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ABSTRACT

Polyether ionophore antibiotics (ionophores) represent a large group of natu-
rally-occurring lipophilic compounds which are able to form complexes with the
metal cations and transport them across the lipid membranes. This process disturbs
the intercellular Na'/K" concentration gradient and intracellular pH, and leads to
the mitochondrial damages, cell swelling, vacuolization and finally to apoptosis pro-
cess. For this reason, ionophores are commonly used in veterinary medicine as the
non-hormonal growth-promoting as well as coccidiostatic agents.

In this group particularly interesting are monensin and salinomycin (Fig. 1)
because of their proved anti-tumour activity, including efficiency against multidrug-
-resistant cancer cells and cancer stem cells of different origin. Improved synthetic
derivatives of both polyether ionophores are thus of considerable current interest.
Selective derivatization of these structures whose display multiple reactive functio-
nal groups and, in the case of salinomycin, a sensitive tricyclic spiroketal ring system
is however non-trivial. Even so, semi-synthetic analogs reported to date includes i.a.
selective derivatization of the carboxyl group, the three hydroxyl groups, the ketone
group, the alkene, and epimerization of the characteristic tricyclic salinomycin unit
(for more details see: M. Antoszczak, A. Huczyniski, B. Brzezinski, Wiad. Chem.,
2017, 71, 629).

On the other hand, as part of the original program to develop innovatory anti-
-cancer pro-drugs and prompted by the idea that cancer cells may be individually
effectively killed by monensin and salinomycin, a very interesting direction of
research is bioconjugation of these ionophores. In this context, our review article
is focused on the possible role of hybrids of both ionophore antibiotics with other
biologically active substances (natural amino acids, Cinchona alkaloids, flavonoids,
nucleosides) in anti-bacterial and anti-cancer treatment, and gives an overview of
their properties.

Keywords: ionophore antibiotics; ionophores; bioconjugation; hybrids; antibacterial
activity; anticancer activity

Stowa kluczowe: antybiotyki jonoforowe; jonofory; biokoniugacja; hybrydy; aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjna; aktywno$¢ przeciwnowotworowa
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WPROWADZENIE

Choroby nowotworowe obejmujg duzg grupe schorzen, ktére charakteryzuja
sie niekontrolowanym przez mechanizmy fizjologiczne mnozeniem sie komorek.
Do najbardziej niepozadanych cech choréb nowotworowych nalezy niewatpliwie
zdolnos$¢ do tworzenia przerzutéw do weztéw chionnych lub odlegtych narzadow,
a takze naciekanie do okolicznych tkanek. Wedtug danych Swiatowej Organizacji
Zdrowia ponad osiem milionéw ludzi umiera kazdego roku z powodu tychze cho-
rob. Co wiecej, przewiduje sig, ze liczba osoéb, u ktdrych zdiagnozuje si¢ nowotwdr,
bedzie systematycznie wzrastac [1].

Pomimo Ze w ostatnich latach onkolodzy i naukowcy pokonali wiele trudnosci
w walce z nowotworami, pacjenci ciggle czekaja na opracowanie efektywnych metod
zwalczania tej grupy choréb. Chemioterapia, ktorej dziatanie opiera si¢ na zahamo-
waniu podzialu i wzrostu komdrek nowotworowych, jest skuteczna w zwalczaniu
wielu rodzajow nowotwordw, jednak nadal pozostaje szerokie spektrum choréb
nowotworowych, wobec ktorych metoda ta jest nieskuteczna [2, 3].

Co wigcej, pacjenci z choroba nowotworowa maja zwykle uposledzony sys-
tem odpornosciowy i z tego powodu sg szczegdlnie podatni na wszelkiego rodzaju
infekcje, miedzy innymi infekcje bakteryjne. Onkolodzy, jako druga grupa lekarzy
po chirurgach, bardzo czesto stykaja si¢ z opornoscig na dzialanie antybiotykow,
ktéra wystepuje u co czwartego pacjenta leczonego za pomoca chemioterapii [7].
W zwigzku z napotykanymi trudnos$ciami w leczeniu nowotworéw poszukiwanie
nowych i skutecznych lekow w zwalczaniu choréb nowotworowych stanowi wciaz
wyzwanie dla naukowcdow.

W ostatnich dziesiecioleciach w leczeniu nowotworéw stosowano natu-
ralne zwiazki zaréwno w niezmodyfikowanej chemicznie postaci, jak i rézne ich
pochodne uzyskane przez chemiczng modyfikacje grup funkcyjnych. Przykladem
takich zwigzkow sa: bleomycyna, daunorubicyna, doksorubicyna, kombretastatyna
A-4, winblastyna i winkrystyna, na uwage zastuguja réwniez kamptotecyna i taksol,
ktore stosuje si¢ jako leki dziatajace miedzy innymi przeciwko nowotworom okrez-
nicy, jajnikdw oraz piersi [4-6].

Historia odkry¢ nowych lekéw chemioterapeutycznych jasno pokazuje, ze
najlatwiejsza droga do odkrycia nowych srodkéw przeciwnowotworowych jest che-
miczna modyfikacja zwigzkéw pochodzenia naturalnego. W grupie tej szczegdlnie
interesujace sa antybiotyki jonoforowe, wsréd ktdrych na uwage zastuguja zwtlasz-
cza dwa z nich - monenzyna oraz salinomycyna.
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1. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA MONENZYNY I SALINOMYCYNY

Monenzyna (Rys. 1) zostala wyizolowana pierwszy raz w 1967 roku ze Strep-
tomyces cinnamonesis i byla pierwszym zwigzkiem z grupy jonofordéw, ktérego che-
miczng strukture doktadnie opisano i wyjasniono [8]. Natomiast w 1979 roku po raz
pierwszy przeprowadzono synteze totalna tego zwiagzku [9]. Jak dotad s3 znane trzy
homologi monenzyny, za$ najczesciej spotykang forma jest monenzyna A.

Drugim z opisywanych zwigzkéw nalezacych do antybiotykéw jonoforowych
jest salinomycyna (Rys. 1), ktéra zostala wyizolowana pierwszy raz ze Streptomyces
albus w 1974 roku [10]. W 1981 roku opisano pierwsza syntez¢ totalng [11], ktdrg
z powodzeniem rozwijano w kolejnych latach [12]. W 2012 roku zaproponowano
$ciezke biosyntezy salinomycyny [13].

HO by

C36H62011
MW 670,87

,,,,, Ca2H70014
MW 751,00

monenzyna salinomvcvna

Rysunek 1. Struktura chemiczna monenzyny i salinomycyny
Figure 1. The chemical structure of monensin and salinomycin

Obie bioczgsteczki w swojej strukturze zawierajg jedenascie atomow tlenu, ktére
wchodza w sktad réznych grup funkcyjnych. W strukturze salinomycyny wystepuje
ponadto charakterystyczny 6-6-5 bis-spiroketalowy system pierscieni usztywniajacy
calg czasteczke (Rys. 1), ktéry rzadko wystepuje wsrdd innych naturalnie wystepu-
jacych zwigzkow [14, 15].

Zaréwno monenzyna, jak i salinomycyna wystepuja w formie otwartotancu-
chowej. Warto jednak zauwazy¢, ze dzieki obecnosci grupy karboksylowej na jed-
nym koncu czasteczki i grupy hydroksylowej na drugim mozliwe jest utworzenie
wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych typu ,,glowa do ogona”. Proces ten
prowadzi do utworzenia pseudocyklicznej struktury, w ktorej atomy tlenu skiero-
wane s3 do jej wnetrza, dzieki czemu zwiazki te mogg tatwo kompleksowa¢ kationy
(gtéwnie Na' i K*). Z drugiej strony, zewnetrzna cze$¢ czasteczki pozostaje hydro-
fobowa, co pozwala na tatwe przenikanie utworzonych komplekséw przez blony
biologiczne (Rys. 2) [16, 17].

Whasciwo$¢ ta pozwala na zaklasyfikowanie monenzyny i salinomycyny do
duzej grupy naturalnie wystepujacych zwiazkow, tzw. antybiotykdw jonoforowych
(jonoforéw). Charakterystyczng cechg tych zwigzkéw jest zdolno$¢ do wigzana
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kationdw i przenoszenia ich przez dwuwarstwy lipidowe ze srodowiska zewngtrzko-
morkowego do wnetrza komorki zgodnie z elektroneutralnym badz elektrogenicz-
nym (elektrogennym) mechanizmem transportu [18-20].

Rysunek 2. Struktura soli sodowej monenzyny (po lewej stronie) i soli sodowej salinomycyny (po prawej
stronie)

Figure 2. The structure of monensin sodium salt (on the left side) and salinomycin sodium salt (on the right
side)

1.1. AKTYWNOSC PRZECIWBAKTERYJNA

Sole sodowe monenzyny i salinomycyny sg powszechnie uzywane w weteryna-
rii jako dodatki do paszy, pelnigc role niehormonalnych promotoréw wzrostu bydta
oraz kokcydiostatykow [17]. Wysoka aktywno$¢ przeciwbakteryjng tych zwigzkow
mozna wytlumaczy¢ wpltywem na wewnatrzkomoérkowg homeostaze sodowo-pota-
sowa i komérkowe pH, co prowadzi do znaczacych zaburzen proceséw komorko-
wych skutkujacych $miercig bakterii [21, 22].

Potwierdzono, ze oba zwigzki sa aktywne przeciw bakteriom Gram-dodatnim,
miedzy innymi bakteriom z rodzaju Bacillus, Micrococcus oraz Staphylococcus [23].
Jednoczesnie aktywnos$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich jest o wiele wieksza niz
wobec Gram-ujemnych. Moze to by¢ wyjasnione rdznica w budowie pomiedzy
tymi bakteriami - §ciana komorkowa bakterii Gram-ujemnych ma bardziej zfozona
budowe i wigcej warstw niz §ciana komorkowa bakterii Gram-dodatnich [24].

Monenzyna i salinomycyna wykazuja réwniez ograniczong aktywno$¢ przeciw
niektérym rodzajom grzybow, np. Candida albicans, Colletotrichum gleosporioides,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani i Saccharomyces cerevisiae [25, 26].

Dodatkowo ustalono, ze oba jonofory wykazuja interesujace wlasciwosci prze-
ciwwirusowe. Udowodniono na przyklad, Ze monenzyna hamuje replikacje wiruséw
odpowiedzialnych za pecherzykowe zapalenie jamy ustnej i wirusa Sindbis (ang.
Sindbis virus, SINV) [27, 28]. W innych badaniach potwierdzono, ze monenzyna
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hamuje penetracj¢ wirusa goragczki lasu Semliki (ang. Semliki Forest virus, SFV) do
komorek docelowych [29]. Z drugiej strony udokumentowano, ze salinomycyna
wykazuje silng aktywno$¢ przeciwko ludzkiemu wirusowi niedoboru odpornosci
(HIV) [30].

Testy in vitro wykazaly, Ze monenzyna jest aktywna wobec Plasmodium falci-
parum, jednego z gléwnych czynnikéw wywotujacych malarie u ludzi, i jednocze-
$nie wykazuje w tych badaniach zdecydowanie wigksza aktywno$¢ w poréwnaniu
do aktywnosci leku przeciwmalarycznego — chlorochiny. Z kolei testy in vivo na
myszach zakazonych Plasmodium vickei petteri udowodnily, Ze monenzyna wyle-
czyta wszystkie zainfekowane myszy, gdy ja zastosowaé w dawce 10 mg kg™ [31, 32].

Stwierdzono réwniez, ze obydwa jonofory sa silnymi lekami przeciw kokcy-
diozie, chorobie pasozytniczej wywolanej przez kokcydia z rodzaju Eimeria. Sg
efektywne wobec Eimeria acervulina, Eimeria brunette, Eimeria maxima, Eimeria
necatrix i Eimeria tenella, za$ ich aktywnos¢ jest wigksza od aktywnosci powszech-
nie uzywanych lekéw kokcydiostatycznych [33].

Dodatkowo, poza weterynaryjnym zastosowaniem monenzyny i salinomycyny
jako $rodkéw przeciw kokcydiozie oraz jako promotoréw wzrostu drobiu i bydla,
wykazano, ze obydwa jonofory efektywnie i selektywnie hamuja wlagciwosci naj-
rézniejszych komdrek nowotworowych. Te interesujace odkrycia zostang opisane
w kolejnym podrozdziale ninejszego artykutu.

1.2. AKTYWNOSC PRZECIWNOWOTWOROWA

Przeprowadzone w ostatnich latach badania wykazaly, Ze monenzyna zapo-
biega wzrostowi komorek raka prostaty. W badaniach przesiewowych zostal zba-
dany efekt niemal 5000 dobrze znanych lekéw i zwigzkéw lekopodobnych. Cztery
z nich, w tym monenzyna, selektywnie hamowaly wzrost komorek nowotworo-
wych prostaty w nanomolowych stezeniach, nie wykazujac znaczacego wplywu na
wzrost zdrowych ludzkich komdrek nablonka prostaty. Dalsze badania wykazaty,
ze monenzyna powoduje $mieré komdrek nowotworowych prostaty poprzez redu-
kowanie poziomu receptoréw i bialek androgenowych mRNA, zwigkszajac tym
samym produkcje reaktywnych form tlenu i powodujac uszkodzenia DNA. Ponadto
stwierdzono, ze efekty te nasilaja sie dzieki skojarzonemu leczeniu z uzyciem $rod-
kow przeciwandrogennych, zapobiegajac wzrostowi komdrek nowotworu prostaty
[34].

Udowodniono, ze monenzyna hamuje proces namnazania sie komdrek wielu
innych rodzajow nowotwordw, wlaczajac w to nieprawidlowe komorki okreznicy,
chloniaka i szpiczaka, poprzez zatrzymanie cyklu komoérkowego, ale takze przez
utrate mitochondrialnego potencjalu transblonowego [35-37]. Stwierdzono réw-
niez, ze polaczona terapia monenzyny z TRAIL, innym aktywnym przeciwnowo-
tworowo $rodkiem, powoduje przezwyci¢zenie lekoopornosci w komérkach glejaka
(38].
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Ze wzgledu na duzg lipofilowo$¢ czasteczki monenzyny zaprojektowane zostaly
odpowiednie systemy dla efektywnego dostarczania i wykorzystania tego jonoforu.
W tej grupie szczeg6lnie interesujace wydaje sie zastosowanie jako transporterow
nanoczastek i modyfikowanych liposoméw. Wykazano, Zze monenzyna wlaczona do
liposoméw wywoluje apoptoze in vitro i in vivo w opornym na doksorubicyne gru-
czolakoraku (nowotworze gruczotowym) piersi, nowotworze jelita grubego, zlosli-
wym miedzybloniaku i komoérkach glejaka, gdy ja stosowac w skojarzonym leczeniu
z innymi specyficznymi substancjami [39, 40].

Jednym z najtrudniejszych problemoéw, ktdre musi rozwigza¢ wspolczesna
medycyna onkologiczna, jest skuteczna walka z macierzystymi komérkami nowo-
tworowymi, a wiec prekursorami innych komdérek nowotworowych, odgrywajacymi
kluczowa role w powstawaniu nowotwordéw. Teoria macierzystych komoérek nowo-
tworowych zaklada, ze wsréd populacji komoérek nowotworowych znajduje si¢ nie-
wielka subpopulacja komorek macierzystych, ktére odpowiedzialne sa za nawroty
choroby, a takze za jej rozsiew (metastaze) [41].

W standardowej terapii najczesciej stosowane chemioterapeutyki eliminujg
komorki bedace w cyklu rozwojowym, ale macierzyste komoérki nowotworowe nie
sa w tym cyklu, s3 oporne zaréwno na chemioterapie, poniewaz zawierajg miedzy
innymi wieksze ilosci bialek odpowiedzialnych za usuwanie lekéw z komorek, jak
réwniez na radioterapi¢ z powodu znacznej ilosci w ich wnetrzu zredukowanego
glutationu i biatek odpowiedzialnych za ochrone przed reaktywnymi formami tlenu
powstajacymi podczas napromieniania [41]. Przez te oporno$¢ macierzyste komorki
nowotworowe powodujg nawrdt choroby nowotworowe;.

W tym kontekscie badania z uzyciem salinomycyny zaczely cieszy¢ si¢ wzmo-
zonym zainteresowaniem od 2009 roku, w ktérym to roku badania przesiewowe
przeprowadzone na okoto 16000 substancji biologicznie czynnych (w tym wielu
lekach przeciwnowotworowych) wykazaly, ze tylko 32 badane zwiazki zdolne byly
usmiercaé macierzyste komorki nowotworu piersi, a wérdd nich najbardziej aktywna
okazala si¢ wspomniana salinomycyna. Zwigzek ten eliminowat komoérki macierzy-
ste nowotworu piersi in vitro i hamowal wzrost guza sutka in vivo ze 100-krotnie
wieksza selektywnos$cia w poréwnaniu z powszechnie stosowanym lekiem przeciw-
nowotworowym - taksolem [42].

W ostatnich latach udokumentowano, ze salinomycyna wywoluje apoptoze
wielu ludzkich komorek nowotworowych, wlaczajac w to komorki biataczkowe,
kostniaka zarodkowego, komodrki nowotworowe pluc, jelita grubego, Zoladka,
watroby, jamy nosowo-gardtowej i prostaty. Ponadto udowodniono uwrazliwiajace
dziafanie salinomycyny na komoérki nowotworowe w polaczeniu z radioterapia lub
réznymi $rodkami chemioterapeutycznymi, w tym: kolchicyna, gemcytabing, ima-
tynibem, tamoksyfenem i winblastyng [43].

Nalezy podkresli¢, ze w 2012 roku potwierdzono terapeutyczny efekt stosowa-
nia salinomycyny wsréd chorych z inwazyjnym nowotworem gltowy, szyi, piersi i jaj-
nikéw. Monoterapia z uzyciem salinomycyny, stosowanej w dawce 200-250 pg kg™
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podawanej dozylnie co drugi dzien przez trzy tygodnie, powodowala zahamowanie
postepu choroby bez wystapienia powaznych, dtugotrwalych dzialan niepozadanych
czesto spotykanych przy zastosowaniu standardowych chemioterapeutykédw, takich
jak: mielosupresja (zmniejszenie liczby komorek szpiku kostnego), neutropenia
(zmniejszenie liczby granulocytéw), problemy zotadkowo-jelitowe, zakrzepowo-
-zatorowe i neurologiczne. Nie odnotowano réwniez takich skutkéw ubocznych, jak
lysienie, nudnosci i wymioty.

Chociaz minglo blisko dziesi¢¢ lat od odkrycia wlasciwoéci przeciwnowo-
tworowych salinomycyny, do tej pory dokladny mechanizm jej dziatania wobec
komorek nowotworowych i macierzystych komérek nowotworowych nie zostal w
pelni wyjasniony. Proponowane mechanizmy obejmujg migdzy innymi wplyw na
takie procesy, jak: hamowanie szlaku sygnalowego Wnt/B-katenina, sygnalizacji
Hedgehog i system6w wyrzutu lekéw, indukowanie wzmozonej produkeji reaktyw-
nych form tlenu, uszkodzenie DNA, rozszczepienie polimerazy poli(ADP-rybozy),
a takze wiele innych procesow [43].

Do tej pory opublikowano ponad 2000 artykuléw naukowych opisujacych
wyjatkowe wiasciwosci salinomycyny, z tego prawie potowe po przetomowym 2009
roku. Podstawowe dane dotyczace wiasciwosci fizykochemicznych monenzyny
i salinomycyny (oraz ich soli sodowych) zebrano w Tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka monenzyny i salinomycyny, a takze ich soli sodowych
Table 1. Characterization of monensin and salinomycin as well as their sodium salts
Sol sodowa . Sol sodowa
Parametr Monenzyna Salinomycyna .
monenzyny salinomycyny
Numer CAS 17090-79-8 22373-78-0 53003-10-4 55721-31-8
WZér C36H62011 C36H61Na011 C4ZH7OOII C4ZH69NaOII
sumaryczny
Masa molowa 670,87 g mol™ 692,85 g mol™ 751,00 g mol™ 772,98 g mol™
Temperatura 103,0-105,0°C 267,0-269,0°C 112,5-113,5°C 140,0-142,0°C
topnienia
pKa 6,6 (DMF) - 6,5 (DMF) -
Skrecalnoéé [a] ) +47,7 (], +57.2 [a] - 63,0 [a], - 37,0
optyczna (c=1,00 MeOH) (¢ = 1,00 MeOH) (c = 1,00 EtOH) (c = 1,00 EtOH)

2. BIOKONIUGATY JONOFOROW

Proces biokoniugacji, w ktéorym dwie lub wiecej bioaktywnych czasteczek wiaze
sie za pomocg wigzania kowalencyjnego, jest jedna z najczesciej stosowanych strate-
gii w opracowywaniu nowych lekéw (hybryd) o wyzszej skutecznosci biologicznego
dzialania w poréwnaniu do komponentéw wyjsciowych. Biokoniugaty moga ostaé
utworzone poprzez polaczenie w jednej czasteczce tylko biomolekut lub moga by¢
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polaczeniami biomolekut z syntetycznymi matymi czasteczkami, a powstale w ten
sposdb hybrydy moga zosta¢ wykorzystane do badan interakcji biologicznych,
testow biochemicznych, obrazowania in vitro, badan diagnostycznych lub przemy-
stowych [45, 46].

Nalezy jednak w tym miejscu podkresli¢, ze chemiczna modyfikacja antybioty-
kéw jonoforowych nie nalezy do zadan tatwych. Czasteczka salinomycyny ulega na
przyklad nieodwracalnemu procesowi rozpadu w kontakcie z silnymi kwasami lub
zasadami, a takze w przypadku nadmiernego ogrzewania [12]. Dlatego tez modyfi-
kacja chemiczna jonoforéw, w tym ich biokoniugacja, musi zachodzi¢ w tagodnych
warunkach.

Do tej pory w literaturze naukowej opisano synteze oraz aktywnos¢ biologiczna
biokoniugatéw monenzyny i salinomycyny z aminokwasami serii L [47-49], alkalo-
idami kory chinowca [50], wybranymi flawonoidami [51] i nukleozydami [52, 53],
z czego wiekszo$¢ prac opublikowano w ostatnich pieciu latach. Synteza i aktywnos¢
biologiczna wymienionych hybryd zostata opisana w kolejnych podrozdziatach tego
artykulu.

2.1. BIOKONIUGATY Z AMINOKWASAMI SERII L

Po raz pierwszy synteze biokoniugatéw monenzyny z L-aminokwasami oraz
struktury krystaliczne ich komplekséw z kationem sodu przedstawiono w 1988 roku
[47]. Synteza tego typu hybryd jest interesujacym obszarem badan z kilku powo-
dow. Wykazano mianowicie, ze aminokwasowe proleki, jak réwniez ich pochodne,
poprawiajg staba przepuszczalnos¢ przez btony biologiczne i rozpuszczalnosé, prze-
diuzaja uwalnianie, dystrybucje, ukierunkowanie i stabilnos¢ metaboliczng mate-
rialow wyjsciowych [54].

Czasteczka monenzyny zostala skoniugowana z estrami benzylowymi wybra-
nych aminokwasdow serii L w obecnosci DCC (N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu),
ktory pelnit funkcje czynnika sprzegajacego i HOBt (1-hydroksybenzotriazolu) jako
aktywatora tych reakcji (Schemat 1, zwigzki 1-7, wydajnos¢ 90-97%). Usuniecie
benzylowej blokady estrowej osiagnieto z dobra wydajnoscia w atmosferze wodoru
i w obecnosci aktywnego 5% palladu na weglu drzewnym jako katalizatora (Sche-
mat 1, zwigzki 8-14, wydajnos¢ 83-99%). Analiza rentgenograficzna struktury
kompleksu amidu monenzyny z L-tyrozyna (Schemat 1, zwiazek 12) z bromkiem
sodu wykazala, ze konformacja pochodnej rézni si¢ od konformacji kompleksu
monenzyny z tg sola [47].
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Schemat 1.

Scheme 1.

Testy in vivo zwigzkéw 8-14 (Schemat 1) na ich aktywnos¢ kokcydiostatyczna
byty przeprowadzone na kurczakach zarazonych Eimeria tennella. Wyniki badan

0 R (a) I (b)
OH AS:O HN—H
(o]

0
\_@ hybrydy 1-7 o
”N*F

hybrydy 8-14

Bloki budulcowe (reszty aminokwasowe R):

glicyna R=H hybryda 1 lub 8

alanina R =CHj hybryda 2 lub 9

seryna R = CH,0OH hybryda 3 lub 10

fenyloalanina R = CH,Ph hybryda 4 lub 11

tyrozyna R = CH,PhOH hybryda 5 lub 12

kwas asparaginowy R =CH,COOR' hybryda 6 (R'=Bn)/ub 13 (R'=H)

kwas glutaminowy R = CH,CH,COOR' hybryda 7 (R'=Bn) lub 14 (R' = H)

Synteza biokoniugatdw monenzyny z rL-aminokwasami. Reagenty i warunki: (a) monen-
zyna (1,0 ekw.), HOBt (1,2 ekw.), DCC (1,2 ekw.), ester benzylowy aminokwasu (1,3 ekw.),
N-metylomorfolina (1,3 ekw.), THE, 5°C przez 12 godz.; (b) hybryda monenzyny z blokowanym

aminokwasem (1,0 ekw.), H,, Pd 5%(C) (kat.), EtOH, 15-40 min. [47]

Synthesis of monensin bioconjugates with L-amino acids. Reagents and conditions: (a) monensin
(1.0 eq.), HOBt (1.2 eq.), DCC (1.2 eq.), amino acid benzyl ester p-toluenesulfonic acid (or HCI)
salt (1.3 eq.), N-methylmorpholine (1.3 eq.), THE 5°C for 12 h; (b) appropriate monensin hybrid

with amino acid benzyl ester (1.0 eq.), H,, Pd 5%(C) (cat.), EtOH, 15-40 min. [47]

pokazaly, ze wszystkie hybrydy sa calkowicie nieaktywne wobec tych wysoce pato-
gennych pasozytow [47].
W roku 1991 w tej samej grupie badawczej otrzymana zostala seria makrocy-

klicznych laktonéw monenzyny z aminokwasami serii L (Schemat 2, zwigzki 15-20,
wydajnos¢ 67-84%). Biokoniugat monenzyny z glicyna zsyntezowano przy uzyciu
reakcji Coreya-Nicolaou, podczas gdy pozostate makrolaktony otrzymano z dobrg
wydajnoscia, wykorzystujac efekt templatowy poprzez dodanie chlorku potasu do

odczynnikéw Coreya (Schemat 2) [48].
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R
o hybrydy 15-20

Bloki budulcowe (reszty aminokwasowe R):

glicyna R=H hybryda 15
alanina R =CH; hybryda 16
fenyloalanina R = CH,Ph hybryda 17
tyrozyna R = CH,PhOH hybryda 18
kwas asparaginowy R =CH,COOH hybryda 19

kwas glutaminowy R = CH,CH,COOH hybryda 20

Schemat 2.  Laktonizacja biokoniugatéw monenzyny z r-aminokwasami. Reagenty i warunki: (a) hybryda
monenzyny z odblokowanym aminokwasem (1,0 ekw.), 2,2’-ditiopirydyna (10,0 ekw.), PPh,
(10,0 ekw.), KCl w MeOH (1,0 ekw., za wyjatkiem biokoniugatu monenzyny z naturalng glicyna),
benzen, tp (temperatura pokojowa) przez 8 godz., nastepnie wrzenie przez kolejne 4 godz. [48]

Scheme 2. Lactonization of monensin bioconjugates with L-amino acids. Reagents and conditions:
(a) monensin hybrid with unblocked amino acid (1.0 eq.), 2,2’-dithiodipyridine (10.0 eq.), PPh,
(10.0 eq.), KCl in MeOH (1.0 eq., except for monensin hybrid with natural glycine), benzene,
rt (room temperature) for 8h, then boiling for next 4h [48]

Testy na aktywnos¢ przeciwbakteryjng przeciwko réznym bakteriom beztleno-
wym, w tym: Eubacterium lentum, Clostridium perfringens, Lactobacillus acidophi-
lus, Peptococcus anaerobius, Peptostreptococcus anaerobius i Propionibacterium acnes,
wykazaly stabg aktywnos¢ tych zwigzkow. Co wiecej, otrzymane makrolaktony nie
wykazaly aktywnosci kokcydiostatycznej na kurczakach zainfekowanych Eimeria
tennella, prawdopodobnie z powodu niskiej lipofilowosci i tym samym obnizone;
rozpuszczalnosci w bonach biologicznych [48].

Z kolei w 2015 roku zostala otrzymana seria pigeciu biokoniugatéw salino-
mycyny z estrami metylowymi L-aminokwaséw. Jednoczesnie po raz pierwszy
wykazano aktywno$¢ przeciwnowotworowg tego typu hybryd. Wydajna procedura
syntetyczna opierala si¢ na reakcji pomiedzy salinomycyng i odpowiednim estrem
metylowym L-aminokwasu w obecnosci DCC i HOBt (Schemat 3, zwiazki 21-25,
wydajno$¢ 51-75%) [49].
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(o] R (a) ,,O
OH 0] HN—{H
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\

o
\ hybrydy 21-25

Bloki budulcowe (reszty aminokwasowe R):

glicyna R=H hybryda 21
seryna R =CH,0OH hybryda 22
fenyloalanina R = CH,Ph hybryda 23
tyrozyna R = CH,PhOH hybryda 24
histydyna R = CH,C3H3N, hybryda 25

Schemat 3. Synteza biokoniugatéw salinomycyny z r-aminokwasami. Reagenty i warunki: (a) salinomy-
cyna (1,0 ekw.), DCC (1,2 ekw.), HOBt (0,5 ekw.), ester metylowy aminokwasu (2,5 ekw.), Et;N
(2,5 ekw., jezeli aminokwas jest w postaci chlorowodorku), DME, 0°C przez 1 godz., nastgpnie tp
przez kolejne 24 godz. [49]

Scheme 3. Synthesis of salinomycin bioconjugates with L-amino acids. Reagents and conditions: (a) salino-
mycin (1.0 eq.), DCC (1.2 eq.), HOBt (0.5 eq.), amino acid methyl ester (2.5 eq.), Et,N (2.5 eq.,
if the amino acid methyl ester hydrochloride is used), DMEF, 0°C for 1h, then rt for next 24 h [49]

Salinomycyna i jej biokoniugaty zostaly zbadane pod katem ich aktywno-
$ci przeciwnowotworowej wobec trzech ludzkich linii komérek nowotworowych:
lekowrazliwego (LoVo) i lekoopornego (LoVo/DX) gruczolakoraka okreznicy oraz
bialaczki mielomonocytowej (MV4-11). Ponadto wyznaczona zostala toksyczno$é
tych zwigzkow wzgledem normalnych mysich embrionalnych fibroblastow (BAL-
B/3T3) (Tab. 2) [49].

Trzy z pieciu otrzymanych biokoniugatéw (Schemat 3, zwigzki 21, 23 i 25)
wykazaly wysoka aktywno$¢ przeciwproliferacyjng, a aktywnos¢ ta byta poréw-
nywalna z wykazywana przez dwa powszechnie stosowane leki przeciwnowotwo-
rowe — cisplatyne i doksorubicyne. Najbardziej aktywnymi zwigzkami byty te, ktore
zawieraly alifatyczno-aromatyczne podstawniki, tj. hybrydy 23 i 25 (Schemat 3).
Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze zwigzek 25 (Schemat 3) jest jedna z najbardziej
biologicznie aktywnych pochodnych salinomycyny otrzymanych przez chemiczna
modyfikacje grupy karboksylowej tego jonoforu. Aktywnos¢ przeciwnowotworowa
wszystkich hybryd wzrasta przeciwko lekoopornym komoérkom LoVo/DX, w tym
przypadku aktywno$¢ zwigzku 25 (IC,, = 0,85 uM, Tab. 2) jest kilkakrotnie wyz-
sza od aktywnosci zaobserwowanej dla obu lekdw referencyjnych [49]. Dane te sg
wazne, poniewaz kazda komoérka nowotworowa podczas dlugotrwalej monoche-
mioterapii moze nabywac¢ opornosci na stosowane leki, co powoduje nawrét cho-
roby i zte rokowania dla pacjentow [55].

Z tego powodu duzym wyzwaniem rzuconym wspolczesnym naukowcom
jest poszukiwanie nowych zwigzkdéw charakteryzujacych si¢ wysoka skutecznoscia
przeciwproliferacyjna zaréwno przeciwko komoérkom nowotworowym, ktore wyka-
zujg wrazliwo$¢ na stosowane leki, jak i komérkom lekoopornym. Wysoka zdolno$¢
aminokwasowych biokoniugatéw salinomycyny do przetamywania lekoopornosci
badanych komoérek nowotworowych zostala potwierdzona przez niskie wartosci
wspotczynnikow lekoopornosci (ang. Resistance Index, RI) (Tab. 3). Warto$¢ RI
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wskazuje, jak bardzo lekooporna nowotworowa linia komoérkowa jest podatna
na dziatanie danej substancji w poréwnaniu z lekowrazliwg linig komoérkows; RI
w zakresie 0-2 oznacza, ze komorki nowotworowe sg bardzo wrazliwe na dziata-
nie uzytego zwiazku [56]. Warto$ci wspoélczynnikoéw RI potwierdzily, ze wszystkie
biokoniugaty aminokwasowe silnie przetamywaty lekooporno$¢ komoérek rakowych
(RI'w zakresie 0,23-1,00, Tab. 3), znacznie silniej niz chemicznie niezmodyfikowana
salinomycyna (RI = 2,11), jak rowniez oba leki referencyjne (RI = 1,41 dla cisplatyny
i RI = 36,40 dla doksorubicyny) [49].

Ponadto wszystkie hybrydy byly mniej toksyczne wobec prawidlowych mysich
tibroblastow (BALB/3T3) niz cisplatyna i doksorubicyna, co potwierdzity wysokie
wartoéci wspotczynnikéw IC, | (Tab. 2), ale takze wspotczynnikoéw selektywnosci
(ang. Selectivity Index, SI) (Tab. 3). Wyznaczone warto$ci wspotczynnikéw SI, nie-
zwykle waznego parametru farmaceutycznego, ktory utatwia oszacowanie mozliwo-
$ci przyszlego zastosowania klinicznego badanych substancji [57], jednoznacznie
dowiodly, ze biokoniugaty salinomycyny z aminokwasami serii L sg wysoce specy-
ficznymi i selektywnymi srodkami przeciwnowotworowymi (SI > 4,00 w wiekszosci
przypadkow) (Tab. 3) [49].

Salinomycyna transportuje kationy przez blony lipidowe zgodnie z mecha-
nizmem elektroneutralnym [18-20], ktdry nie moze by¢ skutecznie realizowany
w komoérkach nowotworowych. Jak wykazat Otto Warburg [58], komorki rakowe
sg zakwaszone, a wiec grupa karboksylowa antybiotykéw jonoforowych w takich
warunkach (niskie pH) nie moze ulega¢ deprotonacji. Z tego powodu chemiczna
modyfikacja grupy karboksylowej salinomycyny nie powinna wptywa¢ na mecha-
nizm transportu kationéw w komorkach nowotworowych, za$ preferowanym
rodzajem transportu bedzie transport biomimetyczny, ktéry jest skutecznie reali-
zowany przez jonofory z chemicznie zmodyfikowang grupg karboksylowga [18-20].
Fakt ten moze wyja$nia¢ wysoka aktywno$¢ przeciwnowotworowg biokoniugatow
salinomycyny [49].

2.2. BIOKONIUGATY Z ALKALOIDAMI KORY CHINOWCA

Sposrdd tysiecy produktéow naturalnych tylko niewielka ich czes¢ wywotala
szeroki oddzwiek spoleczny czy tez ekonomiczny. W tej grupie zwigzkéw znajduja
sie alkaloidy kory chinowej, z ktorych najpopularniejsze sg chinina oraz chinidyna.
Alkaloidy kory drzewa chinowego sa unikatowg grupa naturalnie wystepujacych
zwigzkow, ktore byly uzywane przez wieki jako leki przeciwmalaryczne i przeciw-
arytmiczne [59]. Udokumentowano réwniez, ze chinina i cynchonina sa skutecz-
nymi lekami przetamujacymi lekoopornos¢ komorek nowotworowych pacjentow
leczonych przy uzyciu etyloprednizolonu, doksorubicyny, paklitakselu lub winbla-
styny [60]. Co wiecej, udowodniono, ze biokoniugaty alkaloidéw kory chinowe;j
z AZT wykazuja bardzo interesujace wlasciwosci przeciwnowotworowe w bada-
niach in vitro [61].
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W 2015 roku przedstawiono synteze serii biokoniugatéw monenzyny i sali-
nomycyny z czterema réznymi alkaloidami kory chinowej (Schemat 4). Procedura
syntezy oparta byla na 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena katalizowanej jonami
miedzi(I) pomigdzy amidem propargilowym monenzyny lub salinomycyny i odpo-
wiednim azydkiem alkaloidu kory drzewa chinowego. Pomimo wielofunkcyjnego
charakteru obu antybiotykéw jonoforowych reakcje przebiegly bez problemow,
czego rezultatem bylo otrzymanie serii o§miu hybryd z dobrg wydajnoscia (Sche-
mat 4, zwiazki 26-33, wydajnos¢ 50-82%) [50].

alkaloid kory

0]
monenzyna lub {r // N A 9E
HN (@) monenzyna lub & ﬁ
" salinomycyna HN

Nal alkaloid kory hybrydy 26-33
3" | chinowca

hybrydy monenzyny: biokoniugat 26, 28, 30 i 32
hybrydy salinomycyny: biokoniugat 27, 29, 31i 33
Bloki budulcowe (azydek alkaloidu kory chinowca):

= \O =
N @ N
U'Ns N = | Ng
Ns

hybrydy 26-27 hybrydy 28-29 hybrydy 30-31 hybrydy 32-33

OH/

Schemat 4.  Synteza biokoniugatdw monenzyny i salinomycyny z alkaloidami kory chinowej. Reagenty i wa-
runki: (a) amid propargilowy monenzyny lub salinomycyny (1,0 ekw.), azydek alkaloidu (1,0 ekw.),
CuS0, aq. (0,5 ekw., 1,0 M), askorbinian sodu (1,0 ekw.), mieszanina MeOH/H,O (1:1), tp, 24-48
godz. [50]

Scheme 4. Synthesis of monensin and salinomycin bioconjugates with Cinchona alkaloids. Reagents and
conditions: (a) monensin or salinomycin N-propargyl amide (1.0 eq.), Cinchona alkaloid azide
(1.0 eq.), aq. CuSO, (0.5 eq., 1.0 M), sodium ascorbate (1.0 eq.), MeOH/H,O mixture (1:1), rt,
24-48 h [50]

Wszystkie zsyntetyzowane hybrydy poddano badaniom aktywnosci przeciw-
proliferacyjnej na trzech ludzkich liniach komoérek nowotworowych: lekowrazli-
wego i lekoopornego gruczolakoraka okreznicy (odpowiednio LoVo i LoVo/DX)
oraz nowotworu watroby (HepG2). Ich toksyczno$¢ zostata sprawdzona wobec nor-
malnych mysich embrionalnych fibroblastow (BALB/3T3) (Tab. 2) [50].

Najbardziej aktywnym zwigzkiem w tych badaniach okazala sie niezmodyfi-
kowana chemicznie monenzyna. Co nalezy w tym miejscu podkresli¢, aktywnos¢
monenzyny byla okolo dziesigciokrotnie wyzsza niz aktywno$¢ salinomycyny. Spo-
$réd wszystkich zsyntetyzowanych zwigzkéw biokoniugaty monenzyny i salinomy-
cyny z 9-epichinidyng (Rys. 3, zwigzki 30-31) oraz 9-epichining (Rys. 3, zwigzki
32-33) wykazaly dzialanie przeciwnowotworowe w zakresie stezenn mikromo-
lowych (IC,;, < 3,00 uM, Tab. 2), a jednoczesnie hybrydy te byly mniej toksyczne
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wobec prawidlowych komoérek od dwdch lekow referencyjnych uzytych w testach.
Co ciekawe, pig¢ z o$miu otrzymanych biokoniugatow wykazato wysoka aktywnos¢
wobec lekoopornej linii komoérkowej LoVo/DX, co zostalo potwierdzone przez war-
tosci wspdtczynnikéw RI nizszych niz 1,00 (Tab. 3). Jak dotad dokladny mechanizm
biologicznego dzialania tych wielofunkcyjnych czasteczek pozostaje niejasny [50].

O/

[ N
) =\
hybryda 32 EQ’// hybryda 33

Rysunek 3. Struktura najbardziej aktywnych przeciwnowotworowo biokoniugatéw monenzyny oraz salino-
mycyny z 9-epichinidyna i 9-epichining [50]

Figure 3. The structure of the most anti-cancer active bioconjugates of monensin and salinomycin with
9-epiquinidine and 9-epiquinine [50]

2.3. BIOKONIUGATY Z FLAWONOIDAMI

W 2015 roku zaproponowano réwniez procedure syntezy biokoniugatow
monenzyny i salinomycyny z sylibing (Schemat 5) [51]. Sylibina jest gtéwnym sktad-
nikiem (okoto 50%) silymaryny — wykorzystywanego w lecznictwie kompleksu fla-
wonolignanéw pochodzenia roslinnego. Sylibina izolowana z nasion ostropestu pla-
mistego wystepuje w naturze jako mieszanina dwdch diastereoizomerdw (sylibina A
i B), ktdre tworzg kompleks zwany sylibining [62]. Udowodniono, ze sylibina wyka-
zuje silne wlasciwoséci przeciwnowotworowe, przeciwutleniajgce, hepatoochronne,
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przeciwzapalne, zapobiega marskos$ci i zwtoknieniu watroby, nerek i serca, chroni
przed wolnymi rodnikami [63, 64]. Wykazano ponadto, ze biokoniugaty sylibiny
z mono- i disacharydami, a takze kwasami tluszczowymi charakteryzuja sie wlasci-
wosciami przeciwutleniajacymi i neuroochronnymi, a przy tym moga by¢ skutecz-
nymi §rodkami przeciwko wirusowi grypy [65, 66].

Oba biokoniugaty otrzymano w reakeji typu one-pot pomiedzy monenzyna
lub salinomycyng a sylibina w obecnosci DCC, PPy (4-pirolidynopirydyny) i katali-
tycznej ilosci kwasu p-toluenosulfonowego bedacego aktywatorem DCC. Zaprezen-
towana tagodna procedura estryfikacji doprowadzila do otrzymania diastereoizo-
merycznych hybryd estrowych z umiarkowang wydajnoscig (Schemat 5, zwigzki
34-35, wydajnoé¢ 35-43%) [51].

10
monenzyna lub C// .
salinomycyna \ 1 0 sylibina
OH (a) monenzyna lub c’
salinomycyna \ S
* il o 23

2}“” sylibina hybrydy 34-35
HO

Bloki budulcowe (sylibina):

23
O oH
@: :Ei hybryda 34 (biokoniugat monenzyny)
HO. (O o @[O\ hybryda 35 (biokoniugat salinomycyny)
OH OH
OH O

Schemat 5. Synteza biokoniugatéw monenzyny i salinomycyny z sylibing. Reagenty i warunki: (a) monenzyna
lub salinomycyna (1,0 ekw.), sylibina (2,5 ekw.), DCC (1,5 ekw.), PPy (0,5 ekw.), kwas p-tolueno-
sulfonowy (0,23 ekw.), THE, od 0°C do tp, 24 godz. [51]

Scheme 5. Synthesis of monensin and salinomycin bioconjugates with silybin. Reagents and conditions:
(a) monensin or salinomycin (1.0 eq.), silybin (2.5 eq.), DCC (1.5 eq.), PPy (0.5 eq.), p-toluenesul-
fonic acid (0.23 eq.), THE 0°C to rt, 24 h [51]

Badania aktywnosci przeciwproliferacyjnej wykazaly jednoznacznie, ze oba
biokoniugaty byly aktywne w stezeniach mikromolowych (IC,  0d 0,57 do 14,01 uM,
Tab. 2) wobec testowanych komdrek nowotworowych, a jednoczesnie wykazaly
niska toksyczno$¢ wobec prawidtowych mysich fibroblastéw BALB/3T3 (IC,, >
30,00 uM i wysokie wartodci SI, Tab. 2 i Tab. 3), przy czym bardziej aktywna byta
hybryda sylibiny z monenzyna. Ponadto, oba biokoniugaty byly bardziej aktywne
niz cisplatyna wobec linii komdrkowych LoVo i LoVo/DX (RI okoto 1,00) i stosun-
kowo mniej aktywne niz doksorubicyna wobec komdrek nowotworowych HepG2
(Tab. 2 i Tab. 3) [51].

Przyjmuje sie, Ze wigzania estrowe obecne w strukturze obu hybryd powinny
by¢ stabilne w uktadzie krazenia, ale po wniknieciu do wnetrza komoérek rakowych
owe wigzania powinny by¢ fatwo hydrolizowane przez obecne tam karboksyesterazy
- enzymy standardowo zaangazowane w aktywacj¢ wielu prolekéw estrowych [67].
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Proces hydrolizy w komérkach i tkankach powinien zatem skutkowa¢ ,,odtworze-
niem” dwoch aktywnych biokomponentdw, tj. wysoce skutecznej przeciwnowotwo-
rowo monenzyny lub salinomycyny oraz sylibiny o udowodnionych wilasciwosciach
chemoochronnych i przeciwutleniajacych [51].

2.4. BIOKONIUGATY Z NUKLEOZYDAMI

Ostatnig grupe biokoniugatéow stanowig hybrydy antybiotykéw jonoforowych
z nukleozydami. W 2015 roku zaproponowano syntez¢ dwdch réznych biokoniu-
gatéw salinomycyny z 5-fluoro-2’-deoksyurydyna (floksurydyna) [52], ktdra jest
znang pochodng 5-fluorouracylu, zas w 2017 roku dwdch innych hybryd salinomy-
cyny z AZT (Schemat 6) [53].

Floksurydyna byla stosowana w leczeniu réznych ludzkich guzoéw, ale jej dzia-
tanie chemioterapeutyczne jest ograniczone z powodu niskiej biodostepnosci, sku-
tecznosci wychwytu komorkowego oraz wysokiej toksycznosci [68]. Z drugiej strony
zaobserwowano synergiczne dzialanie przeciwnowotworowe pomiedzy salinomy-
cyna i floksurydyng wobec komoérek nowotworu watroby [69]. Z tego powodu inte-
resujacym kierunkiem badan bylo sprawdzenie, w jaki sposob proces biokoniugacji
z salinomycyng wplynie na wtasciwosci biologiczne floksurydyny. Z kolei gléwnym
ograniczeniem terapeutycznym pochodnych AZT jest ich toksycznos¢, ktéra obej-
muje supresje szpiku kostnego, nieprawidtowosci watrobowe, a takze miopati¢ [70].
Jedna z obiecujgcych strategii ,,sttumienia” wspomnianych toksycznych efektow
ubocznych moze by¢ biokoniugacja AZT z wysoce selektywnymi zwigzkami, takimi
jak salinomycyna.

Biokoniugaty salinomycyny z nukleozydami byly otrzymane za pomoca dwéch
réznych procedur opisanych juz wczesniej (podrozdziat 2.2 i 2.3). Pierwsza metoda
opierafa si¢ na 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena katalizowanej jonami mie-
dzi(I), gdzie substratami byly: amid propargilowy salinomycyny i odpowiedni kom-
ponent azydkowy (Schemat 6, zwigzek 36-37, wydajnos¢ 55-61%), przy czym amid
propargilowy salinomycyny zostat zsyntezowany w reakcji pomiedzy salinomycyng
i propargiloaming w obecno$ci DCC i HOBt (Schemat 6). Druga metoda opierata
sie na fagodnej reakcji estryfikacji salinomycyny z pierwszorzedowa grupa hydrok-
sylowa floksurydyny badz AZT w obecnosci DCC, PPy i kwasu p-toluenosulfono-
wego, ktéra doprowadzita do powstania oczekiwanych produktéw reakeji z dobra
wydajnoscig (Schemat 6, zwiazki 38-39, wydajnos¢ 67-73%) [52, 53].



BIOKONIUGATY ANTYBIOTYKOW JONOFOROWYCH 19

o)
HN
0
HN lub AZT hybrydy 36-37 N

[

reakcja klik floksurydyna
(b) | e lub AZT

reakcja estryfikacji

(0]
& ] . G

OH HO lub AZT ‘\

hybrydy 38-39 floksurydyna
il lub AZT

Bloki budulcowe (floksurydyna i jej azydek, AZT):

o o
F F
\fLI | NH | NH
HO HO N/&O HO N/go
o

R S A ¥

N3 N3 HO
hybryda 36 hybryda 37 (typu klik) hybryda 38 (estrowa)
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Schemat 6.  Synteza biokoniugatéw salinomycyny z nukleozydami. Reagenty i warunki: (a) amid propargi-
lowy salinomycyny (1,0 ekw.), 3’-deoksy-3’-azydofloksurydyna lub AZT (1,0 ekw.), CuSO, aq
(0,08 ekw., 1,0 M), askorbinian sodu (0,3 ekw.), dioksan/H,O (3:1), tp przez 12 godz.; (b) sali-
nomycyna (1,0 ekw.), DCC (1,5 ekw.), HOBt (0,5 ekw.), propargyloamina (3,0 ekw.), DCM/THF
(3:1), 0°C przez 1 godz., nastgpnie tp przez kolejne 24 godz.; (c) salinomycyna (1,0 ekw.), floksu-
rydyna lub AZT (1,2 ekw.), DCC (1,5 ekw.), PPy (0,5 ekw.), kwas p-toluenosulfonowy (0,23 ekw.),
DCM, 0°C przez 6 godz., nastepnie tp przez kolejne 18 godz. [52, 53]

Scheme 6. Synthesis of salinomycin bioconjugates with nucleosides. Reagents and conditions: (a) salinomy-
cin propargyl amide (1.0 eq.), 3’-deoxy-3’-azidofloxuridine or AZT (1.0 eq.), aq. CuSO, (0.08 eq.,
1.0 M), sodium ascorbate (0.3 eq.), dioxane/H,O (3:1), rt for 12 h; (b) salinomycin (1.0 eq.), DCC
(1.5 eq.), HOBt (0.5 eq.), propargylamine (3.0 eq.), DCM/THF (3:1), 0°C for 1 h, then rt for next
24 h; (c) salinomycin (1.0 eq.), floxuridine or AZT (1.2 eq.), DCC (1.5 eq.), PPy (0.5 eq.), p-tolu-
enesulfonic acid (0.23 eq.), DCM, 0°C for 6 h, then rt for next 18 h [52, 53]

Hybrydy salinomycyny z floksurydyng byty w pierwszej kolejnosci testowane
pod wzgledem ich wlasciwosci przeciwbakteryjnych wobec réznorodnych Gram-
-dodatnich szczepow bakteryjnych, wlacznie ze szpitalnymi, antybiotykoopornymi
szczepami gronkowca zlocistego, ktorych obecno$é stanowi obecnie jeden z najwigk-
szych problemoéw w szpitalach na calym $wiecie [71]. Udowodniono, ze biokoniugat
estrowy z floksurydyna (Rys. 4, zwigzek 38) hamuje wzrost antybiotykoopornych
szczepow gronkowca zlocistego w stezeniach mikromolowych (MIC = 8,2-2,7 uM)
i jednocze$nie aktywno$¢ ta byta kilkakrotnie wyzsza niz wykazywana przez anty-
biotyk referencyjny - cyprofloksacyne (MIC = 96,7-193,4 uM). Hybryda 36 (Rys. 4,
byla praktycznie nieaktywna w tych badaniach [52, 53].

W przypadku wszystkich biokoniugatéw salinomycyny z nukleozydami okre-
$lono ich aktywno$¢ przeciwnowotworowg wobec réznych linii komoérek nowotwo-
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rowych, w tym dwoch opornych na cytostatyki. Badania te przeprowadzono wobec
komorek ludzkiej biataczki promielocytowej wrazliwej (HL-60) i opornej na dzia-
tanie lekow (HL-60/vinc), lekowrazliwego (LoVo) i lekoopornego gruczolakoraka
okreznicy (LoVo/DX), jak réwniez trzech innych linii komérkowych ludzkiego raka
okreznicy o roznej charakterystyce, tj. HT-29, LS-180 1 SW707. Dodatkowo obydwie
hybrydy z AZT przetestowano na ich aktywnos¢ wobec komorek ludzkiej biataczki
mielomonocytowej (MV4-11). Biokoniugaty estrowe (Schemat 6, zwigzki 38-39)
wykazaly wielokrotnie wyzsza aktywno$¢ przeciwproliferacyjng w poréwnaniu
z hybrydami 36-37 (Schemat 6) (Tab. 2). Nalezy podkresli¢, ze zwigzek 38 (Rys. 4)
wykazal znacznie lepsze wlasciwosci biologiczne niz jego prekursor - floksurydyna,
jak réwniez dwa referencyjne leki chemioterapeutyczne — cisplatyna i doksorubi-
cyna (Tab. 2). Jednoczes$nie aktywno$¢ ta byla poréwnywalna do wykazywanej przez
niezmodyfikowang salinomycyne, przy czym warto zauwazy¢, ze wartos¢ wspot-
czynnika SI byla wyzsza dla zwigzku 38 (Rys. 4) (SI = 22,11-34,71) niz dla jonoforu
wyjéciowego (SI = 12,28-25,92). Jak pokazano w Tab. 3, zwigzek 38 (Rys. 4) silnie
przetamywal opornos¢ lekowa linii komérkowej LoVo/DX (RI = 0,64) [52, 53].

hybryda 36 hybryda 38

Rysunek 4.  Struktura biokoniugatéw salinomycyny z floksurydyna [52]
Figure 4. The structure of salinomycin bioconjugates with floxuridine [52]

Przeprowadzone analizy HPLC wyraznie wykazaly, ze wszystkie biokoniu-
gaty byty stabilne w 0,1 M buforze fosforowym (pH 7,2). Jednak olbrzymie réznice
w aktywnosci biologicznej migdzy hybrydami estrowymi i hybrydami 36-37 suge-
rowaly wystepowanie réznic w stabilnosci enzymatycznej pomiedzy wigzaniami
estrowymi i amidowymi wystepujacymi w tych strukturach. Ponadto w struktu-
rze biokoniugatéw 36-37 obecny jest stabilny enzymatycznie uklad triazolowy.
Jak wspomniano wczesniej, po wniknigciu do komérek nowotworowych wigzanie
estrowe w zwiazkach 38-39 (Schemat 6) powinno by¢ stosunkowo tatwo zrywane
przez karboksyesterazy [67]. Z drugiej strony wiazanie amidowe, a takze uklad tria-
zolowy obecne w strukturach 36-37 (Schemat 6) sa bardziej stabilne chemicznie
i enzymatycznie, przez co najprawdopodobniej nie moze by¢ skutecznie hydrolizo-
wane przez amidazy komérkowe z utworzeniem biologicznie aktywnej formy sali-
nomycyny [72]. Ponadto pierscienie triazolowe sa typowymi pasywnymi tacznikami



BIOKONIUGATY ANTYBIOTYKOW JONOFOROWYCH 21

[67,72], ktdre nie s3 w stanie ulega¢ hydrolizie w warunkach fizjologicznych ani pod
wplywem specyficznych enzyméw komorkowych [52, 53].

Innym wyjasnieniem duzych réznic we wlasciwosciach biologicznych pomie-
dzy biokoniugatami estrowymi a hybrydami 36-37 jest fakt, ze produktami hydro-
lizy zwiazkéw 36-37 (Schemat 6) moga by¢ pochodne tetrazolowe odpowiednio
3’-deoksyfloksurydyny badz AZT, ktére prawdopodobnie nie wykazuja wysokiej
aktywnosci biologicznej. Jednoczes$nie biokoniugaty 38-39 (Schemat 6) wykazaly
wyzszg aktywno$¢, poniewaz te hybrydy sg rzeczywistymi prolekami dwoch sko-
niugowanych i biologicznie czynnych substancji, tj. salinomycyny i floksurydyny
lub AZT [52, 53].
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Tabela 3. Wyznaczone wspotczynniki lekoopornosci (RI) i selektywnosci (SI) biokoniugatéw monenzyny
i salinomycyny dla wybranych nowotworowych linii komérkowych. Ciagle linie oddzielaja posz-
czegdlne serie hybryd [49-53]
Table 3. The calculated values of the indexes of resistance (RI) and selectivity (SI) of monensin and salino-
mycin bioconjugates for selected cancer cell lines. Continuous lines separate the individual series
of hybrids [49-53]
MV4-11 HepG2 LoVo LoVo/DX
Zwigzek
SI SI SI SI RI
monenzyna brak danych 8,61 109,00 93,43 1,17
salinomycyna 28,27 0,75 25,92 12,28 2,11
21 - 11,64 brak danych 8,03 10,81 0,74
BEE
22 g §~ § 6,90 brak danych 2,27 5,16 0,44
ER=
23 g § _E 5,89 brak danych 4,87 4,87 1,00
& =
24 R g 12,22 brak danych 2,95 6,09 0,48
N
25 ® 46,26 brak danych 10,08 43,54 0,23
26 < brak danych 6,40 4,98 7,58 0,66
9
27 z brak danych 1,74 2,93 2,04 1,44
=]
28 > & brak danych 8,03 3,72 6,88 0,54
-
<
29 Ex ’E brak danych 2,71 1,56 6,70 0,23
= =~
30 E a brak danych 2,74 2,79 2,50 1,11
S
31 2 '.'g brak danych 1,08 1,12 1,37 0,82
32 E brak danych 1,96 1,72 2,26 0,76
«©
33 brak danych 1,16 1,42 1,36 1,05
34 a = brak danych 7,13 53,53 55,40 0,97
= =
EE-
£%
35 SN brak danych 2,15 8,29 7,66 1,08
-=
36 ‘B brak danych brak danych 0,72 0,42 1,71
N &
1 v o o o
37 % JDE; 5 brak danych 1,04
38 3 E 5 brak danych brak danych 22,11 34,71 0,64
39 é 6,77 brak danych 4,46 5,99 0,75
cisplatyna 2,27 0,59 1,43 1,02 1,41
doksorubicyna 3,60 0,23 1,20 0,03 36,40

Indeks lekoopornosci RI oznacza, jak bardzo wrazliwa na dzialanie danego zwiazku jest lekooporna nowotwo-
rowa linia komérkowa (LoVo/DX) w poréwnaniu do lekowrazliwej sublinii (LoVo). RI w zakresie 0-2 oznacza
wysoka wrazliwo$¢, w zakresie 2-10 umiarkowang wrazliwo$¢, natomiast RI powyzej 10 oznacza wysoka opor-
no$¢ komorek na dziatanie badanego zwigzku. Indeks selektywnosci SI wyznaczono wedtug wzoru: SI = IC,
wyznaczone dla prawidlowych komérek organizmu (BALB/3T3) / IC,, wyznaczone dla odpowiednich komérek
nowotworowych. SI powyzej 1,00 oznacza wyzszg selektywnos¢ dzialania badanego zwigzku wobec komérek
nowotworowych niz komérek prawidtowych.
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The RI indes indicates how many times a given drug-resistant subline (LoVo/DX) is chemoresistant relative to
its parental cell line (LoVo). When RI is 0-2 the cells are sensitive to tested compounds, RI from the range 2-10
means that the cells show moderate sensitivity to a drug, RI above indicates strong drug-resistance. The SI index
was calculated for each compound from the formula: SI = IC, for normal cell line (BALB/3T3) / IC for respec-
tive cancerous cell line. A beneficial SI > 1.00 indicates a drug with efficacy towards cancer cells greater than
toxicity against normal cells.

UWAGI KONCOWE

Strategia syntezy biokoniugatéw, w ramach ktdrej antybiotyki jonoforowe beda
kowalencyjnie zwigzane z innymi biologicznie aktywnymi zwigzkami, jest niezwy-
kle atrakcyjnym kierunkiem badan. Jej rezultatem jest tworzenie hybryd o najroz-
niejszych strukturach chemicznych. Wszystkie opisane w tym artykule biokoniu-
gaty mozna otrzymac ze stosunkowo dobra wydajno$cia przy uzyciu standardowych
procedur syntetycznych, takich jak: reakcja amidowania lub estryfikacji w fagod-
nych warunkach czy tez reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena katalizowana
jonami miedzi(I).

Wyniki badan aktywnosci biologicznej otrzymanych hybryd wyraznie wska-
zujg, ze wladciwosci przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe biokoniugatow
monenzyny oraz salinomycyny $cisle zaleza od budowy uzyskanych hybryd, na
przyklad od stabilnosci chemicznej i enzymatycznej wigzan tworzacych si¢ pomie-
dzy dwoma biokomponentami.

Racjonalne projektowanie biokoniugatéw antybiotykdw jonoforowych zaowo-
cowaé moze otrzymaniem wysoce aktywnych biologicznie hybryd, ktdre mogg
by¢ niezwykle skuteczne w walce z infekcjami bakteryjnymi oraz nowotworami.
Wiekszo$¢ tego typu zwigzkow selektywnie przetamuje lekoopornos¢ komorek
nowotworowych, gdy zastosowa¢ je w mikromolowych stezeniach, co pokazuje
ich wysoki potencjal terapeutyczny. Ponadto, hybrydy antybiotykéw jonoforowych
hamujg wzrost bakterii Gram-dodatnich, w tym tych opornych na dziatanie innych
antybiotykow, co jednoznacznie dowodzi, ze tego typu zwigzki mogg by¢ stosowane
w najblizszej przyszlosci nie tylko w medycynie weterynaryjnej, ale réwniez jako
srodki chemioterapeutyczne i przeciwbakteryjne w leczeniu ludzi.

Naszym zdaniem, strategia tworzenia funkcjonalnych hybryd w procesie bio-
koniugacji bedzie odgrywac w najblizszej przyszlosci coraz wieksza role. Racjonalne
projektowanie i synteza réznorodnych biokoniugatéw, w tym wybdr optymalnych
struktur wyjsciowych (biokomponentdéw), moze prowadzi¢ miedzy innymi do sku-
tecznej ochrony labilnych produktéw przed enzymatyczng degradacja, do wydtu-
zenia czasu ich przebywania w organizmie czy tez do znalezienia wysoce specy-
ficznych srodkéw diagnostycznych i terapeutycznych. Niezwykle obiecujace wyniki
opisanych w tym artykule badan sprawiaja, ze nowe metody biokoniugacji beda
z pewnoscia dalej intensywnie realizowane w naszej grupie badawczej.



26

M. ANTOSZCZAK, M. KORDYLAS, A. HUCZYNSKI

PODZIEKOWANIE

Michat Antoszczak pragnie podzigkowaé Narodowemu Centrum Nauki (NCN)

za wsparcie finansowe udzielone w ramach grantu Sonata 12 o numerze 2016/23/D/
ST5/00242.

Nasze badania koniugatéw antybiotykéw jonoforowych realizowane byly

w ramach projektu pt. ,,Synteza, badania strukturalne, aktywnos¢ przeciwbakte-
ryjna oraz przeciwnowotworowa biokoniugatéw antybiotykéw jonoforowych” (pro-
jekt Iuventus Plus o numerze IP2012013272 finansowany przez MNiSW).

(12]
(13]
(14]
(15]
(16]
[17]
(18]
(19]

[20]
[21]

PISMIENNICTWO CYTOWANE

World Health Organization — Cancer, [dostep: 2018-01-31]. Dostepny w Internecie: http://www.
who.int/cancer/en/

V.T. DeVita Jr., E. Chu, Cancer Res., 2008, 68, 8643.

B.A. Chabner, T.G. Roberts, Nat. Rev. Cancer, 2005, 5, 65.

The Center for Disease Dynamics, Economics & Policy - raporty, [dostep: 2018-01-31]. Dostepny
w Internecie: http://www.cddep.org

B. Das, G. Satyalakshmi, Mini-Rev. Org. Chem., 2012, 9, 169.

G.M. Cragg, P.G. Grothaus, D.]. Newman, Chem. Rev., 2009, 109, 3012.

D.J. Newman, G.M. Cragg, K.M. Snader, J. Nat. Prod., 2003, 66, 1022.

A. Agtarap, ].W. Chamberlin, M. Pinkerton, L. Steinrauf, J. Am. Chem. Soc., 1967, 89, 5737.

T. Fukuyama, K. Akasaka, D.S. Karanewsky, C.L.J. Wang, G. Schmid, Y. Kishi, J. Am. Chem. Soc.,
1979, 101, 262.

Y. Miyazaki, M. Shibuya, H. Sugawara, O. Kawaguchi, C. Hirsoe, J. Antibiot., 1974, 27, 814.

Y. Kishi, S. Hatakeyama, M.D. Lewis, Total synthesis of polyether antibiotics narasin and salinomy-
cin, [w:] Frontiers of Chemistry, [w:] Plenary and Keynote Lectures Presented at the 28th IUPAC
Congress, K.J. Laidler (Red.), Oxford 1982, str. 287.

PJ. Kocienski, R.C.D. Brown, A. Pommier, M. Procter, B. Schmidt, J. Chem. Soc., Perkin Trans.,
1998, 1, 9.

M.E. Yurkovich, P.A Tyrakis, H. Hong, Y. Sun, M. Samborskyy, K. Kamiya, P.E Leadley, Chem. Bio.
Chem., 2012, 13, 66.

M. Suzuki, R. Ueoka, K. Takada, S. Okada, S. Ohtsuka, Y. Ise, S. Matsunag, J. Nat. Prod., 2012, 75,
1192.

D.H Berg, R.L. Hamill, ]. Antibiot, 1978, 31, 1.

J. Rutkowski, B. Brzezinski, BioMed. Res. Int., 2013, 2013, 31

M. Antoszczak, J. Rutkowski, A. Huczynski, Structure and biological activity of polyether ionopho-
res and their semi-synthetic derivatives, [w:] Bioactive Natural Products. Chemistry and Biology,
G. Brahmachari (Red.), 1st Edition, Wiley-VCH Verlag GmbH, Weinheim 2015, s. 107.

Y.N. Antonenko, T.I. Rokitskaya, A. Huczynski, Biochim. Biophys. Acta Biomembr., 2015, 1848,
995.

A. Huczynski, J. Janczak, D. Lowicki, B. Brzezinski, Biochim. Biophys. Acta Biomembr., 2012,
1818, 2108.

A. Huczynski, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2012, 22, 7002.

S. Zhou, F. Wang, E.T. Wong, E. Fonkem, T.-C. Hsieh, .M. Wu, E. Wu, Curr. Med. Chem., 2013,
20, 4095.



BIOKONIUGATY ANTYBIOTYKOW JONOFOROWYCH 27

[22]
(23]
[24]

(25]

[50]

(51]

(52]

(53]

(54]
(55]

D.A. Kevin II, D.A.F. Meujo, M.T. Hamann, Exp. Opin. Drug Disc., 2009, 4, 109.

J.W. Westley, Adv. Appl. Microbiol., 1977, 22, 177.

J. Guyot, G. Jeminet, M. Prudhomme, M. Sancelme, R. Meiniel, Lett. Appl. Microbiol., 1993, 16,
192.

M. Mimouni, FZ. Khardli, I. Warad, M. Ahmad, M.S. Mubarak, S. Sultana, T.B. Hadda, J. Mater.
Environ. Sci., 2014, 5, 207.

G.K. Podila, E. Rosen, M.].D. San Fransisco, P.E. Kolattukudy, Phytopathology, 1995, 85, 238.
D.C. Johnson, P.G. Spear, J. Virol., 1982, 43, 1102.

R. Schlegel, M. Willingham, I. Pastan, Biochem. Biophys. Res. Commun., 1981, 102, 992.

M. Marsh, J. Wellsteed, H. Kerm, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1982, 79, 5297.

M. Nakamura, S. Kunimoto, Y. Takahashi, H. Naganawa, M. Sakaue, S. Inoue, T. Ohno, T. Takeu-
chi, Antimicrob. Agents Chemother., 1992, 36, 492.

C. Gumila, M.L. Ancelin, G. Jeminet, A.M. Delort, G. Miquel, H.J. Vial, Antimicrob. Agents Che-
mother., 1996, 40, 602.

J. Adovelande, J. Schrevel, Life Sci., 1996, 59, 309.

C.M. Liu, TE. Hermann, A. Downey, B.T. Prosser, E. Schildknecht, H.J. Palleroni, J.W. Westley,
P.A. Miller, J. Antibiot, 1983, 36, 343.

K. Ketola, P. Vainio, V. Fey, O. Kallioniemi, K. Iljin, Mol. Cancer Ther., 2010, 9, 3175.

W.H. Park, E.S. Kim, B.K. Kim, Y.Y. Lee, Int. J. Oncol., 2003, 23, 197.

W.H. Park, E.S. Kim, C.W. Jung, B.K. Kim, Y.Y. Lee, Int. J. Oncol., 2003, 22, 377.

W.H. Park, J.G. Seol, E.S. Kim, W.K. Kang, Y.H. Im, C.W. Jung, B.K. Kim, Y.Y. Lee, Br. ]. Haematol.,
2002, 119, 400.

M.J. Yoon, Y.J. Kang, LY. Kim, E.H. Kim, J.A. Lee, ].H. Lim, T.K. Kwon, K.S. Choi, Carcinogenesis,
2013, 34, 1918.

M.S. Shaik, A. Chatterjee, M. Singh, J. Pharm. Pharmacol., 2004, 56, 899.

M. Singh, A.J. Ferdous, N. Kanikkannan, G. Faulkner, Eur. J. Pharm. Biopharm., 2001, 52, 13.
L.V. Nguyen, R. Vanner, P. Dirks, C.J. Eaves, Nat. Rev. Cancer, 2012, 12, 133.

PB. Gupta, T.T. Onder, G. Jiang, K. Tao, C. Kuperwasser, R.A. Weinberg, E.S. Lander, Cell, 2009,
138, 645.

M. Antoszczak, A. Huczynski, Anticancer Agents Med. Chem., 2015, 15, 575.

C. Naujokat, R. Steinhart, R. J. Biomed. Biotechnol., 2012, 2012, 950968.

J.E. Lutz, Z. Zarafshani, Adv. Drug Deliv. Rev., 2008, 60, 958.

G.R. Zimmermann, J. Lehra, C.T. Keith, Drug Discovery Today, 2007, 12, 34.

J. Sakakibara, A. Nakamura, S.-I. Nagai, T. Ueda, T. Ishida, Chem. Pharm. Bull., 1988, 36, 4776.
A. Nakamura, S.-I. Nagai, T. Ueda, N. Murakami, J. Sakakibara, H. Shibuya, I. Kitagawa, Chem.
Pharm. Bull,, 1991, 39, 1726.

M. Antoszczak, M. Sobusiak, E. Maj, J. Wietrzyk, A. Huczynski, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2015,
25,3511.

I. Skiera, M. Antoszczak, J. Trynda, J. Wietrzyk, P. Boratynski, K. Kacprzak, A. Huczynski, Chem.
Biol. Drug Des., 2015, 86, 911.

M. Antoszczak, G. Klejborowska, M. Kruszyk, E. Maj, J. Wietrzyk, A. Huczynski, Chem. Biol.
Drug Des., 2015, 86, 1378.

A. Huczynski, M. Antoszczak, N. Kleczewska, D. Baraniak, E. Maj, J. Stefanska, J. Wietrzyk, J. Jan-
czak, L. Celewicz, Eur. J. Med. Chem., 2015, 93, 33.

M. Antoszczak, E. Maj, N. Kleczewska, J. Wietrzyk, L. Celewicz, A. Huczynski, Med. Chem., 2017,
13, 127.

B.S. Vig, K.M. Huttunen, K. Laine, J. Rautio, Adv. Drug Deliv. Rev., 2013, 65, 1370.

Y. Zhou, C. Liang, F. Xue, W. Chen, X. Zhi, X. Feng, X. Bai, T. Liang, T Oncotarget, 2015, 6, 10350.



28

M. ANTOSZCZAK, M. KORDYLAS, A. HUCZYNSKI

[56]
(57]

(58]
(59]

(60]

[61]
[62]
[63]

[64]
[65]

(6]

(67]
(68]
[69]

(70]
(71]
(72]

W.G. Harker, D.L. Slade, W.S. Dalton, P.S. Meltzer, ].M. Trent, Cancer Res., 1989, 49, 4542.

R.B. Badisa, S.F. Darling-Reed, P. Joseph, J.S. Cooperwood, L.M. Latinwo, C.B. Goldman, Antican-
cer Res., 2009, 29, 2993.

O. Warburg, Science, 1956, 123, 309.

K. Kacprzak, Chemistry and biology of Cinchona alkaloids, [w:] Handbook of Natural Products -
Phytochemistry, Botany, Metabolism, K.G. Ramawat, ].M. Merillon (Red.), Heidelberg: Springer
Berlin 2013, s. 605.

E. Solary, L. Mannone, D. Moreau, D. Caillot, R.O. Casasnovas, H. Guy, M. Grandjean, J.E. Wolf,
E André, P. Fenaux, P. Canal, B. Chauffert, A. Wotawa, M. Bayssas, P. Genne, Leukemia, 2000, 14,
2085.

D. Baraniak, K. Kacprzak, L. Celewicz, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2011, 21, 723.

D.Y. Lee, Y. Liu, J. Nat. Prod., 2003, 66, 1171.

G. Serviddio, E. Bellanti, E. Stanca, P. Lunetti, M. Blonda, R. Tamborra, L. Siculella, G. Vendemiale,
L. Capobianco, A.M. Giudetti, Free Radic. Biol. Med., 2014, 73, 117.

R. Gazadk, D. Walterova, V. Kfen, Curr. Med. Chem., 2007, 14, 315.

A. Zarelli, V. Romanucci, C. Tuccillo, A. Federico, C. Loguercio, R. Gravante, G. Di Fabio, Bioorg.
Med. Chem. Lett., 2014, 24, 5147.

R. Gazak, K. Purchartova, P. Marhol, L. Zivna, P. Sedmera, K. Valentova, N. Kato, H. Matsumura,
K. Kaihatsu, V. Kien, Eur. J. Med. Chem., 2010, 45, 1059.

M. Rooseboom, J.N. Commandeur, N.P. Vermeulen, Pharmacol. Rev., 2004, 56, 53.

D.G. Power, N.E. Kemeny, Mol. Cancer Ther., 2009, 8, 1015.

FE Wang, W. Dai, Y. Wang, M. Shen, K. Chen, P. Cheng, Y. Zhang, C. Wang, J. Li, Y. Zheng, J. Lu,
J. Yang, R. Zhu, H. Zhang, Y. Zhou, L. Xu, C. Guo, PLoS One, 2014, 9, €97414.

R. Yarchoan, H. Mitsuya, C.E. Myers, S.N. Broder, Eng. J. Med., 1989, 232, 726.

C. Carbon, Clin. Microbiol. Infect., 2000, 6, 17.

A.L. Simplicio, ].M. Clancy, ].E. Gilmer, Molecules, 2008, 13, 519.

Praca wpyneta do Redakgji 5 lutego 2018



WIADOMOSCI 2018, 72, 1-2
chemiiczne PLISSN 0043-5104

PODZIAL KLEJOW ROZPUSZCZALNYCH W WODZIE
ZE WZGLEDU NA POCHODZENIE

CLASSIFICATION OF WATER-SOLUBLE ADHESIVES
ACCORDING TO ORIGIN

Karolina Mozelewska*, Zbigniew Czech

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie,
Wydziat Technologii i Inzynierii Chemicznej,
ul. Putaskiego 10, 70-322 Szczecin
*e-mail: karolina_mozelewska@zut.edu.pl

Abstract

Wstep

1. Rozpuszczalne w wodzie polimery naturalne i syntetyczne
2. Kleje naturalne rozpuszczalne w wodzie

3. Kleje syntetyczne rozpuszczalne w wodzie

Podsumowanie

Pi$miennictwo cytowane




30 K. MOZELEWSKA, Z. CZECH

Mgr inz. Karolina Mozelewska w roku 2017 ukonczyta
studia na Wydziale Technologii i Inzynierii Chemiczne;j
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicz-
nego w Szczecinie. Obecnie jest doktorantka w Instytucie
Technologii Chemicznej Organicznej ZUT w Szczecinie.
Specjalnos¢ - akrylanowe kleje samoprzylepne.

Prof. dr hab. inz. Zbigniew Czech jest kierownikiem Miedzynarodowego laborato-
rium Klejow i Materiatéw Samoprzylepnych Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie. Jest absolwentem Politechniki Szczeciniskiej, dokto-
rat ukonczyl w 1981 r. Od tego czasu zatrudniony w Firmach: Lohmann (Niemcy),
UCB (Belgia), oraz Chemitec (Niemcy). Habilitacje otrzymal w 2004 r.



PODZIAL KLEJOW ROZPUSZCZALNYCH W WODZIE ZE WZGLEDU NA POCHODZENIE 31

ABSTRACT

Self-adhesive adhesives have been known since 1935. Since then, many cate-
gories of their division have been distinguished, depending on their origin, state of
aggregation, operating conditions, obtaining, chemical base or binding mechanism,
as well as many other properties. The main is their application in natural and syn-
thetic adhesives, that is due to the origin of the high molecular weight compounds
used for their production. The following work describes the types of water-soluble
natural and synthetic adhesives. In recent centuries, there has been a decline in the
use of natural polymers for the synthesis of water-soluble pressure sensitive adhe-
sives. This is due to the spread of cheaper products from petrochemical resources,
but also better properties that they characterize. For their polymerization, synthetic
monomers which hydrophilic groups (hydroxyl, amide or carboxyl) are used. These
groups, in the further reaction stage, after polymerisation, give the possibility of
cross-linking of the pressure-sensitive adhesive.

Polyacrylate based adhesives are among the most commonly used adhesives.
It is forecasted that the demand for such adhesives will increase on average by 2.9%
per annum. Dispersive, water-soluble, self-adhesive adhesives and those in which
the solvent is water also play an increasingly important role. This happens as a result
of legal requirements, but also greater public awareness of ecology.

Keywords: pressure-sensitive adhesives, natural and synthetic adhesives, water-
-soluble adhesives

Stowa Kluczowe: kleje samoprzylepne, kleje naturalne i syntetyczne, kleje rozpusz-
czalne w wodzie
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WSTEP

Kleje samoprzylepne znane sg juz od lat 30. ubiegtego wieku. Od tamtej pory
wyodrebniono wiele kategorii ich podziatu ze wzgledu na pochodzenie, stan skupie-
nia, warunki eksploatacji, sposob otrzymywania, baz¢ chemiczng oraz mechanizm
wigzania Zasadniczo kleje dzieli si¢ na naturalne i syntetyczne, co zwigzane jest
z pochodzeniem zwigzkéw wielkoczasteczkowych stosowanych do ich produkcji.
Mozna sklasyfikowac je rowniez jako organiczne i nieorganiczne, a z tych z kolei
mozna wyodrebni¢ kleje, biorgc pod uwage rodzaj monomerdw. Kleje dzieli sig
takze ze wzgledu na stan skupienia tj. ciekle i state oraz ze wzgledu na mechanizm
wigzania- sieciujace fizycznie i chemicznie. Wigzanie fizyczne moze odbywac sie
poprzez odparowanie rozpuszczalnika organicznego o niskiej temperaturze wrzenia
(np. octan etylu, heksan, aceton), a chemiczny mechanizm wigzania polega na two-
rzeniu wigzan chemicznych w wyniku reakeji polimeryzacji wolnorodnikowej, oraz
polimeryzacji stopniowej: poliaddycji lub polikondensacji . Kleje samoprzylepne
powinny zachowywa¢ niezmienne wlasciwosci klejace zaréwno w temperaturze
pokojowej, jak i w podwyzszonej, co pozwala na kolejng klasyfikacje ze wzgledu
na warunki pracy. Bardzo czesto wyodrebnia sie réwniez kleje dyspersyjne, roz-
puszczalnikowe oraz bezrozpuszczalnikowe, czyli dzieli sie je ze wzgledu na proces
ich otrzymywania. W klejach dyspersyjnych czasteczki polimeru zdyspergowane
sa w wodzie, a mechanizm utwardzenia moze polega¢ na jej odparowaniu. Kleje
rozpuszczalnikowe otrzymywane s3 w obecnos$ci rozpuszczalnika organicznego,
ktory stuzy do regulacji lepkosci i konsystencji kleju, a rozpuszczalnik odparowuje
po naniesieniu kleju na podloze. Samoprzylepne kleje bezrozpuszczalnikowe otrzy-
muje sie z kleju rozpuszczalnikowego po oddestylowaniu czeéci lotnych (gtownie
rozpuszczalnika) pod obnizonym cisnieniem. W niniejszej pracy opisano rodzaje
rozpuszczalnych w wodzie klejéw naturalnych oraz syntetycznych [1, 2].

1. ROZPUSZCZALNE W WODZIE POLIMERY NATURALNE I
SYNTETYCZNE

Polimery stosowane jako substancje klejotworcza mozemy podzieli¢ ze wzgledu
pochodzenia na naturalne (zwierzece i roélinne) oraz syntetyczne. Naturalnymi poli-
merami s3: albumina, kazeina, wosk pszczeli, klej zwierzecy, szelak, guma arabska,
kalafonia, guma tragancka, balsam kanadyjski, oleje i woski, weglowodany, biatka
sojowe, woski i zywice mineralne, krzemiany, kauczuk naturalny i jego pochodne.
Jednak nie wszystkie z nich rozpuszczaja si¢ w wodzie. Surowcami rozpuszczalnymi
w wodzie s3: albumina, glutyna, kazeina, skrobia, Zelatyna, dekstryny i metylocelu-
loza [3].

Kleje na bazie surowcow naturalnych rozpuszczalnych w wodzie, ze wzgledu na
niskg wytrzymalos¢ spoiny klejowej, niska odporno$¢ na starzenie oraz na warunki
biologiczne i chemiczne. Stabg odpornos¢ na wode oraz trudnos$¢ aplikacji zostaly
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zastgpione surowcami syntetycznymi [4, 5]. Do najpopularniejszych naleza: synte-
tyczne kauczuki, poliakrylany, silikony, poliestry, poliuretany, oraz kopolimery ety-
lenu/octanu winylu (EVA). W przemysle najwieksza role odgrywaja cztery pierwsze
grupy wyzej wymienionych polimerdw syntetycznych [6]. Co wazne, tylko nieliczne
ze wskazanych polimeréw syntetycznych sa rozpuszczalne w wodzie. Niektdre
z polimerdw, mimo tego, ze s3 rozpuszczalne w wodzie nie znalazly zastosowania na
rynku klejéw samoprzylepnych. Nalezg do nich poli(eter winylowo-metylowy) oraz
poliwinylopirolidon [7]. Znany jest réwniez klej termotopliwy, otrzymany poprzez
zmieszanie polimeru rozpuszczalnego w wodzie i nierozpuszczalnego w wodzie z co
najmniej jednym alkoholem sacharydowym [8]. Znane s takze kleje rozpuszczalne
w wodzie na bazie mieszaniny polimeréw naturalnych (dekstryny i skrobi) z poli-
merami syntetycznymi (karboksymetylocelulozg i poli(alkoholem winylowym))
lub na bazie polietylooksazoliny [9 10]. W skali laboratoryjnej badane sg réwniez
mieszaniny katecholu, czyli o-dihydroksybenzenu z réznymi zwigzkami, np. chito-
zanem [11, 12].

2. KLEJE NATURALNE ROZPUSZCZALNE W WODZIE

Kleje kazeinowe, albuminowe i glutynowe sg klejami pochodzenia zwierzecego.
Substancjg wigzaca jest w tym przypadku biatko zwierzece, zapewniajace im dobre
wlasciwos$ci (wysoka wytrzymato$é, trwalosé, elastyczno$é i odpornosé na obcigze-
nia). W poréwnaniu do klejow syntetycznych posiadaja one wysoka wytrzymatos¢,
ktdrej nie obniza nawet wigksza grubos¢ zfacza. Sq one natomiast podatne na koro-
zj¢ 1 posiadaja niska odpornos¢ na wode. Stosowane sg one gtéwnie przy renowa-
cjach zabytkowych mebli [5].

Klej zwierzecy opiera si¢ na kolagenie. Mozna go otrzymac¢ z kosci lub ze skor
zwierzat. Poprzez ekstrakcje bialka wodg, a nastepnie jego suszenie mozna otrzy-
mac¢ rézne mieszanki kleju. Kolagen jest zbudowany z 19 réznych kwaséw L-ami-
nokarboksylowych ktére zakonczone sa grupa karboksylowa lub aminowa [13].
Klej zwierzecy jest nierozpuszczalny w rozpuszczalnikach organicznych, natomiast
rozpuszczalny w wodzie. Wyroby wykonane z jego uzyciem nie moga by¢ jednak
przechowywane w pomieszczeniach wilgotnych, poniewaz kleje te nie wykazuja
wysokiej odpornosci na wilgo¢, ktdrej efektem moze by¢ plesn [5].

Kleje glutynowe zbudowane sg na bazie glutyny i w zwiazku z jej pochodzeniem
wyroznia si¢ kleje kostne, rybie oraz skérne. Glutyna nie rozpuszcza sie¢ w zimnej
wodzie, jednak po ogrzaniu jest w niej rozpuszczalna. Po utracie rozpuszczalnika
i ochlodzeniu zestala sie. Klej glutynowy otrzymuje si¢ w dwoch etapach: staly klej
moczy sie przez 24 h w zimnej wodzie, nastepnie w celu rozpuszczenia biatka roz-
twor podgrzewa sie do 60°C.

Klej jest aplikowany na cieplo, poniewaz jego lepkos¢ rosnie wraz ze spad-
kiem temperatury. Kleje tego typu degraduja w stosunkowo niskiej temperaturze
(60-70°C), nie s3 odporne na wilgo¢ i wodeg, ale nie starzeja si¢ i majg dobre wlasci-
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wosci akustyczne. Stosowane sg do konserwacji mebli oraz do produkcji instrumen-
tow muzycznych [5].

Klej kazeinowy wytwarzany jest z bialka, ktére wystepuje w mleku zwierzecym
w formie kazeinianu wapnia. Z uwagi na silne wigzania wodorowe wolna kazeina
nie rozpuszcza si¢ w wodzie i w zwigzku z tym, podczas przygotowania rozpuszcza
sie ja w roztworze wodorotlenkdw lub zasadowych soli. Roztwory te maja dobre
wlasciwosci wigzace, duzg lepkos$¢, natomiast nie s3 odporne na wilgoé, a jezeli sa,
to z kolei sg malo trwate. W zwigzku z tym stosuje si¢ mieszaniny kazeinianu wapnia
z weglanem sodu, lub wodorotlenkiem. Kleje te mozna stosowa¢ zaréwno na zimno,
jak i w podwyzszonej temperaturze [5, 14].

Zaletami tych klejow jest to, Ze mozna je stosowaé w temperaturze nieznacznie
powyzej 0°C oraz ich wysoka wytrzymalo$¢ mechaniczna i termiczna. Mankamen-
tem jest jednak ich mala odpornos$¢ na mikroorganizmy oraz wysoka zawarto$¢
wody. Sg one stosowane do klejenia drewna, papieru, produktow z tekstury, do ety-
kietowania szklanych opakowan oraz przy produkcji farb [5, 14].

Kolejnym rodzajem kleju zwierzecego jest klej albuminowy, otrzymany z krwi
zwierzecej. Przygotowujac tego typu klej, moczy sie sproszkowang krew w wodzie,
a nastepnie dodaje wodorotlenek wapnia. Oprécz tego albumina jest stosowana przy
produkgji klejow fenolowo-formaldehydowych, co ma na celu obnizenie ich tempe-
ratury utwardzania [5, 15].

Kleje pochodzenia roélinnego s stosowane w technologii klejenia materiatéw
porowatych, przykladowo do tkanin czy papieru. Z roslin wydzielane s3 substancje
wielkoczgsteczkowe tworzace koloidy i roztwory o wysokiej lepkosci [16].

Klej skrobiowy oparty jest na skrobi, czyli na bazie polisacharydu, wystepuja-
cego w duzych ilo$ciach w zbozach (ziarna kukurydzy, ryzu, pszenicy) oraz ziem-
niakach. Skrobia modyfikowana termicznie to dekstryna. Naturalna skrobia istnieje
w postaci granulek, ktdre nie rozpuszczajg si¢ w zimnej wodzie. W zwigzku z tym
przeprowadza si¢ pecznienie w temperaturze 40-45°C, a nastepnie proces kietko-
wania w 65-80°C. Tak otrzymany zel skrobiowy jest rozpuszczalny w wodzie i ulega
zestaleniu w temperaturze pokojowej [5, 17]. W celu otrzymania kleju dekstryno-
wego rozpuszcza sie dekstryne w wodzie o temperaturze 80-85°C. W stosunku do
klejow skrobiowych, kleje dekstrynowe zawieraja wieksza ilos¢ czeéci statych, co
powoduje krétszy czas zasychania. Charakteryzujg si¢ wysoka adhezjg w stosunku
do materiatéw porowatych, jednak sa mato odporne na wode. Kleje skrobiowe
i dekstrynowe nie s3 odporne na dziatlanie mikroorganizméw, w zwigzku z tym
dodaje si¢ do nich srodki zabezpieczajace, np. kwas salicylowy lub benzoesowy [18].
Mimo tak duzej dominacji klejow syntetycznych, kleje naturalne sg nadal stosowane
w produkeji opakowan i w widkiennictwie [5]. Dekstryny prazone wykorzystuje sie
takze do kopert i znaczkéw pocztowych. Skrobie czesto dodaje sie rowniez do kle-
jow syntetycznych w celu poprawienia ich wlasciwosci. Jest ona réwniez stosowana
jako rozcienczalnik, nie tylko aby zmniejszy¢ koszty produkeji, ale takze wplyna¢
korzystnie na oddziatywanie pomie¢dzy czasteczkami [19].
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Celuloza jest liniowym, stereoregularnym polisacharydem, ktérego merem
(pojedyncza jednostka powtarzalng) jest D-glukoza, z duzg iloscig grup hydroksy-
lowych oraz z wieloma wigzaniami wodorowymi miedzy fancuchami. W zwigzku
z tym, nie rozpuszcza sie ona w wiekszo$ci rozpuszczalnikéw, co powoduje, ze
w technologii klejow stosowane sg jej pochodne, zazwyczaj sa to estry alifatycznych
bezwodnikow i kwasow. Estry te odznaczaja si¢ wysoka lepkoscia i wodorozpusz-
czalno$cia. Stosuje si¢ je jako kleje topliwe oraz w przemysle papierniczym i opako-
waniowym [17, 20].

3. KLEJE SYNTETYCZNE ROZPUSZCZALNE W WODZIE

Ze wzgledu na stabe wilasciwosci klejow wykonanych z monomerdéw natural-
nych w technologii produkgji klejow stosuje si¢ gléwnie monomery syntetyczne. Na
rynku $wiatowym istnieje wiele klejow samoprzylepnych, o bardzo dobrych wlasci-
wosciach, jednak nie sg one rozpuszczalne w wodzie. Dzieje si¢ tak, poniewaz przy
otrzymywaniu kleju rozpuszczalnego w wodzie nalezy zastosowac takze monomer
rozpuszczalny w wodzie, a tych jest stosunkowo niewiele. Oprécz obecnosci grup
hydrofilowych (gléwnie hydroksylowej i aminowej), ktére w pdzniejszym etapie
umozliwiajg sieciowanie kleju, powinny one tatwo poddawa¢ si¢ procesowi mody-
fikacji. Wlasnie dlatego do produkgji klejow rozpuszczalnych w wodzie stosuje sie
gltownie akrylany, czyli poli(estry akrylanowe). Cechuja si¢ one wysoka kohezja
i adhezja, duza przyczepnoscig do metali i papieru, sa odporne na starzenie i co
najwazniejsze, po modyfikacji rozpuszczalne w wodzie w szerokim zakresie pH.
Poliakrylany sg réwniez odporne na dzialanie promieniowania ultrafioletowego,
ozonu oraz tlenu. Oprdcz dobrej przyczepnosci do skory poliakrylany sg biozgodne
i kompatybilne z substancjami pomocniczymi w przemysle farmaceutycznym, oraz
z samymi farmaceutykami. Poliakrylany cechuja si¢ niska temperaturg zeszklenia
(Tg), wynoszacg od -70 do -20°C. Dodatkowo s3a samoprzylepne z natury. Aby
zapewni¢ przylepnos$¢, nie potrzebuja zastosowania plastyfikatoréw ani zywic.
Ponadto, polimery akrylanowe dajg sie fatwo modyfikowa¢ w trakcie reakcji kopo-
limeryzacji. Pozadane wiasciwosci fizyczne koncowego produktu, uzyskuje sie
poprzez wybor i proporcje monomeréw uzytych do syntezy. Latwo mozna takze
kontrolowa¢ stopien usieciowania i mase czgsteczkowg otrzymanego polimeru. Ist-
nieje takze mozliwo$¢ polepszenia wlasciwosci otrzymanych klejow, poprzez doda-
tek roznych zwigzkéw chemicznych. Kazdy z monomeréw uzytych do syntezy roz-
puszczalnych w wodzie klejow samoprzylepnych spelnia okreslone funkcje i nadaje
produktowi polimerowemu okreslone wlasciwosci, przyktadowo: alifatyczne akry-
lany, zawierajace 4-12 atoméw wegla i posiadajace niska temperature zeszklenia
nadajg klejom samoprzylepne wlasciwosci. Hydroksyakrylany dodawane sg w celu
zwigkszenia wytrzymalosci termicznej i mechanicznej, natomiast nienasycone
kwasy karboksylowe tworza centra aktywne, niezbedne podczas sieciowania oraz
stanowia rozpuszczalng w wodzie cz¢$¢ kopolimeru. W zwigzku z tym liczba surow-
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cow, ktére moga zostac zastosowane do produkeji rozpuszczalnych w wodzie klejow
samoprzylepnych jest ograniczona [21, 7]. Produkcja klejow samoprzylepnych na
bazie poliakrylanéw ma miejsce podczas kopolimeryzacji kwasu akrylowego oraz
jego estrow [4, 22-25].

PODSUMOWANIE

W ciggu ostatnich stuleci obserwuje si¢ spadek wykorzystania polimerdw natu-
ralnych do syntezy rozpuszczalnych w wodzie klejow samoprzylepnych. Jest to spo-
wodowane rozpowszechnieniem si¢ tanszych produktéow z zasobéw petrochemicz-
nych, ale réwniez lepszymi wlasciwo$ciami, ktérymi si¢ one charakteryzuja. Do ich
polimeryzacji stosuje si¢ wigc mon omery syntetyczne, ktore zawieraja w swoim fan-
cuchu grupy hydrofilowe (hydroksylowa, amidowa czy tez karboksylowa). Grupy
te, w dalszym etapie reakcji, po polimeryzacji, daja mozliwo$¢ sieciowania kleju
samoprzylepnego.

Kleje na bazie poliakrylanéw naleza do najczeéciej stosowanych klejéw. Pro-
gnozuje sie, ze zapotrzebowanie na tego typu kleje wzrasta¢ bedzie srednio o 2,9%
w skali roku. Coraz wigkszg role odgrywaja rowniez kleje samoprzylepne dyspergo-
wane w wodzie, rozpuszczalne w wodzie oraz te, w ktdrych rozpuszczalnikiem jest
woda. Dzieje si¢ tak w wyniku wymagan prawnych, ale takze wigkszej $wiadomosci
spoleczenistwa dotyczacej ekologii.

Kleje wodorozpuszczalne na bazie poliakrylanéw stosowane sg jako ety-
kiety, tasmy samoprzylepne, bioelektrody lub tasmy operacyjne. Ponadto, w prze-
mysle papierniczym stuza do laczenia bel papieru.. Hydrofilowe nierozpuszczalne
w wodzie kleje sg czgsto stosowane do produkeji superabsorbentdéw oraz hydrozeli.
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ABSTRACT

Free flow electrophoresis, or carrier-free electrophoresis, is a techni-
que based upon the principle of mobility of chargeable species in the electric
field. However, unlike more widespread gel electrophoresis, free flow electro-
phoresis does not utilise any kind of solid support medium. Instead, species
to be separated move within the space filled with aqueous buffer, which is con-
stantly pumped in the direction perpendicular to the direction of the applied
electric field. Such set-up allows for continuous separation, as compounds
of the sample being processed form separate bands and leave the separa-
tion system through several different outlets located along the edge of the
chamber. Furthermore, the use of mild separation conditions increases
the chance of biologically active compounds retaining their activity after
the separation is finished. These qualities make free flow electrophoresis
an excellent tool for protein research and cytology.

In this review, the basic theoretical aspects of the technique are outli-
ned, with a special emphasis placed on various modes in which free flow
electrophoresis can be operated. Besides, a review of milestone papers
related to free flow electrophoresis technology is presented. Apart from
the devices following the original concept of Barrollier and Hannig,
an insight into the construction of recirculating instrumentation, multicompart-
ment electrolysers as well as radially-symmetric chambers is provided. A special
focus is placed on patents and commercialized solutions. Finally, the challenges of
scaling-down free flow electrophoresis to micro-dimensions are introduced.

Keywords: free flow electrophoresis, electromigration techniques, pseudo-two
dimensional separation, preparative separation, micro free flow electrophoresis
Stowa kluczowe: elektroforeza swobodna z przeplywem hydrodynamicznym, tech-
niki elektromigracyjne, rozdzielanie pseudo-dwuwymiarowe, rozdzielanie prepara-
tywne, mikro-elektroforeza swobodna z przeptywem hydrodynamicznym
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WPROWADZENIE

Pod wzgledem $rodowiska, w ktérym prowadzony jest proces, techniki elektro-
foretyczne podzieli¢ mozna na wykorzystujace nosnik (zel, bibuta) oraz jego pozba-
wione (elektroforezaswobodna, ang. free electrophoresis, FE). Elektroforeza swobodna
z kolei prowadzona moze by¢ w U-rurce, w kapilarze (elektroforeza kapilarna), lub
w komorze o innej geometrii. Anglojezyczny termin free flow electrophoresis, FFE,
najczesciej uzywany jest w odniesieniu do technik wykorzystujacych ptaskie komory
oraz hydrodynamiczny przeplyw buforu podstawowego. Nazwa tej techniki nie
zostala uwzgledniona w najnowszym stowniku chromatografii i technik elektro-
migracyjnych [1]. Dlatego w niniejszej pracy stosujemy nazwe elektroforeza swo-
bodna z przeplywem. Plaska konstrukcja komory do takiej elektroforezy umozli-
wia ortogonalne skrzyzowanie kierunku hydrodynamicznego przeptywu buforu
podstawowego z kierunkiem linii przylozonego pola elektrycznego. Przy takiej
konfiguracji, kierunek migracji skladnikéw probki dostarczonej do uktadu jest
wypadkowa kierunku przeptywu buforu podstawowego i ruchliwosci elektrofore-
tycznej rozdzielanych zwigzkéw. Umozliwia to rozdzielanie sktadnikéw dostarcza-
nej mieszaniny w trybie cigglym, co stwarza mozliwo$¢ stosowania elektroforezy
swobodnej w celach preparatywnych, przy zachowaniu wysokiej wydajnosci (brak
koniecznosci okresowego zatrzymywania procesu w celu ponownego dostarcze-
nia probki do rozdzielania). Rezygnacja z porowatego nosnika zapewnia wysoki
odzysk rozdzielanych zwigzkoéw, ktore dodatkowo, ze wzgledu na najczesciej sto-
sowane bufory wodne pozbawione modyfikatora organicznego, utrzymuja swoja
pierwotng strukture, zachowujgc tym samym przydatno$¢ np. do badan aktyw-
nosci biologicznej [2-4]. Wymienione cechy usposabiajg elektroforeze swobodng
do preparatywnego rozdzielania peptydéw [5, 6], biatek [7, 8], kwaséw nukleino-
wych [9] komorek [10-12] i ich czesci [13, 14]. Ponadto, opisano zastosowania
tej techniki do rozdzielania enancjomeréw [15-17] i nanoczastek [18, 19]. Celem
niniejszej pracy jest omowienie podstaw teoretycznych elektroforezy swobodnej
z przeplywem oraz przedstawienie kluczowych osiagnieé rozwoju tej techniki.
Pokroétce opisane zostang réwniez najnowsze kierunki badan oraz postepy zwigzane
z miniaturyzacja stosowanych urzadzen.

1. PODSTAWY TEORETYCZNE

Istotg rozdzielania sktadnikéw mieszaniny podczas procesu elektroforezy kapi-
larnej jest zréznicowany dystans ich migracji w polu elektrycznym, zgodnie z réw-
naniem:

d= pePEt (1)

gdzie d - dystans migracji, p, — ruchliwos¢ elektroforetyczna, E - natgzenie pola
elektrycznego, t — czas trwania procesu.
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Ruchliwos¢ elektroforetyczna wyraza si¢ z kolei wzorem:

q
6mrn

u, = 2)
gdzie q - tadunek czastki lub jonu, r - promien czastki lub jonu, n - lepko$¢ buforu
podstawowego.

Z powyzszych zaleznosci wynika wigc, ze w elektroforezie kapilarnej substan-
cje sg rozdzielane na podstawie réznic stosunku fadunku do wielkosci (promie-
nia) czastek/jonéw [20]. W technice elektroforezy swobodnej z przeptywem na
ruch czastek/jonéw w polu elektrycznym naktada sie hydrodynamiczny przeptyw
buforu podstawowego w kierunku prostopadtym. Proces ten odbywa si¢ w ptaskiej
komorze, ktorej dwie duze $ciany naprzeciwlegle sa oddalone od siebie w zakre-
sie od 0,035 do 0,7 mm. Zastosowane rozwigzanie skutkuje odchylaniem si¢ pasm
substancji rozdzielanych od kierunku przeptywu buforu podstawowego o kat,
ktérego warto$¢ odzwierciedla relacje wynikajace z wlasciwosci substancji, nate-
zenia pola elektrycznego, rozmiaréw komory oraz predkosci liniowej przeptywu
buforu podstawowego [21]. Zasada dzialania techniki elektroforezy swobodnej
z przeplywem zilustrowana jest na schemacie (Rys. 1).

3 1
——

Rysunek 1. Zasada dziatania elektroforezy swobodnej z przeptywem w trybie elektroforezy strefowej.
1 — kierunek pola elektrycznego, 2 — kierunek przeptywu hydrodynamicznego, 3 — miejsce wpro-

wadzania probki, ,,+” — anoda, ,,—” — katoda

Figure 1. The principle of action of free flow electrophoresis in zone electrophoresis mode. 1 — direction
of electric field, 2 — direction of hydrodynamic flow, 3 — sample introduction site, ,,+” — anode,
,— — cathode

Elektroforeza swobodna z przeplywem jest wiec technikg, ktéra poszerza elek-
troforeze kapilarng o dodatkowy wymiar migracji rozdzielanych substancji, dzieki
czemu umozliwia prowadzenie procesu w sposob ciagly. Szersze oméwienie tema-
tyki korelacji elektroforezy kapilarnej i elektroforezy swobodnej z przepltywem zna-
lez¢ mozna w publikacjach [5, 6, 16, 22-27].
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Tak jak w innych technikach separacji, szereg zjawisk fizyko-chemicznych
utrudnia uzyskanie zadowalajacej rozdzielczoéci. Ponizsze roéwnanie przedstawia
zasadnicze skladowe poszerzenia pasm rozdzielanych substancji w elektroforezie
swobodnej z przeptywem:

2

2 2
Ny +0

2 2 2 2
0 =Opy + O + Oy + Oy + Oy + Oy (3)

gdzieo” - catkowitawariancjapasmarozdzielanejsubstancii, O'iN] —wariancjazwigzana

z szeroko$cig pasma prébki w miejscu dozowania, 07 — wariancja zwigzana z dyfuzja

w kierunku migracji w polu elektrycznym, o}, , - wariancja zwigzana z przeptywem

hydrodynamicznym, o7, - wariancja elektrodynamiczna, o7, - wariancja zwigzana

z cieptem Joule’a, 07, - wariancja elektrodyspersyjna.

Czes¢ z powyzszych skltadnikéw wymaga dodatkowego omdwienia:

o wariancja hydrodynamiczna (07,,): mechanicznie tloczony elektro-
lit podstawowy przyjmuje paraboliczny profil przepltywu, tzn. warstwy
plynace w bezposrednim sgsiedztwie goérnej i dolnej pokrywy komory
plyna wolniej niz warstwy znajdujace sie¢ w glebi roztworu. W rezultacie,
czastki/jony substancji, migrujagce w poblizu pokryw, beda opdznione
w kierunku przeptywu hydrodynamicznego w stosunku do czastek w gltebi
roztworu, co skutkuje deformacjg pasma substancji [28, 29],

« wariancja elektrodynamiczna (0%,): w zaleznosci od materiatu, z jakiego
wykonane sg pokrywy komory, po przylozeniu napigcia moze powstaé
przeplyw elektroosmotyczny buforu (ang. electroosmotic flow, EOF). Powo-
duje to przesunigcie pasm rozdzielanych substancji wraz z cala objetoscia
buforu podstawowego w kierunku prostopadlym do kierunku przeptywu
hydrodynamicznego [30],

» wariancja wywolana ciepltem Joule’a (O‘?H): przeptyw pradu elektrycznego
przez przewodnik powoduje wydzielanie sie ciepta zgodnie z rOwnaniem:

Q=RIt (4)

gdzie Q — wydzielone cieplo, R - op6r elektryczny przewodnika, I - natezenie pradu,
t — czas trwania procesu.

Wydzielajace si¢ cieplo powoduje spadek lepkosci buforu podstawowego,
szczegolnie w glebi roztworu, gdyz cieplo wydzielajace si¢ w warstwach bezposred-
nio sasiadujgcych z pokrywami komory ulega bardziej efektywnemu rozproszeniu.
Powoduje to powstanie gradientu temperatury w srodowisku prowadzenia procesu,
co skutkuje lokalnymi zmianami ruchliwo$ci elektroforetycznej rozdzielanych sub-
stancji i wynikajacym z nich rozmyciem [31, 32].

« wariancja elektrodyspersyjna (07},,,): podfozem dla tego rodzaju rozmycia s3

réznice przewodno$ci migdzy roztworem probki, a buforem podstawowym.
W przypadku, gdy roztwor probki charakteryzuje sie wyzsza przewodno-
$cig niz otaczajacy roztwor elektrolitu, dochodzi do poszerzenia strumienia
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probki (ruchliwo$¢ rozdzielanych czastek/jondw jest wieksza w roztworze
o mniejszej przewodnos$ci). Odwrotnie, zastosowanie roztworu probki
o przewodno$ci mniejszej niz otaczajacego elektrolitu spowoduje skupienie
sie pasma dozowanej probki [33].

Proces FFE moze by¢ prowadzony w kilku trybach: elektroforeza strefowa (ang.
free flow zone electrophoresis, FFZE), ogniskowanie izoelektryczne (ang. free flow
isoelectric focusing, FFIEF), izotachoforeza (ang. free flow isotachophoresis, FFITP),
elektroforeza ze skokowym gradientem pola (ang. free flow field step electrophoresis,
FFESE).

W trybie elektroforezy strefowej (Rys. 1) stosuje si¢ bufor podstawowy, ktory
w czasie prowadzonego procesu zachowuje mozliwie jednolite pH oraz przewod-
no$¢ elektryczng. Dobdr buforu podstawowego odbywa sie z uwzglednieniem
wlasciwosci rozdzielanych substancji, np. gdy celem prowadzenia procesu jest
oddzielenie substancji amfiprotycznej od rozpuszczalnych zanieczyszczen, pH
srodowiska nalezy dobra¢ w ten sposob, aby bylo ono réwne wartosci punktu izo-
elektrycznego oczyszczanej substancji, ktora migruje wtedy zgodnie z kierunkiem
przeptywu hydrodynamicznego, nie ulegajac migracji w polu elektrycznym. Sktad-
niki zanieczyszczajace natomiast beda wykazywac tadunek rézny od zera i ulegng
odchyleniu w kierunku anody lub katody. Mozna tez zastosowa¢ odwrotng strategie
i dobra¢ pH buforu tak, by odpowiadato ono punktowi izoelektrycznemu gléwnego
zanieczyszczenia [21]. Techniky elektroforezy strefowej wykonywane sg przede
wszystkim separacje organelli komdrkowych [34-36].

W metodzie ogniskowania izoelektrycznego (Rys. 2) istotg procesu jest zasto-
sowanie gradientu pH w kierunku réwnolegtym do linii sil pola elektrycznego,
co w omawianej technice oznacza kierunek prostopadly do kierunku przeptywu
buforu podstawowego. Gradient taki mozna uzyskac na trzy rézne sposoby: poprzez
dodanie do buforu podstawowego mieszaniny amfolitéw [7, 37-39], poprzez zasto-
sowanie membran buforujacych (p. nizej) oraz poprzez rozwiazania aparaturowe
umozliwiajace przedostawanie si¢ do obszaru separacyjnego jonéw wodorowych
i wodorotlenkowych powstatych w wyniku elektrolizy wody w przedziatach elek-
trodowych [40]. Ogniskowanie izoelektryczne szczegdlnie nadaje si¢ do rozdziela-
nia zwigzkéw o réznych wartosciach pl, zwlaszcza peptydéw i biatek. W momen-
cie dotarcia czasteczek do obszaru komory o pH odpowiadajacemu ich punktowi
izoelektrycznemu tracg one swdj sumaryczny tadunek rézny od zera i przestaja
migrowa¢ w polu elektrycznym. Skutkuje to powstaniem waskich pasm rozdzie-
lanych substancji przy wyjsciu z komory. Elektroforeze swobodng z przeplywem
i z ogniskowaniem izoelektrycznym bialek przeprowadza¢é mozna zaréwno
w warunkach natywnych, jak i denaturujacych [41].
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pH

Rysunek 2. Ogniskowanie izoelektryczne. Wartosci punktu izoelektrycznego substancji 1, 2 i 3 charaktery-
zuje relacja: pl, < pl, < pl,

Figure 2. Isoelectric focusing. Isoelectric points of the substances 1, 2 and 3 are related as follows:
pl, <plL, <pl,

Natomiast w metodzie izotachoforezy (Rys. 3) stosuje si¢ dwa rézne bufory —
jeden o ruchliwosci jonéw wiekszej niz ruchliwo$¢ jondéw probki (elektrolit wio-
dacy, ang. leading electrolyte, LE) i drugi o ruchliwosci mniejszej od jonéw probki
(elektrolit konczacy, ang. terminating electrolyte, TE). Stosujac tego rodzaju uklad,
rozdzielane substancje ukladaja si¢ w przylegajace pasma od najwigkszej do naj-
mniejszej ruchliwosci elektroforetycznej [42]. Proces izotachoforezy swobodnej
z przeplywem opisano przede wszystkim dla celéw rozdzielania biatek [43-45],
w tym lipoprotein [46, 47], a takze organelli komoérkowych [48].

Rysunek 3. Izotachoforeza swobodna z przeptywem. LE — elektrolit wiodacy, TE — elektrolit konczacy
Figure 3. Free flow isotachophoresis. LE — leading electrolyte, TE - terminating electrolyte
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W trybie elektroforezy ze skokowym gradientem pola (Rys. 4) wykorzystywane
sg rdznice przewodnosci elektrycznej stosowanych buforéw podstawowych - przez
srodkowy czes¢ komory ttoczony jest bufor o stosunkowo niskiej przewodnosci,
natomiast po obu jego stronach wprowadzany jest elektrolit o przewodnosci wyso-
kiej. Zastosowanie takiego rozwigzania sprawia, ze pasma rozdzielanych substancji
ulegaja skupieniu w momencie dotarcia do granicy dwoch ukladéw buforowych, co
wynika z naglego obnizenia ich ruchliwosci elektroforetycznej [21, 49].

+ HCB LCB HCB o

Rysunek 4.  Elektroforeza swobodna z przeptywem ze skokowym gradientem pola. LCB — bufor o niskiej
przewodnosci, HCB — bufor o wysokiej przewodnosci

Figure 4. Free flow field step electrophoresis. LCB - low conductivity buffer, HCB - high conductivity
buffer

Powyzsze strategie scharakteryzowane zostaly dla procesu prowadzonego
w sposob ciagly. Istnieje jednak mozliwo$¢ prowadzenia procesu w sposéb inter-
walowy. Najpierw uruchamiany jest przeptyw hydrodynamiczny i do uktadu wpro-
wadzana jest probka. Nastepnie ttoczenie buforu podstawowego jest zatrzymywane
i uruchamiane jest pole elektryczne. Od tego momentu skladniki probki migrujg
w jednym kierunku zgodnie ze swojg ruchliwoscig elektroforetyczna. Po osiagnie-
ciu zadowalajgcego rozdzielenia pole elektryczne jest wylaczane, ponownie urucha-
miany jest przeptyw hydrodynamiczny i rozdzielone substancje s3 wyprowadzane
z ukladu separacyjnego. Jakkolwiek rozwigzanie to nie pozwala na wykorzystanie
zalet plynacych z ciaglego trybu rozdzielania, to jednak korzystnie przeciwdziala
przyczynom poszerzenia pasm substancji. Proces interwalowy opisano zaréwno dla
elektroforezy strefowej [15, 50], jak i izotachoforezy [51].
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2. ROZWIAZANIA TECHNICZNE

2.1. PIERWSZE URZADZENIA DO ELEKTROFOREZY SWOBODNE]
Z PRZEPLYWEM I ICH DALSZY ROZWO]

W literaturze przedmiotu jako poczatek techniki elektroforezy swobodnej
z przeplywem zgodnie cytowane sg prace Barrolliera [52] i Hanniga [53]. W pierw-
szej z nich zaprezentowano duze urzadzenie (ok. 60 x 60 cm), skonstruowane
z dwoch szklanych plyt, pomiedzy ktérymi znajdowala si¢ szczelina szerokosci
ok. 0,5 mm. Po bokach tak utworzonej komory umieszczone byly przedzialy elek-
trodowe, oddzielone od wtasciwej przestrzeni separacyjnej paskami bibulowymi.
W miejscu wejsciowej krawedzi do komory tloczony byt bufor oraz roztwor prébki.
Na przeciwleglym koncu rozdzielone sktadniki sptywaly po paskach bibuly do kil-
kudziesigciu zbiornikéw. Zblizone konstrukcyjnie urzadzenie przedstawil Hannig,
ktory zaprezentowal jego wykorzystanie do rozdzielania barwnikéw, aminokwaséw,
peptydow, biatek surowicy, a takze erytrocytow kroliczych i ludzkich. W roku 1975
podobng konstrukcje opisal Wagner [54]. Ogdlny schemat budowy tego typu urza-
dzen przedstawia Rysunek 5. W latach 80. firma Bender and Hobein wprowadzita
na rynek aparaty bazujace na powyzszych koncepcjach (modele Elphor Vap 5, 11,
21, 22, 220) [55].
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Rysunek 5. Budowa podstawowego urzadzenia do elektroforezy swobodnej z przeptywem. 1 — pompa elek-
trolitu podstawowego, 2 — pompa roztworu probki, 3 — przestrzen separacyjna, 4 — przedzialy
elektrodowe, 5 - zasilacz, 6 - zbiorniki frakeji

Figure 5. Basic free flow electrophoresis setup. 1 — background electrolyte pump, 2 — sample solution pump,
3 - separation area, 4 - electrode compartments, 5 - power supply, 6 — fraction containers

2

Inng koncepcje przedstawil Hannig w pracach z przelomu lat 70. i 80. [56, 57].
Zaprezentowana zostala konstrukcja aparatu typowo analitycznego, o rozmia-
rach komory separacyjnej 3 x 18 x 0,035 cm. Jedna z pokryw wyposazona zostata
w okienko kwarcowe, ktére stwarzalo mozliwo$¢ detekcji densytometrycznej przy
uzyciu specjalnie skonstruowanej glowicy skanujacej. Urzadzenie wyposazone
byto w uklady elektroniczne umozliwiajace cyfrowy zapis uzyskiwanych wynikow.
Sredni czas pojedynczej analizy w tym urzadzeniu wynosit 30-90 s. Autorzy zapre-
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zentowali wyniki separacji m.in. bialek surowicy ludzkiej oraz erytrocytéw ludzkich
i kroliczych. Wykazano wysoka powtarzalnos¢ wynikéw uzyskiwanych w kolejno
nastepujacych po sobie analizach. Ma to szczegolne znaczenie przy pomiarze ruchli-
wosci elektroforetycznej rozdzielanych czgstek, co w przypadku analizy komorek
pozwala na $ledzenie subtelnych zmian fadunku powierzchniowego, powstalego np.
w przebiegu roznicowania. Opisane urzadzenie zostalo skomercjalizowane przez
firme Hirschmann jako ACE710 (Rys. 6).

Rysunek 6.  Urzadzenie analityczne ACE710. 1 — komora separacyjna, 2 — okienko optyczne,
3 — wyswietlacz do obserwacji rozdzielanych pasm, 4 — wyswietlacz krzywej dystrybucji pasm,
5 — wyswietlacz warto$ci ruchliwosci elektroforetycznych, 6 — drukarka, 7 — pomocnicze wskaz-
niki kontroli procesu, 8 — panel sterowania parametrami eksperymentu, 9 — pompa buforu podsta-
wowego, 10 — pompa probki. Przedruk za zgoda z [57].

Figure 6. ACE710 analytical apparatus. 1 - separation chamber, 2 - optical window, 3 - display
of separated bands, 4 - display of components’ distribution curves, 5 - electrophoretic mobility
display, 6 - printer, 7 - timing values for process control, 8 — panel for control of experiment para-
meters, 9 — background electrolyte pump, 10 — sample pump. Reprinted with permission from
[57].

Nowg konstrukcje urzadzenia do FFE zaprezentowali Weber i Bocek [58].
W odréznieniu od klasycznych aparatéw Hanniga i Barrolliera, przedstawiona przez
nich komora o wymiarach czesci separacyjnej 50 x 10 x 0,05 cm wyposazona zostala
w rozwigzania techniczne umozliwiajace przyspieszony przeplyw buforu pod-
stawowego wzdluz krancéw komory separacyjnej (w bezposrednim sgsiedztwie
membran ograniczajacych przedzialy elektrodowe) oraz przeptyw przeciw-
pradowy przy kapilarach odprowadzajacych produkty separacji z uktadu (Rys.
7). Pierwsze rozwigzanie zapobiega przedostawaniu sie do medium separa-
cyjnego produktéow elektrolizy z przedzialow elektrodowych (przede wszyst-
kim tlenu, wodoru, jonéw H" i OH'), drugie natomiast uniezaleznia przeplyw
w kapilarach wyprowadzajacych od roéznych gestosci i lepkosci roztworéw
zbieranych frakcji. Opisano separacje przy uzyciu tego urzadzenia zaréwno
w trybie ZE, IEF, jak i ITP [36, 37, 51]. Dodatkowo, przedstawiono mozliwosé¢
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prowadzenia procesu zaréwno w trybie ciaglym, jak i interwalowym [15, 50,
51]. Urzadzenie to pierwotnie zostalo skomercjalizowane jako OCTOPUS
przez Dr. Weber GmbH. Nastepnie produkcjg i dystrybucja urzadzenia opar-
tego na tej technologii zajeta si¢ firma TECAN (aparat ProTeam FFE, [59]),
a pdzniej BD Diagnostics [60]. Obecnie, nowe generacje aparatu produkowane
i sprzedawane sg przez firme FFE Services GmbH [61].

Rysunek 7.

Figure 7.
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Schematyczna ilustracja komory do elektroforezy swobodnej skonstruowanej przez Webera
i Bocka [58]. 1 — odptywy rozdzielanych frakcji, 2 — przeptyw przeciwpradowy, 3 — membrana
oddzielajaca przedziat elektrodowy od przestrzeni separacyjnej, 4 — anoda, 5 — przeptyw anolitu
w przedziale anodowym, 6 — katoda, 7 — przeptyw katolitu w przedziale katodowym, 8 — prze-
ptyw brzegowy anolitu, 9 — przeptyw brzegowy katolitu, 10 — mieszanina amfolitow, 11 —miejsce
wprowadzania probki do uktadu

A schematic illustration of a free flow electrophoresis chamber constructed by Weber and Bocek
[58]. 1 - separated fractions outlets, 2 — countercurrent flow, 3 - membrane separating electrode
compartment from separation bed, 4 - anode, 5 - anolyte flow within anode compartment,
6 — cathode, 7 — catholyte flow within cathode compartment, 8 - anolyte sheath flow, 9 - catholyte
sheath flow, 10 - carrier ampholytes, 11 — sample introduction site

2.1. URZADZENIA Z RECYRKULUJACYM PRZEPLYWEM BUFORU PODSTAWOWEGO

Powyzsze rozwigzania skoncentrowane sg na rozdzielaniu cigglym, tzn. prébka
jest nieprzerwanie dostarczana i rozdzielana. W niektdrych jednak przypadkach
taka metodyka jest niezadowalajaca z punktu widzenia uzyskiwanej rozdziel-
czosci. Bier [62, 63] opatentowal urzadzenie recyrkulujace do ogniskowania izo-
elektrycznego o nastepujacej zasadzie dzialania: komora separacyjna podzielona
zostala membranami o grubosci 5-10 um na kilka réwnolegtych przedzialow,
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z ktérych kazdy posiadal wlasny przewdd wyprowadzajacy, ktéry przed ponow-
nym wejSciem do komory separacyjnej przechodzil przez wymiennik ciepta
(Rys. 8). Tym sposobem mozna byto zwiekszy¢ catkowity czas ekspozycji probki
nadzialanie pola elektrycznego, nie ryzykujac jednak nadmiernego ogrzania medium
separacyjnego i zwigzanej z tym dyspersji oraz degradacji produktéw rozdzielania
(w przypadku substancji termowrazliwych). Urzadzenie to przez autoréw zostalo
nazwane RIEF (ang. recycling isoelectric focusing). W przebiegu dalszych prac urza-
dzenie to zostalo zmodyfikowane — komora separacyjna pozbawiona zostata mem-
bran oraz zmniejszony zostat jej przeswit (do 0,7 mm) [64], pozostawiono natomiast
bez znaczacych zmian mechanizm recyrkulacyjny. W urzadzeniu tym, oprécz IEF,
mozliwe byly takze separacje ITP [65]. Aparat ten, jako RF3 zostat skomercjalizo-
wany przez Protein Technologies, Inc. [66].

Rysunek 8. Schemat urzadzenia z recyrkulujacym przeptywem buforu podstawowego. 1 - Zrédlo cieczy
chlodzacej, 2 - wymiennik ciepta, 3 - zasilacz, 4 — komora do ogniskowania izoelektrycznego,
5 — pompa wielokanatowa, 6 — detektory, 7 - modut zapisu danych oraz mikroprocesor. Przedruk
za zgoda z [66]

Figure 8. Schematic view of the recycling apparatus. 1 - coolant source, 2 — heat exchanger, 3 - power sup-
ply, 4 - IEF apparatus, 5 — multi-channel pump, 6 - sensors, 7 — data recorder and logic. Reprinted
with permission from [66]

Innowacyjnym przykladem pofaczenia przeptywu recyrkulujacego i podziatu
przestrzeni separacyjnej membranami byto urzadzenie Gradiflow [67]. Autorzy
zaprezentowali zestaw, w ktérym komora separacyjna podzielona zostata membrana
na dwa kanaly. W zaleznosci od szerokosci poréw, substancje rozdzieli¢ mozna bylo
jedynie na podstawie ich ruchliwosci elektroforetycznej (szerokie pory w membra-
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nie) lub dodatkowo ze wzgledu na wielko$¢ czastki (waskie pory). Przy odpowied-
nim doborze objetosci przeptywajacych przez poszczegdlne kanaly mozna réwniez
byto prowadzi¢ zatezanie probki. Autorzy scharakteryzowali takze proces elektro-
dializy przy uzyciu urzadzenia Gradiflow [68].

Inne urzadzenie wykorzystujace idee wielokrotnego przeplywu rozdzielanej
probki przez komore skonstruowali i opisali Kong i wspolpracownicy [69]. Zasada
dzialania zaprezentowanej przez nich konstrukeji jest nastepujaca: roztwoér pod-
stawowy zawierajacy mieszanine amfolitow ttoczony jest wieloma kanalami do
komory, z ktorej rozdzielone frakcje wyplywaja do wielokanatowego kolektora.
Po przekroczeniu zadanego poziomu cieczy w kolektorze, czujnik wysylta sygnat
do modulu sterujagcego pompa, po czym kierunek przeplywu buforu odwraca
sie (pompa przechodzi w tryb ssacy). Cykl taki mozna powtérzy¢ wielokrotnie,
az do uzyskania zadowalajacego zogniskowania pasm rozdzielanych substan-
cji w roztworze o stabilnym gradiencie pH. Warto w tym miejscu nadmieni¢, ze
autorzy tego rozwigzania maja w swoim dorobku kilka innych prac zwigzanych
z elektroforezg swobodng, m.in. dotyczacych innowacyjnych technik tloczenia elek-
trolitu podstawowego i dozowania prébki [70-74].

2.3. ELEKTROFOREZERY WIELOPRZEDZIALOWE

Pierwszym tego rodzaju rozwigzaniem byl Rotofor [75], ktéry w 1987 roku
zostal skomercjalizowany przez firme Bio-Rad [66]. Komora separacyjna miala
wydluzony ksztalt cylindryczny i podzielona byla blonami poélprzepuszczalnymi
na segmenty. Podstawy komory stanowily elektrody, natomiast jej osig byl element
chlodzacy. W czasie prowadzenia procesu, komora wykonywala ciagly obrét wokot
wlasnej osi, co mialo na celu réwnomierne rozproszenie ciepta Joule’a i w konse-
kwencji ograniczenie rozmycia stref rozdzielanych substancji. Nalezy zauwazy¢, ze
w urzadzeniach tego typu nie wystepuje ortogonalne nalozenie kierunkéw prze-
plywu hydrodynamicznego i ruchu jonéw w polu elektrycznym - procesy w nich
prowadzone nie majg wigc charakteru ciaglego. Tym niemniej, z uwagi na brak
nosnika i podobienstwo w zakresie zastosowan, postanowilismy uwzgledni¢ je
W niniejszym opracowaniu.

Inne rozwigzania zwiazane sg z uzyciem membran buforujacych. Separacje
wykonywane przy ich uzyciu okresli¢ mozna jako putapkowanie izoelektryczne
(ang. isoelectric trapping, IET) i majg szczegdlne zastosowanie we wstepnym roz-
dzielaniu mieszanin biatek do dalszej analizy. Podstawowym problemem przy tej
technice jest odpowiednia konstrukcja membran. Odpowiednim materiatem stano-
wigcym rusztowanie membran jest np. celuloza, poprzecznie usieciowany alkohol
poliwinylowy, tlenek polietylenu lub poliakrylamid. Stosowany moze réwniez by¢
zel agarozowy oparty na rusztowaniu z bibuly filtracyjnej [76]. Na tak przygoto-
wanej powierzchni immobilizowane sg czasteczki substancji z grupami jonotwor-
czymi w odpowiednich proporcjach tak, aby ostatecznie przygotowana membrana
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wykazywala odpowiednig wartos¢ pH i pojemno$¢ buforows. Najczesciej do tego
celu stuzg komercyjnie dostepne mieszaniny amfolitow, jak np. Ampholine czy
Pharmalytes [77]. Urzadzenia do putapkowania izoelektrycznego skladajg si¢ naj-
czedciej z kilku przedziatéw, z ktorych kazdy ograniczony jest dwoma membra-
nami o ré6znym pH. W ten sposob, rozdzielane biatka akumuluja si¢ w przedziale
ograniczonym blonami o pH odpowiednio nizszym i wyzszym od ich punktu izo-
elektrycznego. Righetti i wspolpracownicy zaprezentowali urzadzenie skladajace
sie z dowolnej liczby modutéw, kazdy o pojemnosci okoto 5 ml, oddzielonych od
siebie membranami izoelektrycznymi o pH odpowiadajacym potrzebom danego
procesu [78]. Kazdy z moduléw wyposazony jest w oddzielny kanal doprowadza-
jacy i odprowadzajacy, co pozwala na ciagla recyrkulacje jego zawartosci podczas
prowadzenia procesu (Rys. 9). Autorzy zaprezentowali wyniki m.in. oczyszcza-
nia rekombinowanej N-acetyloegliny C oraz separacji mieszaniny hemoglobin A
i C. Opatentowane rozwigzanie zostalo skomercjalizowane przez firme¢ Hoefer
Pharmacia jako aparat IsoPrime. Podobne rozwigzanie, cho¢ o mniejszych rozmia-
rach (ok. 0,5 ml na jeden modut) i pozbawione mechanizmu recyrkulujacego zapre-
zentowali Zuo i Speicher [79]. Urzadzenie bazujace na ich projekcie jest obecnie
sprzedawane jako ZOOM IEF Fractionator przez firme¢ ThermoFischer Scientific.
Podobne urzadzenie, o jeszcze mniejszej pojemnosci przedzialéw zaprezentowali
Lim i wspotpracownicy [80]. Ogle i Shave oraz Vigh opisali urzadzenia z wyko-
rzystaniem membran izoelektrycznych bazujace na koncepcji aparatu Gradiflow

[81-83].
|
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Rysunek 9. Zestaw do prowadzenia ogniskowania izoelektrycznego w elektroforezerze wielo-
przedzialowym. 1 — elektroforezer wieloprzedzialowy, la — membrany izoelektryczne,
2 — wielokanalowa pompa perystaltyczna, 3 — rezerwuary probki. Zasilacz niepokazany [78].
Figure 9. Instrumentation for isoelectric focusing in a multicompartment electrolyzer. 1 - multicompart-

ment electrolyzer, 1a - isoelectric membranes, 2 — multi-channel peristaltic pump, 3 - sample
reservoirs. Power supply not shown [78].
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2.4. URZADZENIA O SYMETRII RADIALNE]

Projekt aparatu o symetrii radialnej do prowadzenia elektroforezy swobodnej
z przeplywem przedstawili Mattock i wspotpracownicy [84]. W publikacji scha-
rakteryzowana jest konstrukcja urzadzenia skladajacego sie z dwdch wspotosio-
wych cylindréw, z ktorych jeden stanowi katode, a drugi anode. Pole powierzchni
powstalego miedzy cylindrami pierscienia wynosi ok. 26 cm’, natomiast wysokos¢
przedzialu separacyjnego 30,5 cm. Cylinder wewnetrzny w czasie prowadzenia pro-
cesu jest nieruchomy, za$ zewnetrzny wykonuje ciagly obrét wokot osi z predkoscia
okoto 150 obrotéw na minute. Powstaly w ten sposob gradient predkosci katowej
zapobiega zaburzeniom przeptywu laminarnego (powstaja one na skutek lokalnych
zmian gestosci buforu podstawowego pod wpltywem wydzielajacego sie w czasie
procesu ciepla Joule'a). Réwnoczesnie, od dotu ku goérze tloczony jest bufor podsta-
wowy, ktéry wraz z pasmami rozdzielanych substancji trafia do trzydziestu otworéw
odplywowych na szczycie kolumny, skad dalej plynie do kolektora frakeji (Rys. 10).
Autorzy scharakteryzowali separacje m.in. bialek surowicy, erytrocytéw ludzkich
i kréliczych, a takze mieszaniny barwnikéw w trybie elektroforezy strefowej. Urza-
dzenie wedlug tej koncepcji skomercjalizowane zostalo jako BioStream przez John
Brown Engineering Co.
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Rysunek 10. Schemat urzadzenia opisanego przez Mattocka i wsp. 1 — miejsce wprowadzania buforu pod-
stawowego, 2 — miejsce wprowadzania roztworu probki, 3 — stator, 4 — miejsce zbioru frakeji,
5 —rotor, 6 — przestrzen, w ktorej zachodzi proces rozdzielania [84]

Figure 10.  Schematic presentation of the device described by Mattock et al. 1 - background buffer input,
2 - sample introduction site, 3 — stator, 4 - fraction collection site, 5 - rotor, 6 — the space within
which the separation process ocurrs [84]



ELEKTROFOREZA SWOBODNA Z PRZEPLYWEM HYDRODYNAMICZNYM 55

Zasadniczo odmienne rozwigzanie zaprezentowali Melin i Poggel [85]. W ich
urzadzeniu bufor podstawowy wraz z roztworem probki wtlaczany jest do przestrzeni
separacyjnej w poblizu obwodu plaskiego walca, ktorego podstawy zintegrowane sg
z elektrodami. Pasma substancji rozdzielanych sptywaja do kolektora frakeji znajdu-
jacego si¢ w centrum komory separacyjnej. Autorzy rozwigzania przedstawili sepa-
racje mieszaniny albuminy surowicy bydlecej, mioglobiny i cytochromu C w trybie
elektroforezy strefowej.

Inne urzadzenie o symetrii radialnej przedstawil Ivory [86]. Sklada si¢ ono
z wewnetrznego rotora i zewnetrznego statora, pomiedzy ktérymi znajduje sie prze-
strzen separacyjna. Na gorze i na dole tak powstatej kolumny znajdujg si¢ oddzielone
membranami elektrody. W czasie prowadzenia procesu wewnetrzna czes¢ wykonuje
ciaggly ruch obrotowy z predkoscig 50-75 obrotéw na minute. Kontaktujace si¢ z
przestrzenig separacyjna powierzchnie rotora i statora wyposazone sa w komple-
mentarne wyzlobienia, ktérych odpowiednie uksztaltowanie powoduje, ze podczas
obrotéw rotora miedzy nim a statorem wytwarzajg si¢ wiry buforu podstawowego,
ktoérych charakterystyka przyczynia sie do ograniczenia dyspersji pasm rozdziela-
nych substancji (Rys. 11). Opisano takze wariant aparatu udoskonalony o mozli-
wos¢ detekeji spektrofotometrycznej on-line [87].

Rysunek 11.  Schemat urzadzenia Ivory’ego. 1 — tozysko elektrody (powigkszenie), 2 — struktura wyztobien
$cian przestrzeni prowadzenia procesu rozdzielania, 3 — rotor, 4 — stator, 5 — zawor wejsciowy
cieczy chtodzacej (powigkszenie). Przedruk za zgoda z [86]

Figure 11.  Schematic of Ivory’s apparatus. 1 — electrode housing detail, 2 - the structure of indentations on
the walls of separation bed, 3 - rotor, 4 — stator, 5 - coolant inlet detail. Reprinted with permission
from [86]
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2.5. MINIATURYZACJA

Innymkierunkiem rozwoju elektroforezy swobodnejz przeptywemjestjejminia-
turyzacja. Pierwsze urzadzenie tego typu zostato skonstruowane przez Raymonda
i wspotpracownikow [88], jego ideg przedstawiono na Rysunku 12. Objetos¢ prze-
strzeni separacyjnej w scharakteryzowanym rozwigzaniu to jedynie 25 pl.

Rysunek 12.  Schematyczna ilustracja urzadzenia zaprezentowanego przez Raymonda i wspotpracownikow.
1,3 — miejsca wprowadzania buforu, 2 — miejsce wprowadzania probki, 4 — miejsce prowadzenia
procesu rozdzielania, 5 — matryce kanalikow bocznych, 6 — przedziat boczny. Przedruk za zgoda
z [88]

Figure 12.  Schematic illustration of the device presented by Raymond et al. 1,3 - buffer inlets, 2 — sample
inlet, 4 - separation bed, 5 - side channels arrays, 6 - side bed. Reprinted with permission from
(88]

Zmniejszone rozmiary tego i podobnych urzadzen skutkuja zdecydowanie
krétszymi czasami potrzebnymi do rozdzielenia substancji w polu elektrycznym
(nawet ponizej 1 sekundy [89]). Ponadto, wysoki stosunek powierzchni do objetosci
pozwala na efektywne rozproszenie wydzielajacego sie ciepla Joulea. Tym samym
zminimalizowany zostaje jeden z podstawowych probleméw technicznych spoty-
kanych w pelnowymiarowych aparatach do elektroforezy swobodnej z przeptywem.
Z drugiej jednak strony, w przypadku mikrokomoér wigkszego znaczenia nabiera
problem akumulacji pecherzykéow gazow powstatych w wyniku elektrolizy wody, co
powoduje zaréwno zaburzenia przeptywu hydrodynamicznego, jak réwniez spadek
efektywnosci zastosowanego pola elektrycznego. Rozwigzania techniczne majace
na celu ograniczenie wplywu pecherzykéw na jako$¢ separacji podzieli¢ mozna na
kilka grup:
- zastosowanie matrycy kanalikow o malej srednicy oddzielajacej przestrzen
separacyjng od przedzialow elektrodowych [88, 90, 91],

- bezposrednia integracja elektrod w $wietle komory i zastosowanie wartosci
napiecia niepowodujacych elektrolizy wody [92],

- zastosowanie elektrod palladowych [93],
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- oddzielenie przedzialéw elektrodowych od przestrzeni separacyjnej przy
uzyciu zelowych mostkow solnych [94-97],

- podziat komory na przedzialy przy uzyciu membran [98],

- zrdéznicowanie glebokosci przedzialow elektrodowych i przestrzeni separa-
cyjnej [99] oraz inne modyfikacje geometryczne [100, 101],

- izolacja elektrod i przeniesienie tadunku do przestrzeni separacyjnej na
zasadzie indukgji [102],

- dodatek pary redoks chinon/hydrochinon, ktéra ulega redukcji/utlenianiu
przy potencjatach nizszych niz woda i bez generacji gazéw [103].

Opisano liczne przyklady rozdzielania prowadzonego przy uzyciu mikro-
urzadzen, zaréwno w trybie elektroforezy strefowej [88, 91, 96, 97], izotachoforezy
[105-107], jak réwniez elektroforezy ze skokowym gradientem pola [98, 108].
Wigkszos¢ cytowanych doniesienn dotyczy rozdzielania barwnikéw fluorescencyj-
nych, jednak w przypadku ogniskowania izoelektrycznego opisano takze separacje
peptydow [89], bialek [94] i organelli komoérkowych [92].

Akapit ten przedstawia jedynie zarys obecnego stanu wiedzy na temat zminia-
turyzowanej elektroforezy swobodnej z przeptywem. Znacznie pelniejsze oméwie-
nie tego zagadnienia znalez¢ mozna w pracach przegladowych [108-110].

PODSUMOWANIE

Od momentu przedstawienia koncepcji elektroforezy swobodnej z przepty-
wem i konstrukeji pierwszego urzadzenia, technika ta zyskala ugruntowana pozycje
posrdéd metod rozdzielania, szczegdlnie w odniesieniu do substancji wrazliwych
na sklad chemiczny medium separacyjnego, przede wszystkim bialek i pepty-
déw. Innym wyrdzniajacym ja sposrdd wiekszosci technik rozdzielania aspektem
jest mozliwo$¢ prowadzenia procesu w sposéb ciagly, co czyni ja odpowiednig do
zastosowan preparatywnych. W ostatnich latach, dzieki rozwojowi technik mikro-
obrobki, pojawilo si¢ znaczace zainteresowanie miniaturyzacja urzadzen analitycz-
nych, w tym réwniez komor do elektroforezy swobodnej. Kierunek ten wydaje si¢
by¢ niezwykle obiecujacy z uwagi na swoj wysoki potencjal sprzegania z innymi
urzadzeniami w ramach systemow lab-on-chip.
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w Gdansku-Matarni. Autor 59 oryginalnych publika-
cji naukowych, kilkunastu prac przegladowych (w tym
6 rozdzialéw monograficznych w ksigzkach w jezyku
angielskim) i wielu popularyzatorskich. Zajmowat si¢
kinetyka elektrodowa zwigzkéw organicznych, reakcjami
nastepczymi jonorodnikow, efektami rozpuszczalnikowymi, rozrywaniem wigzan
wegiel-chlor, a ostatnio we wspolpracy ze specjalistami mikroskopii elektronowej i
chromatografii badaniami pigmentéw naturalnego bisioru. Uczestnik mi¢dzynaro-
dowych konferencji syndonologicznych, od 35 lat popularyzuje badania fizykoche-
miczne Calunu Turynskiego.
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ABSTRACT

Modern experimental methods of materials science including optical and
electron microscopy (SEM, ESEM, HRTEM), X-ray spectroscopy (EDX, WAXS),
Raman and FTIR spectroscopy used in investigations of structures of new materi-
als can be also successfully applied for analysis of archeological, cultural heritage
and art objects. An interesting example of such analyses are investigations of micro-
scopic fibers and particles taken previously from areas attributed to the blood on the
Shroud of Turin. Detailed analyses performed by a number of research groups pub-
lished in 2015-2017 are reviewed. They confirmed previous hypothesis on blood
authenticity and discovered new evidences indicated a violence hidden behind the
death. In particular, the presence of old red blood cells was documented by Lucotte
[20], of bile pigment biliverdin by Laude and Fanti [28], of iron oxide cores of fer-
ritin bounded to nanoparticles of creatinine by Carlino et al. [31]. The last result is
typical for patients with severe polytrauma indicating at the unexpected nonoscopic
level a tremendous suffering of the victim wrapped in the Shroud of Turin. Bigger
particles of mineral pigments: ochre (iron oxide) and vermillion (mercury sulfide)
were also found but they can be easily distinguished form blood particles using envi-
ronmental electron microscopy ESEM with the back-scattered electrons detector
[24]. The statistical analysis of a sample composition made by Fanti and Zagotto
[24] indicated that 90-95% of the observed volume corresponds to the blood and
only remainder represents inorganic pigments. Thus, it was proposed [24] that the
original human blood on Shroud stains was much later reinforced by red pigments
using a color dust without any binder and this hypothesis can easily explain contro-
versies between previous results of different researches.

Keywords: Shroud of Turin, materials science, electron microscopy, creatinine

Stowa kluczowe: Calun Turynski, badania materialowe, mikroskopia elektronowa,
kreatynina
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

BSE - elektrony wstecznie rozproszone (ang. Back-Scattered
Electrons)

EDX - spektroskopia rentgenowska z dyspersja energii (ang.
Energy Dispersive X-rays Spectroscopy)

ESEM - $rodowiskowa skaningowa mikroskopia elektronowa
(ang. Environmental SEM)

FTIR - spektroskopia w podczerwieni z transformacja
Fouriera (ang. Fourier Transform Infrared)

HRTEM - TEM o wysokiej rozdzielczo$ci (ang. High-Resolution
TEM)

SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning
Electron Microscopy)

WAXS - szerokokatowa mikrodyfraktometria rentgenowska
(ang. Wide Angle X-ray Scattering)

STURP - Projekt Badawczy Calunu Turynskiego (ang. Shroud
of Turin Research Project)

TEM - transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Trans-
mission Electron Miscroscopy)

XRF - fluorescencja w zakresie promieni X z dyspersja diu-

gosci fali (ang. X-Ray Fluorescence)
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WPROWADZENIE

Wspolczesne badania materialowe w zakresie podstawowym i inzynierskim
pozwalajg na okreslanie struktury makroskopowej, krystalograficznej, molekular-
nej i atomowej réznorodnych materiatéw zaréwno syntetycznych jak i naturalnych,
w tym biologicznych, stosujac coraz to subtelniejsze metody fizykochemiczne,
przede wszystkim mikroskopie elektronowsy, spektroskopie w roznym zakresie pro-
mieniowania, dyfrakcje elektronéw, neutronéw i promieni rentgenowskich. Badania
takie stanowia podstawe poszukiwania nowych materialéw o okreslonych wtasci-
wosciach, w tym nanomaterialéw i biomaterialéw. Jednak wspétczesne metody ana-
lizy strukturalnej sa réwniez wykorzystywane z powodzeniem do rozwigzywania
zagadek z przeszloéci: badan obiektéw archeologicznych, historycznych czy dziet
sztuki. Dla chemika interesujagcym moze by¢ poznanie do jak wnikliwych wnioskow
moga prowadzi¢ najnowsze badania Catunu Turynskiego wykorzystujace nowocze-
sne metody analizy.

Calun Turynski stanowi recznie utkane ptétno Iniane o dlugosci 4,4 metra
i szerokosci 1,1 metra, na ktorym znajduje si¢ wizerunek ciata mezczyzny, widziany
z frontu i z tylu, ze sladami odpowiadajacymi ewangelicznym opisom meki Jezusa:
biczowania, ukrzyzowania, przebicia boku i ranach na glowie [1]. Calun przecho-
wywany jest od 1587 roku w Turynie, obecnie w postaci rozlozonej w zamknie-
tym relikwiarzu, w atmosferze argonu, z kontrolowang temperatura i wilgotnoscia.
Chociaz jego dobrze udokumentowana historia siega potowy XIV wieku, tradycja
Kosciola Katolickiego utrzymuje, ze jest to oryginalne ptdtno grobowe, w ktore
zawinieto cialo Jezusa po $mierci krzyzowej. Wprawdzie autentycznos$¢ Catunu jest
wcigz podwazana, ale nie udalo si¢ nikomu rzetelnie wykazac, ze jest to $rednio-
wieczne falszerstwo, ani sporzadzi¢ kopii wizerunku o takich samych charaktery-
stykach makro i mikroskopowych. Od konca XIX wieku intensywnie prowadzone
s badania naukowe Catunu. Na poczatku analizowano $lady widoczne na zdjeciach
fotograficznych. W XX wieku, przede wszystkim podczas kompleksowych badan
bezposrednich przeprowadzonych po dwuletnich przygotowaniach przez grupe 25
badaczy amerykanskich w 1978 roku w projekcie STURP wykorzystano nieniszczace
metody mikroskopowe i spektroskopowe, a takze pobrano prébki mikroskopijnych
fragmentdw z powierzchni pldtna, ktdre przykleity sie do doci$nietych kawatkow
(ok. 5 cm?®) ta$my przylepnej. Analizowano je nastepnie w USA w szerszym gro-
nie naukowcow a wyniki zostaly opublikowane niezaleznie przez réznych specjali-
stow w fachowych czasopismach. Caloé¢ badan fizykochemicznych podsumowano
w artykule [2] (spopularyzowanym réwniez w jezyku polskim [3]), w przegladzie
[4] i ostatnio w ksigzce 6wczesnego prezydent STURP Jacksona [5]. Na Calunie
Turynskim znajdujg si¢ rézne slady o innym pochodzeniu i innych wlasciwosciach
fizykochemicznych, przede wszystkim: powierzchniowy, negatywowy wizerunek
ciala, plamy krwi, §lady przypalen i zacieki wodne. W niniejszym artykule ogranicze
sie tylko do czerwono-brazowych $ladow, czesto o wyraznych konturach, przypi-
sywanych tradycyjnie krwi, ktorym towarzyszg przylegajace do powierzchni wio-
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kienek Inu mikroskopowe czgstki o barwie od czerwonej do pomaranczowozottej,
widoczne w duzej ilo$ci zwlaszcza przy $ladach ran.

Badania fizykochemiczne prowadzone sg do dzisiaj. Najwiekszym problemem
jest wyjasnienie natury i sposobu powstania wizerunku ciata na ptétnie, zwlaszcza,
ze ma on unikatowy charakter, niespotykany na zadnym innym plétnie, ktérego
nie ma z czym poréwnaé. Badanie §ladéw przypisywanych krwi jest tez trudne
i wymaga podejécia interdyscyplinarnego, gdyz krew rozpadac si¢ moze na rézno-
rodne produkty a z powodu szczegélnej ochrony Catunu, traktowanego jak relikwia,
autentyczne probki, nie do$¢ ze mikroskopijne, sg wielka rzadkoscig. Wraca si¢ wiec
ponownie do probek pobranych w 1978 roku, mimo tego, ze formalnie wydano
wtedy zgode tylko na jednorazowe badania. Uogdlnienie wnioskéw z takich badan
moze by¢ niepewne, z czego zdaja sobie sprawe badacze. Niemniej w ostatnich
latach podj¢to kolejne badania, stosujac coraz to subtelniejsze metody pomiarowe,
znane z inzynierii materiatowej a dochodzace do rozdzielczoéci dostownie atomo-
wych. W rezultacie rozwiazano pewne wczesniejsze kontrowersje i potwierdzono
niektore hipotezy. Zanim do nich przejde, przypomne krétko najwazniejsze wyniki
wezesniejszych badan.

1. WYNIKI BADAN SLADOW KRWI ZESPOLU STURP

Juz obserwacje bezposrednie i przy 50-krotnym powiekszeniu plam przypisy-
wanym krwi na klatce piersiowej wizerunku, z tylu na wysokosci pasa i niektére
slady na nogach, wskazywaly na bezposredni kontakt plétna z lepkim plynem,
ktory wsigkat w tkanine na drodze efektu kapilarnego, réwniez pod skrzyzowania
nitek, z widocznym meniskiem i cementowal niektore widkna [1, 4-6]. W innych
miejscach, na przyklad na czole i wlosach, plamy majg wyrazne kontury, sg inten-
sywniejsze na brzegach i nie zlepiajg obszaréw miedzy wtokienkami, musialy wigc
powstac na plotnie gdy krew juz wysychala i nastepowala retrakcja strupa. Heller
i Adler badali w szczegdlnosci [6, 7] czerwono powleczone widkienka Inu o $rednicy
10-15 pm, czerwone odtamki z tych powlok i kuliste czerwone lub pomaranczowe
czastki stale o srednicach od utamka do 3 um obecne na powierzchni szesciu tasm
przylepnych pobranych z obszaréw przypisywanych krwi. Obecno$¢ przylegajacych
do wiodkienek czastek o roéznej barwie zinterpretowal pozniej Adler 8] jako $wia-
dectwo oddzielania od surowicy skladnikéow krwi i ich agregacji, ktéra zachodzi
przy tworzeniu skrzepu. Podkreslat tez, ze $lady na Calunie sg wysigkami ze skrze-
péw krwi majg wigc inny sklad niz powstale z krwi $wiezej, moga zawiera¢ mniej
krwinek, co pozniej potwierdzono. W badanych prébkach (a takze po konwersji
widma odbiciowego, zarejestrowanego bezposrednio w Turynie) stwierdzono [6]
silng absorpcje $wiatla w zakresie 400-450 nm (jak dla kompleksow zelaza z ukla-
dem porfirynowym). Pelne widmo absorpcji w zakresie 300-700 nm [9] podobne
byto do widma tlenku zelaza(III) oraz do widma catkowicie utlenionej hemoglobiny
(methemoglobiny) po denaturacji. Dodajmy, ze widmo krwi zalezy silnie od stanu
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chemicznego i agregacji hemoglobiny. Z kolei fluorescencja w zakresie promieni X
(XRF) pokazala [10] obecnos¢ wiekszej iloéci zelaza (o 20-40 pg cm™) w obszarach
przypisywanych krwi w stosunku do reszty ptdtna, a takze obecno$¢ wapnia. Pézniej
potwierdzono [7, 11, 12] spektroskopia rentgenowska EDX takze obecno$¢ potasu.
Na fotografiach fluorescencji w zakresie nadfioletu Miller i Pellicori zaobserwowali
[13] intensywne $wiecenie margineséw wokodt wiekszosci plam krwi, powstatych
z rzadszego plynu, ktory takze cementowal wiokienka i ktéry mozna bylo przypi-
sa¢ osoczu krwi. Obecnoé¢ uktadu porfirynowego na mikroskopijnych wiokien-
kach z Calunu Heller i Adler potwierdzili [6] redukujgc zelazo z hemu krwi parami
hydrazyny, usuwajac zelazo(II) parami kwasu mréwkowego i obserwujac wzrokowo
czerwong fluorescencje powstalej porfiryny. Skuteczno$¢ takiej mikroanalizy (czu-
tos¢ ok. 1 ng) potwierdzili wpierw [6] na wldkienkach z 300-letniej hiszpanskiej
tkaniny Inianej, ktorg po nasaczeniu krwig przechowywano przez rok.

W nastepnej pracy [7] Heller i Adler zakwestionowali wczesniejsza hipoteze
o namalowaniu $§ladéw krwi naturalnymi pigmentami (mieszaning ochry i cyno-
bru z nosnikiem pochodzenia zwierzecego) wysunieta [14, 15] przez McCrone po
identyfikacji mikroskopowej fragmentéw tlenku zelaza i sladéw siarczku rteci na
probkach z Catunu. Heller i Adler potwierdzili jakosciowo obecno$¢ zelaza w prob-
kach barwnymi testami mikroanalitycznymi. Rozrdéznili jednak trzy rodzaje zelaza:
drobiny Fe O, (dwojlomne, ze wspotczynnikiem zalamania $wiatla n > 1,5, roz-
puszczalne na zimno w stezonym HCI a nie rozpuszczalne w mieszaninie enzymow,
trudne do bezposrednich badan z powodu matych rozmiaréw od 0,7 do 1 pm), zelazo
stabo zwiazane z wléknami celulozy, wystepujace na caltym obszarze pt6tna réwniez
poza plamami krwi (pewnie pochodzace z proceséw jego produkcji) oraz zelazo sil-
niej zwigzane z hemem, wystepujace tylko w obszarach plam krwi w postaci czastek
o rozmiarach od submikrometréw do 3 um i powlok na widkienkach, ktére mozna
rozpu$ci¢ dopiero w wodzie krolewskiej, nie wykazujace dwdjlomnosci i majace
wspolczynnik n < 1,5, co mozna wyjasni¢ obecnoscia czesci biatkowej. Czerwono
pokryte widkienka i odlamki z ich pokrycia rozpuszczaly sie¢ wolno w hydrazynie
dajac charakterystyczne rézowe zabarwienie a w obecnosci roztworu cyjankéow
zmienialy kolor tworzac cyjanomethemoglobing. Bilirubing, pigment z6ici powsta-
jacy w katabolizmie hemu i wydzielajacy si¢ w wiekszej ilosci w wyniku powaznego
stresu urazowego, wykryto [7] otrzymujac jej azopochodng o charakterystycznym
niebieskim kolorze. Pozytywny test z zielenig bromokrezolowg pozwolil na wykry-
cie powyzej 0,1 pg albuminy w zdtto-pomaraficzowych odtamkach, ale réwniez
w zloto-zottych widkienkach z margineséw wokot plam krwi, potwierdzajac przy-
puszczenie o obecno$ci surowicy krwi. Bialka oznaczono tez czulym (do 1 ng)
testem fluorescaminowym: zielong fluorescencje w $wietle UV obserwowano dla
czerwonych i zoltych wldkienek i czerwonych kulistych czastek z obszaréw plam
krwi, a takze czastek brazowych z przypalonych sladéw krwi, natomiast byt on nega-
tywny dla wszystkich wlokienek i czastek oddalonych od $ladéw krwi. Obecno$¢
bilirubiny zwigzanej z albuming oraz methemoglobiny potwierdzono pézniej [16]
widmami w podczerwieni FTIR. Mieszanina enzymdw proteolitycznych (trypsyny,
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chymotrypsyny, karboksypeptydazy i lizozymu o pH 8,4) rozpuszczala catkowicie
w ciggu pol godziny czerwone i zloto-zétte pokrycia wtdkienek, wskazujac odpo-
wiednio na krew i jej surowice a takze rozpuszczala czastki czerwone, natomiast
brazowe z przypalen tylko czesciowo. Pod rozpuszczong w ten sposdb czerwona
powloka na widkienkach z obszaru wizerunku nie stwierdzono jego obecnosci, co
doprowadzilo do wniosku [4, 7], ze jego powstaniu zapobiegta wsigknieta wczesniej
krew. Otrzymane wyniki wskazywaly na obecno$¢ autentycznej krwi w badanych
obszarach a wykluczaly zdecydowanie uzycie Fe,O, jako barwnika [7]. Potwierdzita
to réwniez analiza kryminalistyczna $§ladow wycieku krwi i pasujgcych do nich
obrazéw ran oraz poréwnania mikroskopowe z materiatem kontrolnym [7].

2. BADANIA IMMUNOLOGICZNE

Do podobnej konkluzji na temat autentycznosci krwi na Calunie w tym samym
czasie cobiofizyk Hellerichemik Adler w USA doszedl Baima Bollone, profesor medy-
cyny sagdowej Uniwersytetu w Turynie. Badal on ze wspotpracownikami 3-4 mili-
metrowe fragmenty wldkienek bezposrednio pobranych przez siebie z Catunu w
1978 roku [11, 12, 17, 18]. Dzialajac na nie kwasem octowym otrzymal krysztatki
chlorowodorku hematyny (tzw. hemina Teichmanna-Stawiarskiego), a stosujac testy
immunologiczne potwierdzil istnienie albuminy i immunoglobuliny [11]. Obecnos¢
tej ostatniej potwierdzili takze badacze amerykanscy [4] stosujgc ludzkg anty-albu-
ming, ale wnioskowali ostroznie, Ze musi to by¢ krew przedstawiciela naczelnych,
gdyz nie tylko krew ludzka zachowuje si¢ podobnie w zastosowanych testach (por.
dyskusje¢ i odnosniki w [19]). Baima Bollone ze wspolpracownikami zastosowali
dwie metody immunofluorescencji hematologicznej: poszukiwania aglutynin (czyli
przeciwcial rozpuszczonych w osoczu) technike De Dominicis-Latesa oraz poszuki-
wania aglutynogendéw (czyli antygenow grupowych krwi uktadu ABO, ktore wyste-
puja na powierzchni czerwonych krwinek) technika aglutynacji mieszanej, czyli ich
nieodwracalnego zlepiania si¢ z aglutyninami, co obserwowano pod mikroskopem
optycznym [17]. Tylko badania druga metoda daly pozytywny wynik dla prébki
pobranej z obszaru krwi wyplywajacej z przebitego boku wskazujac na obecnosé
antygenéw grupy A, i B. W dodatku po pokryciu powierzchni prébki warstewka
ztota metodg mikroskopii elektronowej SEM potwierdzono taka sama intensywno$¢
aglutynacji na wiokienkach przeciwcial zaréwno typu anty-A jak i typu anty-B [17].
Tymczasem kontrolne widkna z Catunu, lezace przy brzegu ptétna poza obszarem
plam krwi, daly w przypadku obu metod wynik negatywny. Autorzy wnioskowali
wiec, ze krew na Calunie nalezy do grupy AB. W idealnym przypadku obie metody
powinny da¢ taki sam rezultat, dlatego cz¢$¢ badaczy uwaza w dalszy ciagu, ze grupa
krwi nie zostala ostatecznie udowodniona i sugeruje przeprowadzenie nowszych
testow immunologicznych [5, 19]. Zastosowanie nastepnie techniki wykorzystu-
jacej peroksydaze z chrzanu pozwolito [12] zidentyfikowa¢ ludzka anty-immuno-
globuling G na kurzu z korkéw prébowek, w ktérych przechowywano widkienka
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pobrane z Catunu. Wreszcie w 1985 roku Baima Bollone z zespotem [18] badajac
nitki splamione krwig z rany prawej stopy otrzymali pozytywne testy na antygeny
uktadu MNS, z ktorych S jest charakterystyczny tylko dla ludzi; potwierdzili wiec
ostatecznie, ze na Calunie znajduje si¢ krew ludzka.

3. BEZPOSREDNIA OBSERWACJA ERYTROCYTOW

Po badaniach chemicznych, spektroskopowych i immunologicznych w XX
wieku, ktére wskazaty posrednio na obecnos¢ krwi na Calunie Turynskim, w ostat-
nich trzech latach podjeto analize materialowq stosujac najnowsze techniki. Lucotte,
znany genetyk i wspoétzalozyciel Instytutu Antropologii Molekularnej w Paryzu,
opisal w 2015 roku bezposrednia obserwacje czerwonych krwinek, erytrocytow,
w probee z Catunu [20]. Erytrocyty krwi ludzkiej maja normalnie posta¢ gtadkiego
dysku o $rednicy 6,5-8,5 um, wkle$nietego z obydwu stron, o grubosci przy krawe-
dzi okoto 2 um. Oprécz takich krwinek o normalnej morfologii, zwanych dysko-
cytami, w specjalnym atlasie opisano erytrocyty o zmienionych ksztaltach, takze
patologiczne: kuliste sferocyty, rozciagniete owalocyty (albo eliptocyty), akantocyty
(ang. crenocite) o karbowanej powierzchni, mikrocyty o $rednicach mniejszych
od 6 um, a takze fragmenty zniszczonych erytrocytow (schizocyty), by wymieni¢
tylko te, ktore Lucotte zidentyfikowal w préobce z Catunu. Dodajmy, ze krwinki
majg znaczng trwalo$¢, a w ostatnich latach sporadycznie udalo sie nawet zbada¢
pozostalosci krwi na szczatkach starozytnych mumii (literature cytuje Lucotte [20]).
W swoich badaniach Lucotte dysponowal szkielkiem mikroskopowym z troéjkat-
nym fragmentem tasmy przylepnej o podstawie 614 um i wysokosci 1,36 mm, ktéra
zostala przycisnieta w 1978 roku do $ladu krwi na twarzy z Calunu, znajdujacym
sie koto prawej brwi, tuz pod charakterystycznym wyciekiem w ksztalci litery e.
Na tym fragmencie Lucotte zaobserwowal ponad 2,5 tysigca czastek o wielkosci
powyzej 1 pm, ktdre kolejno bada ze wspotpracownikami. Analizowano miedzy
innymi mineraly ilaste, metale, tekstylia, pytki kwiatowe i zarodniki, a takze szczatki
ludzkie: fragment wlosa, szczatki skory i czerwone krwinki. Pozytywna identyfi-
kacja kazdego erytrocytu metoda SEM-EDX opierala sie na okresleniu odpowied-
niego ksztaltu i $rednicy czgstki, wystepowaniu intensywnych pikow wegla i tlenu
w widmie EDX, odpowiadajacych biatkom z btony komdrkowej krwinki i znacznie
mniejszej zawarto$ci pierwiastkow charakterystycznych dla elektrolitow wewnatrz
krwinki (Cl, K i Na), a niekiedy takze obecnosci zelaza z hemoglobiny [20]. Lucotte
zastosowal nowsza metode srodowiskowej mikroskopii elektronowej ESEM, szcze-
golnie dogodng dla prébek biologicznych, nie wymagajaca napylenia przewodzacej
powloki. Uzywal albo detektor elektronéw wtérnych albo elektrondw wstecznie
rozproszonych (BSE). Po raz pierwszy opublikowal zdjgcie SEM i widmo EDX poje-
dynczego erytrocytu ze $wiezej krwi ludzkiej umieszczonego na bibule filtracyjnej
a takze po symulacji jego starzenia przez intensywne naswietlanie brzegéw pro-
mieniami X [20]. W widmie pierwotnego erytrocytu obok typowych pierwiastkow
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z elektrolitow, wymienionych powyzej, zaobserwowano obecnos¢ siarki (mono-
mery fibrynogenu, biatka osocza krwi, pofaczone sg wigzaniami dwusiarczkowymi)
i sladowe ilosci fosforu (blona krwinki zawiera fosfolipidy) oraz azot. Natomiast
po symulacji procesu starzenia widoczne byly dodatkowe piki wapnia i zelaza oraz
mniejsze glinu, magnezu i krzemu. Odpowiada to procesom kalcyfikacji (zwapnie-
nia) i silifikacji (tworzenia glinokrzemiandw) w starzejacym sie erytrocycie i te wta-
$nie pierwiastki powinny by¢ widoczne w starych probkach krwi.

Lucotte zidentyfikowal w sumie 25 erytrocytow [20], z czego cz¢s¢ byla w typowy
sposdb potaczona ze sobg wklestymi powierzchniami w agregaty, uniemozliwiajac
dokladne ustalenie ich morfologii oraz rzeczywistej wielkosci. Z pozostatych rozpo-
znal 4 okragle dyskocyty (o wielkosci od 4 do 7,9 um), 3 owalocyty, 5 akantocytow,
a takze jeden sferocyt (wielko$ci 7-10 um) i szczatki rozerwanej krwinki. W widmie
kazdej z 25 zbadanych krwinek stwierdzit obecnos¢ wapnia i we wszystkich (z wyjat-
kiem jednego owalocytu) obecnos¢ krzemu, ktéremu towarzyszyl magnez i najcze-
$ciej takze glin. Taki wynik wskazuje na procesy czesciowego zwapnienia i silifikacji,
potwierdzajac zaawansowany wiek probek [20]. W zamieszczonych widmach EDX
jedynie dla 6 erytrocytéw widoczne sg piki zelaza. Lucotte zwraca rowniez uwage
na stosunkowo duzg ilo$¢ nieprawidlowych erytrocytéw o karbowanych brzegach.
W tym miejscu przypomina, ze proces stopniowej, i cze§ciowo odwracalnej, zmiany
powierzchni erytrocytow z gladkiej na karbowana, czyli przejscia od normalnych
dyskocytow, poprzez akantocyty do echinocytéw opisywano w literaturze medycz-
nej jako wywolany uszkodzeniami fizycznymi i chemicznymi krwinek podczas
zabiegdéw kardiochirurgicznych i proponowano nawet okresli¢ Indeks Traumy na
podstawie zmiany wygladu czerwonych krwinek [21].

Dziewie¢ badanych erytrocytéw, znajdujacych si¢ daleko od krawedzi probki,
Lucotte mdgl obserwowac réwniez pod zwyklym mikroskopem optycznym. Wigk-
szo§¢ z nich byla jasna, z ciemniejszg krawedzig, a tylko jeden miat kolor czerwony
ijeden czerwong krawedz [20].

4. CZERWONE CZASTKI W OBSZARACH PLAM KRWI

Préobka badana przez Lucotte miala pod mikroskopem optycznym kolor czer-
wonobrunatny [20, 22], podobny do koloru wigkszosci sladéw przypisywanych
krwi na Calunie, ogladanych gotym okiem. Tej barwy nie tlumacza wykryte ery-
trocyty, mogtaby natomiast pochodzi¢ od barwnych mineraléw; szukano wiec [22]
sladow tlenkow zelaza i cynobru, zgodnie z wynikami prac McCrone [14, 15]. Sto-
sujac mikroskopie optyczng (takze ze spolaryzowanym $wiattem) oraz elektronowg
(ESEM-EDX) zidentyfikowano dwie czgstki hematytu, tlenku zelaza(III), z ktorych
jedna, w postaci plytki 6,5 x 3,7 um miata czerwone zabarwienie i charakterystyczne
inkluzje zelaza a druga pokryta byta w wigkszosci osadem weglanu wapnia, masku-
jacym jej kolor. Zidentyfikowano takze za pomocg widma EDX [22] jedng czastke
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cynobru, z6ltg ze staroéci. Ponad to, po raz pierwszy w probkach z Catunu stwier-
dzono [22] obecno$¢ siedmiu czgstek czerwonego biotytu, czyli zasadowych gli-
nokrzemiandéw potasu, magnezu i zelaza, skladnika wielu skal, o zawartosci zelaza
(decydujacej o kolorze) roznej dla poszczegélnych mineratéw oraz kilka czastek
czerwono-brazowej ochry [22]. Autorzy ocenili, ze wykryty materiat egzogenny, tzn.
niepochodzacy z organizmu ludzkiego, stanowi tak malg czes¢ powierzchni calej
probki badanej, ze nie moze wytlumaczy¢ jej barwy [22]. Przypuszczaja, ze moze
ona pochodzi¢ od mikroczastek barwnych fosforanéw albo wykrytych wczesniej
mineratéw ilastych [23] (montmorylonitu, illitu i ich mieszanin), wsrod ktorych az
76 na sto pierwszych zidentyfikowanych czastek zawieralo zelazo. Ostateczna odpo-
wiedz na pytanie skad pochodzi kolor badanej probki wymaga przede wszystkim
analizy statystycznej rozkladu barwnych czastek (uwzgledniajac produkty rozpadu
erytrocytow) i to zagadnienie zostanie przedstawione dalej. Autorzy [22] wysuneli
natomiast hipoteze, ze czastki biotytu, w wiekszoéci lezace kolo siebie, rdznigce si¢
nieznacznie kolorem (w wyniku innej zawartosci zelaza) musiaty by¢ kilkakrotnie
sukcesywnie nakladane na ptétno Catunu, by ozywi¢ kolor plamy krwi, blednacy
z czasem. Zanieczyszczenia Calunu barwnymi pigmentami malarskimi [7, 16] suge-
rowano juz wczesniej w dyskusji z wynikami McCrone.

Nierozwigzany od ponad trzydziestu lat problem obecnosci sladéw autentycz-
nej krwi i czerwonych pigmentéw nieorganicznych na Calunie Turynskim podjeli
ostatnio Fanti i Zagotto z Uniwersytetu w Padwie [24]. Ten pierwszy jest dzi$ jed-
nym z najbardziej znanych i ptodnych badaczy Catunu, ktérym zajmuje sie od 20 lat
i na temat ktérego opublikowal, we wspolpracy z réznymi specjalistami, kilkadzie-
sigt artykuléw naukowych. Mieli oni do dyspozycji tasmy przylepne z materiatem
pobranym w 1978 roku z powierzchni Calunu z obszaru wizerunku przebitej stopy
(zachodzacy na wyciek krwi) i krwi na przegubie reki a takze z obszaréw wizerunku
poza plamami krwi oraz ptétna poza wizerunkiem. Do dalszych badan wyekstra-
howano z nich inkrustowane czerwonymi czastkami wtdkienka Iniane i luzne frag-
menty czerwonawych skorup z wldkienek, w tym czg¢$¢ rozproszonych w warstwie
klejacej tasmy. Probki te analizowano pod mikroskopem optycznym (w $wietle
przechodzacym, odbitym i spolaryzowanym), a 32 z nich analizowano takze metoda
mikroskopii elektronowej ESEM z detektorem BSE, sprzezonej z EDX. Przygoto-
wano takze trzy probki kontrolne: widkna Iniane nasaczone $wieza krwig i po
tygodniu dwie z nich dodatkowo ogrzewano przez minute jedng w 200°C a druga
w 800°C, co przypuszczalnie odpowiada temperaturze, w jakiej znalazto si¢ odpo-
wiednio plétno Catunu i srebrny relikwiarz podczas pozaru w 1532 roku. Ponad to
pobrano prébki, takze stosujac tasme przylepng, z namalowanej w 1656 roku kopii
Calunu Turynskiego, poddawanej akurat konserwacji na Sycylii.

Autorzy [24] przede wszystkim wykazali, ze spo$rdd czerwono zabarwionych
submikronowych czastek widocznych pod mikroskopem optycznym te nieorga-
niczne mozna tatwo rozrézni¢ pod mikroskopem elektronowym z detektorem BSE.
Czastki nieorganiczne bowiem, zawierajace ciezkie atomy, majg na zdjeciach bialy
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kolor, gdyz w detektorze BSE stosunek sygnalu do szumu roénie z liczbg atomowag
pierwiastkow. Natomiast fragmenty krwi, zawierajace duzg ilo$¢ znacznie lzejszych
pierwiastkow tworzacych zwiagzki organiczne, sg szare, stabiej widoczne na tle czar-
nego wiokienka. To rozréznienie potwierdzaly widma EDX: czastki tlenku zelaza
zawieraly glownie piki tlenu i zelaza (oraz wegla z tasmy mocujacej probke) a czastki
pochodzace z krwi zawieraty tlen, krzem i wapn oraz séd, chlor i potas. Identyfikacje
czastek krwi potwierdzily podobne widma EDX dla probki swiezej krwi, ale krew
z Calunu miala wigcej krzemu i znacznie wigcej wapnia, a takze magnez a nie bylo
azotu. Autorzy nie dyskutuja tych réznic, ale w $wietle pracy Lucotte dotyczacej ery-
trocytow [20] moze to wskazywac na procesy zwapnienia i silifikacji szczatkow krwi
po uptywie diugiego czasu. Pigmentéw nie znaleziono na widkienkach z obszaréow
wizerunku, ale lezagcych daleko od §ladéw krwi. Po zanurzeniu barwnego widkienka
w cieczy wigkszo$¢ czastek nieorganicznych ulegala rozproszeniu w calej objetosci
naczynia, w odréznieniu od czastek krwi, ktére pozostawaly powigzane z wiokien-
kami. Autorzy stwierdzili tez doswiadczalnie, ze czgstki submikronowe sg zbyt mate,
by stanowity skurczone erytrocyty.

Dla 14 probek zarejestrowano takze widma Ramanowskie po wzbudzeniu pro-
mieniowaniem o dtugosci fali A = 785 nm. Wida¢ na nich typowe dla krwi pasmo
przy 754 cm™' brak natomiast pasma przy 601 cm™' charakterystycznego dla czer-
wonej ochry. Ksztalt i potozenie pikéw w widmie Ramana odpowiadato zwlaszcza
probee swiezej krwi ogrzewanej w 200°C. Z kolei czerwone mikroczastki z probek
malowidta z 1656 roku zidentyfikowano jako tlenek zelaza i siarczek rteci (niektdre
wyraznie zanurzone w organicznym nosniku zawierajagcym ponad 90% wagowych
wegla i tlenu), ale nie znaleziono tam czastek przypisywanych krwi.

Fanti i Zagotto dysponowali probkami z Catunu z dostatecznie duza iloscia
mikroczastek [24] aby zastosowal statystyczna analize otrzymanych wynikow
i wyjasni¢ sprzeczne hipotezy wczesniejszych badaczy. Analiza pojedynczych zabar-
wionych wldkienek, na ktérych powierzchni wizualnie mozna bylo oceni¢ obecnos¢
w sumie okolo stu mikroczastek pokazala, ze $rednio przynajmniej 90% catkowitej
objetosci zajmuje krew, ponizej 9,5% tlenek zelaza(III) i ponizej 0,5% siarczek rteci.
Natomiast wérdd luznych fragmentdéw czerwonej skorupy z wlokienek rozproszo-
nych w ta$mie, analizowanych w pieciu mniejszych obszarach, przynajmniej 95%
calkowitej objetosci zajmuje krew a ponizej 5% tlenek zelaza, natomiast nie stwier-
dzono obecnosci HgS. Otrzymane wyniki wskazaly jednoznacznie, ze w obszarach
plam krwi na Catunie Turynskim znajduje si¢ w przewazajacej ilosci krew mocno
zwiazana z wldkienkami ptétna a dodatkowo w niewielkiej ilosci czerwone pig-
menty nieorganiczne, nie powigzane zadnym nos$nikiem malarskim, ktére mozna
tatwo usuna¢ przemywajac tasme ksylenem.

Dyskutujac mozliwe hipotezy kolejnosci umieszczenia obu rodzajéw barw-
nych czastek na plétnie i pamietajac o tym, ze wizerunku ciala nie ma pod plamami
krwi [4], autorzy uznaja za najbardziej prawdopodobne [24], ze krew z poranionego
ciala wyciekla wpierw na ptétno Catunu, a jej slady, bledniejace przez wieki, zostaty
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wzmocnione czerwonymi pigmentami. Nie byl to jednak zwykty proces malowania,
gdyz brak jest sladow noé$nikéw malarskich, a farba nie przesigklta w ogole przez
plétno. Autorzy sugerujg wiec [24], ze artysta z powodu wyjatkowego charakteru
Catunu traktowanego jako relikwia, dostal jedynie pozwolenie na dotknigcie ptétna
bawelnianym wacikiem nasgczonym pigmentami. W dodatku, by wzmocni¢ wybla-
kie plamy krwi, musiala to by¢ pierwotnie mieszanina sktadajaca si¢ w wiekszej ilo-
$ci z jasnoczerwonego siarczku rteci niz czerwono-brunatnej ochry. Ten sklad mogt
sie z czasem zmieni¢, gdyz czastki HgS tatwiej odpadajg od wtokien Inu.

Propozycja wzmocnienia $ladéw autentycznej krwi mineralnymi pigmentami
[24] wydaje si¢ obecnie najbardziej zgodna z wynikami wszystkich dotychczaso-
wych prac, ttumaczy tez sprzeczne rezultaty poprzednich badaczy.

5. SLADY WSKAZUJACE NA URAZ WIELONARZADOWY

5.1. OBECNOSC BARWNIKOW ZOLCIOWYCH

W swojej klasycznej pracy [7] Heller i Adler wykryli jako$ciowo w probkach
z Calunu obecno$¢ ,,barwnikéw zélciowych, jak bilirubina” stosujac metode Jen-
drassika i Grofa tworzenia barwnych pochodnych diazowych, ale nie jest to metoda
specyficzna.

Przypomnijmy, ze barwniki zdlciowe powstaja w katabolizmie hemoglobiny
podczas eliminacji starych erytrocytéw z organizmu. W takich procesach po odta-
czeniu z hemoglobiny zaréwno czesci bialkowej jak i utlenionych jondw zelaza(III)
nastepuje rozerwanie pierscienia porfirynowego hemu pod wplywem oksydazy
hemowej i powstaje zielona biliwerdyna. Ma ona budowe tancucha, z mostkami
—-CH= faczacymi pierscienie pirolowe i pirolidonowe (Schemat 1). Biliwerdyna
redukowana jest (Schemat 1) do pomaranczowo-czerwonej bilirubiny, ktéra we
krwi tworzy z albuming z osocza nierozpuszczalny kompleks, ulegajacy dalszym
przemianom w watrobie.
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Schemat 1. Redukgja biliwerdyny do bilirubiny. Wzory nie pokazuja rzeczywistych struktur przestrzennych
z wewnatrzczasteczkowymi wigzaniami wodorowymi

Scheme 1. Reduction of biliverdin to bilirubin. Formulae do not show the real space structures with intramo-
lecular hydrogen bonds

Obecno$¢ barwnikow zdtciowych w probkach plam krwi dyskutowalo wielu
autorow zajmujacych sie Calunem Turynskim z dwdch powodoéw. Po pierwsze ich
obecnos¢ potwierdzala powstanie tych §ladéw z rzeczywistej krwi i to pochodzacej
od cztowieka, ktéry poddany zostal torturom. Zgodnie z hipotezg Adlera [8] tor-
tury (biczowanie, ukrzyzowanie) wywotlaly szok organizmu, a wiadomo, zZe moze
on doprowadzi¢ do silnej hemolizy hemoglobiny i w rezultacie do pojawienia si¢
w krwi duzego stezenia bilirubiny. Gdy z tak uszkodzonej krwi tworzy! si¢ skrzep,
w jego glebi pozostaty krwinki nieuszkodzone a wysacz zawieral znaczne ilosci bili-
rubiny zwigzanej z albuming osocza [8]. Taki scenariusz potwierdzili pézniej pato-
lodzy [25].

Po drugie krew z Calunu ma czerwong barwe podczas gdy po uplywie czasu
powinna ulec utlenieniu tworzac brazowa methemoglobine, ktérg rzeczywiscie
wykryto [7, 8, 16]. Adler jako pierwszy postulowal, zZe mieszanina brazowej methe-
moglobiny i pomaranczowo-czerwonej bilirubiny dala obserwowany na Catunie
czerwony kolor. Proby doswiadczalnego potwierdzenia tej hipotezy nie powiodly
sie [25], ale obserwacje prowadzono tylko cztery miesigce. Pellicori po rozkrece-
niu kawatka nitki odkryl, ze krew na wldkienkach wewnetrznych jest brazowa, a
na zewnetrznych pozostala czerwona. Diane Soran ze STURP sugerowala wiec
wplyw roztworu mydlnicy (Saponaria officinalis, w ktorej zwykle moczono piétno
podczas produkcji by nada¢ mu gietkos¢) na hamowanie hemolizy krwi; przygo-
towane przez nig probki przetrwaly ponad 26 lat bez zmiany koloru [25]. Jednak
nie wykryto na ptdtnie zadnych produktéw hydrolizy saponin. Wysuwano réwniez
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hipotezy hamowanie proceséw starzenia krwi przez mirre i aloes ([13], por. nowsza
dyskusje w [25]) oraz wplyw promieniowania neutronowego i UV [26], a ostatnio
[27] sugerowano utworzenie na Calunie ré6zowo-czerwonego laku przez barwniki
zaprawowe (gltéwnie alizaryne i purpuryne) z marzany barwierskiej Rubia tinctirum
(w roztworze ktérej zwykle moczono pl6tno) ze sktadnikami hemu. Generalnie jed-
nak problem barwy plam krwi nie zostal rozwigzany.

Obecno$¢ barwnikéw zokci analizowali ostatnio Laude i Fanti [28] na wito-
kienku o dlugosci okoto 3 mm i $rednicy 15 um z tasémy przylepnej, ktérg w 1978
roku doci$nieto do $ladu krwi na stopie wizerunku na Calunie Turynskim i ktdrg
badano juz wczesniej [24]. Obserwacja pod mikroskopem optycznym wskazata, ze
wiokienko pokryte jest pomaranczowo-zotto-brazowa warstwa o grubosci okoto
2 um. Material tej warstwy identyfikowano [28] stosujac spektroskopi¢ Ramanow-
ska oraz analize¢ ESEM-EDX. Badana powloka zawierala przede wszystkim wegiel
(83,44% atomowych) i tlen (13,45%) oraz w ilo$ciach ponizej 1% Fe, Si, Na i $lady
innych pierwiastkow.

W wyniku wzbudzenia laserem argonowym o dlugodci fali A = 514,5 nm
zaobserwowano znaczng fluorescencj¢ z maksimum okoto 584 nm oraz szereg linii
Ramanowskich, szczegélnie wyraznych w zakresie liczb falowych 1100-1700 cm™.
Poréwnywano je z literaturowymi widmami Ramanowskimi hipotetycznych czer-
wonawych pigmentéw naturalnych i syntetycznych oraz probek hemoprotein,
methemoglobiny, oksy- i deoksyhemoglobiny i wysuszonej krwi a takze bilirubiny.
Wiekszo$¢ obserwowanych linii nie miala swoich odpowiednikéw. Jedynie dwie
zblizone linie znaleziono dla porfiryn i ich pochodnych oraz krwinek ze starozyt-
nych prébek oraz cztery linie dla bilirubin rejestrowanych w réznych warunkach.
Wyniki wskazywaly na obecnos¢ pierscieni pirolowych, grupy karbonylowej i drgan
skrecajacych y-laktamu; nie wykluczaly wigc niewielkiej ilosci bilirubiny, nadaja-
cej kolor, ale glowny skladnik musial by¢ inny. Z kolei poréwnanie linii w zakresie
1680-1685 cm ™' z widmem albuminy surowicy ludzkiej wskazato obecnos¢ drgan
rozciagajacych amidu I, charakterystycznego dla biatek. Bardziej owocne bylo
poréwnanie z widmami pieciu syntetycznych pochodnych biliwerdyny [29]: kazda
z 9 wyraznych linii obserwowanych w probce z Calunu miata zblizone odpowiedniki
w kilku widmach literaturowych mimo innej diugosci fali wzbudzenia (A = 1064
nm) i w konsekwencji braku fluorescencji. Jednak poréwnanie z widmami literatu-
rowymi obu barwnikéw po zblizonym wzbudzeniu (A, = 532 nm) pokazalo duza
intensywno$¢ linii przy 1399 cm™ jak dla bilirubiny [30]. Dodajmy, ze polozenia
linii pigmentéw zo6lci w srodowisku biologicznym zaleza od ich oddziatywan z bial-
kami. Autorzy konkludujg [28], ze probka badana zawiera oba produkty rozpadu
hemu: biliwerdyne z niewielkg domieszka bilirubiny. Wyznaczony metodg EDX sto-
sunek wagowy pierwiastkéw O/C i Fe/C odpowiada mieszaninie zawierajacej 67,9%
biliwerdyny i/lub bilirubiny oraz 32,1% hemoglobiny (lub produktéw jej rozpadu).
Otrzymane wyniki potwierdzaja hipoteze o obecnosci na plétnie Catunu autentycz-
nej krwi i produktéw jej rozpadu.
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5.2. KOMPLEKS ZELAZA Z KREATYNINA

W czerwcu 2017 roku wloski zespot badaczy z Triestu, Bari i Padwy kiero-
wany przez Carlino [31] opublikowal wyniki badan z rozdzielczoscig atomowa
dwumilimetrowego wtokienka z tasmy przylepnej z obszaru wizerunku przebitej
stopy na Calunie, ktorg juz wczesniej badano [24, 28]. Autorzy zastosowali [31]
mikrodyfraktometrie rentgenowska WAXS oraz mikroskopie elektronowa wysokiej
rozdzielczo$ci HRTEM, ulepszong wczesniej w ich zespole, pozwalajacg otrzymac
bezposrednie obrazowanie probki badanej z rozdzielczoscig przestrzenng 0,19 nm
stosujac przy tym gestosci pradu zaledwie 1pA/cm’, co jest istotne dla materiatéw
bardzo czulych na dziatanie wigzki elektronowej. Obrazy HRTEM pozwalaja na
bezposredni pomiar periodycznosci prazkéw interferencyjnych odpowiadajacych
odlegto$ciom miedzyplaszczyznowym sieci krystalicznej. Widkienko umieszczono
na siatce miedzianej pokrytej blonka amorficznego wegla i obserwowano jego
powierzchni¢ poza obszarami pokrytymi czerwonymi czastkami zidentyfikowa-
nymi poprzednio jako krew [24]. Analiza fazowa dyfraktogramu WAXS z obszaru
1,22 x 1,22 mm’ pokazata podobieristwo wykresu zaleznoéci natezenia refleksow
od kata ugiecia z wykresem krzywej teoretycznej dla dwoch struktur celulozy, ale
ze znacznie wigkszg szerokoscig potéwkowa gléwnego maksimum. Takie pogrubie-
nie piku wytlumaczono wystepowaniem defektow struktury celulozy zwigzanych
z wiekiem Calunu i potwierdzono analizg probki wldkien celulozy z VI wieku.
Z kolei obrazy HRTEM pokazaly, ze widkienko jest catkowicie pokryte czgstkami
o rozmiarach od 30 nm do 100 nm, ktére w srodku mialy wiele jeszcze mniejszych
czastek (z wigkszym kontrastem, tzn. ciemniejszych na zdjeciach) o rozmiarach od
2 do 6 nm. Analiza EDX duzych czgstek wskazala na obecno$¢ pierwiastkow (Ca,
O, C, N, Fe, S, K, Cl) o sktadzie podobnym do ferrytyny, natomiast nie mozna bylo
przeprowadzi¢ takiej analizy dla czastek mniejszych. Oba rodzaje czgstek mialy
cechy krystaliczne, co pozwolito na ich identyfikacje. Dyfraktogramy pojedynczych
mniejszych czastek odpowiadaly krysztalom uwodnionych tlenkéw zelaza(III).
W szczegdlnosci symetria i odleglosci miedzyplaszczyznowe odczytane z dyfrak-
togramu po transformacji Fouriera byly zgodne z symulowanymi dla najbardziej
krystalicznej formy (z sze$cioma liniami na dyfraktogramie) mineratu ferrihydrytu.
Strukture ferrihydrytu proponowano [32, 33] dla rdzenia ferrytyny, metaloproteiny
gromadzacej jony zelaza(III) w organizmie, ktorej stezenie w osoczu krwi wzrasta
w odpowiedzi na stan zapalny i stres, wywotany na przyklad zbyt malym stezeniem
tlenu na poziomie tkanek (hypoxia), mozliwym podczas przezy¢ traumatycznych.
Sugerowalo to pochodzenie biologiczne nanoczastek zelaza na widkienku Catunu,
a wykluczalo sredniowieczne pigmenty malarskie, ktére majg rozmiary mniej wigcej
sto razy wieksze [24], a rozdrobnione powinny tworzy¢ ze sobg agregaty.

Zespot Carlino [31] analizujac otrzymane obrazy HRTEM zwrécil uwage na
brak odlegtosci miedzyplaszczyznowej d = 0,25 nm charakterystycznej dla tlenkéw
zelaza w ferrihydrycie i rdzeniu ferrytyny, podczas gdy zgadzaly sie inne odleglosci.
Tlumienie piku dyfrakeji odpowiadajacemu d = 0,25 nm dla nanoczastek tlenku
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zelaza Fe,O, spowodowane ich powigzaniem sifami van der Waalsa z kreatyning
i mocznikiem wida¢ na dyfraktogramach w pracy [34] dotyczacej usuwania za
pomoca dodawanych nanoczastek szkodliwych odpadéw z krwi podczas dializy.
Tworzenie komplekséw zelaza z kreatyning wykorzystano tez pézniej do budowy
czujnika elektrochemicznego [35]. Carlino z zespolem [31] probowali wigc ziden-
tyfikowa¢ wigksze nanoczastki na powierzchni widkienka z Catunu poréwnujac
otrzymane dyfraktogramy z symulowanymi dla mocznika i kreatyniny. Tylko w dru-
gim przypadku stwierdzili dobra zgodno$¢. Udowodnili wigc [31], ze widkienko Inu
z Calunu pokryte jest nanoczgstkami kreatyniny o rozmiarach 30-100 nm wewnatrz
ktorych znajduja sie mniejsze 2-6 nm czastki, stanowiace uwodnione tlenki zelaza
o strukturze rdzenia ferrytyny. W jaki sposéb mogta powstac taka struktura?

CH,

H

Schemat 2.  Kreatynina, bezwodnik kreatyny
Scheme 2. Creatinine, creatine anhydride

Kreatynina (Schemat 2) wystepuje gléwnie w miesniach czlowieka, gdzie
powstaje z rozpadu fosforanu kreatyny. Transportowana jest nastepnie przez krew
do nerek i normalnie wydalana z moczem. Stezenie kreatyniny (w mie$niach i
kolejno we krwi) wzrasta podczas intensywnych ¢wiczen miesni, ale jeszcze silniej
wzrasta w stanach patologicznych. Carlino ze wspdtpracownikami [31] odwolali sie
do opublikowanych wynikéw badan ofiar $§miertelnych wypadkéw i tortur, prowa-
dzacych do rabdomiolizy, wywolanej masywnym rozpadem tkanki mi¢$niowej pod-
czas urazow i wydzieleniem jej zawarto$ci do krwi. U pacjentéw z objawami ostrej
niewydolnosci nerek po wypadkach (motoryzacyjnych, stratowaniu, upadkach itp.)
[36] oraz po urazach mieéni szkieletowych [37] stwierdzono znaczny wzrost kre-
atyniny w osoczu krwi, ktory staje sie Swiadectwem powaznego urazu wielonarza-
dowego. Z kolei kreatynina tworzy kompleksy z zelazem [33, 35] wychwytywanym
przez ferrytyne ze zniszczonych krwinek. Otrzymane przez Carlino ze wspdtpra-
cownikami wyniki pomiaréw w nanoskali potwierdzaja [31] autentyczno$¢ sladow
krwi na Catunie Turynskim i wskazuja na patologiczny charakter osocza zawieraja-
cego znaczne ilosci nanoczgstek kreatyniny wigzacej mniejsze czastki zelaza, co jest
typowe dla przezy¢ traumatycznych i potwierdza §mier¢ pod wplywem przemocy
mezczyzny, ktérego wizerunek utrwalony zostal na Catunie Turynskim.
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UWAGI KONCOWE

Warto jeszcze raz podkresli¢, ze wnioski wyciagane z badan mikroskopowych
fragmentéw probek pochodzacych z Catunu Turynskiego trudno uogélnia¢ na inne
$lady przypisywane krwi. Wycieki krwi z réznych ran mialy kontakt z ptétnem po
innym czasie, majg wi¢c nieco inne charakterystyki fizykochemiczne. Zdawano
sobie z tego sprawe juz podczas zwyklych ogledzin ptétna. Bardziej komplek-
sowg analize¢ opartg na charakterystyce chromatycznej §ladow krwi przeprowa-
dzono w 2015 roku [38, 39] na kolorowej fotografii cyfrowej Catunu Turynskiego
G. Durante z 2002 roku o wielkosci 6996 x 24197 pikseli. Analiza kolorymetryczna
udziatu poszczegolnych koloréw na zdigitalizowanym zdjeciu [38] pozwolita ilos-
ciowo odrdzni¢ $lady krwi od innych plam i wykazaé podobienstwo §ladéw z glebo-
kich ran w boku i w stopach, odmiennych od $ladéw krwi z biczowania. Z kolei dla
wszystkich §ladow krwi analiza poziomu chromatycznego odpowiadajacego pikse-
lom czerwonym, zielonym i niebieskim, R, G i B, pozwolila na wykresie R/B wzgle-
dem R/G rozrézni¢ szes¢ odmiennych obszardw [39], ktére powstaly w rézny spo-
sob: przez bezposredni kontakt krwawiacej rany z ptétnem, kontakt ptdtna z krwig
na skdrze ulegajacg procesom fibrynolizy, przez kapilarng dyfuzje krwi, w postaci
kropel skoagulowanej krwi oraz jako slady osocza krwi. Otrzymane wyniki [38, 39]
nalezy bra¢ pod uwage zaréwno przy probach uogdélnienia analiz przeprowadza-
nych na wyrywkowych mikroskopijnych probkach przedstawionych w niniejszym
przegladzie, jak i przede wszystkim sugerujac dalsze badania.

Podsumowujac przeglad najnowszych analiz plam krwi na ptétnie Catunu
nalezy podkresli¢, ze zastosowanie coraz to doskonalszych technik pomiarowych
z arsenalu inZynierii materialowej, o coraz wiekszej rozdzielczosci, prowadzi do
wynikow, ktore w zaden sposob nie zaprzeczaja autentycznosci krwi na Calunie
Turynskim. Przeciwnie, najnowsze odkrycia wskazujace na poziomie nanosko-
powym na przej$cia traumatyczne mezczyzny, ktérego cialo po $mierci owinieto
w Calun, powoduja, ze hipoteza o $redniowiecznym falszerstwie staje si¢ jeszcze
mniej prawdopodobna. Nie wszystkie rezultaty omdwione tutaj pasujg catkowicie do
siebie, na pewno wszystkie powinny by¢ potwierdzone w niezaleznych badaniach,
najlepiej na nowych préobkach z innych obszaréw Catunu. Dodajmy, ze w ostatnich
latach opublikowano szereg prac biochemicznych i medycznych dotyczacych meta-
bolizmu hemu i tworzenia biliwerdyny (m.in. wptywu niektérych saponin oraz bak-
terii) i pozadanym jest przedyskutowanie w ich $wietle wynikow ostatnich badan
probek z Calunu Turynskiego. Mozna tez przypuszczad, ze obraz na Calunie kryje
jeszcze inne subtelne tajemnice, ktére naukowcy beda poznawaé wraz z dalszym
rozwojem metod analizy.
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Czlonkowie PTChem, ktorzy zechcg zaprenumerowac ,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sa o wnoszenie optat na konto:

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

w imieniu organizatoréw zapraszamy do udzialu w konferencji ,,XII Coperni-
can International Young Scientists Conference” (XII CIYSCon), ktéra odbywa¢ sie
bedzie w dniach 28-29 czerwca 2018 r. w Toruniu, na Wydziale Chemii UMK.

XII CIYSCon, stanowi kontynuacje, organizowanego od roku 2008 roku,
Kopernikanskiego Seminarium Doktoranckiego. Organizowane seminaria majg
charakter interdyscyplinarny oraz kierowane sa przede wszystkim do mlodych
adeptow nauki z Polski i Europy, realizujgcych swoje badania w zakresie chemii,
tizyki, nauk technicznych, farmacji, medycyny, biologii oraz innych szeroko poje-
tych nauk przyrodniczych.

Podczas XII CIYSCon uczestnicy zaprezentujg wyniki swoich badan w formie
ustnych wystapien lub posteréw na trwajacych réwnoczesnie sekcjach: nauk che-
micznych (Analytical chemistry, Chemical technology & organic chemistry, Inorga-
nic & coordination chemistry) biologicznych i medycznych (Environmental science,
Molecular biology & medical science) oraz techniczno-fizycznych (Thermodyna-
mics, simulations, quantum mechanics & optoelectronics). Najlepsze wystapienia
ustne oraz postery beda nagradzane przez komisje oceniajace. Celem spotkania
bedzie nie tylko wymiana do$wiadczen i zapoznanie si¢ z tematyka badawcza kole-
gow, ale przede wszystkim mozliwo$¢ bezposredniej wymiany pomystow, wspol-
nych dyskusji i nawigzania wspolpracy miedzyuczelniane;.

Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie internetowej http://ciyscon.umk.pl/.
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KONKURS KRAKOWSKIEGO ODDZIALU
POLSKIEGO TOWARZYSTWA CHEMICZNEGO
NA NAJLEPSZY ARTYKUL PRZEGLADOWY
W RAMACH KONFERENC]JI STUDENCKIE]
»HORYZONTY NAUKI - FORUM PRAC DYPLOMOWYCH”

Zapraszamy do udzialu w konkursie Krakowskiego Oddziatu Polskiego Towa-
rzystwa Chemicznego.

Celem konkursu jest nagrodzenie wyrdzniajacych sie prac przegladowych
przygotowanych przez studentdéw, uczestnikéow konferencji studenckiej ,,Hory-
zonty Nauki — Forum Prac Dyplomowych”, poprzez ich opublikowanie w czasopi-
$mie Polskiego Towarzystwa Chemicznego ,Wiadomos$ci Chemiczne” Aby zglosi¢
artykul nalezy zaznaczy¢ che¢ udzialu w konkursie na formularzu zgtoszeniowym
konferencji oraz, wraz z abstraktem prezentacji konferencyjnej, przesta¢ organiza-
torom Horyzontéw Nauki przygotowany manuskrypt do 8 maja 2018 r. Zgtaszane
prace muszg by¢ zgodne z wytycznymi zawartymi w regulaminie. Wiecej informacji
mozna znalez¢ na stronie: http://www.horyzontynauki.uj.edu.pl/biezaca-edycja/
konkurs.
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PATRONAT MEDIALNY PUBLIKACJI KSIAZKOWYCH
WYDAWNICTWA NAUKOWEGO PWN SA

~Wiadomosci Chemiczne” objely patronatem medialnym ostatnie publikacje
ksigzkowe Wydawnictwa Naukowego PWN SA, ktére moga by¢ niezwykle interesu-
jace i przydatne dla spolecznosci polskich chemikow:

Maria Cieslak-Golonka, Jan Starosta, Anna Trzeciak
Chemia koordynacyjna w zastosowaniach

Wiktor Kubinski
Wybrane metody badania materiatow. Badanie metali i stopow

Praca zbiorowa pod redakcja Kamilli Malek
Spektroskopia oscylacyjna. Od teorii do praktyki

Zdzistaw Migaszewski, Agnieszka Galuszka
Geochemia srodowiska

Robert ]J. Whitehurst, Marten Van Oort
Enzymy w technologii spozywczej

Jan F. Rabek
Wspélczesna wiedza o polimerach. Tom 1. Budowa strukturalna polimeréw
i metody badawcze

Jan F. Rabek
Wspélczesna wiedza o polimerach. Tom 2. Polimery naturalne i syntetyczne,
otrzymywanie i zastosowania

Praca zbiorowa pod redakcja Anny Swiderskiej-Srody, Witolda Wojkowskiego,
Malgorzaty Lewandowskiej i Krzysztofa J. Kurzydtowskiego
Swiat nanoczgstek

Praca zbiorowa pod redakcjg Kamili Zelechowskiej
Nanotechnologia w praktyce

Gottfied W. Ehrenstein, Zaneta Brocka-Krzeminska
Materialy polimerowe. Struktura, wlasciwosci, zastosowanie

Witold M. Lewandowski, Robert Aranowski
Technologie ochrony srodowiska w przemysle i energetyce

Praca zbiorowa pod redakcja Zdzistawa E. Sikorskiego i H. Staroszczyk
Chemia Zywnosci

t. 1 Sktadniki zywnosci oraz

t. 2 Biologiczne wlasciwosci sktadnikéw zZywnosci



86

INFORMACJE

John McMurry, z ang. ttumaczyli Henryk Koroniak, Jakub Grajewski, Kata-
rzyna Koroniak-Szejn, Jan Milecki
Chemia organiczna (tom 1-5)

W najblizszych numerach czasopisma ,Wiadomosci Chemiczne” ukazg sie

recenzje nastepujacych ksigzek objetych planem wydawniczym PWN na rok 2018

R. Zarzycki, G. Wielgosinski
Technologie i procesy ochrony powietrza

Takemura Masaharu
Mangowy przewodnik. Biochemia

Krzysztof Schmidt-Szatowski, Krzysztof Krawczyk, jan Petryk, Jan Sentek
Obliczenia technologiczne w przemysle chemicznym

Andrzej Zarczynski
Emisje organicznych zwigzkéw chloru. Zrédla, oddziatywanie na srodowisko
i przeciwdziatanie

Praca zbiorowa
Inzynieria metali i ich stopow. Wyd. 2 zm. (I w PWN)

Renata Jastrzab Wspolautorzy: Romualda Bregier-Jarzebowska, Malgorzata
Kaczmarek, Martyna Nowak
Zbiér zadan z podstaw chemii

Praca zbiorowa
Ochrona srodowiska dla inZynierow

Zygtryd Witkiewicz, Waldemar Wardencki
Chromatografia gazowa. Wyd. 3 (I w PWN)

red. nauk. Anna Gozdzicka-Jozefiak
Wirusologia

Lubert Stryer
Biochemia. Wyd. 5
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LISTA RECENZENTOW WSPOLPRACUJACYCH Z REDAKCJA
WIADOMOSCI CHEMICZNE W LATACH 2015-17

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dr hab. Michal Bystrzejewski
Uniwersytet Warszawski, Wydzial Chemii

dr Marek Cebrat
Uniwersytet Wroclawski, Wydzial Chemii

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

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

prof. dr hab. Mirostaw Czarnecki
Wydzial Chemii Uniwersytet Wroclawski

prof. dr hab. Leszek Ciunik
Wydzial Chemii Uniwersytet Wroctawski

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

prof. Karol Lestaw Grela
Instytut Polskiej Akademii Nauk

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dr hab. inz. Andrzej Kaim
Wydzial Chemii Uniwersytet Warszawski

prof. dr hab. Roman Kaliszan
Gdanski Uniwersytet Medyczny

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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. Teresa Kowalik-Jankowska
Uniwersytet Wroclawski; Wydzial Chemii

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

dr hab. Marek Krzeminski
Uniwersytet Mikotaja Kopernika; Wydzial Chemii

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

prof. dr hab. inz. Ryszard Jozef Ostaszewski
Instytut Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk
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dr hab. Stanistaw Porwanski
Uniwersytet Wroctawski, Wydzial Chemii

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

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

dr hab. Stawomir Szafert
Wydzial Chemii, Uniwersytet Wroctawski

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

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

prof. dr hab. Elzbieta Sochacka
Instytut Chemii Organicznej, Wydziat Chemiczny, Politechnika L6dzka

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

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

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

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

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

prof. dr hab. Jacek Stawinski
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

dr hab. Piotr Tadeusz Stefanowicz
Uniwersytet Wroctawski; Wydzial Chemii

prof. dr hab. Maciej Stobiecki
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dr hab. Przemystaw Starynowicz
Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Chemii

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

prof. dr hab. Maciej Szmitkowski
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

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

dr inz. Bozena Twardochleb
Instytut Cigzkiej Syntezy Organicznej, Zaklad Produktéw Ekologicznych



96

INFORMACJE

dr Agnieszka Tafelska-Kaczmarek
Uniwersytet Mikolaja Kopernika; Wydzial Chemii

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

dr inz. Beata Wilenska
Uniwersytet Wroctawski, Wydzial Chemii

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

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

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

Slaska

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

prof. dr hab. Lucjusz Zaprutko

Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego

w Poznaniu



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

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

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

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

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

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

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

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

cena 15 zt

1.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes¢ pierws:za,
cena 18 zt

M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwosé¢ jonow w podwaojnych uktadach stopionych soli,
cena 8 zt.

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 zwigzkow 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 rocznicg uro-
dzin, cena 12,00 z1.

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

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

Chemosensory optyczne oraz materialy rozpoznawcze dla 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 wysytamy na koszt zamawiajacego. Zamowienia prosimy kiero-
waé pod adresem: Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroctaw. 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 ogdlne

»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 osiggnieciach w szeroko pojetych naukach chemicznych.

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

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

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

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

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

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

« Opublikowana raz praca bez zgody Redakgji, nie moze by¢ wydawana gdzie indzie;j.

« 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.

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

 Jezeli autorzy nie zastrzega 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.

«  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
MNiSW oraz Redakcji.

« Po uzyskaniu pozytywnej wstepnej oceny wszystkie prace sa recenzowane przez co najmniej dwdch 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-
je/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf.

« O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

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

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

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



3. Koszty

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

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

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

4. Informacje szczegotowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

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

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

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

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

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

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

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

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

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

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

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

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

- spis treci pracy z zastosowaniem nastgpujacego podziatu:

Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdzialu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pi$miennictwo cytowane

« Kolejne strony pracy powinny zawierac:

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



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

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

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

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

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

w formacie pdf, doc, jpg, tiff.

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

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

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

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

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

o 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 tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami,

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

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

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

W przypadku ksigzek najprostszy opis powinien zawiera¢: 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 zawieraé: 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:

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

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

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

o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakji;

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

« pliki zawierajace 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: stroneg 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 odpowiadajgce wyzej wymienionym wymaganiom nie bedg przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrotow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania
korekty artykutu i jego zwrotu do Redakcji w ciggu kilku dni od otrzymania.

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



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

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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