¢ > 50. Natomiast
enancjomer o konfiguracji przeciwnej uzyskano z mniej polarnych uktadow (20 < ¢
< 40). Jednak czystos¢ optyczna (R)-aminoalkoholi w mniej polarnym srodowisku
byta zdecydowanie nizsza (od 15,1 do 39,8% ee).

2-amino-2-fenyloetanol (27) rozdzielono za pomocg kwasu O-alkilofenylo-
fosfonotiowego(V) zawierajacego siedmiocztonowy pierscien ((R)-15) [14]. Z mie-
szaniny heksan/aceton preferencyjnie krystalizowata sol heterochiralna (Sche-
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mat 5, 27). Ostatecznie otrzymano (S)-27 z 71% nadmiarem enanjomerycznym
i 80% wydajnoscia (F: 0,57).

Racemiczne estry a-aminokwaséw o wlasciwosciach paramagnetycznych
(Schemat 5, 28a-d) rozdzielono z uzyciem (R)-N-acetylofenyloglicyny (11), ktéra
zmieszang z racematem w stosunku 0,5:1 [15]. Otrzymano z wysoka czystoscig
enancjomeryczng zwigzek 28a i 28b (ee > 98%). Natomiast czysto$¢ optyczna zwiaz-
kéw 28¢ i 28d byla zdecydowanie nizsza i wynosita odpowiednio 16% i 48% ee.

OO X o
25

72%; 99% ee; F:0.83

OH

HO

27NHZ

80%:; 71% ee; F:0.57

®™>NH,

26

(S) 35% MeOH; 18.5%; 87% ee; F:0.32
(S) 25% i-PrOH; 13.9%; 82.0% ee; F:0.23
(R) MeOH; 20.4%; 39.8% ee; F:0.16

= R,
N
\.
(@)

(+)-28a R=CH,CH(NH,)CO,Et; >98% ee

R;
N
\.
(6)
(+)-28b R=PhCH,CH(NH,)CO,Et; >98% ce S CO,Et
RiRy \ |
(-)-28¢ NH, 16%ee

CO,Et

R.Ry NH
(-)-28d 2 48% ee

Schemat 5. Rozdzielenie racematow zwigzkow 25-28
Scheme 5. Resolution of rac- 25-28

Za pomoca N-zabezpieczonych aminokwas6w rozdzielono rac-a-aminoacetale
(29) [16]. Zwiazki 29a-d rozczepiono z (S)- i (R)-N-acetylofenyloalaning (9), nato-
miast racemiczny zwigzek 29e z (S)-N-acetyloleucyng (12) (Schemat 6, 29a-e). Naj-
wyzszg warto$¢ F dla prawie wszystkich a-aminoacetali uzyskano z izopropanolu
lub z mieszaniny izopropanolu z acetonem. Tylko w przypadku zwigzku 29e najlep-
szg efektywnos¢ rozdzielenia racematu otrzymano w mieszaninie THF i acetonu.

Inng amine pierwszorzedowa o duzej zawadzie przestrzennej, amlodypine (30)
rozdzielono w obecnosci kwasu (R,R)-winowego ((R,R)-1) [17]. (S)-amlodypina
oraz jej sole naleza do dtugo dzialajacych blokeréw wapniowych. Lek ten stosowany
jest w zaburzeniach sercowo-naczyniowych. Podczas rozdzielenia mieszaniny race-
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micznej amlodypiny preferencyjnie krystalizowala sol zawierajaca (S)-enancjomer
jesli zastosowano jako rozpuszczalnik DMF (Schemat 6, 30). Natomiast niepozga-
dany (R)-enancjomer krystalizowal selektywnie jako diastereoizomeryczna sdl
z DMSO. Dodatek okoto 15% wody do DMF wplynal na zwigkszenie efektywnosci
rozdzielenia racematéw (DMF/H,O 8,5:1,5).

Racemiczng mentyloaming (31) rozdzielono z (R,R)-1 [18]. Najlepsze wyniki
uzyskano mieszajac rac-31 z (R,R)-1 w stosunku 2:1,2. W zaleznosci od zastosowa-
nego $rodowiska selektywnie krystalizowata s6l diastereoizomeryczna z enancjome-
rem prawo- lub lewoskretnym. Z metanolu zawierajacego 6% wody preferencyjnie
wypadata sél (-)-31.(R,R)-1.MeOH. Natomiast jesli zawarto$¢ wody w metanolu
wynosila 19% krystalizowata s6l z enancjomerem o konfiguracji przeciwnej ((+)-31.
(R,R)-1.MeOH.H,0). Po rekrystalizacji ostatecznie otrzymano pochodne z okoto
20% wydajnoscig o wysokiej czystosci optyczne;.

NH,

3

H,0/MeOH 31
19%  (+)-3122%; >95% ce
6%  (-)-3123%; 93% ee

: Cl
i
Z 0
N NN,

30
70.6%; 99% ee; F:0.70

2

MeOIOMe
R NH,

(R)-29a R=Bn; i-PrOH; 41%; 97% ee; F:0.40

(R)-29b R=i-Bu; i-PrOH/aceton (13:87); 50-55%; 96% ee; F:0.53
(R)-29¢ R=CH,CH,Ph; i-PrOH; 19%; 96% ee; F:0.18

(5)-29d R=Ph; i-PrOH; 56%; 98% ee; F:0.55

(5)-29¢ R=Cy; THF:aceton (75:25); 70%; 94% ce; F:0.66

Schemat 6.  Rozdzielenie racemicznych amin 29-31
Scheme 6.  Resolution of rac-amines 29-31
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Drugorzedowg aming pochodnej 2,5-diarylopirolidyny (32) rozdzielono
z zastosowanie (R,R)-1 lub (§,5)-1 jako czynnika chiralnego [19]. Otrzymano enan-
cjomerycznie czyste aminy: trans-2,5-dimetylo-2,5-difenylopirolidyne (32a) oraz
trans-2,5-dimetylo-2,5-bis(3-hydroksyfenylo)-pirolidyne (32b) (Schemat 7, 32a-b).

Racemiczny trans-2-(benzyloamino)cykloheksanol (33) rozczepiono w obec-
nosci kwasu (R,R)-di-p-toluilowinowego ((R,R)-3) (Schemat 7, 33) [20]. Czysty dia-
stereoziomerycznie trans-33 o konfiguracji (R,R) otrzymano w ukladzie z achiralng
substancjg dodatkowa: kwasem chlorowodorowy. Optymalny stosunek molowy
poszczegdlnych sktadnikéw mieszaniny wynosit: rac-33/(R,R)-3/HCI 1,0:0,6:0,4.

Ester kwasu cis-2-(4’-fluorobenzyloamino)cyklopentanokarboksylowego (34)
jest intermediatem w syntezie inhibitora polimerazy HCV NS5B [21]. Racemiczng
mieszaning tego zwiazku rozdzielono za pomocg (S)-4. Po rozpuszczeniu racematu
i czynnika chiralnego w octanie etylu preferencyjnie krystalizowata sél (1R,2S)-34.
(5)-4 o wysokiej czystosci optycznej (>99% de) (Schemat 7, 34). W celu uzyskania
enancjomeru o konfiguracji przeciwnej przeprowadzono rozdzielenie w obecnosci
(R)-4. W tym przypadku wyizolowano sol zawierajaca (1S,2R)-izomer z identycz-
nym, ponad 99% nadmiarem diastereoizomerycznym (F: 0,73).

lell &

/\

H 33
92%; 99.5% de; F:0.92

Ph R

N
S
Q
N

trans-32a R=H
trans-32b R=OH

Schemat 7.  Rozdzielenie racematéw zwigzkow 32-35
Scheme 7. Resolution of rac-32-35

Rozdzielenie trzeciorzedowej aminy pochodnej kaliks[4]arenu (36) (makro-
czasteczki powstalej w wyniku kondensacji formaldehydu i pochodnych fenolu)
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przeprowadzono w obecnosci kwasu migdalowego (Schemat 8, 36) [23]. W zalez-
nosci od konfiguracji absolutnej czynnika chiralnego otrzymano z wysoka czysto-
$cig optyczng prawo- i lewoskretne enancjomery zwigzku 36.

L-mentol (17) zostat uzyty jako czynnik rozdzielajacy mieszanine racemiczng
nikotyny (37) [24]. Preferencyjnie z roztworu krystalizowala sol zawierajaca
(S)-nikotyne. Okazalo sig, ze obie diastereoizomeryczne sole mozna bylo réwniez
rozdzieli¢ i to mechanicznie po odparowaniu rozpuszczalnika, poniewaz tworzyly
rézne jakosciowo krysztaly. SOl z (S)-enancjomerem tworzyla duze przezroczyste
krysztaly, podczas gdy bardziej rozpuszczalna sdl zawierajaca (R)-enancjomer two-
rzyla nieprzezroczyste, biale, male i pierzaste krysztaly. Po rekrystalizacji i dekom-
pozycji otrzymanych soli uzyskano (S)-37 i (R)-37 z odpowiednio 98,7% i 97,4%
nadmiarem enancjomerycznym (Schemat 8, 37).

- (Y5
="\ ®RY1
/
§)-37 61.5%; 98.7% ce; F:0.60 (118,125)-39 41%; 100% ce; F:0.82
ER)-37 62.9%; 97.4% ce; F:0.61 r (11R,12R)-39 35%; 100% cc; F:0.70

36 (+) lub (-) 100% ce

Schemat 8.  Rozdzielenie racematéw zwigzkoéw 36-39
Scheme 8. Resolution of rac-36-39

2-(2’-piperydynylo)pirydyna (38) jest atrakcyjnym N,N-dwukleszczowym
ligandem kompleksujacym metale, chetnie stosowanym w katalizie asymetrycznej.
Pochodng N-benzylowa zwigzku 38 rozdzielono z (S,S)-1 z utworzeniem diastere-
oizomerycznej soli zawierajacej enancjomer (S) [25]. Po dekompozycji i usunieciu
grupy benzylowej uzyskano zwiazek 38 o konfiguracji (S) z wysokim 93% nadmia-
rem enancjomerycznym (Schemat 8, 38).
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Konformacyjnie sztywne chiralne czasteczki zawierajace pierscien pirydynowy
wykorzystuje sie jako chiralne ligandy lub organokatalizatory. W wyniku dodania
do racemicznej mieszaniny estru kwasu trans-12-(pirydyn-2-ylo)-9,10-dihydro-
9,10-etanoantraceno-11-karboksylowego (39) kwasu (R,R)-winowego mozna
otrzymac¢ oba enancjomery rozdzielanego zwiazku z 100% czystoscig optyczng
(Schemat 8, 39) [26].

3. ROZDZIELENIE RACEMICZNYCH KWASOW

Optycznie czyste aminy s3 waznymi prekursorami zwigzkéw biologicznie
czynnych, maja zastosowanie jako chiralne katalizatory w syntezie asymetrycz-
nej. Ponadto moga pelni¢ funkcje chiralnych czynnikéw derywatyzujacych, co ma
szczegOlne znaczenie w rozdzielaniu racemicznych kwasow. Ponizej na Schemacie 9
przedstawiono niektore aminy stosowane w enancjoseparacji racemicznych kwasow

[3].

HO

I i 1/
H
O\)\/N W
) \R R )K(RI N—R N“
2 H H
NH,

40 R=H 42 R=CH,Ph; R,=OMe 21 R=H 46
41 R=Me 43 R;=Ph; R,=OMe 45 R=CH,Ph

44 R,=CH,Ph; R,=NHCH,Ph

OR
HOHN OH
NHOH AN
RO N
—NH

49a R=H
48 49b R=Bn 50

Schemat 9.  Zasadowe czynniki chiralne
Scheme 9.  Basic resolving agents

Enancjomerycznie czyste aryloksypropyloaminy (S)-40 i (S)-41 zostaly uzyte
do rozdzielenia racemicznego kwasu migdalowego (4) [27]. Niezaleznie od roz-
puszczalnika czysto$¢ diastereoizomeryczna soli byla wyzsza w obecnosci (S)-41
niz (S)-40. Preferencyjnie z roztworéw krystalizowala s6] homochiralna zawierajaca
(S)-enancjomer. Dodanie do mieszaniny (S)-40/rac-4 (4:5) achiralnego zwiazku
(LiOH lub NaOH, stosunek zasady/rac-4 1:5) o zblizonym charakterze do odczyn-
nika rozdzielajacego wplyneto na zwiekszenie czystoéci optycznej uzyskanych soli
diastereoizomerycznych (Schemat 10, 4).

Czystej optycznie aminy (R)-21 uzyto jako chiralny zwigzek rozdzielajacy do
enancjoseparacji pochodnej kwasu migdalowego (4a). Na efektywnos¢ rozczepienia
enancjomerdw z mieszaniny racemicznej mial wplyw zastosowany rozpuszczalnik
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oraz stosunek molowy czynnika chiralnego do racematu. Najlepsze wyniki uzy-
skano stosujac rownomolowa mieszanine obu reagentéw i 95%-wego etanolu. Po
dekompozycji diastereoizomerycznej soli otrzymano kwas p-chloromigdalowy (4a)
o konfiguracji (R) z ponad 99% nadmiarem enancjomerycznym [28]. Natomiast
czysty optycznie o-chloro analog kwasu migdalowego (4b) otrzymano w wyniku
rozczepienia z zastosowaniem (R)-N-benzylo-1-fenyloetyloaminy (45) [29]. W tym
przypadku najlepszym srodowiskiem okazal si¢ izopropanol. Podobnie jak w roz-

dziale racemicznego zwiazku 4a preferencyjnie krystalizowala s6l homochiralna
(Schemat 10,4aib).

H,0 109.0%; 65.0% de; F:0.71
MeOH 120.0%; 57.0% de; F:0.68
EtOH 132.0%; 50.0% de; F:0.66
AcOEt 167.0%; 23.0% de; F:0.38
r-LiOH 99%; 85% de; F:0.84
r-NaOH 85%; 86% de; F:0.73

Cl O R Ry
HO
OH OH
(®)
/ I [®¥21) -
OH 4b R OH
i-PrOH 70.3%; 91.0% dp; F:0.64 0 4a

MeOH 64.9%; 79.1% dp; F:0.51
95% EtOH 97.4%; 71.1% dp; F:0.69
PrOH 98.5%; 68.7% dp; F:0.68

2 m)

OH

)
)

0 4

H,0 62.0%; 87.0% de; F:0.54
MeOH 77.0%; 77.0% de; F:0.59
EtOH 84.0%; 70.0% de; F:0.59
AcOEt 113.0%; 63.0% de; F:0.71

dp - czystos¢ diastereoizomeryczna definiowana jako stosunek skrecalno$é¢ otrzymanej diastereoizomerycznej soli
do skrecalnosci czystej optycznie diastereoizomerycznej soli

Schemat 10. Rozdzielenie zwigzku 4 i jego analogow
Scheme 10.  Resolution of 4 and its analogues

Enancjoseparacje racemicznego ibuprofenu (51) przeprowadzono w obecnosci
(R)-21 [30]. Z alkoholu etylowego selektywnie krystalizowala sol heterochiralna.
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Natomiast niereaktywny enancjomer pozostajacy w roztworze oddzielono poprzez
ekstrakcje nadkrytycznym ditlenkiem wegla (Schemat 11).

OH
V)
- (R)-21
(0]
90%
(R)-21
—_—
EtOH
0 Perfil 250™
OH
51 (R)
(6]

ekstrahowany nadkrytycznymCO,; 85%

Schemat 11. Rozdzial rac-ibuprofenu (51)
Scheme 11.  Resolution of rac-ibuprofen (51)

Czgsto do rozdzielania mieszanin racemicznych dodaje si¢ czynnika chiralnego
o podobnej strukturze, co zapewnia lepsze wzajemne dopasowanie odczynnika chi-
ralnego do enancjomerdw rozdzielanej mieszaniny. Na przyklad serie N-acylowych
pochodnych aminokwaséw (52-54) rozdzielono za pomocg strukturalnych analo-
gow: enancjomerycznie czystych estrow metylowych fenyloalaniny (42) i fenylo-
glicyny (43) oraz 1-fenyloetyloaminy (21) [31]. Wprowadzenie wraz z czynnikiem
chiralnych dodatkowej substancji achiralnej (benzyloaminy (BA) lub kwasu fenok-
syoctowego (PhOOA)) w niektoérych przypadkach umozliwito poprawe czystosci
optycznej krystalizujacych soli (Schemat 12, 52-54).

Efektywne rozczepienie rac-N-formyloalaniny (52) zostalo przeprowadzone
réwniez z zastosowaniem (§)-2-(benzyloamino)butanolu (46) jako czynnika chi-
ralnego [32]. Wartos¢ F zalezala od uzytego rozpuszczalnika. Najlepsze wyniki uzy-
skano w acetonie. Z acetonem zwiazek (S)-52 tworzyl in situ hemiaminal bedacy
w rownowadze z diastereoizomeryczng homochiralng solg, co ostatecznie mialo
wplyw na zwigkszenie wydajnosci (Schemat 12, 52).
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o
OH 0Oy _OH
" NHCOCH; ACOCH;
(8)-54 61.1%; 92.8% ee; F:0.57 3 H
43

(S5)-54 47.6%; 55.0% ee; F:0.26
43+ BA

(5)-54 19.0%; 95.0% ee; F:0.18
21
(5)-54 102%; 5.0% ee; F:0.05
21 + PhOAA

(S)-54 61.5%; 87.5% ee; F:0.54

42
(85)-53 56.0%; 96.1% ee; F:0.54
43
(85)-53 134%; 29.8% ee; F:0.40
43 + BA
(S)-53 64.2%; 85.1% ee; F:0.55

0
o
HN
“CHO

HN (8)-52 40%/3 1.1% 0.39
~ -52 54.0%; 71.1% ee; F:0.
CHO 43+ BA

(5)-52 woda 42.0%; 53.0% ce; F:0.22 (552 42.0%; 71.1% ee; F:0.30
(5)-52 aceton 88.0%; 83.0% ee; F:0.73 (5)-52 44.0%; 90.8% ee; F:0.40

Schemat 12. Rozdzielenie zwigzkow 52-54
Scheme 12.  Resolution of 52-54

Najlepsza enancjoseparacj¢ kwasu 1-benzylo-5-okso-3-pirolidynokarboksy-
lowego (55), chiralnego syntonu o duzej aktywnosci farmakologicznej, uzyskano
w obecnoséci N-benzyloamidu (S)-fenyloalaniny (44) [33]. W tym przypadku na
efektywno$¢ rozdzielenia miata wptyw niewielka ilos¢ wody, ktéra dodano do roz-
puszczalnika - izopropanolu (Schemat 13, 55).

Enancjomerycznie czysty (R)- i (S)-kwas 5-okso-1-fenylopirazolidyno-3-kar-
boksylowy (56) otrzymano poprzez utworzenie diastereoizomerycznych soli z (R)-
lub (S)-21 (Schemat 13, 56) [34]. Rozdzielenie diastereoziomerdéw przeprowadzono
w mieszaninie AcOEt:i-PrOH (7:3). Preferencyjnie krystalizowaly sole homochi-
ralne. Odpowiednio w obecnosci (R)-21 tworzyta sie sol z enancjomerem o kon-
figuracji (R). Natomiast stosujac (S)-21 selektywnie wytracata sie sol (S)-21.(S)-56.
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G\

\

56 OH

(¢}
>99% ee

i-PrOH/H,0

s ( OH

>99% ee

55 F
O/\OH

H,0/rac (mol%)
0.0 96.0%; 29.0% de; F:0.28
1.0 95.0%; 80.0% de; F:0.76
3.7 80.0%; 98.0% de; F:0.78

Schemat 13. Rozdzielenie zwigzkéw 55, 56
Scheme 13.  Resolution of 55, 56

Serie racemicznych kwasow trans-4-[5-(alkoksyfenylo)-2,5-dimetylopirolidyn-
1-oksyl-2-ylo]benzoesowych (57) rozdzielono za pomocg (R)- lub (S)-21 [35].
W zaleznosci od konfiguracji chiralnego czynnika rozdzielajgcego krystalizowaly
preferencyjnie sole zawierajace odpowiednio w przewadze (2R,5R)- lub (28,5S)-izo-
mery. Po dwukrotnej rekrystalizacji otrzymano kwasy o wysokiej czystosci optycz-
nej (Schemat 14, 57).

Kwas 3-metylo-5-pentylo-2,6-dimetylo-4-(3-nitrofenylo)-1,4-dihydropirydy-
no-3,5-dikarboksylowy jest obiecujacym analogiem 1,4-dihydropirydyny (1,4-
DHPD) o potencjalnych wlasciwosciach biologicznych. Jednym z etapéw syntezy
tego zwiazku bylo rozdzielenie racemicznej mieszaniny kwasu 2,6-dimetylo-5-
metoksykarbonylo-4-(3-nitrofenylo)-1,4-dihydropirydyno-3-karboksylowego (58)
alkaloidami z drzewa chinowego: cynchoniny (47) i chinidyny (48) [36]. Najlepsze
wyniki uzyskano w mieszaninie DMF z woda. W obecnosci cynchoniny otrzymano
czysty optycznie (S)-enancjomer (>99.5%). Natomiast zastosowanie chinidyny
umozliwia uzyskanie enancjomeru o konfiguracji przeciwnej z taka samg czystoscig
optyczng (Schemat 14, 58).
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l-[211+1Cn0

Na przyktad: 57
n=7 n=11
55.0%; 52.3% ee; F:0.29 59.8%; 46.2% ee; F:0.28
I krystalizacja 19.0%; 83.9% ee I krystalizacja 53.2%; 50.3% ee
n=28 II krystalizacja 26.6%; 77.6%
87.1%; 49.1% ee; F:0.43 n=12

I krystalizacja 43.1%; 68.1% ce ~ /3-4%; 38.0% ee; F:0.28

11 krystalizacja 21.6%; 90.5% ee 1 krystalizacja 42.3%; 69.1% ee
II krystalizacja 11.3%; 91.2% ee

H,C0,C
OH R 2 OH
J~on .
[e} H 58
aceton 49.0%; 72.1% ee; F:0.71 DMF/H,0 (8:5) 43.0%; >99.5% ee; F:0.86
DMF 26.0%; 99.3% ee; F:0.52 DMF/H,0 (8:8) 46.0%; 96.6% ee; F:0.89

DMEF/H,0 (8:5) 41.0% ee; >99.5%; F:0.82
DME/H,0 (8:8) 44.0% ee; 97.8%; F:0.86

Schemat 14. Rozdzielenie zwigzkéw 57, 58
Scheme 14.  Resolution of 57, 58

Zwigzki (28,35)-2,3-dihydroksy-1,4-bis(hydroksyamino)butan (49a) i (2S,35)-
-2,3-dibenzyloksy-1,4-bis(hydroksyamino)butan (49b), zsyntetyzowane z odpo-
wiednich alkilowych pochodnych kwasu winowego, wykorzystano jako czynniki
chiralne do rozdzielenia racemicznych mieszanin kwaséw 2-arylopropionowych
(59a-c) oraz aryloglikolowych (60a-e) — Schemat 15 [37]. W przypadku kwaséw
2-arylopropinowych zaden z zastosowanych czynnikéw rozdzielajacych nie dat
zadowalajacych rezultatow. Z 49b uzyskano diastereoizomeryczne sole o umiarko-
wanej czystosci optycznej. Natomiast z 49a nie udalo si¢ rozdzieli¢ racemicznych
zwigzkow 60a-c, poniewaz uzyskane pochodne niechetnie krystalizowaly. Zupetnie
inaczej wygladal rozdzial zwigzkéw 60, po dodaniu 49b z ukladu preferencyjnie
krystalizowala jedna z diastereoizomerycznych soli (sol heterochiralna). Po potrak-
towaniu tych soli kwasem solnym ostatecznie otrzymano kwasy aryloglikolowe
z wysokimi nadmiarami enancjomerycznym.
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R
OH R
N ® !
H
R J o W~
0
59a R,=Me; R,=H R;

R
50.0%; 56.0% ce; F:0.28 O)\OH 59¢ R =Me: R,~Me

59b R,=Me; Ry=p-Me 56.0%; 43.0% ce; F:0.24
67.0%; 53.0% ee; F:0.36 60e R,=OH; R,=H

60a R =OH; Ry=H 81.0%; 73.0% ee; F:0.59
91.0%; 67.0% ee; F:0.61
60b R,=OH; Ry=0-Me
86.0%; 65.0% ee; F:0.56
60c R,;=OH; Ry=m-CH;
63.0%; 95.0% ee; F:0.60
60d R,=OH; R,=m-Cl
63.0%; 95.0% ee; F:0.60

Schemat 15. Rozdzielenie zwigzkéw 59, 60
Scheme 15.  Resolution of 59, 60

Za pomoca krystalizacji mozna réwniez rozczepiaé racemiczne zwigzki fosforu.
Na przyklad z etanolowego roztworu racemicznego kwasu bis(1-hydroksyfenylo-
metylo)fosfinowego(V) (61) potraktowanego czynnikiem chiralnym (S)-21 prefe-
rencyjnie krystalizowata sél diastereoizomeryczna (R,R)-61.(S)-21 (Schemat 16, 61)
[38]. Po dekompozycji soli kwasem chlorowodorowym otrzymano czysty optycznie
zwiazek 61 o konfiguracji (R,R) (wydajnosc 24%, ee > 98,0%). Rozdzielenie zwigzku
61 w tych samych warunkach w obecnosci (R)-21 prowadzi do wytracenia stabo
rozpuszczalnej soli zawierajgcej enancjomer (S,S) z 21,6% wydajnoscig. Zmiana roz-
puszczalnika na izopropanol wplynela na poprawe wydajnosci. Uzyskano (S,5)-61
i (R,R)-61 z wydajnoscig odpowiednio 35,3% i 31,4%.

W podobny sposéb rozdzielono kwas rac-a-hydroksy-H-fosfinowy(V) (62).
Po dodaniu do etanolu zwigzkéw rac-62 i (R)-21 selektywnie krystalizowala sl
homochiralna (R)-62.(R)-21 (Schemat 16, zw. 62) [39]. W innym rozpuszczalniku
(metanol i mieszanina metanolu z woda) nie udalo sie przeprowadzi¢ skutecznego
rozczepienia, poniewaz obie sole diastereoizomeryczne zbyt dobrze si¢ rozpuszczaly.

61
32.0% 24.0%; >98.0% ee

Schemat 16. Rozdzielenie zwigzkéw 61, 62
Scheme 16.  Resolution of 61, 62
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Efedryne (50) i cynchonine (47) wykorzystano jako czynniki chiralne do roz-
czepienia racemicznego kompleksu: boranu i pochodnej kwasu fosfinowego(III) 63
(Schemat 17, 63) [40]. Po dodaniu do heksanu réwnomolowej ilosci racematu
i efedryny (monohydrat w dichlorometanie) uzyskano diastereoizomeryczng sol
zawierajacg enancjomer (S). Dekompozycja kwasem solnym prowadzila do czy-
stego optycznie kwasu (5)-63 z 31% wydajnoscia. Kwas 63 o konfiguracji przeciwnej
otrzymano w wyniku rozdziatu z cynchoning. Selektywnie z ukladu krystalizowata
s61 z 100% de i 34% wydajnoscia. Po dodaniu kwasu ostatecznie otrzymano czysty
optycznie (R)-enancjomer zwigzku 63.

Rozdzielenie racemicznych kwaséw pochodnych zwigzku 63 przeprowadzono
réwniez w obecnosci cynchoniny [41]. Czystos¢ optyczna uzyskanych soli diaste-
reoizomerycznych byla uzalezniona od podstawnikéw przy atomie fosforu (Sche-
mat 17, 63a-e).

Powyzsze procedury umozliwiajg otrzymanie czystych enancjomerycznie kwa-
sOW z centrum stereogenicznym na atomie fosforu.

Ph N /OH

H3B/P\R

63a R=0-Antryl

34.0%; 96% de; F:0.65
63b R=Bn

32.0%; 100% de; F:0.64
63¢ R=CH,-2-naftyl
26.0%; 100% de; F:0.52
63d R=I-naftyl

28.0%; 100% de; F:0.56
63e R=Me

16.0%; 100% de; F:0.32

Ph ~t-Bu

*
7\
HB® COH PN
31.0%; 100% de; F:0.68

Schemat 17. Rozdzielenie zwigzku 63
Scheme 17.  Resolution of 63

UWAGI KONCOWE

Rozdzielenie mieszanin racemicznych metoda krystalizacji pozostaje jedna
z najbardziej popularnych metod otrzymania czystych optycznie enancjomerdw.
Pomimo matematycznych modeli teoretycznych wiazacych efektywnosé rozdzie-
lenia racematéw od parametréw fizykochemicznych separacja na drodze krysta-
lizacji nadal wymaga podejscia eksperymentalnego. Praktycznie kazdy racemat to
indywidulany przypadek. Zebrane w pracy przyklady stanowig zrédlo informacji
w jaki sposdb na drodze doswiadczalnej mozna dokona¢ optymalizacji warunkow
rozczepienia mieszanin racemicznych metoda posrednig przeprowadzajgc sktadnki
mieszaniny w odpowiednie diastereoizomeryczne sole.
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ABSTRACT

An adhesive is any substance that, when applied to the surfaces of materials,
binds the surfaces together and resists separation. The basic ingredients are adhesive
firming agents (binder), solvents, adhesion enhancing agents (plasticizers, coale-
scing agents), wetting agents, modifiers and stabilizers. There are many criteria for
the distribution of adhesives taking into account their characteristics and purpose,
of which the basic division is made according to their chemical base and the method
of curing [1].

Pressure-sensitive adhesives (PSAs) represent a system that actually dates back
to the invention of the self-adhesive articles in 1935 when R. Stanton Avery pro-
duced the first coating unit using a wooden cigar box with two holes cut in the
bottom. PSAs can be defined as a special category of adhesive which in dry form
are permanently tacky at room temperature [2]. Pressure-sensitive adhesives requ-
ire certain properties: besides a good surface adhesion, good stability against light,
oxygen, moisture and plasticizers, and the adhesion characteristics is constant over
a very wide temperature range. They are characterized by the excellent low constant
level of peel strength and tack as well as the excellent aging performance at room or
higher temperatures. The inherent tackiness of PSAs allow them to wet and adhere
quickly under a low pressure on a broad variety of substrates [3].

There are many criteria for the division of PSA taking into account their cha-
racteristics and intended use, where the basic division is made according to their
chemical base and a method for curing. In practice, the most commonly used crite-
ria for the allocation of adhesives include: form (consistency), methods and fields of
application, rate of binding, joint properties, quantities of ingredients, properties of
the thermal adhesive layer or the production process [1]. Pressure-sensitive adhe-
sives according to the manufacturing process can be divided into solvent-based,
water-borne and solvent-free PSA (Fig. 2) [14-17].

The most commonly used high molecular compounds used in the manufacture
of pressure-sensitive adhesives include natural rubber and synthetic copolymers of
ethylene and acrylic acid, polisilicones, acrylics, linear polyesters, polyether, poly-
urethanes. The market and technology of high-performance PSAs are expanding
rapidly. A growing market is the result of expansion in both current and new appli-
cation areas. Self-adhesive polymers possess inherent properties due to their struc-
ture that make them unique [15]. The world market for pressure sensitive adhesives
was valued at USD 22.70 billion in 2012 and is expected to reach USD 31.64 billion
by 2018. The global pressure sensitive adhesives market volume was 1700.5 kilo tons
in 2012 and is expected to reach 2208.2 kilotons by 2018 [18].

Keywords: pressure-sensitive adhesives, solvent-based, solvent-free, water-borne
Stowa kluczowe: kleje samoprzylepne, rozpuszczalnikowe, bezrozpuszczalnikowe,
wodno-dyspersyjne
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WSTEP

Podstawowymi sktadnikami klejow sa substancje wigzace (spoiwo, lepiszcze),
srodki zwigkszajace przyczepnos¢ (plastyfikatory, koalescenty), rozpuszczalniki,
modyfikatory, stabilizatory i $rodki sieciujace [1]. Historia klejow samoprzylepnych
(PSA) siega wynalazku R. Stanton Avery z 1935 roku, w ktérym otrzymano samo-
przylepny produkt wykorzystujac do jego produkcji pudetko po cygarach z dwoma
wycietymi otworami [2].

Pojecie kleje samoprzylepne charakteryzuje grupe klejow na bazie wielkoczas-
teczkowych polimeréw cechujacych sie dobra (spelniajaca wymogi przemysltowe)
adhezja oraz kohezja. Podstawowa rdéznica pomiedzy PSA a innymi rodzajami
klejow sg niezmienne wlasciwosci klejace w szerokim zakresie temperaturowym
w czasie uzytkowania, doskonata odporno$¢ na starzenie oraz staly poziom wytrzy-
malosci na odrywanie [1-4].

1. KLEJE SAMOPRZYLEPNE

Kleje samoprzylepne mogg by¢ zdefiniowane jako specjalna kategoria klejow
zachowujacych w suchej postaci stale wlasciwosci klejace w temperaturze pokojo-
wej. Naniesione, w cieklej formie przez rakiel lub walce, jako warstwa polimeru na
noénik elastyczny (tkanina, folia, papier) wykazuja bardzo dluga zywotnos¢ kle-
jenia. Warstwa samoprzylepna tworzy si¢ po odparowaniu fazy cieklej z roztworu
lub dyspersji polimerowej. W celu zabezpieczenia warstwy klejacej pokrywa sie ja
papierem dehezyjnym (Rys. 1) [1, 2, 5].

_— papier dehezyjny
T T T/ warstwa kleju
et et nosnik

Rysunek 1. Schemat jednostronnej tasmy samoprzylepnej
Figure 1. Scheme of one-sided self-adhesive tape

Otrzymywanie samoprzylepnych klejow przebiega w nastepujacych etapach:

1. Synteza kleju (rozpuszczalnikowego, bezrozpuszczalnikowego lub dysper-

sji).

Modytikacja kleju zwiazkami sieciujacymi, plastyfikatorami oraz innymi.

Powlekanie kleju na nosniku.

Suszenie i sieciowanie filmu klejowego.

. Zabezpieczenie filmu klejowego (np. naniesienie papieru dehezyjnego).
Samoprzylepne kleje charakteryzuje fatwo$¢ przywierania do réznego rodzaju

podlozy (np. metalowych, szklanych, papierowych) pod wplywem niewielkiego

nacisku zewnetrznego poréwnywalnego do tego, jaki mozna osiaggna¢ dociskajac

GNCNECNN
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tasme palcem lub dlonia [3]. Oprécz dobrej adhezji do powierzchni wymaganej
w przemysle, odpornosci na $wiatlo, tlen i wilgo¢ kleje samoprzylepne powinny
sie charakteryzowa¢ stala adhezjg w szerokim zakresie temperaturowym (badang
wedlug normy AFERA 4001), doskonalg odpornoscig na starzenie zaréwno w tem-
peraturze pokojowej jak i podwyzszonej oraz stalym poziomem wytrzymalosci na
odrywanie [4].

PSA znalazty zastosowanie przy produkgji folii ochronnych i tasm medycznych,
tasm maskujacych, samoprzylepnych etykiet lub notatnikéw biurowych, folii deko-
racyjnych oraz podobnych artykutéw samoprzylepnych, ktore sg wykorzystywane
do przylegania na réznych podiozach, takich jak metal, papier tworzywa sztuczne,
szklo, drewno oraz skora [6].

Kleje samoprzylepne odgrywajg coraz wigksza role w przemysle stajac si¢ nie-
zbedne w wielu dziedzinach Zycia, poczawszy od budowy zabawek a skonczywszy
na budowie samolotéw [7].

2. KLASYFIKACJA KLEJOW SAMOPRZYLEPNYCH
ZE WZGLEDU NA PROCES OTRZYMYWANIA

Istnieje wiele kryteriow podziatu klejow samoprzylepnych uwzgledniajacych
ich wiasciwo$ci oraz przeznaczenie, gdzie zasadniczego podzialu dokonuje sie
wedtug ich bazy chemicznej oraz sposobu utwardzania. W praktyce najczesciej sto-
sowane kryteria podzialu klejow dotycza: postaci (konsystencji), metody i dziedziny
zastosowania, predkosci wigzania, wlasciwosci zlaczy, iloéci skladnikow, wiasci-
wosci cieplnych warstwy klejowej czy tez ich procesu produkcyjnego [1].

KLEJE
SAMOPRZYLEPNE

ﬂ ﬂ DYSPERSYJINE

ROZPUSZCZALNIKOWE
BEZROZPUSZCZALNIKOWE

Rysunek 2. Rodzaje klejow samoprzylepnych ze wzgledu na proces otrzymywania
Figure 2. Types of pressure-sensitive adhesives according to manufacturing process

Do najczesciej uzywanych wielkoczasteczkowych zwiazkéw stosowanych do
produkgji klejow samoprzylepnych naleza: kauczuk naturalny i syntetyczny, kopo-
limery etylenu i kwasu akrylowego, polisiloskany, poliakrylany, liniowe poliestry,
polietery oraz poliuretany. Ze wzgledu na proces otrzymywania samoprzylepne
kleje mozna podzieli¢ na (Rys. 2):
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- rozpuszczalnikowe kleje samoprzylepne, gdzie warstwa samoprzylepna
kleju powstaje po odparowaniu rozpuszczalnika,

- bezrozpuszczalnikowe kleje samoprzylepne, gdzie powlekanie kleju odbywa
sie w podwyzszonej temperaturze,

- dyspersyjne kleje samoprzylepne, gdzie warstwa samoprzylepna polimeru
powstaje po odparowaniu wody.

2.1. ROZPUSZCZALNIKOWE KLEJE SAMOPRZYLEPNE

Kleje rozpuszczalnikowe gleboko wnikajg w material, na ktdry zostaly nanie-
sione powodujac jego pecznienie. Rozpuszczalnik w tych klejach stuzy jedynie, jako
$rodek pomocniczy do regulacji konsystencji oraz lepkosci kleju (po naniesieniu
odparowuje). Do produkcji klejow rozpuszczalnikowych najczesciej stosowanymi
rozpuszczalnikami sg rozpuszczalniki organiczne takie jak aceton, toluen, ksylen.
Kleje rozpuszczalnikowe sa nakladane cienka warstwg na obydwie powierzchnie
faczonych elementéw. Podczas docisku faczonych elementéw (po odparowaniu
rozpuszczalnika) nie powinny zmieniaé poczatkowego potozenia wzgledem sie-
bie, poniewaz zlacze zyskuje od razu okolo 70% catkowitej wytrzymato$ci mecha-
nicznej. Szczegdlnym rodzajem klejow rozpuszczalnikowych sg kleje kontaktowe
wystepujace jako jedno- i dwuskladnikowe sktadajacych si¢ z naturalnego lub
sztucznego kauczuku (np. kauczuku polichloroprenowego) oraz utwardzacza (np.
nukleofilowych amin trzeciorzedowych). Kleje jednoskladnikowe charakteryzujg
sie tym, iz sg od razu gotowe do uzycia, natomiast w przypadku klejow dwusklad-
nikowych utwardzacz jest dodawany do kompozycji klejowej bezposrednio przed
rozpoczeciem klejenia. Stosuje si¢ je analogicznie jak kleje rozpuszczalnikowe jed-
nak po wyschnigciu wystarczy zastosowanie silnego, lecz krotkotrwatego docisku
gdyz mocne polaczenie powstaje natychmiast. Kleje rozpuszczalnikowe nadaja si¢
szczegoOlnie do klejenia materialéw porowatych takich jak: skora, tekstylia, papier,
drewno, korek, twardy polichlorek winylu (winidur), tworzywa piankowe [1].

Rozpuszczalnikowe kleje samoprzylepne sa bardzo interesujacg grupg poli-
meréw o wlasciwosciach samoprzylepnych. Dzieki niekonwencjonalnym wtasci-
wosciom klejow przylepcowych na bazie rozpuszczalnikowych klejow oraz stosun-
kowo niskiej cenie otrzymywania sg one obecnie szeroko stosowane do produkeji
zarébwno samoprzylepnych materiatéw technicznych jak i medycznych. Wtasci-
wosci klejow samoprzylepnych charakteryzuje lepko$¢, przyczepno$é, spojnosé oraz
skurcz, ktdre zalezg od masy czasteczkowej polimerdw uzytych do produkcji spoiwa,
metody polimeryzacji, charakteru rozpuszczalnika oraz uzytego inicjatora w proce-
sie polimeryzacji. Ogromny wplyw na wiasciwosci fizykochemiczne rozpuszczal-
nikowych klejow samoprzylepnych ma rodzaj srodka sieciujacego oraz technologii
sieciowania (np. sieciowanie termiczne czy sieciowanie promieniowaniem UV),
ktore w dostepnej literaturze jest przedstawione czesto, jako najlepszy, a tym samym
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najbardziej skuteczny sposéb modyfikacji wlasciwosci klejacych w celu uzyskania
materiatu o okreslonym profilu [8, 9].

2.2. BEZROZPUSZCZALNIKOWE KLEJE SAMOPRZYLEPNE

Kleje bezrozpuszczalnikowe, szczegolnie bezrozpuszczalnikowe kleje na bazie
poliakrylanéw, otrzymuje si¢ poprzez oddzielenie rozpuszczalnika organicznego
od zsyntetyzowanego uprzednio rozpuszczalnikowego kleju samoprzylepnego na
drodze oddestylowania czeéci lotnych pod obnizonym ci$nieniem. Proces oddesty-
lowywania rozpuszczalnika moze nastepowaé bezposrednio po procesie polimery-
zacji lub po dowolnym czasie od otrzymania rozpuszczalnikowego kleju [10, 11].

Wisrdd bezrozpuszcezalnikowych klejow samoprzylepnych wyrdzniamy kleje
termotopliwe tzw. hot-melty, ktére moga by¢ powlekane w temperaturze od 100 do
140°C oraz systemy o niskiej lepkosci (ang. Low Viscosity System, LVS), ktére moga
by¢ powlekane juz w temperaturze pokojowej. Generalnie mozna stwierdzi¢, iz
bezrozpuszczalnikowe kleje samoprzylepne najlepiej otrzymuje si¢ z rozpuszczal-
nikowych klejow samoprzylepnych gdzie wykorzystano jako medium aceton lub
metyloetyloketon. W trakcie oddestylowywania takich klejow samoprzylepnych
nie zaobserwowano zelowania kleju, a zawarto$¢ organicznego rozpuszczalnika jest
Sladowa [3, 12].

W przypadku klejow bezrozpuszczalnikowych warstwa samoprzylepna kleju
(bezrozpuszczalnikowego polimeru) jest ciekla w temperaturze pokojowej lub pod-
wyzszonej az do utworzenia stalej struktury po reakcji sieciowania (termicznego
lub UV). Pierwszy samoprzylepny termotopliwy klej poliakrylanowy sieciowany
promieniami UV zostal wprowadzony na rynek przez firme¢ BASF w 1996 roku.
Prace nad nowymi bezrozpuszczalnikowymi klejami samoprzylepnymi sa podykto-
wane zaostrzeniem regulacji prawych w zakresie ochrony srodowiska oraz wzro-
stem cen rozpuszczalnikéw organicznych [11].

Bezrozpuszczalnikowe kleje samoprzylepne sg stosowane miedzy innymi do
produkcji samoprzylepnych tasm montazowych (jedno oraz dwustronnych), jak
réwniez bezno$nikowych tasm samoprzylepnych, do produkgji etykiet, folii deko-
racyjnych i ochronnych. Sg wykorzystywane w produktach medycznych, takich jak:
plastry, elektrody samoprzylepne, plastry z substancjami aktywnymi oraz samo-
przylepne hydrozele [3].

2.3. DYSPERSYJNE KLEJE SAMOPRZYLEPNE

Kleje dyspersyjne to kleje gdzie czastki polimerowe (akrylany, kauczuki, poli-
uretany, polichloropreny, itd.) s zdyspergowane w wodzie. Mechanizm utwardza-
nia kleju polega na odparowaniu wody, (ktére mozna przyspieszy¢ poprzez oddzia-
tywanie ciepfa i nadmuchu powietrza) lub wniknieciu wody w laczone elementy.
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Najczesciej wystepuja w kolorze bialym a po utwardzeniu sg przezroczyste. Ele-
menty klejone, po naniesieniu kleju, taczy sie ze sobg na mokro. Ustalenie elemen-
tow wzgledem siebie nastepuje pod dociskiem, czesto do pozycjonowania uzywane
sg prasy. Kleje dyspersyjne sg zaliczane do klejow ekologicznych, nie zawierajacych
rozpuszczalnikéw organicznych. Nadaja si¢ szczegdlnie do klejenia materialow
porowatych. Stuza do klejenia skory, papieru, drewna oraz materialéw drewnopo-
dobnych [1].

Dyspersyjne kleje samoprzylepne w ostatnich kilku latach zaczely cieszy¢ sie
coraz wigkszym zainteresowaniem w przemysle ze wzgledu na ich wysoka wydaj-
nos¢ [13]. Cechuje je dobra przyczepnos¢ do podtozy polarnych, odpornos¢ na sta-
rzenie oraz fatwa usuwalnos¢ z klejonych podlozy. W przemysle sa wykorzystywane
przede wszystkim do produkeji jednostronnych, dwustronnych i transferowych
tasm samoprzylepnych, ktére coraz czgsciej s3 stosowane w przemysle papierni-
czym. Wiele zgloszen patentowych opisuje zastosowanie biodegradowalnych dys-
persyjnych klejow samoprzylepnych do produkcji calkowicie dyspergowalnych
w wodzie etykiet samoprzylepnych oraz produktéw medycznych takich jak tasmy
chirurgiczne czy biomedyczne elektrody. Charakteryzuja si¢ one znakomitymi
wlasciwosciami mechanicznymi i termicznymi [14-17].

PODSUMOWANIE

Rynek i technologia otrzymywania wysokojako$ciowych samoprzylepnych
klejow rozwija si¢ bardzo szybko. Rozwoj ten jest wynikiem ekspansji, zar6wno
obecnych jak i nowych obszaréw zastosowan PSA. Samoprzylepnos¢ polimerow
uzywanych do otrzymywania klejow samoprzylepnych jest bezposrednio zwigzana
z ich struktura, co czyni je unikalnymi na skale $wiatowa. Swiatowy rynek samo-
przylepnych tasm klejacych poszerza si¢ o 5,5% rocznie [15]. W roku 2012 wypro-
dukowano w skali §wiatowej okoto 1700,5 kiloton klejéw samoprzylepnych o war-
tosci 22,7 biliondw $. W roku 2018 jest przewidywany wzrost produkcji $wiatowej
do okoto 2208,2 kiloton klejow samoprzylepnych o wartosci 31,64 bilionow $ [18].
Zardéwno kleje samoprzylepne rozpuszczalnikowe, bezrozpuszczalnikowe czy dys-
persyjne wydaja si¢ bardzo interesujgcg oraz preznie rozwijajacg sie dziedzing nauki
pelng innowacji i wykazujaca potencjal do dalszego rozwoju. Wsérdd nich kleje
rozpuszczalnikowe wiodg prym w przemysle z racji stosunkowo niskich kosztow
otrzymywania, duzej wydajnosci produkcyjnych przy jednoczesnym zachowaniu
podobnych wlasciwosci uzytkowych do innych klejow, np. bezrozpuszczalnikowych.
Coraz wiekszy nacisk na ochrone srodowiska spowodowany rosnaca $wiadomoscia
ekologiczng powoduje, iz podjeto proby wprowadzenia samoprzylepnych klejow
rozpuszczalnych i dyspergowanych w wodzie, szczegélnie w dziedzinach przemystu
najbardziej narazajacych §rodowisko na zanieczyszczenia pochodzace z klejow na
bazie rozpuszczalnikéw organicznych takich jak opakowalnictwo [14-17].
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ABSTRACT

The development of on-line technologies in the last years provided us with a
possibility for the efficient video teaching in e- or blended- chemistrylearning [1-10].
In this publication we reviewed materials which are available on the YouTube or spe-
cialist educational platforms [14-38]. The analysis indicated that on-line teaching
has progressed rapidly over recent years (Fig. 1, Fig. 2). This refers also to chemistry.
In particular we focused on organic chemistry. The on-line aided teaching of expe-
rimental chemistry can also support the traditional courses [9] Our experience indi-
cated that even in bench chemistry on-line teaching can significantly improve the
performance of the students. The e-chem project of the educational platform, started
for the chemistry students in the University of Silesia in 2005 [15], is an example of
the blended chemical teaching that was partially published on the YouTube website
(Tab. 2). A number of other chemistry materials are available on YouTube. Some
chemistry courses are also available directly at the websites of the universities while
the Inducate, Skillup or Coursea [39-42] are examples of the websites that provide
further useful addresses for chemistry on-line teaching. A concept of massive open
on-line courses (MOCC) [43, 44] that appeared recently inspired several projects
of commercial platforms for e-learning, providing a potential bases for the global
teaching. The Coursera, Udacity, EdX, Canvas Network are examples of the com-
plex educational portals for MOCCs. At the same time the important universities
are vigorously playing in this area in a way to global university. At the moment the
MOCC chemistry available was reviewed (Tab. 3).

In summary, the development of the on-line technologies provides a possibility
for the efficient blended learning based video-aided chemistry teaching. In our opi-
nion this potential is currently controlled not by technical limitations but rather by
psychology barrier and formal regulations in local educational law. However, these
problems will certainly be solved with the increasing availability of the on-line cour-
ses that could be supported by additional real lab classes and/or certified by exams.
Global university will be of course a strong competition for a traditional education.
On the other hand this also means chemical on-line courses will be better and better
developed on the basis on the available on-line technologies. Eventually, this compe-
tition will also improve a quality of the traditional chemical education.

Keywords: e-learning, distance learning, e-chemistry, chemistry teaching
Stowa kluczowe: e-nauczanie, edukacja na odlegtos¢, e-chemia, dydaktyka chemii
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WPROWADZENIE

Jestesmy $wiadkami dynamicznego rozwoju nowych mediéw elektronicznych
oraz technologii komunikacyjnych, w szczegdlnosci tych dzialajacych on-line [1].
Efektem sg zmiany zachowan uczniow i studentdw, jakie obserwujemy na co dzien
w szkolach oraz uniwersytetach. Rezultaty moga by¢ pozytywne, kiedy media takie
stanowig zroédlo wymiany informacji, przekazywania wiedzy [2] oraz mobilizacji
spotecznej lub negatywne np. tzw. agresja elektroniczna [3].

Klasycznym przyktadem wykorzystania mediow elektronicznych jest koncep-
cja zdalnego nauczania tzw. distance learning. Chemia, jako nauka eksperymen-
talna z jednej strony wydaje si¢ stwarza¢ duze trudno$ci w nauczaniu na odlegtos¢.
Konieczne jest bowiem wyposazenie studenta w specjalistyczng wiedze 1 umiejet-
nosci praktyczne, ktére w tradycyjnej metodzie nauczania mlodzi ludzie nabywaja
w laboratorium w systemie nadzorowanego bezposredniego nauczania i uczenia
si¢. Z drugiej strony kosztowno$¢ tradycyjnej metody ksztatcenia czyni potencjal-
nie nowe metody atrakcyjnym celem dydaktyki chemicznej [4-8]. Metody takie
powinny taczy¢ ekonomie¢ rozwigzan elektronicznych z zaletami tradycyjnego
uczenia face to face. Od wielu lat tzw. blended learning stosowany jest w praktyce
nauczania chemii, w tym takze polskiej dydaktyki chemii [9].

Narzedzia zdalnego nauczania w polaczeniu z metodami tradycyjnymi umozli-
wiajg tworzenie atrakcyjnych platform dydaktycznych, ktérych celem, poza obnize-
niem kosztow i utatwieniem dostepnosci, jest takze zwiekszanie popytu na naucza-
nie chemii na poziomie uniwersyteckim. W powszechnym odczuciu nauczanie typu
e- lub b-learningowego zgrabnie uzupelnia tradycyjne ksztalcenie ale obecnie ani w
Polsce, ani na $wiecie nie stanowi istotnej konkurencji dla tradycyjnego nauczania.
Czy zintegrowane kursy on-line moga sta¢ si¢ niedtugo alternatywa dla tradycyjnego
uczenia? Prace nad tego typu systemami prowadzone s3 obecnie na duzg skale m.in.
przez czolowe uniwersytety amerykanskie. Czy w globalnym $wiecie oznacza¢ to
bedzie istotna konkurencje¢ dla tradycyjnej uczelni takze polskiej? Mozna wyobrazié
sobie takg organizacje nauczania chemii, w ktorej centralng role odgrywa globalna
uczelnia. Finanse takiego centrum pozwalajg na prowadzenie w systemie b-learning
nauczania na najwyzszym $wiatowym poziomie. Nasze uczelnie moga w takim sys-
temie stac sie jedynie lokalnymi jednostkami zaje¢ laboratoryjnych i certyfikacji.
Wydaje sig, ze nie sposob jeszcze rozstrzygnaé czy jest to realne zagrozenie oraz na
ile jest to konkurencja, a na ile szansa na poprawe poziomu nauczania chemii.

Obecnie kompletne kursy certyfikowane dyplomem, czy kompletne platformy
nauczania nie sg powszechnie dostepne. Jednak w ramach projektéw unijnych
w ostatnim czasie powstalo przynajmniej kilka profesjonalnych i sprawnie dziala-
jacych platform wykorzystywanych przez wiele szkot [10], a w Internecie odnalez¢
mozna wiele materialéw, ktére moga stanowi¢ komponenty takich platform takze
na poziomie szkoly wyzszej. Autorzy niniejszego artykulu dokonali przegladu
materialow potencjalnie przydatnych w dydaktyce chemii, w szczegélnosci chemii
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organicznej, zamieszczonych w serwisie internetowym YouTube oraz na innych spe-
cjalistycznych platformach o charakterze edukacyjnym._

YouTube umozliwia umieszczanie w sieci materiatéw filmowych, ktére
nastepnie moga by¢ odtwarzane przez uzytkownikéw. Serwis ten jest obecnie tak
powszechnie znany i obecny w naszym zyciu codziennym, ze czesto zapominamy;,
ze pojawil sie niecate dziesie¢ lat temu. W 2005 roku opublikowano tam pierwszy
material filmowy [11]. YouTube jest czwartg najpopularniejsza strong w swiatowej
sieci i piata w Polsce [12]. Serwis ten jest postrzegany, jako atrakcyjne medium
wspomagania dydaktyki, zapewniajac najszersza baze uzytkownikow, filméw oraz
wysokie statystyki odwiedzin internautéw [13]. ,,Broadcast yourself” to zawolanie
oddajace filozofi¢ dzialania portalu o szerokim odbiorze spotecznym [12].

1. DYDAKTYKA CHEMII NA PORTALU YOUTUBE

W Tabeli 1 przedstawiono analiz¢ szeroko rozumianych materiatéw wspoma-
gajacych nauczanie chemii, ktore dostgpne sg na portalu YouTube. Przeanalizowano
przy tym nie tylko ich charakter (sprofilowany poprzez dobor stow kluczowych ale
takze statystyki ich popularnosci mierzone liczbg odwiedzin. Juz na pierwszy rzut
oka wida¢, ze w Polsce wykorzystanie portalu YouTube w nauczaniu chemii nie
jest popularne. Znaleziono niespetna 150 plikow spetniajacych kryteria kwerendy
(przypis do Tabeli 1). Dla porownania, tylko jeden z amerykanskich uniwersytetow,
Berkeley, zamieszcza ich az 840 [14].

Na Rysunku 1 przedstawiono poréwnanie dostepnej skumulowanej liczby pli-
kéw o tresciach chemicznych w jezyku polskim i angielskim. Poza kompetencjami
merytorycznymi oraz mozliwos$ciami finansowymi, porownanie to dobrze ilustruje
asymetri¢ konkurencyjnosci jezyka globalnego, jakim jest angielski, z lokalnym
jezykiem polskim.



Tabela 1. Przeglad najpopularniejszych kanatéw publikujacych filmy o tematyce chemicznej
Table 1. The most popular channels publishing movies on chemical topics
. Catkowita - . ..
Catkowita L_IC,Zba Catkowita liczba od- Sr.edma Maksymalna M1r}1malna Data
K plikéw o . o liczba R liczba X X
Lp. Producent Nazwa kanatu liczba liczba odston | ston plikow liczba powstania Kraj
o tematyce . odston / . odston /
plikow . . kanatu chemicz- . odston / plik . kanatu
chemicznej plik plik
nych
Osoba .
1. CrashCourse 264 46 130831 125 | 12438 393 270400 | 1768484 69 416 19 maj 06 USA
prywatna
. | Stanford Stanford 1050 21 76084499 | 709255 | 33774 | 293002 2954 18wrz06 | USA
University
Massachusetts MIT
3. | Institute of 244 244 65 343 890 4465299 18 300 377 327 2324 11 paz 05 USA
OpenCourseWare
Technology
University of
4. | California, UCBerkeley 840 840 28 357 879 1499 949 1786 74928 199 2 maj 06 USA
Berkeley
Firma brak
5. Educator.com 2579 157 5818132 873 700 5565 131 596 54 USA
prywatna danych
6. | Oregon State | Oregon State 630 5 4518586 | 111537 | 22307 53344 8730 23maj08 | USA
University University
Osoba
7. Chemguy 133 129 4450 556 4652 347 36 065 383378 5608 14 cze 07 | Kanada
prywatna
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Tabela 1. Ciag dalszy
Table 1. Continuation
. Catkowita « . -
Calkowita L.1c,zba Calkowita liczba od- Sr.edma Maksymalna M1I}1malna Data
K plikéw o . L liczba K liczba X X
Lp. Producent Nazwa kanatu liczba liczba odston | ston plikow liczba powstania Kraj
o tematyce . odston / . odston /
plikow . . kanatu chemicz- . odston / plik . kanatu
chemicznej plik plik
nych
g | Universityof | ) ford 412 1 3042712 14427 | 14427 14 427 14 427 28 pazos | Vielka
Oxford Brytania
University of
9. | California, Los | Uclacourses 365 27 2031209 72 655 2595 16 140 1130 31 lip 08 USA
Angeles
The Wielka
10. | University of | David Read 115 115 1461 365 1461 545 12709 225971 9 27 lut 08 Brvtania
Southampton yt
Indian
Insti f
11, | nstitute o Collegepedialn 591 436 1337371 | 725502 1668 27012 178 12wrz11 | Indie
Technology
Kharagpur
Osoba . .
12. Franklychemistry 302 302 1157 095 1256 645 1148 6843 114 29 sie 07 USA
prywatna
University of
13. | California, UCIrvineOCW 514 353 1100 885 557 453 1584 22 468 1 19 mar 12 USA
Irvine
4, | Uniwersytet | admUniwersytet- 234 23 965838 | 117766 5120 27067 276 S5sty10 | Polska
Slaski Slaski
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Tabela 1. Ciag dalszy
Table 1. Continuation
. Catkowita - . ..
Catkowita L_IC,Zba Catkowita liczba od- Sr.edma Maksymalna M1r}1malna Data
K plikéw o . o liczba R liczba X X
Lp. Producent Nazwa kanatu liczba liczba odston | ston plikow liczba powstania Kraj
o tematyce . odston / . odston /
plikow . . kanatu chemicz- . odston / plik . kanatu
chemicznej plik plik
nych
Firma . , .
15. AakashiTutor 251 45 901 532 194 864 4330 14 011 848 15 paz 12 Indie
prywatna
Osoba Chang Barrick 126 25 755 274 22 645 906 6845 74 22 mar 08 USA
16. prywatna
The University . .
17. of Utah Chuck Wight 45 41 724 087 714 950 17 438 72016 2 456 26 lis 07 USA
Osoba
18. AK LECTURES 1598 207 1434967 799 106 3860 52321 290 26 wrz 12 USA
prywatna
American American
19. | University of | University of 722 6 653 047 6050 1008 1967 608 1 lut 08 Liban
Beirut Beirut
20, | Firma KhanAcademy 1749 10 623 244 6202 620 985 194 4lis11 | Polska
prywatna Polski
Copernicus
Firma Center for
21. R 316 1 536 347 5721 5721 5721 5721 11lut 10 Polska
prywatna Interdisciplinary
Studies
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Tabela 1. Ciag dalszy
Table 1. Continuation
. Catkowita p . ..
Catkowita L.1clzba Catkowita liczba od- Srvedma Maksymalna M1r}1ma1na Data
. plikéw o X o liczba . liczba . .
Lp. Producent Nazwa kanatu liczba liczba odston | ston plikow liczba powstania Kraj
o tematyce . odston / . odston /
plikow . . kanatu chemicz- . odston / plik . kanatu
chemicznej plik plik
nych
Fi M Dl
2. | rma aturaba 98 68 505119 | 310642 4568 20852 198 5cze12 | Polska
prywatna Opornych
Danmarks DTU
23. | Tekniske 890 33 495 426 23589 715 3029 223 20 sie 10 Dania
. broadcast
Universitet
Ruhr-
24. | Universitat ChemieRUB 144 144 425 096 422 627 2935 90 800 26 8 sty 12 Niemcy
Bochum
An-Najah Pale-
25. | National NajahUniv 65 41 424 476 14 419 222 1247 43 16 sie 09 stvna
University Y
Indian
Insti f kash
26, | Dstitateo Guruprakas 4166 2583 501207 | 310757 1680 8002 265 1lut12 | Indie
Technology Academy
Kanpur
Osoba .
27. Linda Hanson 578 578 321985 329938 573 23871 3 10 lut 11 USA
prywatna
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Table 1. Continuation
. Catkowita - . ..
Catkowita L_IC,Zba Catkowita liczba od- Sr.edma Maksymalna M1r}1malna Data
K plikéw o . o liczba R liczba X X
Lp. Producent Nazwa kanatu liczba liczba odston | ston plikow liczba powstania Kraj
o tematyce . odston / . odston /
plikow . . kanatu chemicz- . odston / plik . kanatu
chemicznej plik plik
nych
Uniwersytet . .
28. Lo Unijagielonski 308 1 257 537 7 944 7 944 7944 7 944 231ut 10 | Polska
Jagielonski
29, | Os0b2 Sardana 444 444 414440 | 414196 547 7 604 12 1lip12 | Indie
prywatna tutorials
30. Uta.h Ste.‘te Mike Christiansen 154 154 211113 208 553 1320 10 342 11 3 maj 12 USA
University
Firma
31. TVIATVN 672 16 210120 2388 149 962 8 1 mar 13 Polska
prywatna
North
Dakota State
University;
32. | Departament | DrCookNDSU 44 44 159 643 25049 569 4295 223 21ip 09 USA
of Chemistry
and
Biochemistry
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Table 1. Continuation
. Catkowita < . ..
Catkowita L.1c,zba Catkowita liczba od- Sr.edma Maksymalna M1I}1malna Data
K plikéw o . L liczba K liczba X X
Lp. Producent Nazwa kanatu liczba liczba odston | ston plikow liczba powstania Kraj
o tematyce . odston / . odston /
plikow . . kanatu chemicz- . odston / plik . kanatu
chemicznej plik plik
nych
Indiana
University-
TUPUI ANI
33, | Purdue CL;H;JMORG NIC 30 30 155 482 148 801 4960 17 701 72 10 sty 10 USA
University
Indianapolis
34, | Osoba Vishwanath 90 90 100 814 96 633 1074 14205 30 8wrz1l | Indie
prywatna Maheshwary
35, | Osoba Vishwanath 73 90 88 387 70751 969 9802 79 8wrz1l | Indie
prywatna Maheshwary
Osoba .
36. Dushyant Kumar 16 16 74175 51 740 3234 19 549 301 29 sty 13 Indie
prywatna
Firma . .
37. Olympiad EDU 218 51 68 129 17 317 333 1812 62 19 kwi 12 USA
prywatna
Politechnika Politechnika
38. Gdanska Gdanska 105 15 33138 7 066 471 1865 38 1lut 13 Polska
39, | Osoba Imad Haidar 46 46 32525 32673 710 8342 12 l4sie12 | USA
prywatna Ahmad
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Table 1. Continuation
. Catkowita - . ..
Catkowita L_IC,Zba Catkowita liczba od- Sr.edma Maksymalna M1r}1malna Data
K plikéw o . o liczba R liczba X X
Lp. Producent Nazwa kanatu liczba liczba odston | ston plikow liczba powstania Kraj
o tematyce . odston / . odston /
plikow . . kanatu chemicz- . odston / plik . kanatu
chemicznej plik plik
nych
Osoba . ;
40. Mr. Luzio 33 29 20089 18 795 648 3765 48 3pazll USA
prywatna
Oakton
41. | Community Chad Landrie 5 4 13303 11 808 2952 11363 49 27 maj 12 USA
College
Uniwersytet Uniwersytet
im. Adama im. Adama .
42. . Cae 36 1 10 636 17 17 17 17 20 maj 11 Polska
Mickiewicza w | Mickiewicza w
Poznaniu Poznaniu
43, | Os0b2 Prof. Bilal R. 21 21 9539 14758 703 4185 127 29paz 11 | Liban
prywatna Kaafarani
44, | Osob2 OrganicChemist 11 11 6764 6771 616 4072 61 23lut12 | USA
prywatna OnCall's channel
Osoba . ;
45. Robert Milne 38 37 9261 9257 258 2959 10 21 paz 06 USA
prywatna
Politechnik;
g6, | OMechn@ o kajacEinsteina 60 20 6055 580 29 94 5 lgrul3 | Polska
Warszawska

(49}
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Tabela 1. Ciag dalszy

Table 1. Continuation
. Calkowita 5 . L.
Catkowita L_IC,Zba Catkowita liczba od- Sr.edma Maksymalna M1r}1malna Data
K plikéw o . o liczba R liczba X X
Lp. Producent Nazwa kanatu liczba liczba odston | ston plikow liczba powstania Kraj
o tematyce . odston / . odston /
plikow . . kanatu chemicz- . odston / plik . kanatu
chemicznej plik plik
nych
Osoba
47. Paul Young 63 63 5035 3156 50 1316 0 25 sty 08 USA
prywatna
Osoba . .
48. Chem Lectures 15 15 4231 3977 265 688 35 31sie 12 | Singapur
prywatna
Osoba . . .
49. Dr. K's Chemistry 35 35 3805 2567 73 718 5 1sie 13 USA
prywatna
Indian brak
50. | Institutes of Odia E School 80 21 2428 394 19 72 1 Indie
danych
Technology

®

Na podstawie przegladu pie¢dziesieciu najpopularniejszych kanatéw publikujacych filmy o tematyce chemicznej. Do znalezienia odpowiednich profili uzyto wyszukiwarki
Youtube wpisujac nastepujace terminy: ,chemia wyklady’, ,chemia organiczna’, ,chemia matura’, ,chemia’, ,,chemistry lectures”, ,organic chemistry’, chemistry”. Pewne wat-
pliwosci moze budzi¢ sformutowanie stéw kluczowych. Opisujg one w najszerszym sensie takie materialy, w ktérych wystepuje chemia. Chociaz wydaje si¢ to omija¢ pewne
obszary w praktyce wiele materialéw indeksowanych jest w ten sposdb, nawet jezeli formalnie w tytule nie wystepuje klucz chemia, takze w jezykach innych niz angielski.

Na przykltad kwerenda znajduje materiaty w jezyku niemieckim i arabskim.
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M Filmy w jezyku polskim
[ Filmy w innym jezyku
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Rysunek 1. Liczba plikéw o tematyce chemicznej dostepnych na portalu YouTube w jezyku polskim oraz
w innych jezykach. Okoto 94% to materiaty w jezyku angielskim, 2% - w jezyku polskim

Figure 1. A number of chemistry topics files on YouTube in polish and other languages; ca. 94% in English,
2% in Polish

Nasz o$rodek, Uniwersytet Slaski, w 2011 roku opublikowal cze$¢ materiatéw
dostepnych dla studentéw chemii opracowanych w ramach projektu edukacyjnej
platformy studentéw instytutu chemii e-chem [15]. Liste tych materiatéw oraz sta-
tystyke ich odston przedstawia Tabela 2.1. Dla poréwnania Tabela 2.2 podaje wykaz
materiatow na platformie e-chem dostepnej lokalnie poza portalem Youtube.

Rysunek 2. Producenci plikow o tematyce chemicznej publikowanych w serwisie YT
Figure 2. Producers of chemistry topics movies on YouTube
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Spotecznosé
Akademicka 0,3%

Studenci
30%

Liceali$ci

Maturzysci 59%

6%

Rysunek 3. Grupa docelowa plikéw o tematyce chemicznej publikowanych w serwisie YT
Figure 3. Potential customers of chemistry topics files on YouTube

Ponad polowa filméw o tematyce chemicznej tworzona jest przez nauczycieli
akademickich na kanatach uniwersyteckich lub osobistych; stowa kluczowe: ,che-
mia wyklady”. Zdecydowana wigkszo$¢ materialéw adresowana jest do licealistow,
stuzac jako material przygotowujacy do egzaminéw maturalnych, szczegdlnie jesli
w zapytaniu podamy termin: ,chemia matura”. Studenci stanowia okoto 1/3 poten-
cjalnych odbiorcéw (Rys. 2b). Warto réwnoczesnie zauwazy¢, ze coraz wiecej osdb
znajduje w nauczaniu wirtualnym zrédto swoich dochodéw. Wiele z zamieszczo-
nych materialéw stanowi promocje edukacyjnych ustug komercyjnych. Przyktadem
moze by¢ polski kanal MaturaDlaOpornych [16], ktéry reklamuje strone z korepe-
tycjami on-line Korkitv.tv [17]. Wéréd podobnych zagranicznych serwiséw mozna
wymieni¢ Olympiad EDU [18] ze strong Onlineolympiad.com [19], Educator.com
[20, 21].

Generalnie filmy zwigzane z dydaktyka chemii szkoly wyzszej, ktére umiesz-
czono w serwisie YouTube podzieli¢c mozna na kilka grup, ktére omawiamy
w nastepnych rozdzialach.

2. WYKLADY CHEMII UNIWERSYTECKIE]

Pierwszym dosy¢ oczywistym przykladem wykorzystania platformy YouTube
w nauczaniu chemii na poziomie szkoly wyzszej sa wyklady uniwersyteckie. Gene-
ralnie wyklad to taka forma dydaktyczna, ktéra preferuje jednostronng transmisje
wiedzy od wykladowcy do stuchacza. O ile tradycyjny wyklad face to face daje moz-
liwo$¢ zmiany tej asymetrii, pozwalajac zadawac pytania lub wchodzi¢ w inne inte-
rakcje (np. dyskusje), w ktorych to stuchacz odgrywa role aktywna, o tyle tradycyjny
material wideo-dydaktyczny (YouTube) praktycznie blokuje takie dzialanie. Cho-


http://www.Korkitv.tv
http://www.Onlineolympiad.com
http://www.educator.com
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ciaz wydaje sie, ze Internet uniemozliwia bezposrednia interakcje tego typu, asyme-
tria dzialania nie dotyczy wszystkich materiatéw on-line. Zaprojektowano specjalne
narzedzia, ktore pozwalajg obecnie na rozwigzanie tego problemu w czasie rzeczy-
wistym. Webinarium jest przykladem interaktywnej formy, ktéra umozliwia pelny
kontakt podczas lekeji, w ktorej pofaczenie internetowe wspomagane jest telefonem,
a kazdy stuchacz moze zabrac glos lub udostepni¢ swoje materialy multimedialne.
Przykladem oprogramowania zapewniajacego takie srodowisko dydaktyczne moze
by¢ WebEx (CISCO) [22]. Dobrg ilustracja takiego typu szkolenia moze by¢ umiesz-
czony w YouTube zapis seminarium zorganizowanego przez Uniwersytet Stanforda
w ramach projektu Top500 Innovators [23]. Specjalistyczne oprogramowania do
prowadzenia webinariéw dostepne jest zaréwno w wersji platnej jak i freeware [24].
Przyktad WebEx wykracza oczywiscie poza obszar dostepny na platformie YouTube.

Wracajac do portalu YouTube, omawiamy ponizej kilka reprezentatywnych
przykladéw kurséw chemii organicznej dostepnych na kanatach YouTube.

Freshman Organic Chemistry with J. Michael McBride to cykl udostepniany
w ramach projektu Open Yale Courses [25]. Jest to zbiér wykladéw chemii orga-
nicznej sfilmowanych w obecnosci studentéw. Zostal przygotowany przez profesora
Michaela McBridea jako multimedialna prezentacja Power Pointa (PP). Calos¢
kursu, 37 jednogodzinnych filméw, to przyklad w jaki sposob stymulowaé mozna
interaktywno$¢ studentéw podczas zajec. Sposdb przygotowania materialow, rozni
sie od standardowej lekcji potozeniem szczegdlnego akcentu na zrozumienie i ucze-
nia myslenia, a nie przyswojenie duzego przeciez materialu faktograficznego. Nie
mozna zapominac, ze gtéwnym adresatem sg studenci elitarnej uczelni, za$ profesor
McBride jest nie tylko wybitnym chemikiem, absolwentem Yale oraz Harvardu, lecz
takze laureatem nagréd dydaktycznych, np. Nobel Signature Award in Graduate
Education. Materialy poza wersjg dostepna na YouTube odnalez¢é mozna takze na
stronach Open Yale [26]. Poza zapisem wykladow znalez¢ tam mozna réwniez syla-
busy oraz inne uzupelnienia przydatne dla potencjalnego studenta.

Innym kursem chemii organicznej jest kurs Chemistry 3B udostepniany przez
Uniwersytet Berkeley w Kalifornii [27]. Wykladowcg jest Peter Vollhardt, autor
podrecznikdw chemii organicznej [28]. Kurs obejmujacy tradycyjny wyklad oparty
jest na multimedialnej prezentacji PP. Pomimo tego, ze prezentowanych jest wiele
animacji molekularnych, minimalna aktywno$¢ stuchaczy wydaje sie czyni¢ wyktad
mniej atrakcyjnym niz kurs Yale.

W pelni tradycyjnym wykladem jest Organic Chemistry 51A [29] oraz 51B
[30] udostepniany sa przez University of California Irvine. Wiekszo$¢ materiatu
zaprezentowano w formie zapisu na tablicy przygotowywanego ad hoc w czasie
wykladu (51A) lub na transparentnych foliach (51B), ktére wyswietlane s na ekra-
nie.

Poréwnanie tych kilku kurséw pozwala lepiej zrozumie¢ miejsce wyktadu we
wspolczesnej dydaktyce chemii. Wida¢ znaczenie stymulowania zainteresowania
stuchaczy. Ze swojego dos$wiadczenia wykladowcy doda¢ mozna podatnos¢ na
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szybkie nudzenie si¢ multimediami. Wazny element to dobdr materiatu w zalezno-
$ci od kompetencji widowni. Juz dawno doceniono ten fakt na przyktad w naucza-
niu jezykoéw obceych, gdzie powszechnie studentow dzieli si¢ wedlug zaawansowa-
nia na odpowiednie grupy (tzw. placement tests). Pozostaje pytaniem, czy dzialanie
takie okazaloby sie rowniez uzyteczne podczas wyktadéw w tak dalekiej od jezykow
dydaktyce chemii.

Warto zastanowic sig, kto jest adresatem zamieszczanych w sieci wykladéw. Po
pierwsze, to studenci macierzystych uczelni, ktérzy moga w ten sposéb dodatkowo
wspomoc tradycyjng dydaktyke, uzupelniajac swoje notatki lub lepiej zrozumieé
wykltadane tresci. Materialy te sa rOwnoczesnie reklamg uczelni, wyktadowcow, kur-
sOw, poszerzajac zainteresowanie potencjalnych studentow. Stanowig tym samym
doskonate wzorce dla kadry dydaktycznej, ktdéra moze poréwnac zalety i wady roz-
nych modeli prowadzenia wykladu.

3. MATERIALY WSPOMAGAJACE ZAJECIA LABORATORYJNE W CHEMII

Dydaktyka chemii ulegta w ostatnich latach bardzo duzym zmianom. Nauczy-
cielami (instruktorami) w pracowniach chemicznych czesto s doktoranci, ktorzy
sg znacznie mniej do$wiadczeni niz pelnigcy jeszcze niedawno te role dlugoletni
pracownicy naukowi. Takze studenci chemii nie zawsze wybierajg ten przedmiot ze
wzgledu na swoje zainteresowania, a ich wybdr nie zawsze poparty jest znajomoscia
podstaw chemii w zakresie szkoly sredniej. Powstaje pytanie, na ile wykorzystanie
materialéw do zdalnego nauczania moze w takiej sytuacji wspomaga¢ dydaktyke
chemii organiczne;j.

Kolejny problem w dydaktyce nauk technicznych zwigzany jest z konieczno-
$cig ksztaltowania umiejetnosci manualnych, co w przypadku zdalnego nauczania
wymaga specyficznego asynchronicznego taczenia materiatéw on-line z tradycyj-
nymi formami zaje¢é, szczegdlnie laboratoryjnych. Taka forme zaje¢, ktéra nosi
nazwe blended learning omawia Barbara Debska na przykladzie Politechniki Rze-
szowskiej [31].

Z naszych do$wiadczen wynika, ze zastosowanie takiej metody moze by¢ bar-
dzo pomocne. W zakladzie chemii organicznej od kilku lat systematycznie wpro-
wadzamy tego typu wspomaganie zaje¢ eksperymentalnych, obserwujac korzystne
efekty dydaktyczne. Studenci przygotowujac si¢ do laboratoriéw, zapoznajg sie
wczesniej z odpowiednimi materiatami dostepnymi na platformie edukacyjnej
e-chem. Badajac wyniki osiagane przez studentoéw podczas zaj¢é, zaobserwowali-
$my, ze najlepsze efekty daje wczesniejsze nienadzorowane przegladanie materia-
téw. Stabsze wyniki osiaga sie, kiedy studenci przygotowuja sie do zaje¢ w sposob
zorganizowany i kontrolowany. Efekt taki jest dosy¢ zaskakujgcy. Poniewaz mate-
rialy umieszczone na platformie YouTube stanowig jedynie niewielka czes¢ plat-
formy edukacyjnej Instytutu Chemii US, zajecia prowadzono w oparciu o platforme
MOODLE. Statystyki wykorzystania materialéw dowodza, Ze studenci rzeczywiscie
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przygotowywali sie do zaje¢ (Rys. 4). Na dzien przed zajgciami i kolokwium staty-
styka wykorzystania plikow rosta do tego stopnia, ze biorgc pod uwage liczebnos¢
grup, kazdy z uczestnikow $rednio kilkanascie razy obejrzal material wideo (Rys. 5).
Warto doda¢, ze w ten sam sposob kontrolowa¢ mozna wykorzystanie plikéw na
platformie YouTube, ktéra umozliwia nawet bardziej efektywna kontrole nienadzo-
rowanej pracy studenta. Oprdcz standardowej liczby odston, ocen i komentarzy
danego pliku, administrator kanalu moze kontrolowa¢ m.in. dane demograficzne,
zrodta wizyt, urzadzenia, na ktorych film zostat odtworzony, czy co najciekawsze,
utrzymywanie uwagi odbiorcow w trakcie jego trwania.

---- Dzien kolokwium
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Rysunek 4.  Liczba odston materialéw b-learning wspomagajacych zajecia laboratoryjne z chemii organicznej
na portalu edukacyjnym Instytutu Chemii US e-chem
Figure 4. A number of views of b-learning materials supporting laboratory classes in organic chemistry in

the education portal of the Institute of Chemistry University of Silesia

Materialy edukacyjne udostepniane sg réwniez od 2011 roku na kanale dydak-
tycznym Uniwersytetu Slaskiego w ramach portalu YouTube [15]. Istotny fragment
tego kanalu stanowig materialy Platformy Zdalnej Edukacji Instytutu Chemii
e-chem (Tab. 2.1 1 Tab. 2.2) [32].

Tabela 2.1.  Wykaz plikéw dostepnych na platformie e-chem dla studentéw chemii
Table 2.1.  Files for students of chemistry available from the e-chem portal
. Catkowita Mak.symalna Mu.nmalna Catkowita
, ", Liczba R liczba liczba R
Lp. | Cyklwyktadéw | Typ filmow s liczba o o liczba
plikow <wietlen wyswietlen | wyswietlen Komentarz
"y / plik / plik ¥
| Wykdady Wyklady 8 | 222212 65032 8890 69
z fizyki
5. | Chemia Filmy 8 | 15095 3757 539 8
analityczna instruktazowe
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. Catkowita Mak.symalna M1r.nmalna Catkowita
, , Liczba R liczba liczba .
Lp. | Cyklwyktadéw | Typ filmow s liczba o o liczba
plikow <wietlen wyswietlen | wyswietlen Komentarz
"y / plik / plik ¥
Problemy
3. | wspolczesnej Wyklady 2 2918 2021 897 1
chemii
Chemia
4. | - specjalnosci Wyklady 2 2755 1520 1235 0
i specjalizacje
5. | Krystalografia | LAWY 4 2521 1199 276 0
instruktazowe
6. | WYKlady o dady 10 | 174219 33602 772 70
z matematyki
Chemia
7. | organiczna. Fllmy ' 108 47 23 0 108
Proste operacje | instruktazowe
laboratoryjne
Chemia
g, | organiczna. fllmy . 249 73 3 0 249
Syntezy instruktazowe
preparatow
Tabela 2.2.  Wykaz plikéw z zakresu chemii organicznej dostepnych na platformie e-chem
Table 2.2. Organic chemistry files available for students from the e-chem portal
Lp. Grupa materialow Typ plikow Liczba plikow
1. | Wyktady kursowe Pliki tekstowy PDF 22
2. Zadania do samodzielnego rozwigzania Testy 9
3. | Sprzet szklany Zdjecia z opisem 14
4. | Sprzet metalowy i inny sprzet laboratoryjny Zdjecia z opisem 5
5. | Zestawy laboratoryjne w mikroskali Zdjecia z opisem 7
6. | Podstawowe operacje laboratoryjne Filmy 3
7. | Wykaz preparatow Pliki tekstowy PDF 14
8. Wykaz preparatow Filmy instruktazowe 14
9. | Sprawozdania z ¢wiczen laboratoryjnych Pliki tekstowy PDF 2
Laczna liczba plikow: 90
Tlo$¢ plikoéw z materiatami wideo: 17
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4. INNE MATERIALY O POTENCJALE EDUKACYJNYM

Obok wykladéw firmowanych przez uniwersytety na portalu Youtube poja-
wiajg si¢ tez materiaty publikowane przez osoby prywatne. Rekordzista w zakresie
dydaktyki chemii jest Guru Prakash z Indyjskiego Instytutu Technologii w Kanpur.
Na kanale Guruprakash Academy [33] znajduje si¢ ponad 2,5 tys. plikow o tematyce
chemicznej. Filmy publikowane sg w jezyku angielskim, a wyklady prowadzone sg
najczesciej z wykorzystaniem prezentacji multimedialnej, programu komputero-
wego lub kartki papieru i dtugopisu. Dotycza zagadnien z réznych dziedzin chemii
na poziomie szkoly $redniej lub studiéw. Sg posortowane wedlug odpowiednich
44 kategorii tematycznych (playlisty), zawierajacych od kilku do kilkuset plikow.

Michael A. Christiansen z Wydzialu Chemicznego Uniwersytetu Stanowego
w Utah na swoim kanale Youtube [34] udostepnia filmy dotyczace wylacznie zagad-
nien chemicznych - tacznie prawie 130 plikéw. Materialy te, adresowane sg do stu-
dentéw kierunkéw chemicznych. Autor wykorzystuje prezentacje multimedialne
w polaczeniu z miniaturg obrazu z kamery. Kilkunasto- do kilkudziesieciominutowe
wyklady cieszg sie duza popularnoscig. Rekordowa ogladalno$¢ uzyskat wyktad
dotyczacy nazewnictwa oraz orbitali molekularnych - ponad 13 tys. wyswietlen
i 70 pozytywnych komentarzy (tzw. likow) w okresie 2 lat [35].

5. POLSKIE KANALY O TEMATYCE CHEMICZNE]

Zdecydowanie mniej kanaléw o tematyce chemicznej mozna znalez¢ na pol-
skich stronach YouTube. Po gruntownej analizie wielu hasel znaleziono zaledwie
143 pliki zawierajace materialy po$wigcone nauczaniu chemii.

Do najpopularniejszych kanaléw nalezy MaturaDlaOpornych [16]. Zawiera
on problemy maturalne z matematyki, fizyki i chemii. Z niecalych 100 plikéw
wiekszos¢ poswiecona jest chemii. Wyktady sa nagrywane profesjonalnie, w sali
lekcyjnej z dostepem do tablicy i kredy. Bardziej skomplikowane animacje zostaly
wmontowane w nagranie. Wszystkie wyklady z chemii prowadzi anonimowy
mlody mezczyzna. Kursy cieszg si¢ bardzo duzg popularnoscia wéréd maturzystow,
pomimo, Ze nie s3 kompletne. Na przyktad mozna znalez¢ wyktad ,,Chemia orga-
niczna cze$¢ 17 oraz ,,Chemia organiczna cz¢$¢ 37, natomiast nie ma na stronie $rod-
kowej czesci podanej lekeji. Czytajac komentarze pod filmami, mozna natkna¢ sie
na takie, w ktorych uzytkownicy skarzg sie na braki lub zwracajg uwage na powazne
bledy popelniane podczas wyktadu. Naszym zdaniem pokazuje to tylko jak bardzo
brakuje wysokiej jakosci materialéw tego typu. O tym jak duze jest zapotrzebowanie
$wiadczy zaréwno liczba wyswietlen (siggajaca nawet 35 tys. [36]), jak i komenta-
rzy materialow, ktorych jakos¢ jest czesto niezadowalajaca.

Swiadczy o tym zaréwno liczba wyswietlen (siegajaca nawet 35 tys. [36]),
jak i komentarze. Ponad 70% filméw zostalo skomentowanych, dla 15% to ponad
10 komentarzy.



NOWE TECHNOLOGIE ON-LINE W DYDAKTYCE CHEMII 141

Réwniez polskie uczelnie maja swoje kanaty w serwisie Youtube, przy czym
dla wielu stanowig one jedynie miejsce zamieszczania materialéw informacyj-
nych o uczelni. Ponizej wymieniamy kilka, ktére publikuja najwiecej materialow
poswieconych tematyce chemicznej. Politechnika Warszawska [37] udostepnia
60 plikow, w tym 20 o tematyce chemicznej, filmy dotyczace zagadnien z matema-
tyki, fizyki i chemii sg na poziomie szkoly $redniej. Politechnika Gdanska posiada
120 plikéw, w tym 15 o tematyce chemicznej [38], natomiast Uniwersytet Slaski
252 plikéw, w tym 52 o tematyce chemicznej [15].

6. PORTALE EDUKACY]JNE

Z racji szczeg6lnie tatwej dostepnosci i popularnosci w naszym artykule skupi-
lismy gtéwnie na portalu YouTube. Nie jest to jednak jedyne dostepne zZrédlo mate-
rialow dydaktycznych. Ponizej omoéwiono kilka innych miejsc gdzie poszukiwaé
mozna materialéw dydaktycznych.

Iducate to portal internetowy oferujacy informacje na temat dostepnych kur-
sow on-line [39, 40]. Podobnym portalem jest Skilledup [41]. Kursy dostepne sg tez
czesto bezposrednio na stronach uczelni.

Nowym projektem rozwijajgcym technologie edukacyjne on-line jest Coursera
[42]. W zamysle jest to komercyjna platforma e-learningowa obejmujaca komplek-
sowe kursy on line (tzw. massive open online course, MOOC) [43] Oprocz tradycyj-
nych wyktadéw i materialéw wideo, oferuje takze zadania do samodzielnego roz-
wigzywania oraz forum dyskusyjne. Dostep do oferty jest bezplatny. Student placi
natomiast za certyfikaty. Typowy kurs trwa od sze$ciu do dziesieciu tygodni i konczy¢
sie moze egzaminem. We wrzesniu 2013 roku firma oglosita, ze uzyskata pierwszy
milion dolaréw dochodu. Coursera zalozona w Mountain View to typowy wytwor
innowacyjnej Doliny Krzemowej. Firma rozpoczeta swoja dziatalnos¢ w 2012 roku
w partnerstwie z Uniwersytetami Stanforda, Princeton, Michigan oraz Pennsylwa-
nia. Juz w tym samym roku konsorcjum powigkszylo si¢ o kolejne: California Insti-
tute of Technology; Duke University; the Georgia Institute of Technology; Johns
Hopkins University; Rice University; the University of California, San Francisco; the
University of Illinois, Urbana-Champaign; the University of Washington; and the
University of Virginia oraz University of Edinburgh w Szkocji, University of Toronto
and EPF Lozannie (Szwajcaria) [44]. W chwili obecnej 10 milionéw uzytkownikéow
korzysta z 839 kurséw przygotowanych przez 114 instytucji. Te liczby ilustrujg jak
szybki jest rozwdj technologii w tym zakresie. Pokazuja takze, ze z technicznego
punktu widzenia nie ma dzisiaj juz zadnych przeszkdd w globalnej edukacji on-line.
To raczej kwestie organizacyjne, regulacja szkolnictwa oraz bariery psychologiczne
decyduja o mozliwosciach rozwoju.

Innymi platformami MOCC s3 EdX, Udacity czy Canvas Network. Podsta-
wowe informacje na ich temat dostepne sa bezposrednio na stronach internetowych
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odpowiednich firm, ktére zajmuja si¢ rozwijaniem tych systemoéw lub na stronie
Wikipedii. Tabela 3 przedstawia kursy chemiczne dostepne na tych platformach.

Tabela 3.

Kompleksowe kursy chemii dostepne na platformach edukacyjnych

Table 3. Complex chemistry courses available from education portals

Uniwersytet Kurs Platforma
Rutgers University Preparation for General Chemistry Coursera
Arizona State University Introductory Organic Chemistry — Part 2 Coursera
8?;\;?:2,}12;111;2;: at Introductory Organic Chemistry — Part 2 Coursera
Arizona State University Introductory Organic Chemistry - Part 1 Coursera
8?&:::}8}1221;2;: a Introductory Organic Chemistry — Part 1 Coursera
Duke University Introduction to Chemistry Coursera
UC Santa Cruz ID:001: Chemistry of Life edX
McHenry County College Exploring Chemistry Canvas
Network
Scottsdale Community College Exploring Chemistry gz?v‘:fzsrk
Rice University g;irﬁistry: Concept Development and Application Coursera
Rice University Chemistry: Concept Development and Application | Coursera
University of Florida Chemistry: Concept Development and Application | Coursera
Johns Hopkins University Chemicals and Health Coursera
University of Florida Analytical Chemistry / Instrumental Analysis Coursera
Rice University Analytical Chemistry Coursera
University of Kentucky Advanced Chemistry Coursera
%irszi:lgs;tts Institute of 3.091x: Introduction to Solid State Chemistry edX
Davidson College 001x: Medicinal Chemistry: The Molecular Basis of edX

Drug Discovery
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PODSUMOWANIE

Obserwowany w ostatnich latach rozwdj technologii edukacyjnych on-line daje
mozliwos¢ efektywnego wykorzystania materialéw wideo w nauczaniu chemii meto-
dami e- lub blended-learning. W ramach publikacji dokonano przeglad materiatow
edukacyjnych dostepnych na platformie YouTube oraz innych specjalistycznych
portalach edukacyjnych. Wykorzystanie materialéw wideo w nauczaniu, pomimo
wielu niepodwazalnych zalet, stawia nowe wyzwania zaréwno przed studentami jak
i nauczycielami akademickimi. Studenci chcgc korzysta¢ z nowatorskich rozwigzan,
musza przezwyciezy¢ swoje najwigksze stabosci jakimi s3 m.in. brak samodyscy-
pliny, prokrastynacja czy przektadanie odpowiedzialnosci za tok uczenia na prowa-
dzgcego [45]. Jednoczes$nie wykladowcy decydujacy sie na taki sposdb nauczania,
ponosza duzg odpowiedzialnos¢ za motywowanie swoich uczniéw do pracy. W dzi-
siejszych czasach, gdy dostep do wiedzy jest tatwy i powszechny, szczegélnie w $ro-
dowisku internetowym, rola nauczyciela zmieniala si¢ z mistrza przekazujacego
wiedzg, na przewodnika, ktéry pomaga ja usystematyzowac [45]. Autorzy wideo
lekeji powinni wobec tego szczegdlnie wystrzegad si¢ szablonowych rozwigzan, by
maksymalnie podtrzymywa¢ zainteresowanie stuchaczy [46]. Trzeba roéwnoczesnie
pamietad, ze produkcja filmu edukacyjnego to za mato, jesli mowa o wirtualnym
nauczania. Serwis Youtube udostepnia wiele narzedzi, z ktérych uczymy sie dopiero
korzysta¢. Jednym z najwazniejszych jest mozliwo$¢ pisania komentarzy, ktéra
pozwala na komunikacje obustronng [47].

Przedstawiona analiza wykazuje, ze dokonal si¢ istotny postep w zakresie
dostepnosci i koncepcji wykorzystania materialdw on-line, w tym takze w naucza-
niu chemii. Aktywnos¢ w tym zakresie wykazuje wiele czotowych uczelni $wiata,
zmierzajac do globalizacji edukacji. Dostgpne technologie on-line umozliwiajg two-
rzenie coraz lepszych kurséw chemii. Czy jestesmy swiadkami powstawania global-
nego uniwersytetu? Wydaje sie, Ze na obecnym etapie gléwnym problemem nie s
juz zagadnienia techniczne lecz ustawowe regulacje oraz dylematy psychologiczne
dydaktyki on-line.

Czy w tym zakresie mozemy spodziewac si¢ efektow globalizacji, w tym takze
takich, ktére obejma nasze uczelnie. Na obecnym etapie internetowe platformy
zawierajace materialy wideo stanowi¢ moga ciekawe uzupelnienie dydaktyki che-
mii, szczegdlnie w metodach blended-learning.
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(sktadka - 50 z1, prenumerata - 20 zt);

- emeryci, doktoranci oraz studenci ptacg 35 zt (sktadka - 15 zt, prenume-

rata — 20 zI); a nauczyciele szkél $rednich i podstawowych placa 40 zi
(skfadka - 20 zt, prenumerata - 20 z).

Czlonkowie PTChem, ktorzy zechcg zaprenumerowac ,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sg o wnoszenie opfat na konto:

PTChem Warszawa, ul. Freta 16
Bank BGZ
542030 0045 1110 0000 0261 6290
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PODZIEKOWANIA

Komitet Redakcyjny ,Wiadomo$ci Chemicznych” pragnie zlozy¢ stowa podzie-
kowania za okazang pomoc i wsparcie finansowe w roku 2014:
o Panu prof. dr hab. Adamowi Jezierskiemu, Prorektorowi Uniwersytetu
Wroctawskiego,
+ Panu prof. dr hab. Henrykowi Koroniakowi, Dziekanowi Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu,
 Pani prof. dr hab. Annie M. Trzeciak, Dziekan Wydziatu Chemii Uniwersy-
tetu Wroclawskiego,
+ Firmie Farmaceutycznej Merck Sp. z o.o.
Kierujemy réwniez bardzo serdeczne stowa podzigkowania dla wszystkich
Recenzentowi Autoréow, ktorzy wspolpracowali znami wroku 2014. To wlasnie dzigki
ich pracy mozliwe bylo utrzymanie wysokiego poziomu naukowego czasopisma.

prof. dr hab. Zdzistaw Latajka
Redaktor Naczelny

WYROZNIONE PRACE DOKTORSKIE LUB HABILITACYJNE

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych” w porozumieniu z Radg Redakcyjna
podjeta decyzje o utworzeniu nowego dzialtu, zatytutowanego ,Wyrdznione prace
doktorskie i habilitacyjne”. Redakcja przyjmuje do publikacje artykuly oparte na
pracach doktorskich lub habilitacyjnych, ktore zostaly wyrdznione przez Rady
Wydzialdw, przed ktérymi toczyly sie odpowiednie procesy.

Objetos¢ prac nie powinna przekraczaé pietnastu stron maszynopisu. Artykuty
powinny zawiera¢: przedstawienie doniostosci podjetej tematyki badawczej, cel roz-
prawy doktorskiej lub habilitacyjnej oraz w miare zwigzly opis uzyskanych wynikow
przedstawiony w mozliwie przystepny sposob a takze wnioski koncowe.

W notce biograficznej autora poza standardowymi informacjami powinny
zostaé zamieszczone nastepujgce dane: termin obrony pracy doktorskiej lub kolo-
kwium habilitacyjnego, Rada Wydziatu, przed ktora toczyl si¢ przewdd, nazwisko
promotora (dotyczy rozpraw doktorskich) oraz nazwiska recenzentow.

Serdecznie zapraszamy doktoréw habilitowanych oraz doktoréw, ktérych prace
zostaly wyrdznione w ciggu ostatniego roku do nadsylania swoich prac.



INFORMACJE 149

LISTA RECENZENTOW WSPOLPRACUJACYCH
Z REDAKCJA ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH” W LATACH 2012-14

prof. dr hab. inz. Marek Adamczak
Katedra Biotechnologii Zywno$ci, Uniwersytet ~Warmirisko-Mazurski
w Olsztynie

prof. dr hab. inz. Ryszard Andruszkiewicz
Politechnika Gdanska, Wydziat Chemii, Katedra Technologii Lekéw i Biochemii

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

dr Agata Biatonska
Uniwersytet Wroctawski, Wydzial Chemii

prof. dr hab. inz. Grzegorz Bujacz
Politechnika L.6dzka, Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Instytut Bio-
chemii Technicznej

prof. zw. dr hab. inz. Stanistaw Blazewicz
Akademia Gorniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie; Wydziat
Inzynierii Materiatowej i Ceramiki; Katedra Biomaterialow

dr hab. inz. Katarzyna Borowska
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich
w Bydgoszczy

dr Anna Bodzon-Kulakowska
Akademia Goérniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie; Wydziat
Inzynierii Materiatowej i Ceramiki

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

prof. dr hab. Jerzy Boryski
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

prof. zw. dr hab. Wanda Brzyska
Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej; Wydzial Chemii; Zaktad Chemii Ogol-
nej i Koordynacyjnej
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prof. zw. dr hab. inz. Bogdan Burczyk
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydziatowy Zaktad Technolo-
gii Organicznej i Farmaceutycznej

prof. zw. dr hab. Bogustaw Buszewski
Wydzial Chemii UMK, Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki

dr Marek Cebrat
Uniwersytet Wroclawski, Wydzial Chemii

dr hab. Lech Celewicz
Uniwersytet A. Mickiewicza Wydzial Chemii Pracownia Chemii Nukleozydéw
i Nukleotydéw

prof. zw. dr hab. inz. Jerzy Feliks Choma
Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach; Wydzial Matematyczno-Przy-
rodniczy; Instytut Chemii

dr Grazyna Chwatko
Uniwersytet Lodzki; Wydzial Chemii; Katedra Chemii Srodowiska

prof. dr hab. Leszek Zbigniew Ciunik
Wydzial Chemii, Uniwersytet Wroctawski

prof. dr hab. inz. Stanistaw Cudzilo
Wojskowa Akademia Techniczna im. Jarostawa Dgbrowskiego; Wydzial
Nowych Technologii i Chemii; Instytut Chemii

prof. dr hab. Leszek Adam Czepirski
Akademia Goérniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie; Wydziat
Energetyki i Paliw, Katedra Chemii Wegla i Nauk o Srodowisku

prof. dr hab. Jerzy Datka
Uniwersytet Jagiellonski; Wydzial Chemii; Zaktad Chemii Nieorganicznej

prof. dr hab. Zbigniew Dobrzanski
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Wydzial Biologii i Hodowli Zwierzat;
Katedra Higieny Srodowiska i Dobrostanu Zwierzat

prof. dr hab. Barbara Debska
Politechnika Rzeszowska im. Ignacego Lukasiewicza, Wydzial Chemiczny
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dr Krzysztof Drabent
Uniwersytet Wroctawski; Wydzial Chemii

dr hab. inz. Krystyna Jolanta Dzierzbicka
Politechnika Gdanska; Wydzial Chemiczny; Katedra Chemii Organicznej

dr hab. Krzysztof Ejsmont
Uniwersytet Opolski, Wydzial Chemii

dr inz. Mateusz Fijalkowski
Technicka Unverzita w Liberci, Institute for Nanomaterials, Advanced Techno-
logy and Innovation

prof. dr hab. Aleksander Filarowski
Wydzial Chemii, Uniwersytet Wroctawski

prof. dr hab. Jolanta Floryszak-Wieczorek
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; Wydzial Ogrodnictwa i Architektury
Krajobrazu; Katedra Fizjologii Roslin

prof. dr hab. Renata Gadzala-Kopciuch
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydziat Chemii, Katedra Chemii
Srodowiska i Bioanalityki

dr hab. Inz. Barbara Gawdzik
Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach; Wydzial Matematyczno-Przy-
rodniczy; Instytut Chemii

prof. dr hab. Andrzej Wincenty Gamian
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu; Wydzial Lekarski;
Katedra i Zaklad Biochemii Lekarskiej

prof. dr hab. inz. Roman Gancarz
Politechnika Wroctawska; Wydziat Chemiczny; Wydzialowy Zaktad Technolo-
gii Organicznej i Farmaceutycznej

prof. dr hab. Maria Gdaniec
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Zaklad
Krystalografii

prof. zw. dr hab. Jacek Glinski
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii
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prof. dr hab. Jolanta Gromadzinska
Instytut Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera, Zakltad Toksykologii
i Kancerogenezy

prof. dr hab. Grzegorz Grynkiewicz
Instytut Farmaceutyczny, ul. Rydygiera 8, 01-793 Warszawa

prof. dr hab. Hanna Maria Gulinska
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Zaktad
Dydaktyki Chemii

prof. dr hab. Jerzy Kazimierz Hanuza
Uniwersytet Ekonomiczny we Wroctawiu; Wydzial Inzynieryjno-Ekono-
miczny; Instytut Chemii i Technologii Zywnosci

dr hab. inz. Andrzej Huczko
Uniwersytet Warszawski; Wydziat Chemii

prof. dr hab. inz. Stefan Jankowski
Politechnika Lodzka; Wydzial Chemiczny; Instytut Chemii Organicznej

prof. dr hab. Bronistaw Janczuk
Katedra Chemii Fizycznej, Wydzial Chemii, Uniwersytet Marii Curie-Skio-
dowskiej w Lublinie

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

prof. dr hab. Piotr Kachlicki
Instytut Genetyki Roslin PAN

prof. zw. dr hab. inz. Pawel Kazimierz Kafarski
Politechnika Wroclawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaklad Chemii
Bioorganiczne;j

dr hab. Malgorzata Karolus
Uniwersytet Slaski, Wydziat Informatyki i Nauki o Materiatach, Instytut Nauki
o Materiatach

prof. dr hab. Franciszek Kasprzkowski
Wydzial Chemii, Uniwersytet Gdanski
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dr hab. inz. Aleksandra Kolodziejczyk
Uniwersytet Gdanski, Wydzial Chemii, Katedra Chemii Medycznej

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

prof. dr hab. Marek Kojdecki
Wojskowa Akademia Techniczna im. Jarostawa Dabrowskiego; Wydzial Cyber-
netyki; Instytut Matematyki i Kryptologii

dr Edyta Kostrzewa-Suslow
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu; Wydzial Nauk o Zywnosci; Katedra
Chemii

prof. dr hab. inz. Malgorzata Kotulska
Politechnika Wroclawska, Instytut Inzynierii medycznej i Pomiarowe;j

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

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

prof. dr hab. Anna Koziot
Uniwersytet Marii Curie-Skltodowskiej; Wydzial Chemii; Zaktad Krystalografii

prof. dr hab. czl. koresp. PAN Henryk Koztowski
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Stanistaw Krompiec
Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydziat Matematyki, Fizyki i Chemii

prof. dr hab. Bogustaw Kryczka
Uniwersytet Lodzki; Wydzial Chemii; Katedra Chemii Organicznej i Stosowanej

prof. zw. dr hab. Tadeusz M. Krygowski
Uniwersytet Warszawski, Wydzial Chemii

dr Malgorzata Krasodomska
Uniwersytet Jagiellonski, Wydzial Chemii, Zaktad Chemii Organicznej
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prof. dr hab. Czl. Koresp. PAN Wlodzimierz Krzyzosiak
Polska Akademia Nauk; Wydzialy PAN; Wydzial II Nauk Biologicznych
i Rolniczych

prof. dr hab. Andrzej Ksigzczak
Politechnika ~ Warszawska; Wydzial Chemiczny; Zaklad Materialéow
Wysokoenergetycznych

dr hab. Maciej Kubicki
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Zaktad
Krystalografii

prof. dr hab. Przemyslaw Kubisa
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN

prof. dr hab. Stanistaw Lamparski
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Zaktad
Chemii Fizycznej

prof. zw. dr hab. Zdzislaw Latajka
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Stanislaw Lesniak
Uniwersytet Lodzki; Wydzial Chemii, Katedra Chemii Organicznej i Stosowanej

prof. dr hab. Zbigniew Les$nikowski
Instytutu Biologii Medycznej PAN

prof. dr hab. Jarostaw Lewkowski
Uniwersytet L.odzki, Wydziat Chemii

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

prof. dr hab. Teodozja Lipinska
Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny w Siedlcach, Instytut Chemii

prof. dr hab. Stefan Lis
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Jerzy Lisowski
Uniwersytet Wroclawski, Wydzial Chemii
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prof. dr hab. Wieslaw Lasocha
Uniwersytet Jagielloniski; Wydzial Chemii; Zaklad Krystalochemii
i Krystalofizyki

prof. dr hab. Eugeniusz Antoni Lagiewka
Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydziat Informatyki i Nauki o Materiatach

dr hab. Bogustawa Maria Leska
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydzial Chemii; Zaktad
Chemii Supramolekularnej

prof. dr hab. inz. Maria Madej-Lachowska
Polska Akademia Nauk, Instytut Inzynierii Chemicznej

prof. dr hab. inz. czl. koresp. PAN Bogustaw Major
Instytut Metalurgii i Inzynierii Materialowej PAN, Krakow

prof. zw. dr hab. inz. Andrzej Wiktor Maranda
Wojskowa Akademia Techniczna im. Jarostawa Dabrowskiego; Wydzial
Nowych Technologii i Chemii

dr hab. Katarzyna Malolepsza-Jarmolowska
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu, Katedra i Zaklad
Technologii Postaci Leku

dr Agata Markowska-Szczupak

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie; Wydziat Tech-
nologii i Inzynierii Chemicznej; Instytut Technologii Chemicznej Nieorganicz-
nej i Inzynierii Srodowiska

dr Agnieszka Masajada

Politechnika Wroctawska, Instytut Fizyki

dr hab. inz. Witold Zygmunt Mielcarek
Instytut Elektrotechniki

prof. dr hab. Roman Mieczyslaw Mierzecki
Polska Akademia Nauk; Wydzial I Nauk Humanistycznych i Spotecznych;
Komitet Historii Nauki i Techniki
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dr hab. inz. Karol Minkowski
Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa
Dabrowskiegoi

prof. dr hab. Konrad Misiura
Wydzial Farmaceutyczny, Collegium Medicum w Bydgoszczy, Katedra i Zaktad
Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych

prof. dr hab. Andrzej Molski
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza; Wydzial Chemii; Pracownia Dynamiki
Procesow Fizykochemicznych

prof. dr hab. inZ. Jan Mosio-Mosiewski
Instytut Cigzkiej Syntezy Organicznej

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

prof. dr hab. Krystyna Nowinska
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza; Wydzial Chemii, Zaklad Katalizy
Heterogenicznej

prof. dr hab. Agnieszka Olejniczak
Instytutu Biologii Medycznej PAN

prof. dr hab. inz. Aleksandra Barbara Olma
Politechnika L6dzka; Wydzial Chemiczny; Instytut Chemii Organicznej

dr Marcina Olszewski
Politechnika Gdanska, Katedra Mikrobiologii

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

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

prof. dr hab. Bogdan Palosz
Instytut Wysokich Cisnien PAN
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prof. dr hab. czl. koresp. PAN Stanistaw Penczek
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN

prof. dr hab. Anna Pielesz

Instytut Inzynierii Tekstyliow i Materialéw Polimerowych, Wydzial Nauk
o Materialach i Srodowisku, Akademia Techniczno-Humanistyczna,
Bielsko-Biata

prof. dr hab. Marek Pietraszkiewicz
Polska Akademia Nauk w Warszawie, Instytut Chemii Fizycznej

prof. dr hab. Adam Andrzej Pietraszko
Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych im. Wlodzimierza Trze-
biatowskiego PAN

prof. dr hab. inz. Jacek Piglowski
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaktad Inzynierii
i Technologii Polimeréw

dr hab. Piotr Piszczek
Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Wydziat Chemii

prof. dr hab. inz. Wioletta Anna Podgorska
Politechnika Warszawska; Wydzial Inzynierii Chemicznej i Procesowej

prof. dr hab. Florian Pawel Pruchnik
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. inz. Janusz Rachon
Politechnika Gdanska; Wydzial Chemiczny; Katedra Chemii Organicznej

dr hab. Michal Rachwalski
Uniwersytet Lodzki; Wydzial Chemii; Katedra Chemii Organicznej i Stosowanej

prof. dr hab. inz. Gabriel Rokicki
Politechnika Warszawska; Wydziat Chemiczny; Katedra Chemii i Technologii

prof. dr hab. Krzysztof Rolka
Uniwersytet Gdanski; Wydziat Chemii; Katedra Chemii Bioorganiczne;j

dr Grzegorz Rusek
Uniwersytet Wroclawski, Wydzial Chemii
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prof. dr hab. inz. Wojciech Sas
Politechnika Warszawska; Wydzial Chemiczny; Zaktad Chemii Organicznej

prof. dr hab. Grzegorz Schroeder
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza; Wydzial Chemii; Zaktad Chemii
Supramolekularnej

prof. dr hab. Ignacy Zenon Siemion
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

dr hab. inz. Renata Siedlecka
Politechnika Wroclawska; Wydzial Chemiczny; Zaktad Chemii Organicznej

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

prof. dr hab. inz. Jacek Mikolaj Skarzewski
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaklad Chemii
Organicznej

prof. dr hab. inz. Wincenty Antoni Skupinski
Politechnika ~Warszawska; Wydzial Chemiczny; Zaklad Materialéw
Wysokoenergetycznych

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

prof. dr hab. Jadwiga Sotoducho
Politechnika Wroctawska; Wydzial Chemiczny; Wydzialowy Zaklad Chemii
Medycznej i Mikrobiologii

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

prof. dr hab. Miroslaw Soszynski
Uniwersytet Lodzki; Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska; Katedra Biofizyki
Molekularnej
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prof. dr hab. Katarzyna Marta Stadnicka
Uniwersytet Jagielloniski; Wydzial Chemii; Zaklad Krystalochemii
i Krystalofizyki

prof. dr hab. Janusz Wojciech Stafiej
Instytut Chemii Fizycznej PAN

prof. dr hab. Jacek Antoni Stawinski
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

dr hab. Piotr Tadeusz Stefanowicz
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Maciej Stobiecki
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

prof. dr hab. Wieslaw Stanislaw Strek
Polska Akademia Nauk, Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych

dr hab. Przemystaw Marek Starynowicz
Uniwersytet Wroclawski, Wydzial Chemii

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

prof. dr hab. Maciej Szmitkowski
Zaktad Diagnostyki Biochemicznej, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

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

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

prof. dr hab. Marek Tkacz
Instytut Chemii Fizycznej PAN, Zaklad Fizykochemii Ciala Statego

prof. dr hab. Vinh Hung Tran
Polska Akademia Nauk, Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych
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prof. zw. dr hab. inz. Janusz Tadeusz Trawczynski
Politechnika Wroclawska; Wydzial Chemiczny; Zaklad Chemii i Technologii
Paliw

prof. zw. dr hab. inz. Andrzej Witold Trochimczuk
Politechnika Wroctawska, Wydzial Chemiczny, Wydziatlowy Zaktad Materia-
téw Polimerowych i Weglowych

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

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

prof. dr hab. Tadeusz Trziszka
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Wydzial Nauk o Zywnosci

prof. dr hab. Ilona Turowska-Tyrk
Politechnika Wroctawska, Wydzial Chemiczny

dr inz. Maria Tynek
Politechnika Gdanska; Wydzial Chemiczny; Katedra Chemii, Technologii
i Biotechnologii Zywnosci

dr Katarzyna Elzbieta Wajda-Hermanowicz
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Monika Ewa Waksmundzka-Hajnos
Uniwersytet Medyczny w Lublinie; Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem
Analityki Medycznej; Katedra Chemii

prof. dr hab. Maciej Wisniewski
Politechnika Poznanska; Wydzial Technologii Chemicznej; Instytut Technolo-
gii i Inzynierii Chemiczne

Prof. dr hab. Ewa Witek
Uniwersytet Jagiellonski; Wydzial Chemii; Zaktad Technologii Chemicznej

prof. dr hab. Krzysztof Wozniak
Uniwersytet Warszawski; Wydziat Chemii
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prof. dr hab. Zbigniew Krzysztof Wrdbel
Polska Akademia Nauk, Instytut Chemii Organiczne;j

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

dr hab. inz. Pawel Zagrodzki
Uniwersytet Jagiellonski; Collegium Medicum; Wydzial Farmaceutyczny;
Zaktad Bromatologii

prof. dr hab. inz. Jan Zawadiak
Politechnika Slgska, Katedra Technologii Chemicznej Organiczneji Petrochemii

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






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

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

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

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

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

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

Praca zbiorowa, Uporzgdkowane materiaty 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 zk.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Ksigzki wysylamy na koszt zamawiajacego. Zamowienia prosimy Kiero-
waé pod adresem: Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroclaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



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

1. Informacje ogolne

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

Dodatkows oferte Wydawnictwa stanowig dwie odrebne serie, ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz
seria ,,Habilitacje”. W serii ,, Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” publikowane sg dluzsze artykuty przegladowe
lub monografie poswigcone waznym i aktualnym problemom wspotczesnej chemii, w ramach serii wydawniczej
pod nazwa ,,Habilitacje” moga by¢ publikowane prace habilitacyjne z obszaru chemii. Zwazywszy, ze zgodnie
z ustawg, dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku powigzanych publikacji, poprzedzonych oméwieniem w jezyku polskim (tzw. autoreferatem), Redakcja
przewiduje drukowanie obydwu tych wariantéw. Autorzy, ktorzy chcieliby takie prace napisa¢, powinni wcze-
$niej skontaktowac si¢ z Redakcja, a nastepnie przesta¢ wstepnie przygotowang publikacje (redagowang na wzor
artykutéw w czasopismie ,Wiadomosci Chemicznych”) lub informacje na temat przygotowywanej pracy - tytul
przygotowywanej publikacji, przyblizong liczbe stron, tabel, rysunkéw. W chwili obecnej Redakeja nie posiada
$rodkéw na finansowanie prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz serii ,, Habilitacje” W zalez-
nosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa, Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztéw druku z auto-
rami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

»Wiadomosci Chemiczne” znajduja si¢ na liscie czasopism punktowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego. Zawartos$¢ czasopisma dostepna jest zarowno w formie drukowanej jak i elektronicznej. Elek-
troniczny dostep do petnych tekstow prac jest mozliwy poprzez strone Dolnoslaskiej Biblioteki Cyfrowej, http://
www.dbc.wroc.pl/.

Anglojezyczne streszczenia wszystkich opublikowanych prac sg dostgpne na stronie internetowej ,,Wiadomo-
$ciach Chemicznych’, http://old.pages.wchuwr.pl/wiadchem.html.

Czasopismo od wielu lat jest indeksowane/abstraktowane w dwdch bazach danych (Chemical Abstracts oraz
AGRO), a od roku 2012 zostaly umieszczone w bazie Polskiej Bibliografii Naukowej, https://pbn.nauka.gov.pl/
journals/24384.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

o Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyja¢ do
druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentéw moga by¢ powtérnie przestane do czaso-
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http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf

pisma. W takim przypadku praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelng proce-
dure recenzowania.

« Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, Ze tzw. ,,ghostwiting” (kto$ wnioést znaczacy wklad w powstanie
publikacji, a nie zostal przedstawiony jako wspotautor lub tez nie zostal wymieniony w podziekowaniu
zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udziat autora jest znikomy lub tez w ogéle nie miat
miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) s3 przejawem nierzetelnosci naukowej. Wszelkie prze-
jawy nierzetelnosci naukowej, tamania i naruszania zasad etyki obowigzujacej w nauce beda ujawniane,
wiacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autoréw.

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

3. Koszty

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

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

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz ,,Habilitacje”, Redakcja nie posiada
$rodkéw na finansowanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zleca-
jacymi druk.

4. Informacje szczegotowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

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

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

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

« Maszynopisy prac autoréow ktérzy nie chca ponosi¢ dodatkowych kosztéw, nie powinny przekracza¢ 25
stron calej pracy (po wydruku w czasopismie) oraz drukowane bedg w wersji czarno bialej.

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

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

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

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

o Pierwsza strona pracy powinna zawiera¢ kolejno:

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

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

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

- spis tresci pracy z zastosowaniem nastepujacego podziatu:



Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdzialu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi koncowe

Podziekowanie

Pi$miennictwo cytowane

« Kolejne strony pracy powinny zawierac:

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

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

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

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

Jezeli tabele i rysunki zostaly wykonane w edytorze Word, zaleca sig, aby byly zamieszczone w tekscie

artykulu, w innym przypadku wymagane jest dotaczenie oryginalnych plikdw.

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

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

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

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

kazda zapisa¢ w oddzielnym pliku o rozdzielczo$ci co najmniej 300 dpi.

« Pi$miennictwo cytowane

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

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dostepu, np.

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

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

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowac w celu przeslania pracy do Redakcji
Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej nalezy przestaé
jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakcji.
Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag Recenzenta oraz Redakcji nalezy prze-
sta¢ ostateczng wersje pracy w nastepujacej postaci:
o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakji;
« 1 plik zawierajacy krétkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy (kazda notka do 150 wyra-
zOw powinna zawiera¢: tytul naukowy, miejsce pracy oraz inne wazne informacje o autorze);


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

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

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

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesylania prac z kolorowymi stronami prosimy o zazna-
czenie, stron ktore w formie druku majg by¢ czarno-biate. Brak tej czynno$¢ moze skutkowac wystawieniem
faktury za wydruk kolorowych stron. W przypadku zmian kolorowych rysunkéw na czarno biate prosimy
roéwniez o zasygnalizowanie, ze w postaci elektronicznej, zyczg sobie Panistwo wersje w kolorze.

Autor wskazany w liscie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje drogg elektroniczng plik opubliko-
wanej pracy w formacie pdf.

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

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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