WIADOMOSCI

2005
(59)

1-2
(691-692)



CZASOPISMO
POLSKIEGO TOWARZYSTWA CHEMICZNEGO

Publikacja dotowana przez KBN

RADA REDAKCYJNA

RYSZARD ADAMIAK, JERZY BLAZEJOWSKI, JOZEF CEYNOWA.
JACEK GAWRONSKI, JACEK KIJENSKI, TADEUSZ M. KRYGOWSKI,
JACEK MLOCHOWSKI, PIOTR PANETH, LEONARD M. PRONIEWICZ,

WEADYSEAW RUDZINSKI, STANISLAW SEOMKOWSKI, JAN ZAWADIAK

KOMITET REDAKCYJNY

BOGDAN BURCZYK, JERZY P. HAWRANEK. ADAM JEZIERSKI, ADOLF KISZA,
LUDWIK KOMOROWSKI. ZDZISLAW LATAIJKA, PRZEMYStAW MASTALERZ,
IGNACY Z. SIEMION, MIROSEAW SOROKA. MARIA SUSZYNSKA

REDAKTOR NACZELNY
JOZEF J. ZIOLKOWSKI

SEKRETARZ REDAKCIJI
KRYSTYNA MARKSOWA

Korespondencje nalezy kierowaé¢ pod adresem:

Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”
ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroctaw
tel. 375 73 89, telefax 322 14 06

INTERNET (English abstracts) http://www.chem.uni.vvroc.pl/wiadchem.htm

»Wiadomosci Chemiczne” sg wydawane w ramach serii Acta Universitatis Wratislaviensis

© Copyright by Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, Wroctaw 2003

ISBN 83-2292084-9

Maszynopis niniejszego numeru przekazano Wydawcy w lutym 2005

Przygotowanie do druku i druk: Firma Wydawnicza K-2, ul. Konopnickiej 6, 00-491 Warszawa, tel./fax: (22) 628-97-66


http://www.chem.uni.vvroc.pl/wiadchem.htm

SZKOLA SPEKTROSKOPII MAGNETYCZNEGO 0]

REZONANSU JADROWEGO jJd’

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) jest jedng z naj-
bardziej uniwersalnych technik analitycznych, znajdujaca szerokie zastosowanie
w bardzo wielu i bardzo zréznicowanych dyscyplinach naukowych takich jak fizy-
ka, chemia, biologia strukturalna czy medycyna. Dzieki postepowi technologiczne-
mu jaki nastgpit w ostatnich latach (coraz ,silniejsze” magnesy nadprzewodzace,
techniki cyfrowe, lepszajako$é podzespotdw elektronicznych) spektroskopia NMR
stwarza mozliwos¢ zardwno precyzyjnej analizy strukturyjak i proceséw dynamicz-
nych uktadéw o duzym stopniu ztozonosci. Nie nalezyjednak zapominac, ze oprécz
specyficznych i stricte naukowych probleméw, spektroskopia NMR jest rowniez
jednym z najczesciej wykorzystywanych narzedzi w rutynowej pracy chemikoéw do
oceny postepu reakcji, wydajnosci czy wstepnej analizy produktéw. Dzisiaj trudno
sobie wyobrazi¢ sprawnie funkcjonujgce badania chemiczne bez ciggtego dostepu
do spektrometrow NMR.

Bogactwo mozliwych zastosowan spektroskopii NMR powoduje, ze liczba uzyt-
kownikowjest znaczaca i z kazdym rokiem rosnie. Nowe pokolenie chemikéw, cza-
sami z wyboru czasami z koniecznosci dotaczajgdo spotecznosci NMR-owej Glow-
nie z mysla o nich postanowiliSmy zorganizowa¢ ,,Szkote Spektroskopii NMR”.
Nasza inicjatywa jest proba reaktywacji idei z lat 70. ubiegtego stulecia, kiedy to
prof. Andrzej Ejchart i prof. Lech Kozerski zajmowali sie propagowaniem bardzo
wtedy miodej dziedziny jaka byta spektroskopia NMR jadra I3C. Program naszej
~reaktywowanej” szkoty, zgodnie z wymogami wspdtczesnej spektroskopii NMR
jest znacznie szerszy i obejmuje wiele zagadnien.

W wyktadzie wprowadzajgcym dr hab. Wiktor KoZzminski zaprezentowat pod-
stawowe techniki eksperymentalne, omowit idee spektroskopii dwuwymiarowej,
problemy detekcji sygnatu. Na podstawie wielu przyktadéw pokazat wjaki sposob
mozna planowac eksperymenty NMR ijak je interpretowaé. ProfAdam Gryf-Kellet
omoOwit kluczowe zagadnienia zwigzane ze stereochemig i rolg badant NMR-owych
w analizie sterecizomerdw. Dwie bardzo wazne klasy zwiazkéw, kwasy nukleinowe
i biatka zostaty oméwione przez doc. dr hab. Zofie Gdaniec i prof. Andrzeja Ejchar-
ta. Wyklad o dynamice uktadéw molekularnych w kontek$cie badarn NMR-owych
zostat wygtoszony przez prof. Stefana Jankowskiego. W ostatnim okresie coraz bar-
dziej widoczne jest zainteresowanie badaniami w fazie statej za pomocg spektro-
skopii NMR. W wykladzie zamykajacym zajecia naszej szkoty prof Iwona Wawer
omoOwita rozwigzania metodologiczne pozwalajgce rejestrowaé widma wysokiej
rozdzielczosci w ciele statym jak rowniez przedstawita szereg interesujacych zasto-
sowan sekwencji CP/MAS.

W jednodniowych zajeciach szkoty uczestniczyto ok. 100 os6b z catej Polski,
gtéwnie studenci i doktoranci cho¢ wsrdd uczestnikow licznie reprezentowani byli
réwniez pracownicy naukowi o dtuzszym stazu naukowym. Nieoczekiwana dla nas



frekwencja jest potwierdzeniem koniecznosci podejmowania tego typu inicjatyw
i zachetg do organizacji kolejnych szkot NMR-owych.

W imieniu komitetu organizacyjnego wyktadowcom naszej szkoty chciatbym
wyrazi¢ wdzieczno$¢ za trud wtozony w przygotowanie wyktadéw zaréwno w for-
mie ustnej jak i pisemnej. Bez ich ogromnego wysitku nasze przedsiewziecie nie
mogtoby zakornczy¢ sie sukcesem.

Marek Potrzebowski
Przewodniczacy sekcji
Magnetycznego Rezonansu PTCh

Wszystkie prace wptynety do Redakcji 19 pazdziernika 2004.



WADOMOD 2005,59,1-2
chemiczne PL ISSN 0043-5104

ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII JADROWEGO
REZONANSU MAGNETYCZNEGO
W BADANIACH ODDZIALYWAN
MIEDZYCZASTECZKOWYCH
LIGANDOW ORGANICZNYCH
| BIOCZASTECZEK

APPLICATION OF NUCLEAR MAGNETIC
RESONANCE TO STUDY INTERMOLECULAR
INTERACTIONS OF ORGANIC LIGANDS
AND BIOMOLECULES

Wojciech Bocian3 Lech Kozerski*ab

° Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego,
ul. Chetmska 30/34, 00-725 Warszawa
blnstytut Chemii Organicznej, Polska Akademia Nauk,
ul. Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa



4 W BOCIAN, L KOZERSKI

Wojciech Bocian urodzit sie w 1964 roku w Ostrowi
Mazowieckiej. Studia na wydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego ukonczytw 1989r. i rozpoczat pracejako
asystent w Instytucie Chemii Organicznej Polskiej Aka-
demii Nauk. Studia doktoranckie odbyt pod opiekg pro-
fesora Lecha Stefaniaka. W 1995 roku za swoje osiggnie-
cia naukowe otrzymat stypendium dla mtodych naukow-
céw Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej. W 1996 roku obro-
nit prace doktorska pod tytutem ,,Zwiazki mezojonowe
typu A, struktura i zaleznosci spektralne”, uzyskujac sto-
pien doktora chemii. W latach 1996-1998 przebywat na
stypendium podoktorskim na Uniwersytecie Indiana, Bloomington USA. W 1999
roku rozpoczat prace na stanowisku adiunkta w Instytucie Lekdw, obecnie Narodo-
wy Instytut Zdrow ia Publicznego, w ktérym pracuje do dnia dzisiejszego.

Jest autorem okoto trzydziestu publikacji naukowych z dziedziny badan struktu-
ralnych i fizykochemicznych, metodami spektroskopowymi w tym gtownie NMR
oraz metodami obliczeniowymi takimi, jak obliczenia ab initio, DFT i mechaniki
molekularnej. Jego zainteresowania naukowe obejmujgbiochemie strukturalngi funk-
cjonalng. oraz fizykochemig i chemie strukturalna.

Prof. Lech Kozerski pracuje w Instytucie Chemii Orga-
nicznej PAN od 1965 roku a od 1995 réwniez w Narodo-
wym Instytucie Zdrowia Publicznego.

Jego zainteresowania badawcze koncentrujg sie wokot

zastosowan spektrometrii NMR w chemii organicznej.

Obiekty' badan stanowig czgsteczki z ogolnej syntezy

organicznej lecz rowniez czasteczki bioorganiczne, takie

jak peptydy i oligonukleotydy. W ostatnim dziesieciole-

ciu szczegoblne zainteresowanie badawcze skierowane

byto na kompleksy metali z Ugandami organicznymi, za-

stosowanie efektu izotopowego w spektroskopii NMR

w roztworze, struktury bioczasteczek oraz badanie oddziatywan miedzy' czastecz-
kowych pomiedzy ligandami organicznymi, lekami a bioczgsteczkami.
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ABSTRACT

The title problem is reviewed in the three main areas ofgeneral interestto che-
mists, biochemists and biologists, i.e. mutual interactions ofsmall molecules, ligand
to biomolecule binding and interactions o fbiomolecules. Physical phenomena, speci-
fic and nonspecific, such as hydrogen bonding, selfassociation, hydrophobic interac-
tions, etc., are shown as being defined by NMR spectral parameters in solution and
solid state.

Diversity of hydrogen bonding encountered in nature is exemplified by the in-
teraction ofacetic acid with Watson-Crick vs Hoogsteen faces ofadenosine, studied
by DNMR in organic solvent at low temperatures. The complementarity of solid
state NMR to solution studies ofdefining the nature of hydrogen bonding is presen-
ted in the case ofgenistein interaction with nitrogen bases.

Application of a title method is presented for searching the geometry of com-
plexes formed of organic ligands and biological molecules. General protocol for
searching the geometty of complex is presented for the case of topotecan (TPT)
interaction with duplex octamer and nicked decamer duplexes of DNA.

Interaction of biomolecules is presented for the case ofduplex octamer DNMR
study showing effects of base pairing and stacking on the S IH values and insulin
aggregation as studied by Pulse Field Gradient NMR spectroscopy leading to rela-
ting the radius of molecular aggregate with the diffusion constants.

In conclusion it is stated that various NMR techniques in solid and liquid state,
coupled with X-ray and MS, constitute modern tool of structural biology in pursue
of disclosing functions of biomolecules expressed by their interactions.

Keywords: intermolecular interactions, biomolecules, organie ligands, drugs, NMR

Stowa kluczowe: oddziatywania miedzyczasteczkowe, bioczasteczki, ligandy orga-
niczne, leki, NMR
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WPROWADZENIE

Poznanie sekwencji ludzkiego genomu spowodowato zdeterminowany i bar-
dziej ukierunkowany rozwoj badai nad produktami jego ekspresji, dziesigtkami
tysiecy biatek o nieznanej strukturze i funkcji. To odkrycie uswiadomito spoteczno-
$ci nauki rozlegtos¢ obszaru niewiedzy. Jesli pojecia proteomiki i genomiki struktu-
ralnej byly znane juz wczesniej, to ostatnie pieciolecie wykreowato kierunki proteo-
miki i genomiki funkcjonalnej. Funkcje czasteczek biologicznych stajg sie pierw-
szoplanowym celem badan biologicznych na poziomie komérki. Poznanie tych funk-
cji umozliwia zrozumienie patologii funkcjonalnej transmitowanej z komérki do
dysfunkcji tkanki i zywego organizmu. Funkcje czasteczek biologicznych w organi-
zmach zywych realizowane sg poprzez ich wzajemne oddziatywania, badz przez
oddziatywania z zewnetrznymi ligandami organicznymi, np. w procesie chemiote-
rapii lub innych ingerencji z udziatem zwigzkéw chemicznych. Na podstawie
dotychczasowej wiedzy w tym obszarze mozna stwierdzi¢, ze oddziatywania te sta-
nowigwyjatkowo specyficzny jezyk komunikowania si¢ czgsteczek w procesie ich
funkcjonowania i dlatego poznanie tego jezyka jest szczeg6lnie wazne dla zrozu-
mienia funkcjonowania materii ozywionej.

Badania fizykochemiczne stwarzajgwyjatkowe mozliwosci $ledzenia tych od-
dziatywar na poziomie atomowym. Umozliwiajgzdefiniowanie oddziatywan wigza-
cych i niewigzacych, ktore stanowig elementy wzajemnego rozpoznania czasteczek
chemicznych i biochemicznych. Nowoczesna strategia rozwigzywania zagadnien
biologicznych opiera sie ha komplementarnym zastosowaniu przynajmniej spektro-
skopii masowej, ES-MS [1], NMR i krystalografii, obejmujgcych trzy stany skupie-
nia. Spektroskopia NMR odgrywa w tych badaniach wyjatkowa role, umozliwiajac
badania w $rodowisku fizjologicznym oraz wyodrebnionych czasteczek biologicz-
nych w ciele statym. Ponizej przedstawione sg wybrane podstawowe zagadnienia z
tego obszaru badan metodg NMR. Dotyczg one zjawisk fizycznych i chemicznych
jakie moga by¢ badane metodg NMR.

ODDZIALYWANIAWZAJEMNE MALYCH CZASTECZEK

Wigzanie wodorowe jest jednym z najwazniejszych oddziatywan, ktore deter-
minuja tworzenie silnych komplekséw. Przyczyngjest niewatpliwie roznorodnosc
wigzan wodorowych, pod wzgledem sity wigzania oraz charakteru kwasowo-zasa-
dowego donora i akceptora. llustruje to ogolnie Réwn. 1, w ktérym wystepuja;

(1) kompleks molekularny pomiedzy donorem HD i akceptorem

(2) wiazanie wodorowe wewnatrz kompleksu,

(3) wiazanie wodorowe wewnatrz pary jonowe,

(4) wigzanie wodorowe wewnatrz pary jonowej z udziatem rozpuszczalnika,
(5) wolnejony.
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Réwnanie 1

-+HDA HD()i; -HD (2)~ (3)t? -A-Soh—D-(4) 5
+5- "+ D~(5)

Kozerski przedstawit mozliwos$¢ zastosowania efektu izotopowego deuteru
w rezonansie I3C do okresSlenia potozenia rownowagi wykorzystujgc zawarto$é
deuteru w rozpuszczalnikach organicznych zawierajacych labitne protony (np.
CF3COOH/D) [2], Limbach opisat zastosowanie klasycznej techniki DNMR do zlo-
kalizowania potozenia protonu w wigzaniu wodorowym badajac oddziatywanie ade-
nozyny z kwasem octowym w temperaturach ok. 120°K [3],

1 2
Rysunek 1. Odziatlywania kwasu octowego z adenozyng po stronie Watsona-Cricka i Hoogsteena

W tej temperaturze protony H™c sg w zakresie wolnej wymiany w dimerze 1
i w kompleksie 2 kwasu octowego z adenozyng (Rys. 1). Interpretujgc widma
NOESY autorzy zidentyfikowali protony 1-Hcw dimerze kwasu octowego i odréz-
nili protony 2-Haod 2-Hbw kompleksie kwasu z adenozyng. Interpretacja widm
DNMR w zakresie 150-120° K umozliwia oszacowanie réznicy w dynamice kom-
pleksowania strony Watsona-Cricka (Nj-N 6) od strony Hoogsteena (N7,NJ.

Kozerski i wsp. [4] badali w rezonansie JH i 13C wigzaniawodorowe jakie tworzg
sie pomiedzy genisteing i aminami o réznej wartosci pK (Rys. 2) w aspekcie przewi-
dywania funkcji jakie moga petni¢ grupy fenolowe tej grupy zwigzkdw w oddziaty-
waniach z bioczasteczkami. Genisteing, w szczegdlnosci jest interesujgcym obiek-
tem badan w tym aspekcie, poniewaz wykazuje wiele wiasciwosci biologicznych
[5] ijest stosowana rowniez jako dodatek do zdrowej zywnosci.

Pelny opis typu wystepujacych wigzarn wodorowych w roztworze jest mozliwy
z komplementarnym zastosowaniem rezonansu w ciele statym i wykorzystania
informacji z badan krystalograficznych samej genisteiny, 1 [6] orazjej kompleksow
z aminami, 2 [7], 3 (Rysunek 3).
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B * brak 1
h

B = HN/Y \ 2

B 2 o

/v

E = HN~A__ANH
R=cq, 4
5

HN NH

Rysunek 2 Badane kompleksy genisteiny Xi biochanmy 6

Rysunek 3 Struktura krystalograficzna kompleksu 3 z zaznaczonymi wigzaniami wodorowymi do tlenu 07b

Jak to wynika z jednej ze struktur krystalograficznych zbadanych kompleksow
(Rys. j), wystepujg w nich cztery typy wigzarh wodorowych tworzonych przez gru-
py fenolowe: wigzanie wodorowe wewnatrzczasteczkowe (04a--05aH) wigzania
miedzyczasteczkowe typu (07b—04 "aH), wigzanie wodorowe wewnatrz paryjono-
wej powstatej po protonowaniu aminy grupafenolowg (07b--N4"aH) oraz wigza-
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nie wodorowe poprzez czasteczke rozpuszczalnika (ang. solventseparatedionparr)
wewnatrz pan.' jonowej (07b---06bH---N4"bH). Te wigzania wodorowe wnoszg
swoj indywidualny wktad do wartosci przesuniecia chemicznego. < atoméw wegla
zwigzanych z grupami fenolowymi. C-07b. C-05b, C-04'b. jak to zilustrowano
na Rys. 4 w poréwnaniu do widma genisteiny.

C-4 C-7 C-5

Rysunek 4 Widma "C NMR w ciele statym badam ch komplekséw 1-3, 6 z zaznaczonymi zmianami
wartosci przesunie¢ chemiczny ch atoméw weglaz grupami fenolowymi uczestniczacymi w wigzaniach
wodorowych

Poréwnanie struktur krystalograficznych genisteiny z jej kompleksami z ami-
nami stwarza warunki do oceny wkiadu poszczegélnych typéw wigzahn wodoro-
wych do przesuniecia chemicznego atoméw wegla zwigzanych z grupami fenolo-
wymi w widmach 13C w ciele statym. Te informacje sa wykorzystane do interpreta-
cji zmian warto$ci przesuniecia chemicznego 13 tych atoméw wegla w roztworze
pod wptywem tworzonych wigzan wodorowych i sg pomocne w rozrdznianiu wig-
zan wodorowych wewnatrz czasteczkowych i miedzyczasteczkowych oraz depro-
tonowania grupy fenolowej. Niezaleznym potwierdzeniem tej analizy byto zastoso-
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wanie efektu izotopowego deuteru na wartosci S 1 rozpatrywanych atomoéw we-
gla, ktére umozliwia réwniez ocene potozenia rbwnowagi prototropowej w bada-
nych kompleksach w roztworach.

ODDZIALYWANIA LIGANDOW ORGANICZNYCH
Z BIOCZASTECZKAMI

Glownym i juz klasycznym wykorzystaniem spektroskopii NMR w biologii
strukturalnej jest wyznaczanie struktur bioczasteczek w roztworze, w tym komplek-
séw ligand organiczny-bioczasteczka [8,9,10]. Ogdlny protokot postepowania
zawiera zazwyczaj nastepujace elementy:

1 badanie statych asocjacji obydwu oddziatywujacych czasteczek [11],

2. sprawdzenie wystepowania oddziatywaniamiedzyczasteczkowego rutynowg
technika np. wykorzystujac eksperyment dyfuzyjny [12],

3. wyznaczenie stechiometrii kompleksu (krzywa Joba),

4. wyznaczenie statych wigzania [13],

5. uzyskanie danych eksperymentalnych (ang. experimental constraints)
takich jak odlegtosci miedzyprotonowe (NOE) [14], katy torsyjne, orientacja wig-
zan atomowych w przestrzeni za pomoca resztkowych statych sprzezen dipolarnych
(ang. risidual dipolar coupling techniques) [15],

6. wyznaczenie struktury z wykorzystaniem wiezow eksperymentalnych meto-
dami obliczeniowymi, np. (ang. simulated annealing).

Postepowanie powyzsze prowadzi do rezultatow, ktore sg uzaleznione od ilosci
i jakosci wiezow eksperymentalnych. Ponadto, zwykle wymagane jest aby odpo-
wiedni kompleks posiadat scisle zdefiniowana pojedyncza strukture, oraz wystar-
czajaco duzg statg trwatosci, tak aby pozby¢ sie wszelkich efektéw dynamicznych
w widmach NMR. Najlepiej jest gdy ligand zwigzany jest z bioczgsteczka kowalen-
cyjnie.

Aktualny stan badan funkcji bioczasteczek wymaga znacznie precyzyjniejsze-
go wyznaczenia geometrii komplekséw, w tym rowniez dla stabo oddziatywujacych
liganddw i/lub posiadajacych dynamike prowadzacg do wspotistnienia kilku kon-
formacji kompleksu.

Jest to aktualnie jeden z priorytetowych kierunkdw zastosowania NMR, mie-
dzy innymi w proteomice funkcjonalnej [16], W tym kierunku Bocian, Kozerski
i wsp. [17] badali oddziatywanie kamptotecyny i pochodnych z oligomerami DNA
(Rys. 5).

Badania prowadzono metodg komplementarnego zastosowania spektroskopii
NMR, w tym pomiardw efektdw NOE i zmian przesunie¢ chemicznych, z technika-
mi modelowania molekularnego: dynamika molekularna w roztworze, obliczenia
parametrow termodynamicznych kompleksowania oraz obliczenia zmian przesu-
nie¢ chemicznych *H NMR. Metoda ta pozwolita wyznaczy¢ i wyselekcjonowac
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struktury o najwiekszych populacjach kompleksu TPT:DNA. dla modelu wielo kon-
formacyjnego.

Lakton Karboksylan

R1=H, R2=H kamptotecyna - CPT
R1=0OH, R2=CHN(CH32 topotekan - TPT

Rysunek 5 Badane inhibitor) topoizomerazy I, kamptotecyna (CPT) i topotekan (TPT) stosowany
w lecznictwie klinicznym Rownowaga lakton-karboksy lanjest obserwowana w roztworach fizjologicznych
Forma aktywng biologicznie jest lakton

Rysunek 6 Dwie najbardziej prawdopodobne struktury w modelu wlelokonformacyjnym kompleksu
TPT DNA (przedstawiono tylko zewnetrzng pare GC z dupleksu oktameru d(GCGATCGC),)

Powigzanie zaawansowanych obliczeri dynamiki molekularnej ze spektroskopig
NMR pozwolilo Bocianowi i wsp. [18] precyzyjnie wyznaczy¢ strukture slabozwig-
zanego kompleksu TPT:DNA dla dekameru DNA z przerwang nhicig (patrz Rys. 7).
Byto to mozliwre nawet w obecnosci silmch efektéw dynamicznych w widmach
NMR, zwigzanych z odwracalnoscig procesu kompleksowania. Efekt} te wywotah
silne poszerzenie, a czesto w konsekwencji brak lub tez znaczne zafatszow anie obje-
tosci wielu istotnych sygnatdbw NMR, co uniemozliwia wyznaczenie struktury'
takiego kompleksu metodamr klasycznymi
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R\sunek 7 Fragment struktun kompleksu TPT DNA

W obu powyzszych pracach dane eksperymentalne NMR zastosowano gtownie
w procesie walidacji poprawnosci, czy tez wyboru najbardziej uprzywilejowanych
struktur, spos$rod wielu obliczonych teoretycznie w drodze precyzyjnej i dlugotrw a-
fej symulacji dynamiki molekularnej (10 ns symulacje uwzgledniajace czgsteczki
wody). Selekcji whasciwych struktur dokonano na podstawie poréwnania obliczo-
nych z eksperymentalnymi warto$ciami usrednionych efektow NOE oraz zmian prze-
sunie¢ chemicznych "H NMR. Jako dodatkowej informacji uzyto zmian wartosci
obliczonej energii swobodnej kompleksu metodg MM-PBSA (ang. Molecular Me-
chanics Poisson Boltzmann Surface Area).

Postepowanie powyzsze zmienia klasyczny protokét wyznaczenia struktury
wg przedstawionego wyzej protokotu, przede wszystkim uniezalezniajagc w duzych
stopniu kofAcowe struktur}' odjakosci wiezow eksperymentalnych i wzbogacajac go
w istotne informacje o dynamice komplekséw. Postepowanie to zmienia i rozszerza
dotychczas stosowany schemat badan struktuiy oddziatywan ligand-bioczasteczka
0 nastepujace elementy:

6. modelow anie przestrzeni konfirmacyjnej kompleksu metoda precyzyjnej dy-
namiki molekularnej (MD),
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7. wyznaczenie teoretycznch warto$ci NOE dla struktur z dynamiki moleku-
larnej,

8. selekcja struktur z uzyciem wiezéw ekspeiymentalnych.

Oprdcz zastosowania do okreslania struktury, spektroskopia NMR jest réwniez
wygodnym narzedziem do wyznaczania statych wigzania i wartosci parametrow
termodynamicznych komplekséw ligand-bioczasteczka. Metodg miareczkowania
ligandu bioczasteczka i pomiarem zmian przesunie¢ chemicznych Bocian i wsp.
[17] wyznaczyli stalg wigzania TPT:DNA zaktadajac obecnos$¢ autoasocjacji TPT
zgodnej z modelem isodesmicznym oraz dimeiyzacji DNA [19.20] (Rys. 8).

Rysunek 8 lzoterma wigzania kompleksu TPT DNA

W tej samej pracy autom- prezentuja rdwniez inng metode pomiaru statych
wigzania kompleksow; opartg na pomiarach wspotczynnikéw dyfuzji metodg PFG-
'NMR (Rys. 9) [21].



14 W BOCIAN L KOZERSKI

Gi
O] o] 2<85’_*“
o e
r) O 8esTret
w04 0*

> '08

Jn 00
.10-
-ta

ara 4070 9333 9%B»
& Thrr?

Rysunek 9 PFG-NMR, nachylenie prostych proporcjonalne jest do wspoétczynnikéw dyfuzji wolnego DNA,
wolnej kamptotecyny (CPT) i kompleksu CPT DNA

Spektroskopie NMR wykorzystuje sie rowniez coraz czesciej w badaniach prze-
siewowych (ang. screenmg) [22] oddziatywania liganddw, w tym zwlaszcza poten-
cjalnych lekdw, z bioczasteczkami. Metody pozwalajace zidenty fikowac te oddzia-
tywania mozna podzieli¢ na dwie gtéwne kategorie:

1) monitorujace sygnaty NMR pochodzace z ligandu,

2) monitorujgce sygnaty NMR pochodzace z bioczasteczki.

Metody nalezace do pierwszej kategorii, wykorzystuja zwykle duze roznice
w szybkosci rotacji i translacji malej czasteczki (ligandu) w stanie wolnym i w sta-
nie zwigzanym z duzg bioczasteczka. W spektroskopii NMR roznice te obserwuje
sie badajac zmiany wartosci czaséw relaksacji Txi r, oraz zmian}' wspo6tczynnika
dyfuzji. Czasem wykorzystuje sie rowniez wewnatrzczasteczkowy lub miedzyczas-
teczkowy transfer magnet} zacji. Zaletg metod monitorujacych ligandjest to, ze wy-
magaja relatywnie niewielkich ilosci nie znaczonej bioczasteczki. oraz umozliwiajg
przebadanie wielu ligandéw w trakcie jednego eksperymentu, istnieje jednak nie-
bezpieczenstwo nie wykrycia ligandéw bardzo silnie zwigzanych z bioczasteczka.

Metod}’z kategorii drugiej, monitorujace bioczasteczke, wymagajg zwykle uzy-
ciawzbogaconychizotopowobioczasteczek (1 i I9N). Dajgjednak mozliwos¢ uzys-
kania cennych informacji strukturalnych, takich jak miejsce wigzania ligandu. oraz
informacji o naturze oddziatywan. Metody te bazujg gtdwnie na pomiarach zmian
przesunie¢ chemicznych oraz na pomiarach wykorzystujgcych transfer polaryzacji.

WZAJEMNE ODDZIALYWANIA BIOCZASTECZEK

W?zajemne oddziatywania czgsteczek biologicznych sg podmiotem genomiki
i proteomiki funkcjonalnej, kierunkdw badar biologicznych rozwijanych szczegét-
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nie intensywnie w okresie po zsekwencjonowaniu struktur}' genomu ludzkiego. Funk-
cje czasteczek biologicznych sg definiowane na podstawie wyznaczonej struktury
komplekséw, i zmian strukturalnych komponentéw bioorganicznych, pod wptywem
ich wzajemnych oddziatywan w kompleksie. Najczesciej badanymi oddziatywania-
mi wystepujacymi pomiedzy czasteczkami biologicznymi sg wigzania wodorowe
(np. tworzenie duplekséw DNA i RNA, tworzenie cr-helis\ w biatkach lub struk-
tur p), efekt hydrofobowy (tworzenie jadra hydrofobowego biatek globularmeh),
lub oddziatywania elektrostatyczne (np. tworzenie mostkdw jonowych pomiedzy
réznie natadowanymi grupami funkcvjnvmi fancuchéw bocznych aminokwasow,
COO- NHp.

Wigzanie wodorowe jest najczesciej wystepujacym zjawiskiem fizykochemicz-
nym w oddziatywaniach miedzyczasteczkowych. Jakkolwiek pojedyncze wigzanie
wodorowe ma energie rzedu Kilku kcal, to zwielokrotnione oddziatywanie tego typu.
jak np. w dupleksach DNA. silnie stabilizuje strukture podwaojnej helisy. Tworzenie
tych wigzar wodorowy ch mozna fatwo $ledzi¢ za pomocgklasycznego DNMR (ang.
Dynamie Nuclear Magnetic Resonance). W dupleksie oktameru d(5'-

"1 2" 3r4A5 67 ), przedstawionym na R\s. 10 mozna oczekiwac. ze brzegbwe
pary N ~2beda zwiazane stabszymi wigzaniami wodorowymi anizeli para
wewnetrzna ~N wdupleksie ze wzgledu na wiekszg dynamike grup kofcowych.

Rysunek 10 Parowanie zasad aromat} czn>ch od strorn Watsona-Cricka w oligomerze DNA



16 W BOCIAN L KOZERSKI

Ident\ fikacja takich réznic jest latwa w eksperymencie DNMR poniew az silne paro-
\\anie zasad, w powigzaniu z oddziatywaniami warstwowymi, przejawia sie zmiang
wartosci przesunie¢ chemicznych protondw aromatycznych w kierunku mniejszych
wartosci [23] i na R\s. U przedstawiony jest wykres zalezno$ci wybranych warto-
§ci przesunie¢ chemiczny ch protonéw aromatycznych i rybozy HI od temperatury
dla badanego oktameru.

4 AS | H1*
PCS/Hf
G1/H1’
G3/H1'
XG7/H1'
- C2M.V
wT4/Hf
-caiHf
CU1HS
C21HB
CS I H8

T*>uipe atuu

Rvsunek 11 Zalezno$¢ wybranych wartosci przesunieé chemicznych oktameru d(GCGTACGC),
od temperatury

Z przedstawionego wykresu wynika, ze zaleznosci wartosci przesunieé¢ che-
micznych od temperatury sa niewielkie i majg podobny charakter, niezalezny od
potozenia pary zasad w tancuchu. Mozna zatem wnioskowa¢, ze w badanym zakre-
sie temperatur istnieje silne parowanie zasad w dupleksie.

Wartosci przesunie¢ chemicznych w czasteczkach biologicznych sg Zrodtem
unikalnych informacji dotyczacych zaréwno stereochemii jak i struktury czwarto-
rzedow ej w roztworze [24J. W przypadku insuliny ludzkiej najprostsze oddzialyw a-
nie miedzyczasteczkowe jakim jest, przedstawiona na Rys. 12. agregacja monome-
ru w roztworze do struktury dimeru, mozna monitorowac poprzez obserwacje war-
tosci przesunie¢ chemicznych protonéw Horwjednostkach B24 -B28 .Wartosci prze-
sunie¢ chemicznych tych protonéw sg charakterystyczne dla okreslonego motyw u
struktury drugorzedowej. Rozpoznanie takiego motywu strukturalnego odbywa sie
poprzez obliczenie inkrementu CSI [25,26] (ang. Chemical Shift Index) odejmujac
od znalezionej wartosci S H* warto$¢ przesuniecia chemicznego takiego samego
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protonu w pept\dzie o strukturze klebka stat\ st\cznego Zakres zmianwartosci SHa
kiebka stat\ st\ cznego jest ustalom na+0.1 ppm Zaobserwowanie takiego samego
znaku mde\u CSI dla czterech jednostek \W\stepujac\ch po sobie, Swiadczy o ist-
nieniu mot\-\vu strukturalnego, np cr-helis\ lub /~-kartki Znak mkrementu zalez\
od wa stepujgcego mobAYii i jest ujemrt\ dla 8 Ha w «-helisie W\kres taki dla tan-
cucha fi przedstaw lom jestna R\s 13

P.i sunek 12. Dimeryzacja insulim ludzkiej w roztworze wodir.m w wyniku oddziatywan hydrofobowych
wzdtuz C-temunalnej czedel taricuchéw B dwdéch struktur monomerycznych, v ktérych jednostki B24 B28
tworzg motywy /S-kartki

irn i <ga n it m a uumirn i*m in sitiptik tkiu» nim « m jum m m
-02
'w  Abfda ]
S-Satige
m i Rademos
-06
.08

Rysunek 13 Wykres analizy CSI dla atomow H a taficucha B insuliny ludzkiej Inkrementy CSI przedstawione
sg dla dwdch roznych roztworow insuliny ludzkiej dla porownama powtarzalnos$ci rejestracji przesunie¢
chemicznych Linia przerywana rownolegta do osi rzednych wyznacza granice zmiennos$ci iH avi kiebku
stat} stycznym
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Z wykresu tego wynika, ze w fancuchu B znajduje sie motyw «-helisy B8—B 18
poniewaz inkrementy CSI maja ten sam znak dla wszystkich jednostek w tym za-
kresie i zmieniajg znak (lub majg wartosci bliskie 0) na koncach motywu struktural-
nego (jednostki B7 i B 19). Natomiast w badanych insulinach przedstawionych na
Rys. 12 w zakresie B24-B28 wartosci inkrementow CSI sg nieregularne i nie wy-
kraczajg poza zakres charakterystyczny dlawartosci ktebka statystycznego co wska-
Zuje na to, ze ta czes¢ fancucha mawiasnie strukture nieregularng. Badane insuliny
nie majg wiec elementu /J-kartki w tym zakresie i sg insulinami monomcrycznymi.
w odrdznieniu od insuliny przedstawionej na Rys. 12, ktéra ma strukture dimeru.

Ta prosta analiza wartosci SY\a umozliwia wiec oceng stanu agregacji biatka
w badanych warunkach w roztworze. Nalezy jednak zwrdcié¢ uwage na fakt, ze ana-
liza taka moze nie by¢ wystarczajaca do ustalenia stanu agregacji w roztworze jezeli
np. czasteczka monomeru jest w réwnowadze z dimerem a proces mwymiany jest
szybki w skali czasu NMR i obserwuje sie usrednione wartosci przesunie¢ chemicz-
nych.

W ostatniej dekadzie, wykorzystujgc szerokie zastosowanie cewek gradiento-
wych w konstrukcji sond wysokiej rozdzielczosci, rozwinigto metode wyznaczania
wspotczynnikéw dyfuzji do badaniach oddziahwan miedzyczasteczkowych. Meto-
da tajest szczegolnie przydatna do badania oddziatywan duzych czasteczek biolo-
gicznych (DNA, RNA, biatka, peptydy) z niskoczgsteczkowymi ligandami orga-
nicznymi (patrz wyzej). Niemniej, moze réwniez by¢ przydatna do rozréznienia
agregatow insulinowych, np. dimeru i tetrameru [27J.

Na Rys. 14, w projekcji na o$ odcietych, przedstawione jest widmo insuliny
ludzkiej w warunkach, w ktérych réwnoczesnie w roztworze wystepuja dimer i te-
tramer w réwnowadze, w zakresie wolnej wymiany w skali czasu NMR. Poniewaz
widmowykonane jestwD.,0, mozliwejest obserwowanie protonéw C2-H histydyn
B5 i B10 w zakresie 7,5 ppm. Ze wzgledu na symetrie C,, w dimerze obserwujemy
tylko 2 sygnaty C2-H dla obu histydyn a 4 sygnaty w liniowym tetramerze zawiera-
jacym plaszczyzne symetrii Cs. Przypisania sygnatéw obydwu agregatom dokonuje
sie na podstawie widma 2D DOSY [28,29] (ang. Diffiusion OrderedSpectroscopy),
przedstawionym na Rys. 14, jako wyniku eksperymentu pomiaru wspétczynnikow
dyfuzji widocznych na osi rzednych dla poszczeg6lnych sygnatow.
Dimer i tetramer rdznig sie znacznie wspotczynnikami dyfuzji ze wzgledu narézni-
ce parametréw hydrodynamicznychjako pochodnej roznej $rednicy biatka globu-
lamego dimeru i tetrameru. Nalezy zwrdéci¢ uwage, ze prawidtowe wartosci wspot-
czynnikéw dyfuzji w tym eksperymencie mozna wyznaczy¢ jedynie dla sygnatéw
obydwu indywiduéw chemicznych, ktore sg dobrze wyodrebnione i nic pokrywajg
sie z innymi sygnatami, w szczegdlnosci pochodzacymi od indywiduum o innym
wspétczynniku dyfuzji. Pokrywanie sie wzajemne takich sygnatoéw zaburza prawi-
dtowe wartosci wspotczynnika dyfuzji, jak to wyraZznie wida¢ na Rys. 14.
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R\sunek 14 Wldmo 2D DOS” insulim ludzkiej w DO wyr6zniajace wspotcz\nniki dyfuzji dla dimeru (D)
i tetrameru (T) Zaznaczone s\gnah pochodzg od protonéw FT Wjednostkach B101B5
Linia pm wartosci 7 78 ppm zawiera dwa pokrywajace si¢ s\gnah tetrameru

Przyktadem ilustrujgcym elementy wspotdziatania bioczasteczek kreujace ich
funkcje jest oddziatywanie insuliny z receptorem insulinowym [30] przedstawione
na Rys 15 Nalezy zwtocic uwage na fakt, ze wigzanie insulim jest podstawowym
elementem uruchamiajacym dziatanie enzyméw wewnatrz komorkowy ch natomiast
konformacja monomeru insulim, wiasciwa dla wigzania z receptorem, me jest po-
znana ijest obiektem badan NMR [31,32, 33]

Receptor insuliny jest biatkiem transmembranowym, heterotetramerem skfada-
jacym sie z 2 podjednostek a i dwéch podjednostek /?, tacznie, z 1340 jednostek
ammokwaso\v\ch(480kD) Wigzanie insuliny z podjednostkami a czesci zewnatrz-
komorkowej receptora inicjuje aktywnosc¢ tarncuchow /?, specyficzng autofosfory la-
cjetyrozyn w scisle okreslony ch domenach tancuchéw P zwany ch kinazami tyrozy -
nowymi Ten proces jest poczatkiem kaskady sygnatow wewnatrz komorkowych,
rezultatem ktorej jest prawidtow\ metabolizm glukozv i utrzymanie jej wtasciwego
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poziomu we Krwi [34], powa zs2\ przyktad opisuje oddzialyw anie trzech czasteczek
biologiczmch; insuliny, receptora insulinowego oraz btony komoérkowej.

Insulina

8 I H ###H#H#H#H#

Domena kma/y
tyrozynowfcj

/ \

\

Miejsca
autofosforylacji

Rjsunek 15 Oddziatywanie receptora insulinowego z insuling inicjujace kaskade s\gnalow wewnatrz
komérkowa ch

PODSUMOWANIE

Przedstawione powyzej wybrane zagadnienia zastosow ania NMR w badaniach
oddzial\-\van miedzyczasteczkowych sygnalizuje wykorzystanie metody na pozio-
mie wspotrzednych atomowych w roztworach. Jest to naturalny, i najbardziej krea-
tywny model badania materii w aspekcie poznaniajezyka zywej materii, wazny nie
tylko ze wzgledéw poznawczych ale gtéwnie uzytkowych, jak np. dla racjonalnego
projektowania lek6w i poznania mechanizmu ich dziatania. Wage tych zagadnien
podkreslajg dwie przyznane w ostatnim dziesiecioleciu nagrody Nobla (R.R. Ernst.
K. Wiithrich). Naturalnie komplementarng technika jest zastosowanie magnetycz-
nego rezonansu jagdrowego w ciele statym, przezywajacego ostatnio burzliwy okres
rozwoju. Pofgczenie tych technik, uzupetnione przez badania krystalograficzne
(X-Ray) i spektroskopie mas (MS), cechuje prawdziw ie multidyscyplinamg i nowo-
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czesng strategie badan biologii molekularnej. Nalezy tu podkresli¢ szczegdlne zna-
czenie technik nano-spray ESI MS, ktére w ostatnich latach owocujg unikalnymi
dla biologii wynikami badari dynamiki niezwiazanych kowalencyjnie agregatow
biatkowych i ich komplekséw z ligandami organicznymi [35, 36, 37J.

Naturalne rozszerzenie badarn NMR na poziom komdrkowy jest rowniez moz-
liwe i stosowane (np. opisane wyzej badanie inicjujgcego dziatania insuliny na funkcje
receptora isnulinowego, IR, w procesie regulacji prawidtowego metabolizmu glu-
kozy)-

Szczegdlnie spektakularne i wybiegajgce w przyszto$¢ zastosowanie NMR doty-
czy obrazowania tkanek (MRI - ang. Magnetic Resonace Imaging , stosowane
w lecznictwie otwartym, oraz technika MRS (ang. Magnetic Resonance Spectra)
analizy widm NMR tkanek in vivo lub ptyndw ustrojowych.
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ABSTRACT

A number ofreasons have hindered the use of NMR spectroscopy as a tool for
the protein structure determination. Recently, the advance in the NMR equipment,
spectral techniques and isotope labelling has resulted in an enormous growth of
NMR-determined protein structures.

After abriefpresentation of protein structure and conformation several types of
NMR-derived constraints and the characteristic features of chemical shifts in prote-
ins are discussed. Short-range, distance and dihedral angle constraints are valuable,
but cumulative errors can appear when succcsive constraints are used to determine
spatial relationship of remote parts of a protein Therefore, long-range constraints
derived from residual dipolar couplings are highly complcmcntaiy to the short-ran-
ge constraints.

Modem strategies to the NMR-based protein structure determination depend
on the size of studied biomolecules. Small proteins (Mz< 10 kDa) can be studied
with the use of two-dimensional (2D)  NMR techniques. Medium size proteins
(Maz< 30 kDa) require double isotopic labeling N/,3C and multidimensional (3D
and 4D) heteronuclear techniques. There is no well established strategy to the struc-
ture determination of large proteins (Mz>30 kDa) yet The most promising appro-
aches take advantage oftriple isotopic labeling 8N/13C/2H and the transverse relaxa-
tion optimized spectroscopy (TROSY), both resulting in the reduction of signal width.

Keywords: NMR spectrometry, protein structure in solution, NMR structural
constrains

Stowa kluczowe: spektrometria NMR, struktury biatek w roztworach, wiezy struk-
turalne NMR
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WSTEP

Wiekszo$¢ waznych biologicznie pierwiastkdw, wegiel, azot, woddr czy fosfor,
posiada trwate izotopy, ktorychjgdra obdarzone spinem charakteryzuja sie waskimi
sygnatami w widmach magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR). Oddziatywa-
nia miedzyjadrowe, ktdre sg czute nawet na mate zmiany struktury i konformacji
czasteczki, wptywajg na potozenia, ksztatty i intensywnosci sygnatéw NMR [1, 2J.
Dzigki temu spektroskopia NMR stwarza mozliwosci otrzymywania w roztworach
struktur czagsteczek o duzej doktadnosci. Dynamicznie rozwijajace sie w ostatnich
latach badania NMR biatek z jednej strony stwarzajg mozliwosci poréwnywania
struktur biatek otrzymanych w krysztale i roztworze, za$ z drugiej strony umozli-
wiajg badania takich biatek, ktore nie krystalizuja.

Ogromny potencjat badawczy spektroskopii NMR narazie nie znajduje odbicia
w liczbie struktur dostepnych w bazach danych; mniej niz 14% struktur biatek zde-
ponowanychw Protein Data Bank (http://www.rscb.org/pdb) zostato wyznaczonych
w oparciu o dane uzyskane przy pomocy NMR. Taki stan rzeczy zostat spowodowa-
ny przez szereg przyczyn i warto wymieni¢ podstawowe powody, ktére hamowaty
dotychczas szerokie wykorzystanie NMR w wyznaczaniu przestrzennych struktur
biatek [3],

Niska czutos¢ spektroskopii NMR Obecnie typowa ilos¢ biatka potrzebna do
badarn NMR wynosi okoto 0,5 /¢M czyli o kilka rzedéw wielko$ci wiecej niz ilos¢
potrzebna do pomiaréw optycznych czy w spektrometrii mas. Ponadto biatko nic
powinno podlegac agregacji przy stezeniach rzedu 1 mM/1.

Czasochtonno$¢ pomiaréw NMR. Biatko musi by¢ stabilne w roztworze w tem-
peraturze pokojowej co najmniej przez kilkanascie dni.

Sygnaty w widmach biatek poszczegoélnych izotopdw sg silnie ponakladane.
Na przyktad w biatku sktadajacym sie z 200 reszt aminokwasowych nalezy oczeki-
wac okoto 1200 sygnatdw izotopu H, 1000 sygnatéw izotopu I3C i ponad 200 syg-
natéw izotopu 1N wystepujacych w waskich przedziatach czestosci.

Bardzo silny sygnat rozpuszczalnika jakim jest woda utrudnia obserwacije
widm 'H NMR, zwlaszcza waznego diagnostycznie obszaru sygnatéw Ha.

W duzych biatkach sygnaty ulegajg poszerzeniu tracac strukture subtelng ze
wzgledu na wolniejszg reorientacje dyfuzyjna.

Wiezy strukturalne otrzymane zwidm NMR sg niejednoznaczne, co powo-
duje, ze ich liczba musi by¢ znacznie wieksza od liczby konformacyjnych stopni
swobody.

Obecnie wigkszos¢ tych niekorzystnych wiasciwosci widm NMR zostata prze-
zwyciezona dzieki ogromnemu postepowi jaki dokonat sie w budowie spektrome-
tréw, projektowaniu nowych technik pomiarowych, znakowaniu izotopowym oraz
procedurach komputerowych stuzacych do otrzymania wiezéw strukturalnych i wy-
korzystaniu ich w obliczeniach strukturalnych. Dlatego w ostatnich latach liczba
deponowanych w PDB struktur biatek otrzymanych w oparciu o dane NMR ro$nie
lawinowo.
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BUDOWA | KONFORMACJA BIALEK

Biatka sg biopolimerami zbudowanymi z aminokwasOw, czasteczek chemicz-
nych majacych og6lng strukture dangwzorem RCH(NH,)COOQOH, gdzie R - to pod-
stawnik nazywany fancuchem bocznym. W skiad wszystkich biatek wchodzi dwa-
dziescia podstawowych aminokwasow ijedynie nieliczne z biatek zawierajg ponad-
to zmodyfikowane aminokwasy nie nalezgce do wspomnianej dwudziestki [4], Ami-
nokwasy w biatkach sg potgczone wigzaniami peptydowymi tworzac taficuch poli-
peptydowy, ktéiy umownie dzieli sie na tafncuch gtéwny (szkielet) i tafncuchy bocz-
ne (Rys. 1).

"R/+1

Ic 05+1

Niﬂ
koniec N koniec C
H

Rysunek 1. Fragment tafncucha polipeptydowego zbudowanego z reszt ammokwasowych potgczonych
wigzaniami peptydowymi. Lancuch gtéwny sktada sie z powtarzajacej sie sekwencji atoméw N-Co-C \
R - tancuchy boczne, 0, ¥, ca- katy torsyjne okreslajagce konformacje tancucha gtéwnego

Sekwencja reszt aminokwasowych w tarncuchu polipeptydowym okresla struk-
ture pierwszorzedowag biatka, ktdra jest wyznaczana metodami biochemicznymi.
Konformacjatancucha gtéwnego jest zdefiniowana przez trzy katy torsyjne @, 'Fi a
dla kazdej reszty aminokwasowej. Biatka charakteryzujg sie tym, ze odcinki tani-
cucha gtéwnego posiadajg lokalne struktury periodycznejak helisy czy struktury J3
o0 okreslonych wartosciach katdw torsyjnych [5,6J. Ten pierwszy poziom przyjmo-
wania przez biatko koricowej struktury natywnej (zwijania biatka) nosi nazwe struk-
tury drugorzedowej. Struktura przestrzenna catej czasteczki biatka zbudowanego
z pojedynczego tancucha polipeptydowegojest nazywana strukturg trzeciorzedowa.
W przypadku biatek zbudowanych z wiecej niz jednego tancucha polipeptydowego
(biatek multimeiycznych) wzajemne utozenie faricuchéww strukturze finalnej okresla
strukture czwartorzedowa [4], Wszystkie wymienione poziomy zwijania biatka sg
przedstawione na Rys. 2.

Szereg oddziatywan odpowiada za przyjecie przez biatko koricowej konforma-
cji. Sa to zarébwno wigzania kowalencyjne jak i oddziatywania niekowalencyjne
dyspersyjne i elektrostatyczne, bedace skutkiem oddziatywan wcwnatrzczasteczko-
wych, atakze odgrywajacych wazngrole oddziatywan czasteczki biatka z czastecz-
kami rozpuszczalnika.
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Rysunek 2. R6zne poziomy budowy biatka przedstawione na przyktadzie homodimerycznego biatka S100A 1.
tarcuch polipeptydowy jest zbudowany z 93 reszt aminokwasowych, ktérych sekwencja
(struktura pierwszorzedowa) jest pokazana w gomej czesci rysunku. Najwazniejsze elementy struktury
drugorzedowej, cztery diugie «-helisy; bez uwzglednienia ich wzajemnej orientacji sa przedstawione
schematycznie w $rodkowej czesci rysunku. W czesci dolnej przedstawiono wzajemne potozenie
drugorzedowych elementéw struktury w podjednostce (struktura trzeciorzedowa) oraz wzgledng orientacje

dwdch podjednostek (struktura czwartorzedowa)

WIEZY STRUKTURALNE

Budowa przestrzenna czasteczki skfadajacej sie z Anatoméwjestjednoznacznie
zdefiniowana przez 3N - 6 wspotrzednych wewnetrznych takich jak dtugosci wig-
zan, katy walencyjne i katy dwuscienne. Dla dtugosci wigzan i katéw walencyjnych,
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ktére najczesciej nie zalezg znaczaco od zmian konformacyjnych, przyjmuje sie
wartosci standardowe otrzymane innymi niz spektroskopia NMR, metodami do$wiad-
czalnymi. Do wyznaczenia pozostajg katy dwuscienne, ktérych w reszcie amino-
kwasowej jest srednio pie¢. Katy te muszg zosta¢ wyznaczone w oparciu o0 wiezy
strukturalne otrzymywane z danych znajdujgcych sie w widmach NMR.

WidmaNMR pozwalajgnawyznaczenie kilku rodzajow wigzdw strukturalnych.
Do najwazniejszych i najczesciej wykorzystywanych zaliczajg sie odlegtosci pomie-
dzy protonami otrzymywane z pomiaréw jagdrowego efektu Overhausera (NOE) [5J.
Roéwniez czesto wykorzystywane sgwicynalne state sprzezenia spinowego pozwala-
jace na bezposrednie obliczenie odpowiedniego kata dwusciennego z zaleznosci
Kaiplusa [7, 8]. Istnienie wigzania wodorowego moze by¢ eksperymentalnie po-
twierdzone obserwacjg sprzezen spinowych przez te wigzania [9], Wymienione ro-
dzaje wiezdw zaliczajg sie do wiezdw krdtkozasiegowych dajacych jedynie infor-
macje o strukturze lokalnej. Zasieg efektu NOE w biatkach nie przekracza 0,5 nm
a dhugos¢ wiazania wodorowego jest jeszcze mniejsza. Przy wyznaczaniu wzajem-
nej orientacji odlegtych fragmentow czasteczki ma miejsce kumulowanie sie bie-
déw, ktdrymi obarczone sg poszczegdlne wiezy krotkozasiegowe.

Badania prowadzone w rozpuszczalnikach anizotropowych pozwalajg na wy-
znaczenie niecatkowicie usrednionych przez ruchy dyfuzyjne sprzezen dipolowych
okreslanych w takim przypadku terminem resztkowych sprzezen dipolowych. Po-
niewaz wszystkie obserwowane w czasteczce resztkowe sprzezenia dipolowe zo-
stajg wyznaczone wzgledem jednego molekularnego uktadu wspotrzednych zdefi-
niowanego przez osie gtdwne tensora dyfuzji czasteczki, wiec odlegtosci pomiedzy
wektorami fgczacymi paiy sprzezonych dipolowo jader nie wptywajana doktadnosé
wyznaczenia ich wzajemnej orientacji [10-14], Jest to wasciwos¢ odrozniajacaten
typ wiezow od wiezow krétkozasiegowych.

Zaden z -wymienionych rodzajow wiezéw niejestjednoznaczny. Proton HAodle-
gty o odcinek d od innego protonu HBo znanym potozeniu moze znajdowac sie na
powierzchni sfery o promieniu of, ktdrej srodek wyznacza proton HB Dojednoznacz-
nego okreslenia potozenia protonu HApotrzebnajest znajomos$¢ czterech odlegtosci
od roznych odpowiednio wzgledem siebie zlokalizowanych protonéw o znanych
potozeniach. Jednej wartosci wicynalnej statej sprzezenia moga odpowiadaé cztery
rézne wartosci kata dwusciennego i do usuniecia tej niejednoznacznosci potrzebna
jestznajomos¢ dwaoch lub trzech roznych sprzezen wicynalnych posiadajgcych wspél-
ne wiazanie centralne. Spenienie takiego warunku nie zawsze jest mozliwe. ROw-
niez dana warto$¢ resztkowego sprzezenia dipolowego nie odpowiadajednemu kie-
runkowi odpowiedniego wektora miedzyjadrowego i mozliwe kierunki tworzg po-
wierzchnie dwoch stozkdw eliptycznych. Z tych powoddéw doktadnos¢ wyznaczenia
struktury przestrzennej rosnie z liczbg wiezéw. Powszechnie uwaza sie, zc powinno
ich by¢ ponad 10 najedna reszte aminokwasowa.
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PRZESUNIECIA CHEMICZNE W BIALKACH

W badaniach NMR biatek oprdcz przesunieé¢ chemicznych protonéw IH istotng
role odgrywajarowniez przesunieciaizotopéw 1N i ,3C. Potozenia sygnatéw w krot-
kich faincuchach peptydowych, nie posiadajacych struktury drugorzedowej, sa mato
zréznicowane. Natomiast w biatkach posiadajacych strukture trzecio- lub czwarto-
rzedowa zréznicowanie jest znacznie wieksze i czesto charakterystyczne dla lokal-
nej struktury drugorzedowej. Typowe przedziaty przesunie¢ chemicznych w biat-
kach zostaty zebrane w Tab. 1 Bardziej szczeg6towe dane dotyczace przesunieé
chemicznych 'H i ,3C oparte na analizie danych NMR otrzymanych dla 13 biatek
zostaty opublikowane przez Kraulisa [15J.

Tabela X Charakterystyczne przedziaty wartosci przesunie¢ chemicznych izotopéw 'H, 1N i I3C
w biatkach diamagnetycznych

Jadro Przedziat [ppm]
Hs- 7,0-10,0
Ham 6,0-9,0
H.,.(W) 9,5-10,5
H,,.H~(S,T) 3,5-5,5
0,3-4,0
N szkieletu, Na (N), Q) 105-130
C 170-182
K o 0] 85-140
C,..CjSS,T),Ci (P) 48-72
C.(G) 40-48
Js, CV.. 10-45

me obejmuje meobserwowanychw widmach korelacyjnych 1!C/'H czwartorzedowych atoméw wegla

Systematyczne odchylenia przesunie¢ chemicznych jader Hai Caod przyjmo-
wanych za punkt odniesienia przesunie¢ chemicznych tych jader w odpowiednich
resztach aminokwasowych znajdujacych sie fafcuchu nie majgcym okre$lonej struk-
tury (stopiona globula) sg wykorzystywane w metodzie CSI (ang. chemical shift in-
dex) do identyfikacji helis i struktur /? [16, 17J. Rowniez bazujaca na wartosciach
przesunie¢ chemicznych metoda TALOS pozwala na przewidywanie lokalnej kon-
formacji szkieletu biatka [18],

Analizujac podane w Tab. 1wartosci przesunie¢ chemicznych nalezy zwrocié
uwage na dwie ich cechy. Przedziat przesunie¢ chemicznych szkieletowych proto-
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néw amidowych HNjest szeroki i oprécz tego znajdujg sie w nim jedynie protony
aromatyczne fenyloalaniny, tyrozyny, histydyny i tryptofanu, ktére nie sg sprzezone
spinowo z pozostatymi protonami w resztach tych aminokwaséw. Dlatego protony
Hn znajdujace sie na poczatku uktadow spinowy ch, ktdre w aminokwasach sg linio-
we lub stabo rozgatezione, stanowig dogodny punkt wyjsciowy wielu procedurwyko-
rzystywanych przy wyznaczaniu wiezdw strukturalnych. Drugg wazng cechg prze-
sunie¢ chemicznych w biatkachjest bardzo duza réznica pomiedzy przesunigciami
chemicznymi szkieletowych wegli karbonylowych C’ oraz wegli Cai alifatycznych
wegli fancuchéw bocznych. Dzieki temu mozliwe jest niezalezne, semiselektywne
wzbudzenie jednego z tych przedziatéw, co odgrywawazngrole w wielu technikach
heterojagdrowych stosowanych przy pomiarach biatek znakowanych izotopem 13C.

STRATEGIE WYZNACZANIA STRUKTUR BIALEK

Postepowanie zmierzajgce do wyznaczenia konformacji czasteczki, niezaleznie
od jej wielkosci, zawsze musi sktada¢ sie z trzech krokdw:

1 przypisanie sygnatow,

2. identyfikacjawiezéw strukturalnych,

3. generowanie struktur, w ktérych spetnione sg wiezy doswiadczalne.

Postepowanie w pierwszych dwdéch krokach zalezy od wielkosci badanego biat-
ka. Natomiast postepowanie w trzecim kroku jest okreslone przez rodzaj i liczbe
dostepnych wiezéw [19,20].

Do badania matych biatek, 0 masach czasteczkowych Maz< 10kDa, wystarcza-
jace jest wykorzystanie przesunie¢ chemicznych i ich korelacji w dwuwymiaro-
wej (2D) spektroskopii NMR [5, 19-21]. W biatkach, ktérych masy czasteczkowe
przekraczajg 10 kDa nasilajg sie dwa efekty: rosnie liczba sygnatéw, ktérych szero-
kosci zwiekszaja sie, cojest konsekwencjg coraz szybszej poprzecznej magnetycz-
nej relaksacji jadrowej wynikajacej z coraz wolniejszej dyfuzji rotacyjnej- Rosnaca
liczba coraz szerszych sygnatow zwieksza ich naktadanie sig, co uniemozliwia iden-
tyfikacje sygnatdw oraz wyznaczenie sprzezen spinowych.

Metodami, ktore pozwalajg pokonac te trudnosci jest znakowanie izotopowe.
Omdowienie obszernej problematyki znakowania izotopowego biatek, wykraczajgcej
poza zakres tej pracy, mozna znalez¢ w odrebnych publikacjach [22-24], Nalezy
jednak wspomnie¢, ze biatka mozna znakowac jednorodnie, segmentowo lub selek-
tywnie. Biatka 0 masach czgsteczkowych Mz<30 kDa znakuje sigjednorodnie izo-
topami 1IN i 13C. Przestaje to jednak by¢ wystarczajgce dla biatek ciezszych, ktére
wymagajg rowniez czesciowego deuterowania i selektywnego znakowania 13C grup
metylowych. Do badania biatek znakowanych izotopowo wykorzystuje sie szereg
heterojadrowych technik 3D i 4D [20,25-27].
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Mate biatka, Mz< 10 kDa

Przepisanie sygnatow 'H i identyfikacja wiezow strukturalnych w matych biat-
kach opiera sie na dwuwymiarowych widmach TOCSY (ang. /toto/ correlation spec-
troscopy) [28,29], COSY (ang correlation spectroscopy) [30] oraz NOESY (ang.
nuclear Oyerhauser effect spectroscopy) [31] i sktada sie z trzech krokdéw. Na Rys. 3
przedstawiono schematycznie te obszary widm korelacyjnych, w ktorych znajdujg
sie najwazniejsze informacje strukturalne.

Hn, Ar Ha, Hp,...

6 [poi

Rysunek 3. Najwazniejsze obszary widm TOCSY i NOESY wykorzystywane przy wyznaczaniu struktur
przestrzennych matych biatek

Pierwszy krok calej procedur}, to identyfikacja uktaddéw spinowych poszcze-
golnych reszt aminokwasowych otrzymana w oparciu o korelacje przekazywane przez
wigzania chemiczne. Do tego wykorzystywane sg techniki TOCSY (ang. total corre-
lation spectroscopy) i COSY (ang. correlation spectroscopy). Takie widma dostar-
czajg informacije o przesunieciach chemicznychjader wchodzacych w skiad poszcze-
gblnych uktadow spinowych, lecz nie pozwalajg rozroznic reszt tego samego typu
(np. dwdch alanin) lub reszt o takiej samej symetrii uktadu spinowego (np. tyrozyny
i kwasu asparaginowego zawierajgcych czterospinowy fragment -NH-CH(CO)-CH,-).
Poniewaz protony aromatyczne i grupa metylowa w metioninie nie sg sprzezone
z pozostatymi protonami w resztach aminokwasowych, wiec na tym etapie ich syg-
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naty zazwyczaj nie moga by¢ potgczone z pozostatymi sygnatami reszty, do ktorej
naleza. Wykorzystanie fragmentu widma TOCSY do pogrupowania sygnatow i iden-
tyfikacji uktadéw spinowych przedstawiono na przyktadzie heksadekapeptydu na
Rys. 4 [32,33..

H-N-CH(R)-CO

Lys: R=(CH2)4NH?2

Rysunek 4. Fragmentwidma TOCSY wykonanego dla heksadekapeptydu o sekwencji Ac-D-K-D-G-D-G-Y-I-
-S-A-A-E-A-A-A-Q-NHr W sekwencji znajduja sie takie pojedyncze reszt}'jak lizyna (Lys, K) czy izoleucyna
(le, 1), ktérych uktady spinowe odrézniaja sie od pozostatych i dzieki temu moga by¢jednoznacznie
przypisane na tym etapie analizy danych Réwniez mozliwe jest pogrupowanie sygnatdw nalezacych do
kazdej z pieciu alanin (Ala, A) czy dwdch glicyn (Gly, G), ale sygnatéw tych nie mozna przypisa¢ konkretnym
potozeniom w sekwencji. Kwas glutaminowy (Glu, E) i glutamina (Gin, Q) maja takie same uktady spinowe
niewymieniajacych sie protonéw, co nie pozwala na rozréznienie pomiedzy tymi dwoma resztami Jeszcze
wieksza niejednoznaczno$¢ pojawia sie w przypadku trzech kwaséw asparaginowych (Asp, D), tyrozyny

(Tyr, Y) iseryny (Ser, S). Uktady spinowe reszt tych aminokwasow sg ztozone z czterech protonéw H”,
H/n *HA",. Co prawda seryne mozna zidentyfikowac dzieki znacznie wigkszym niz w pozostatych resztach tej
grupy przesunieciom chemicznym protonéw H”, ale pozostatych reszt nie mozna przypisa¢jednoznacznie
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W drugim kroku procedury dokonuje sie przypisan sekwencyjnych poszczeg6l-
nych reszt aminokwasowych w oparciu o korelacje przekazywane przez oddziaty-
wania dipolowe, ktére pojawiaja sie w widmach NOESY pomiedzy niesprzezonymi
spinowo, ale znajdujacymi sie blisko w przestrzeni protonami sasiadujgcych reszt

oraz HMH*1 Postepowanie takie jest zaprezentowane na Rys. 5. W wid-
mach NOESY pojawiajg sie rowniez intraresydualne (ang. intraresidual) korelacje
pomiedzy protonami i protonami aromatycznymi, co pozwalajednoznacznie przy-
pisac te ostatnie.

16

8,0

-8.,5

9,0

9,5

ppm

Rysunek 5 Cze$¢ widma NOESY wykonanego dla heksadekapeptydu o sekwencji podanej na Rys 4
Na widmie zaznaczono korelacje sekwencyjne Jeden fragment przypisan sekwencyjnych zaczyna sie
odjednoznacznie przypisanego sygnatu HNw reszcie K21 dochodzi do Y7 Drugi fragment przypisan daje
sekwencje A-A-E/Q-A-A-A-E/Q W znanej strukturze pierwszorzedowej jest tylkojeden taki fragment
A10-Al11-E12-A13-Al14-A15-Q16 Pozostate trzy reszty mozna przypisac¢jednoznaczme

W trzecim kroku dokonuje sie szczeg6towej identyfikacji wszystkich korelacji
interresydualnych wystepujacych wwidmie NOESY. Intensywnosci sygnatow kore-
lacyjnych sg przeliczane na odlegtosci pomiedzy protonami i stanowigwiezy struk-
turalne wykorzystywane przy generowaniu struktur [5], Informacje te sg uzupetnia-
ne warto$ciami katow dwusciennych obliczanych z wicynalnych statych sprzezen
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spinowych 3J(HNHa), dla ktorych najbardziej wiarygodnaparametryzacje rownania
Karplusa przedstawiono na Rys. 6 [34],

<+

Rysunek 6. Zalezno$¢ wicynalnej statej sprzezenia spinowego \J(HNHo) od kata dwusciennego ji. W réwnaniu
Karplusa majgcym posta¢ J= Acos2p + Bceosip + C, wspotczynniki przyjmuja nastepujace wartosci:
A=+6,51 Hz, B=-1,76 Hzoraz C = +1,60 Hz [34] Ze wzgledu na przyjeta definicje kata ¢
zachodzi relacja = &+ 60°

Srednie biatka, 10 kDa <M_ <30 kDa

Biatka 0 masach z przedziatu 1030 kDa do badarn NMR znakuje sie jednorod-
nie izotopami SN i I3C. Przypisania sygnatow 'H, 13N i ,3C sg wykonywane w opar-
ciu o wielojadrowe, wielowymiarowe techniki, w ktérych do skorelowania sygna-
6w wykorzystuje sie duze, heterojgdrowe sprzezenia spinowe [20, 25] (Rys. 7).

ty?
H H \r/l40
Ol Ve« IR
N 55 15 140\ /35

N 11 ‘cr
IN 7 = |
Hy \B H 0
Rysunek 7. Fragment faricucha polipeptydowego z zaznaczonymi wartosciami heterojadrowych sprzezeh

spinowych wykorzystywanych do przypisania sygnatéww IN/nC podwojnie znakowanych biatkach.
Wszystkie wartosci podano w Hz
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W Tab. 2 zebrano najczesciej stosowane do tego celu techniki. Aby zapewni¢ naj-
wiekszg dostepng czutosc, sekwencje te zaczynajgsie i konczanajadrach 'H.

Tabela 2. Najwazniejsze sekwencje heterojadrowe wykorzystywane do przypisania sygnatéw w widmach
NMRjader ‘H, BN i nC szkieletu i tanicuchéw bocznych podwoéjnie znakowanych biatek. Jest przyjete, ze
w nazwach sekwencji umieszcza sie w nawiasach tejadra, ktdrych przesuniecia chemiczne nie sg rejestrowane
aczkolwiek sg one wykorzystywane do przekazania magnetyzacji. W drugiej kolumnie wyr6zniono jadra,
ktérych przesuniecia chemiczne sa mierzone a symbolami ft oznaczono odpowiedni wymiar w widmie.
Gorny wskaznik oznacza kolejnos¢ reszty aminokwasowej w sekwencji.

Nazwa sekwencji Droga przeniesienia magnetyzacji Grupy przesunie¢ chemicznych
Bn/‘hhsqgc Hn—Nféh-Hnfli) Hn01, N<f)
HNCO Hn0), N®,
HN(CO)CA hno),n ', c*"\cJa>
-*C <m ,-»N®-»H«®C/S)
HNCA Hnw), Cc(0, C<M), C,('
HN*' N }AC//C* UC,(JC,M(/ih HnW, N®, C/j\ Cam,
HN(CA)CO » / ( ( C«0-) 0 W)
CBCA(CO)NH Hu™,N10,Cm, C,,w, C /',
- n</2) hn03) cONc/)
Hn,),N®, C*\ Cj\ C/>,
HBHA
(CBCACO)NH

Hi-»

2 1

Rysunek 8. Dwuwymiarowe widmo ISN/*"H HSQC korelujace przesuniecia chemicznejader "H i I3N grup
amidowych przez statg sprzezenia spinowo-spinowego ‘J(N,H), ktére wykonano dla podwdjnie znakowanej
ubikwityny, biatka liczagcego 76 reszt aminokwasowych. Kazda grupa amidowajest nawidmie
reprezentowana przezjeden sygnat korelacyjny. Na osi Fl znajdujgsie przesuniecia chemiczne 5N a na osi F2
- przesuniecia chemiczne ‘R.
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Ponadto we wszystkich wymienionych technikach do korelacji wykorzystuje
sie jadra protonu i azotu grup amidowych. Wynikato ze znacznego zréznicowania
przesunie¢ chemicznych tychjader oraz bardzo stabej korelacji pomiedzy nimi. llu-
struje to Rys. 8, na ktérym przedstawiono dwuwymiarowe widmo zawierajgce kore-
lacje omawianych przesunie¢ chemicznych w biatku ubikwitynie. Naktadanie sy-
gnatéw korelacyjnych jest zaniedbywatnie mate. Odrebne techniki stosuje sie do
przypisan sygnatéw grup metylowych [35-37] i aromatycznych [38,39].

Poniewaz catkowity czas rejestracji widma wielowymiarowego rosnie potego-
wo z liczbgwymiardw, wiecjego skrocenie odgrywa wazngrole, szczeg6lnie w przy-
padku biatek o ograniczonym czasie trwatosci. Jedng z najbardziej obiecujacych
metod pozwalajgcych na znaczne skrécenie czasu rejestracji widma bez degradacji
rozdzielczosci jest metoda zredukowania wymiarowosci (ang. reduced dimensiona-
lity - RD) [40-42]. W widmach RD informacje o n przesunieciach chemicznych sg
zakodowane w 2" widmach dwuwymiarowych. Przyktad tréjwymiarowego widma
HN(CO)CA zredukowanego do dwdch wymiaréw jest przedstawiony na Rys. 9. Po-
miar widma 2D HN(CO)CA-RD trwa kilkakrotnie krécej niz klasycznego widma
3D HN(CO)CA.

Rysunek 9
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K

Rysunek 9. Widma HN(CO)CA o zredukowanej wymiarowosci dla podwéjnie znakowanej ubikwityny.
Widma pozwalajg na skorelowanie przesunie¢ chemicznychjader IH i BN grup amidowych z przesunieciami
chemicznymi Capoprzedzajacej reszty aminokwasowej (patrz Tab. 2). Kazde z widm zawiera sygnaty
korelacyjne o czestosciach bedacych za kazdym razem inng kombinacja liniowg czestosci jader
,.zredukowanych”, w tym przypadku I8N i Ca. Przez czestosci jader rozumie sie réznice pomiedzy
czestosciami rezonansowymi i noSnymi wyrazone w Hz; widmo A zawiera sume czestosci, awidmo B -
réznice. Przyklad liczbowy przedstawiony dla sygnatu o najmniejszej wartosci przesuniecia chemicznego Hh
(najbardziej na prawo) korelujacego reszty Gly35-1le36 pozwala zrozumie¢ idee zredukowanej wymiarowosci
FSN) = [A("N) + a ()2 = (95,44 + 144,95)/2 = 120,19.
¢TO = AI'C)+ [¢TN) - A@N)I/(BN)/IFC)],

;dzie SINnC) oznacza potozenie czestosci nosnej impulsu weglowego naskali przesunie¢ chemicznych, w tym
przypadku ustawione przy 56,00 ppm, za$ /(IsN)//C’C) jest stosunkiem czestosci rezonansowych dwoch
izotopdwwynoszacym 0,404. Ostatecznie GnC) = 56,00+ (120,19- 144,95)0,404 = 46,00

Dwuwymiarowe widma TNOESY $rednich biatek majg tak duzg liczbe sygna-
16w korelacyjnych, ze ich petna identyfikacja staje sie niemozliwa. Dlatego korzy-
stajac z obecnosci izotopéw 1N i nC widma dwuwymiarowe rozcigga sie w trzecim
i ewentualnie w czwartym wymiarze stosujac redagowanie izotopowe (Tab. 3), dzie-
ki czemu kazdy sygnat korelacyjny jest identyfikowany nie przez dwa a przez trzy
lub cztery przesuniecia chemiczne, co w znaczacy sposéb zmniejsza naktadanie sie
sygnatow. Fragment tréjwymiarowego ,5N-redagowanego widma NOESYjest przed-
stawiony na Rys. 10. Izotopowo redagowane widma NOESY stanowig podstawowe

Zrédto informacji strukturalnych dostarczajac dane o odlegtosciach pomiedzy proto-
nami w biatkach [20, 26,27].
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Tabela 3. Sekwencje wykorzystywane do redagowania izotopowego widm NOESY jednorodnie
znakowanych IBN/IC biatek. W drugiej kolumnie wyrézniono jadra, ktdrych przesuniecia chemiczne sg
mierzone a symbolami ft oznaczono odpowiedni wymiar w widmie

Rodzaj sekwencji Droga przeniesienia magnetyzacji Korelacje NOE
3D NOESY-HMQC Hft)-*HN-N(n)-.HNap HNHN HdHn
3D HMQC-NOESY-HMQC Hr- N —HNUy-.HM-NOa-"HNiA) HHn
4D HMQC-NOESY-HMQC Hc- *C(/"y»Hcyi)—*Hc—»C(/i)— HdHc

©2- 1H (PPm)

Rysunek 10. Fragment ISN-redagowanego widma NOESY zarejestrowanego dla ubikwityny. Widmo A jest
standardowym widmem 2D NOESY, awidma B-E przekrojami widma BN-redagowanego 3D NOESY przy
przesunieciach chemicznych 15\ odpowiednio: 116,2 ppm, 116,9 ppm, 117,4 ppm i 126,0 ppm. Silnie
ponakfadane w widmie 2D sygnaty korelacyjne moznajednoznacznie przypisa¢ po rozciggnieciu wzdtuz
trzeciego wymiaru - IS\
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Rysunek 10. Ciag dalszy
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Duze biatka, Mo > 30 kDa

Dotychczas nie opracowano konkretnej strategii otrzymywania kompletnych
wiezow strukturalnych w du2ych biatkach. W prowadzonych obecnie badaniach sto-
suje sie dwa rodzaje zabiegdw majacych za zadanie poprawe rozdzielczosci. Jed-
nymjest deuterowanie protondw niewymieniajacych sie, co powoduje spowolnienie
relaksacji poprzecznej jader 13C prowadzace do zwezema ich sygnatéw o rzad wiel-
kosci [27]. Pewnym mankamentem deuterowania jest brak informacji o przesunie-
ciach chemicznych protonéw Ha. Drugim zabiegiem jest stosowanie techniki
TROSY (ang. transverse relaxation optimized spectroscopy) [43, 44], wykorzystu-
jacej zjawisko interferencji dwoch mechanizmow relaksacji, dipolowej i anizotropii
przesuniecia chemicznego, dlajader 1SN grup amidowych. Na skutek interferencji
sktadowe nieodsprzegnietego sygnatu korelacyjnego 'H/5N roznig sie szerokoscia-
mi potéwkowymi. W technice TROSY rejestruje sie jedynie najwezsza sktadowg
(Rys. 11).

Rysunek 11 Schematyczne przedstawienie nieodsprzegnietego sygnatu korelacyjnego "H/IBN w duzym biatku
(A) oraz przekroje wzdtuz przerywanych linii (B, C) Skfadowe réznigsie szerokosciami potéwkowymi ze
wzgledu na interferencje mechanizméw relaksacji dipolowej i anizotropii przesuniecia chemicznego
W technice TROSY rejestruje siejedynie najwezszg sktadowa sygnatu
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W efekcie oprocz rozdzielczosci poprawiasie rdwniez stosunek sygnatu do szu-
mow pomimo tego, ze nastepuje zmniejszenie intensywnosci integralnej sygnatow
korelacyjnych.

Badanie zdeuterowanych biatek przy wykorzystaniu technik wymienionych
w Tab. 2 zmodyfikowanych tak, by uwzglednia¢ zjawisko interferencji, znacznie
przesuwa granice stosowalnosci spektroskopii NMR. Np. mozliwe byto przypisanie
ponad 90% sygnatdow HN N, Cqi  w kompleksie biatkowym o masie czgsteczko-
wej 64 kDa [45].

Znakowanie 19N/1C/2H z podstawieniem *HNoraz ‘H w grupie metylowej ¢-lle
oraz grupach metylowych waliny i leucyny pozwala na zidentyfikowanie nastepuja-
cych korelacji NOE: HNHN HNMe i Me/Me. Korelacje te okazujgsie wystarczaja-
ce do otrzymania do$¢ doktadnej struktury przestrzenne;j.

PERSPEKTYWY

Nalezy oczekiwaé, ze postep w badaniach strukturalnych biatek bedzie prze-
biegat kitkutorowo. Jedng z jego przyczyn bedzie stata poprawa parametréw spek-
trometrow NMR. Silniejsze pola magnetyczne spowoduja, ze zwiekszeniu ulegng
zar6wno rozdzielczo$¢ spektralna jak i czuto$¢ metody. Ponadto czuto$é znacznie
wzrasta przy stosowaniu sond niskotemperaturowych, w ktérych cewka odbiorcza
pracuje w temperaturze kilkunastu kelwinéw. W efekcie do badan NMR potrzebna
bedzie mniejsza ilo$¢ substancji. Inng przyczyna bedzie doskonalenie metod bio-
technologicznych pozwalajacych produkowac taniej i wydajniej réznorodnie znako-
wane izotopowo biatka. Wreszcie rozwoj metod badawczych optymalizujacych po-
miary NMR makromolekut jak np. TROSY bedzie dopetniat gamy srodkéw odda-
nych do dyspozycji badaczy zajmujacych sie strukturg biatek. Niedawno pojawity
sie doniesienia, ze segmentowe znakowanie I5N/,3C w pofgczeniu z deuterowaniem
i technikg TROSY umozliwi badanie biatek 0 masach czasteczkowych ponad
100 kDa [46].
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ABSTRACT

NMR spectroscopy is a powerful method that allows determination of the structure and
dynamics ofnucleic acids and their complexes in solution with atomic resolution. A major breakthro-
ugh in the structure determination of nucleic acids by NMR was introduction of advanced and
efficient methods for the labeling ofRN A and DN A with 1T and I5N and development o fmultidi-
mensional, heteronuclear NM R techniques analogous to those used in protein NM R spectroscopy.

The resonance assignment is a crucial step in the NMR study. A spectrum must be assigned
before useful structural information can be extracted. The assignment ofRN A is considerably more
difficult than for DN A o fsimilar size. This is mainly due to the much narrower spectral dispersion
ofthe H2’,H3’,H4’ and H575" ribose protons relative to DNA. The methodology for sequential
assignmentofnucleic acids via homonuclear NMR techniques relies on the assumption ofhelical
structure and therefore fails in the case ofnonhelical structures, that is typical ofRNA.

DevelopmentofI13C/IN labeling techniques has afforded heteronuclear multidementional expe-
riments that utilize the favorable properties of 13C and 13N nuclei such as large one- and two-bond
heteronuclear scalar coupling constants and large chemical shift dis-persion. These experiments
provide increased sensitivity ofdouble and triple resonance experiments and help in overcoming the
problem ofsevere spectral overlap.

Progress in novel NMR methods stimulated also a design ofexperiments for conformation-
independent sequential assignment. In nucleic acids, experiments that correlate base resonances
among themselves aswell as with sugar resonances allow unambiguous spectral assignment for the
structures, where the conventional NOE-based methods may not be applied. Assignments ofhighly
overlapped sugar resonances are facilitated enormously by the application ofcorrelated experiments
based on 13C—3C transfer. Additionally, triple resonance experiments allow correlation ofneighbo-
ring nucleotides through the phosphodiester backbone.

The arsenal o fexisting methods in structure calculations ofnucleic acids by NM R spectrosco-
py has recently been extended. For example, NMR methods have been developed to detect and
measure scalar couplingsvia hydrogen bonds. The information abouthydrogen bonds providesvery
useful restraints for structural determination, especially in case ofnoncanonical motifs.

Furthermore, the use ofmethods that introduce anisotropic environments fornucleic acids in
solution allows the measurement ofresidual dipolar couplings (RDC). RDCsyield orientation, rather
than distance-based constraints. The RDCs contain global structural information on nucleic acids
that cannotbe obtained by standard solution NMR techniques. These constraints can both improve
the local structure ofnucleic acids and provide novel data on the global structure.

Another NMR technique, TROSY, has been introduced to effectively suppress transverse
relaxation o f‘H - 15N and ‘H—5C moieties. TROSY selects exclusively the narrowline ofa ‘H-15\
doublet or ‘HH3C multiplet, yielding improved spectral resolution and increased sensitivity of
NMR experiment.

Recent advances in solution NMR techniques provide tools for structural studies of large
(>30 residues) nucleic acids molecules.

Keywords: NMR spectroscopy, DNA and RNA, 1 /I isotopic labeling, assignment strategy

Stowa kluczowe: spektroskopia NMR, DNA i RNA, znakowanie izotopowe IC/1N, strategia
przypisywania sygnatéw
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WSTEP

Biomolekulama spektroskopia NMRjest ovecnie jedyng metodg eksperymen-
talngpozwalgjacagna ustalenie struktuiy przestrzennej makroczasteczek w roztworze
z rozdzielczoscig atomowa. Ma to szczegOlnie duze znaczenie dla rozwigzywania
realnych zagadnien biochemicznych np. préb powigzania struktury czasteczek z ich
funkcjaw komorce. Zaletgustalania struktur DNA i RNA metodamiNMRjestponad-
to mozliwos$¢ rejestrowania funkcjonalnie istotnych zmian konformacyjnych czas-
teczki, opis ich dynamiki oraz analiza proceséw wigzania liganddw.

Postep w dziedzinie spektroskopii NMR kwasow nukleinowych, zaréwno DNA
i RNA, dokonat sie nie tylko dzieki konstrukcji coraz to nowocze$niejszych spektro-
metréw wyposazonych w potezne magnesy nadprzewodzace (21,14 T —900 MHz
dla 'H), ale takze dzieki rozwojowi wielowymiarowych technik heterojadrowych.
Nieustannie pojawiaj gsie coraz to nowe techniki pomagajgce pokonaé niedoskonato-
§ci tych stosowanych dotychczas. Postep w dziedzinie spektroskopii NMR kwaséw
nukleinowych byt réwniez mozliwy dzieki opracowaniu metod enzymatycznej synte-
zy RNA i, duzo pézniej, DNA 11-6] pozwalajacych na otrzymywanie czasteczek
catkowicie znakowanych izotopami 13C, BN i 2H oraz postepowi w dziedzinie syn-
tezy chemicznej sekwencyjnie specyficznego znakowania fragmentéw RNA [7J. Struk-
tuiy kwasow nukleinowych otrzymywane metodami NMR sg z coraz wiekszg pre-
cyzjai doktadnos$ciai mogakonkurowac z najnowszymi osiggnieciami metod krysta-
lograficznych. Chociaz catkowita liczba struktur 3D kwaséw nukleinowych otrzy-
manych na podstawie danych NMR i zdeponowanych w bazie PDB (-600) jest wcigz
zdecydowanie mniejsza niz liczba zdeponowanych w niej biatek (> 3200), to statys-
tyki dotyczace ilosci pojawiajgcych sie nowych struktur DNA i RNA wykazujg staty
wzrost (http://www.rcsb.org/). Trudnosci w ustalaniu struktur kwasoéw nukleino-
wych metodami NMR, w stosunku do biatek, wynikajg miedzy innymi ze znacznie
wiekszej degeneracji przesunie¢ chemicznych spowodowanej matg réznorodnoscig
jednostek nukleotydowych, w poréwnaniu z iloscig reszt aminokwasowych wyste-
pujacych w biatkach. llo§¢ atoméw wodoru w DNA i RNA w stosunku do wszyst-
kich atomdw w czasteczcejest rowniez bardziej niekorzystna dla kwasow nukleino-
wych. Skutkuje to potencjalnic mniejszgilo$cigdostepnych wiezéw, a w konsekwencji
mniejszg doktadnoscigotrzymanych struktur.

Ustalenie struktuiy przestrzennej biomolekul metodami spektroskopii NMR jest
procesem ztozonym sktadajacym sie z wielu etapéw, z ktdrych najwazniejsze to:

a) przygotowanie prébki,

b) zebranie danych eksperymentalnych, procesowanie widm NMR,

c) przypisanie jak najwiekszej liczby sygnatéw rezonansowych 'H, 13C, 19N

i 3P,

d) otrzymanie danych strukturalnych w formie wiezoéw odlegtoSciowych pro-
ton-proton (wielkosci NOE), wiezéw dla katow torsyjnych (wartosci sta-
tych sprzezenia), wiezéw kierunkowych (RDC),

e) wyznaczenie struktur przestrzennych zgodnych z danymi NMR.


http://www.rcsb.org/
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W mniejszym artykule przedstawione zostangjedyme problemy dotyczace dos-
tepnych obecnie sposobow otrzymywania kwasdw nukleinowych na potrzeby spek-
troskopii NMR oraz strategie przypisywania sygnatow w widmach czasteczek za-
réwno o naturalnej zawartosci izotopéwijak i catkowicie znakowanych 13C i/lub 15N.
Pokrotce omowione zostang takze ostatnie osiggniecia w metodologii dla multijadro-
wej spektroskopii NMR, kt6re stanowig zrodto nowychjakosciowo informaciji.

Zagadnienia dotyczace otrzymywania wiezow strukturalnych oraz metod obli-
czeniowych stosowanych w celu ustalenia struktur kwaséw nukleinowych metoda-
mi NMR beda przedmiotem odrebnej pracy (czes¢ I1).

1. SYNTEZA RNA | DNA

Niewatpliwgzaletg spektroskopii NMRjestjej unikalna zdolnos¢ pozwalajgcana
okreslanie struktury biomolekutw warunkach zblizonych do fizjologicznych. Ekspe-
rymenty NMR wymagaja dostepu do miligramowych ilosci materiatu o bardzo wyso-
kiej czystosci. W przypadku badan prowadzonych dla czasteczek o wiekszej masie
konieczne jest posiadanie preparatow catkowicie, czeSciowo lub/i selektywnie zna-
kowanych izotopami 13C i 5N. Obecnie na potrzeby badan NMR stosuje sie dwie
rézne strategie otrzymywania fragmentoéw kwasow nukleinowych o okreslonej sek-
wencji. Sgto: chemiczna synteza na podtozu statym w oparciu o metode fosforyno-
amidowa oraz synteza enzymatyczna m vitro.

Chemiczna synteza oligonukleotyd6w, stosowana standardowo od lat 80. ubie-
gtego stulecia [8]jest procesem cyklicznym sktadajacym sie z kilku etapow, w efek-
cie ktérego po kazdym cyklu przytaczanajest kolejnareszta nukleotydowa Ze wzgledu
na zawade przestrzennggrupy ochronnej funkcji hydroksylowej 2’-OH, wydajnos¢
jednego cyklu syntezy RNA jest znacznie nizsza (96-97%) niz syntezy DNA
(98-99%). Ogranicza to dostep do fragmentéw RNA o dtugosci okoto 30 reszt nu-
kleotydowych.

Idea enzymatycznej syntezy RNA na potrzeby NMR jest stosunkowo prosta
[9, 10] i stosuje sie ja rutynowo w wiciu laboratoriach 111-13], Opiera si¢ ona
0 reakcje transkrypcji in vitro na syntetycznych matrycach DNA, przy udziale poli-
merazy T7 zwykorzystaniem rybonukleozydo-5 ’-trifosforanow (rNTP). Izotopowo
znakowane rNTP otrzymuje sie zazwyczaj z komdrek E. coli hodowanych na po-
zywkach zawierajgcych, jako zrodto wegla i azotu, wytacznie izotopy 13C i/lub 15N.
Wyizolowany z komoérek RN Ajest hydrolizowany do rybonukleozydo-5 -monofos-
foranow, a nastepnie pozadane rNTP otrzymuje sie w procesie enzymatycznej fosfo-
rylacji nukleozydomonofosforanbwNMP. Wadg enzymatycznej metody syntezy oli-
goiybonukleotyddwjest warunek narzucany na minimalng dtugos$¢ syntetyzowanego
fancucha (kilkanascie reszt nukleotydowych).

Otrzymanie na drodze syntezy enzymatycznej znakowanych izotopowo czaste-
czek DNA o okreslonej sekwencji na potrzeby spektroskopii NMRjest znacznie trud-
niejsze. Do niedawna wigkszos$¢ eksperymentdw heterojgdrowych dla DNA wyko-
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nywana bylta albo na naturalnej zawartosci izotopu 13C lub stosujgc specyficznie 19N
i/lub 13T znakowane oligonukleotydy otrzymywane metodami syntez}' chemicznej.
Do tej pory zaproponowano dwie fundamentalnie rozne strategie enzymatycznej syn-
tezy znakowanych izotopowo czasteczek DNA. Pierwsze z tych podej$¢ wykorzy-
stuje dupleksy DNA z niesparowanym, jednoniciowym koricem stuzagcym jako ma-
trycadla syntezy komplementarnej nici o wymaganej sekwencji [5], Dotychczas dla
syntezy znakowanych DNA zaproponowano dwie rézne polimerazy: polimeraze
DNAI [5,14] i polimeraze Taq [15], Drugie podejscie polega na amplifikacji metoda
PCR tandemowych powtdrzen wybranych sekwencji [4,6], Wadatej metodyjest to,
ze produktem reakcji jest dupleks (> 25 par zasad), sktadajacy sie z dwoch nici
jednakowej dtugosci.

Niezwykie wysokie koszty syntezy chemicznej czgsteczek RNA catkowicie zna-
kowanych izotopowo (13C/15N) sprawiaja, ze synteza enzymatyczna jest obecnie
metoda z wyboru. Natomiast selektywne znakowanie wybranych atomoéw wegla i azotu
w czgsteczce mozna otrzymac jedynie na drodze syntezy chemicznej. Podejscie to
rozwijane jest w naszej Pracowni.

Znakowane izotopami J3C i/lub 1\ fosforynoamidy DNA sg dostepne handlowo
i chociaz rowniez bardzo kosztowna, synteza chemiczna catkowicie znakowanych
izotopowo czgsteczek DNAjest obecnie mozliwa.

2. PARAMETRY STRUKTURALNE KWASOW NUKLEINOWYCH

Konformacje czasteczek DNA i RNA mozna jednoznacznie okresli¢ przez
wyznaczenie dla kazdej jednostki nukleotydowej szesciu katow torsyjnych szkieletu
fosforocukrowego, kata// >glikozydowego definiujgcego wzgledne potozenie zasady
i reszt}' cukrowej (Rysunek IB), oraz kata fazowego pseudorotacji okreslajgcego
konformacje pierscienia cukrowego. W strukturze podwojnej helisy B-DNA deoksy-
iyboza przyjmuje konformacje C2'-endo, natomiast typowg konformacjg iybozy
whelikalnych strukturach A-RNAjest forma C3'-endo (Rysunek 1C).

Podstawowym zrédtem informacji w ustalaniu struktury biomolekut metodami
spektroskopii NMR sgwiezy odlegtosciowe otrzymane na podstawie wielkosci efek-
tu NOE, oraz sprzezenia skalarne, ktérych analiza dostarcza wiezéw dla katéw tor-
syjnych. Znajomoscj ak najwiekszej liczby kontaktéw NOE oraz sprzezen skalarnych
pozwala na wyznaczenie struktury czasteczki z wiekszg doktadnoscig i precyzja.
Z uwagi naduzo mniejszg liczbe strukturalnie istotnych wiezéw NOE, wiezy katowe
otrzymane na podstawie analizy sprzezen stanowig dla kwaséw nukleinowych duzo
cenniejsze zrodto dodatkowych informacji niz mato miejsce w analizie biatek. Skalar-
ne state sprzezenia dostarczajg réwniez informacji o istnieniu réznych form konfor-
macyjnych bedacych w réwnowadze oraz o ich populacji.
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Rysunek 1. A) Struktura i numeracja atoméw oraz B) oznaczenie katéw torsyjnych w kwasach
nukleinowych. C) Najczesciej spotykane konformacje pierscienia rybozy CT-endo i CT-endo

Sposrdd szesciu katdw torsyjnych szkieletu fosforocukrowego (a, i3 y, S, s
i £), wielkosci dwoch katdw torsyjnych a i £ nie da sie oszacowac bezposrednio
z pomiaréw wicynalnych statych sprzezenia, gdyz nie istnieje odpowiedni izotop tle-
nu o spinie 1/2. Jedynym zrodtem potencjalnych wiezéw dla tych katow moga by¢
przesuniecia chemicznejgder 3IP.
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3. PRZYPISANIE SYGNALOW DLA CZASTECZEK O NATURALNEJ
ZAWARTOSCI 1ZOTOPOW

Przypisywanie sygnatdw w widmach kwasow nukleinowych polega na analizie
kontaktow NOE i sprzezen skalarnych [16-20]. Procedury wykorzystywane do przy-
pisywania sygnatow w widmach NMR sg bardzo podobne dla czasteczek DNA
i RNA, a opisane ponizej metody bedg dotyczyty gtdwnie czasteczek RNA.

Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie par Watsona-Cricka A-U i C-G.
Strzatki pokazujg mozliwe oddziatywania NOE dla danej pary zasad (linia ciggta)
oraz miedzy sasiednimi parami zasad (lima przerywana)

Analize widm czasteczek kwasow nukleinowych rozpoczyna sie od przypisania
sygnatow iminowych i aminowych reszt nukleozydowych w widmach 2D NOESY.
Typowe kontakty NOE, w ktére zaangazowane sg protony iminowe i aminowe ob-
serwowane w helikalnych strukturach A-RNA, przedstawione sg na Rysunku 2. Po-
niewaz w kwasach nukleinowych protony iminowe i aminowe ulegaja szybkiej wy-
mianie z otaczajacaje woda, dlatego widma kwaséw nukleinowych wykonuje sie
w zwyklej wodzie z niewielkim dodatkiem wody ciezkiej (6-10% D"O). Na podsta-
wie analizy oddziatywan NOE dla protonéw wymienialnych otrzymuje sie informacje
0 tworzgcych sie parach zasad, a tym samym o strukturze drugorzedowej badanej
czasteczki. W kolejnym kroku sygnaty protonéw H6/H 8 przypisywane sg na podsta-
wie analizy intra- i intemukleotydowych potaczenn NOE obserwowanych w regionie
H6/H8-H1’ widmaNOESY (100% D20), awyznaczajgcych tak zwangsekwencyjng
Sciezke NOE. Typowa dla regularnej struktury A-RNA sekwencyjna $ciezka NOE
oraz przyktadowy fragment widma z zaznaczong $ciezkg przedstawione sg na Ry-
sunku 3.



SPEKTROSKOPIA NMR W BADANIACH STRUKTURALNYCH KWASOW NUKLEINOWYCH CZESC | 55

[¢] OHt NH
OoPO H

Rysunek 3 A) Schemat intra- i internukleotydowjch potgczen NOE obserwowanych
w regionie H6/H8-H1” widma 2D NOESY Fragment widma 2D NOESY dla dupleksu RNA o sekwencji
pokazanej na rysunku B) Sekwencyjna $ciezka NOE H6/H8-H1’ dla gomej nici zaznaczona jest linig
przerywang, dla dolnej mci lima ciagla

Najwiekszatrudnoscigw przypisaniu sygnatéw rezonansowych czasteczek RNA
jest identyfikacja sygnatow protonéw tybozy H2’, H3\ H4’H5’i H5” Dzieje sie tak
dlatego, gdyz wszystkie te sygnaty wystepujaw bardzo waskim zakresie od 3.75 do
5 ppm. Nak#tadanie sie sygnatow dla reszt cukrowych w RNA jest znacznie silniejsze
niz w DNA. W widmach czasteczek DNA sygnaty pochodzace od sygnatow H2’
i H2” przesuniete sg w strone nizszych czestosci (2-3 ppm).

W celu przypisania sygnatow pochodzacych od protonéw pierscieni cukrowych
analize widm zaczyna sie od znalezienia korelacji pomiedzy protonami HI’- H2\
Wicynalne state sprzezenia HI’-H2’ dla form C2'-endo (-8-10 Hz) i C3'-endo
(<2 Hz) rbéznig sie znacznie. Dlatego tez dla czagsteczek helikalnych struktur typu
A-RNA, charakteryzujacych sie konformacjg C3’-endo reszt rybozy, sygnaty korela-
cyjne pomiedzy protonami HI’-H2’ sg na og6t bardzo trudne do zaobserwowania
w konwencjonalnych widmach TOCSY i COSY. Odlegtos¢ pomiedzy protonami
HI-H2’ niewiele zmienia sie w zalezno$ci od konformacji tybozy i wynosi 2,8-
3,0A. Dlawiekszosci typowych konformerdw tybozy pozostate protony znajdujgsie
w duzo wiekszej odlegtosci, dlatego tez sygnaty pochodzace od protonéw H2’ mozna
przypisac na podstawie widm 2D NOESY wykonanych z kr6tkim czasem mieszania,
gdzie w regionie cukrowym, sygnaty HI >-H2’ pojawiajasie jako najsilniejsze. Jesli
jestto mozliwe, pozostate sygnaty reszt rybozy H3°/H4’/H5’ i H5” przypisuje sie na
podstawie eksperymentdw DQF-COSY i TOCSY, wykorzystujac state sprzezenia
H2’-H3’i1H3’-H 4’ oraz korelacje pomiedzy H4’ i protonami H57H5” . Niezwykle
pomocne do identyfikacji oraz potwierdzenia przypisan sygnatow rybozy (H3’/H47
H5’, H5") sg widma korelacyjne 'H - 3,P. Dla wiekszosci konformacji szkieletu fos-
forocukrowego mozliwa jest obserwacja sekwencyjnych potgczen pomiedzy proto-
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nem H3’jednej reszty nukleotydowej z korica 5’, a atomem fosforu nastepnej reszty.
Korelacje intranukleotydowe pomiedzyjadrem 3P a protonami H4’, H5”i H5”, cho-
ciaz o stosunkowo matej intensywnosci, sg czesto obserwowane i stanowi¢ moga
dodatkowapomoc w identyfikacji sygnatow pierscienia cukrowego.

Ogromnawadaopisanej powyzej strategiijest niejednoznaczno$é przypisan opar-
tych na sekwencyjnych kontaktach NOE, ktore wymagajg zatozenia co do konfor-
macji elementow strukturalnych badanej sekwencji. Nalezy pamietaé, ze metodologia
przypisywania sygnatéw w oparciu o korelacje NOE jest prawdziwa tylko dla regu-
larnych, helikalnych regiondw A-RNA i B-DNA. Ostatnio wykryto takie zaleznosci
takze dla lewoskretnej helisy Z-RNA [21].

4. STRATEGIA PRZYPISYWANIA SYGNALOW DLA CZASTECZEK
ZNAKOWANYCH 1IZOTOPOWO

Dla przypisania sygnatdw rezonansowych kwaséw nukleinowych catkowicie
znakowanych izotopami 1 i 15N zaproponowano do tej poiy wiele réznych ekspe-
rymentdw, a obszerny ich opis mozna znalez¢é w pracach przegladowych [18-23].

Dostep do preparatéw znakowanych izotopami 1N i I3C dostarczyt badaczom
nowych narzedzi w przezwyciezaniu problemoéw napotykanych w eksperymentach
homojadrowych. W literaturze napotka¢ mozna zasadniczo dwie strategie przypisa-
nia sygnatéw, dla znakowanych izotopowo czasteczek kwaséw nukleinowych.
W pierwszej z nich, opierajacej sie gtownie na analizie kontaktéw NOE [2, 11], przy-
pisywanie sygnatdw dokonywanejest w oparciu o r6zne techniki ,3C/,3N-edycji widm
NOESY i TOCSY. Wdrugiej, preferowanej ostatnio metodzie [23,20], dla identyfika-
cji sygnatow wykorzystuje sie korelacje poprzez sprzezenia skalarne, gdzie obecnosc
sygnatu korelacyjnego w widmie jednoznacznie dowodzi istnienia wigzania chemicz-
nego pomiedzyjadrami zaangazowanymi w oddziatywania. Zastosowanie tego podej-
§ciarozwigzuje problem niejednoznacznosci przypisan napotykany w metodach opar-
tych na sekwencyjnej analizie sygnatéw NOE.

Pierwszym etapem analizy widm czasteczek znakowanych izotopowojest iden-
tyfikacja sygnatéw pochodzacych od protonéw niewymienialnych (H2, H5, H6, H8)
i protonéw wymienialnych (iminowych i aminowych) zasad nukleinowych. W nas-
tepnej kolejnosci przypisuje sie protony nalezace do reszt cukrowych (HI1’, H2\ H3’,
H4’, H5’, H5”). Sygnaty pochodzace od poszczegdlnych reszt zasad koreluje sie
z odpowiadajgcymi im resztami cukrowymi w zaleznosci od stosowanej strategii,
albo poprzez obserwacje kontaktéw NOE pomiedzy protonami aromatycznymi iH1’,
lub tez poprzez bezposrednig korelacje sygnatlu HF poprzez sprzezenia skalarne
z sygnatami atomu azotu wigzania N-glikozydowego. Sekwencyjne potaczenie po-
miedzy kolejnymi resztami nukleotydowymi otrzymywane jest albo za pomocaeks-
perymentow NOE lub tez wykorzystujac korelacje poprzez wigzania wzdtuz szkieletu
fosforocukrowego. W ten sposob mozliwe jest czesto przypisanie prawie wszyst-
kich sygnatow w widmach NMR kwasdw nukleinowych.
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4.1. PRZYPISANIE PROTONOW W NUKLEOZASADACH

Rozrdznienie pomiedzy sygnatami protonéw iminowych pochodzacych od reszt
uracylu i reszt guanozyny stato sie duzo fatwiejsze z chwilgwprowadzenia znakowa-
niaizotopowego 15N, gdyz przesuniecie chemiczne atomu azotu zwigzanego z proto-
nem iminowym rézni sie znacznie dla reszt guanozyny (145-150 ppm) i uracylu
(155-165 ppm). Sygnaty pochodzace od atoméw azotu grup aminowych mozna
rowniez zidentyfikowac na podstawie przesunie¢ chemicznych. Linie rezonansowe
atomoéw azotu pochodzace od grup aminowych reszt cytozyny wystepujg w regionie
95—100 ppm, natomiast sygnaty atomow azotu od grup aminowych guanozyny poja-
wiajasie w regionie 70-75 ppm.

Waznagrupe eksperymentow stanowigmetody pozwalajace na korelacje pomie-
dzy protonami wymienialnymi a protonami H8/H6 [20,24-27].

a.
0]

Rysunek 4. Przykfadowe drogi transferu magnetyzacji wykorzystywane dla korelacji réznych jader
w purynach i pirymidynach: a) HNC-TOCSY-CH, b) i e) HCCNH-TOCSY, ¢) HNCCCH,
d) H5(C5C4N)H i f) HCCH-TOCSY
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| tak na przyktad w widmach typu HNCCH-TOCSY otrzymuje sie informacije o od-
dziatywaniach pomiedzy protonami iminowymi zaangazowanymi w tworzenie wig-
zaniawodorowego a protonami H8 puryn lub H6 piiymidyn. Mozliwos¢ identyfikacji
sygnatéw H2 i H8 przynalezacych do danej reszty adeniny jest niezwykle istotna
z uwagi na czesty brakjakichkolwiek kontaktow NOE do protondéw H2 w regionach
jednonicowych struktur RNA. Korelacje pomiedzy tymi jagdrami uzyskuje sie najcze-
$ciej za pomocaeksperymentow typu HCCH-TOCSY [28,29].

Rysunek4 ilustruje przykfadowe drogi transferu magnetyzacji wykorzystywane
dla korelacji roznychjgder w purynach i pirymidynach.

4.2. PRZYPISANIE SYGNALOW POCHODZACYCH OD PIERSCIENIA
CUKROWEGO

Zastosowanie znakowania izotopowego I3C niezwykle utatwia przypisanie syg-
natow pochodzacych od reszt cukrowych, dzieki mozliwosci edycji widm w dodat-
kowym wymiarze ,3C. W celu identyfikacji sygnatéw pierscieni cukrowych czaste-
czek catkowicie znakowanych izotopem I3C stosuje sie eksperymenty typu HCCH-
TOCSY, HCCH-COSY lub ich hybrydowe formy [22, 28,30,31]. W widmach typu
HCCH-TOCSY czy HCCH-COSY magnetyzacja przenoszonajest pomiedzy protona-
mi tej samej reszty cukrowej i poSredniczacymi atomami wegla. Oznacza to, ze transfer
magnetyzacji nastepuje poprzez duze sprzezenia skalarne przez jedno wigzanie
(155-170 Hz) i sprzezenia I3C-13C (38-42 Hz), a niejak w eksperymentach homojad-
rowych poprzez mate, zalezne od konformacji cukru wicynalne state sprzezenia
3hh (2-8 Hz). Eksperymenty te sg stosunkowo czute, gdyz duze state sprzezenia
prowadza do wydajnego transferu magnetyzacji.

4.3. KORELACJA SYGNALOW PIERSCIENIA CUKROWEGO | ZASADY

W czasteczkach kwasow nukleinowych zasada heterocykliczna potagczonajest
z pierscieniem cukrowym wigzaniem N-glikozydowym. Dlatego tez optymalnym roz-
wigzaniem dla korelacji sygnatu protonu HI * z odpowiadajgcym mu sygnatem proto-
nu aromatycznego H8/H6 wydajasie by¢ eksperymenty rezonansu potrojnego HCN
[22,28, 32]. W metodach opartych na obserwacji efektu NOE nie zawsze jest moz-
liwe jednoznaczne przypisanie pierscienia cukrowego do wilasciwej nukleozasady,
ztego tez wzgledu eksperymenty wykorzystujgce korelacje poprzez wigzania sgnie-
zwykle wazne w analizie widm kwaséw nukleinowych. W eksperymentach typu
HCN proton anomeryczny wiaze sie z protonami H6/H8 poprzez korelacje do wspol-
nego atomu azotu N1/N9 (HsCNb —od strony pierscienia cukrowego tgczy jadra
HI’,CI’iN9/NI, aHbCNbkorelujejadra H6/H8, C6/C8iNI/N9). Z kolei wekspe-
rymentach HCNCH mozemy uzyska¢ bezposrednie korelacje pomiedzy sygnatem
protonu H 1”1 odpowiadajgcym mu sygnatem protonu aromatycznego H6/H8 (Rysu-
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nek 5). W literaturze mozna spotkac jeszcze inne modyfikacje tych eksperymentow
[33—35], a ich gtéwnym celem jest poprawa czutosci eksperymentu.

0] NH2

OH  OH OH OH

Rysunek 5 Korelacje poprzez wigzania pomiedzy sygnatem HI ’ i odpowiadajacym mu sygnatem
protonu aromatycznego H6/H8 otrzymywane w widmach HCN i HCNCH

4.4. SEKWENCYJNE PRZYPISANIE RESZT CUKROWYCH Z WYKORZYSTANIEM
KORELACJI HETEROJADROWYCH WZDtLUZ SZKIELETU
FOSFOROCUKROWEGO

Sekwencyjne przypisanie sygnatdéw dla reszt cukrowych mozna uzyskac za po-
moca widm 3D HCP [36, 37], w ktorych transfer magnetyzacji nastepuje poprzez
wigzania wzdtuz szkieletu fosforocukrowego. W eksperymentach tych wykorzystu-
je sie stosunkowo duze warto$ci sprzezen oraz JC(iilp(i). W widmach HCP
sygnaty H4°C4’ pochodzace odjednej reszty cukrowej wykazujakorelacje do dwéch
sygnatdéw atomow fosforu: P oraz P(j+), a wiec odpowiednio z korca 5’ i 3. Nato-
miast sygnaty H2’C2’ i H3°’C3’ tgczg sie tylko z atomem fosforu P, a sygnaty
C5’H5’/H5” sg skorelowane z atomem fosforu P

\

Rysunek 6 Transfer magnetyzacji w eksperymentach HCP i PCCH-TOCSY
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W widmach czasteczek RNA zaréwno sygnaty pochodzace od protonow H4”,
jakiodjader 3IP bardzo czesto sie nakrywajg, co utrudnia analize widm HCP. Popra-
we rozdzielczo$ci w tego typu eksperymentach mozna uzyskac przenoszac magne-
tyzacje do znacznie lepiej rozdzielonych protondw HI  Sekwencja, ktéra wykorzy-
stuje ten rodzaj Sciezkijest sekwencjaPCCH-TOCSY [38], W eksperymencie PCCH—
TOCSY transfer magnetyzacji nastepuje od atomu fosforu do atomu wegla C4’, po-
tem kolejno magnetyzacjaprzekazywanajest poprzez C3’,C2’ do C I’ anastepnie do
protonéw anomerycznych, H1’ (Rysunek 6).

5. TECHNIKA TROSY

W przypadku wiekszych czasteczek kwasow nukleinowych, zaréwno przypisa-
nie sygnatéw rezonansowych jak i wyciagniecie odpowiednio duzej liczby wigzéw
odlegtosciowych jest czesto utrudnione gtdwnie z uwagi na szybka relaksacje po-
przeczngjader 'H i 13C prowadzacg do znacznego poszerzenia sygnatéw, oraz stabg
dyspersje przesunie¢ chemicznychjgder 'H i 13C. W technice TROSY (ang. Trans-
verse Relaxation-Optimized Spectroscopy) [39] wykorzystuje sie wzajemne znosze-
nie sie dwdch gtdwnych mechanizmdw relaksacji spinowo-sieciowej: oddziatywania
dipolowego (DD) i anizotropii przesunieciachemicznego (CSA). Ze wzgledu na duzg
warto$¢ tensora anizotropii przesunie¢ chemicznych I3C/I5N, dochodzi do znacznej
redukcji szerokosci linii jednej ze sktadowych dubletu "H—BN lub multipletu '"H—3C.
Poprzez wybdrjedynie waskiej sktadowej, widmarejestrowane przy uzyciu techniki
TROSY odznaczajasie znacznym wzrostem rozdzielczosci, a niejednokrotnie row-
niez czutosci pomiaru. Efekttenjest szczeg6lnie wyrazny dla duzych czasteczek oraz
silnych pdl magnetycznych (800 Hz-900 Hz).

Potaczenie techniki TROSY z innymi eksperymentami pozwala nie tylko na ba-
danie czasteczek o wiekszych masach, ale réwniez znacznie utatwia pomiar, omo-

vionych ponizej, matych statych sprzezenia poprzez wigzanie wodorowe czy reszt-
owych sprzezen dipolowych [35, 40-42].

6. OBSERWACJA SPRZEZEN SKALARNYCH POPRZEZ WIAZANIA
WODOROWE

Wiazania wodorowe sg niezwykle istotne dla stabilizacji struktury drugorzedo-
wej i trzeciorzedowej kwasdw nukleinowych. Jeszcze do niedawna wiekszos¢ do-
woddéw na obecno$¢ wigzan wodorowych w kwasach nukleinowych otrzymywana
byla w sposob posredni, na podstawie przestrzennej bliskosci grup donorowych
i akceptorowych, lub innych dowoddéw posrednich, jak na przyktad spowolnienie
szybkosci wymiany atomu wodoru. Dopiero stosunkowo p6zno, w roku 1998 zaob-
serwowano, Ze w kwasach nukleinowych istnieje zaskakujaco duze sprzezenie ska-
larne (“ Jjiij ~6-7 Hz) pomiedzy iminowym atomem azotu zaangazowanym w two-
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rzenie wigzania wodorowego ijego partnerem, atomem azotu ISN w obrebie pary
Watsona-Cricka [43,44]. Mniejszgstatg sprzezenia (INHN~2-4 Hz) stwierdzono dla
oddziatywania pomiedzy protonem iminowym - donorem wigzania wodorowego
i akceptorowym atomem azotu. Szybko stato sie jasne, ze obserwacje te moga by¢
wykorzystane do identyfikacji wszystkich trzech partneréw biorgcych udziat w two-
rzeniu wigzania wodorowego: donora, akceptora i samego atomu wodoru.

Poczatkowo dlarejestracji sprzezen poprzez wigzanie wodorowe wymagane byto,
aby protony zaangazowane w tworzenie wigzania wodorowego ulegaty powolnej wy-
mianie chemicznej. Uniemozliwiato to obserwacje tych oddziatywan w dynamicz-
nych regionach struktur kwaséw nukleinowych. Wkrétce jednak zaproponowano
takie metody, w ktdiych proton uczestniczacy w tworzeniu wigzania wodorowego
moze ulega¢ szybkiej wymianie chemicznej lub przemianom konformacyjnym
[45-48]. Mozliwos¢ bezposredniej detekcji wigzan wodorowych zaréwno dla kano-
nicznychjak i niekanonicznych par zasad stanowi niezwykle cenne narzedzie w wy-
znaczaniu struktur kwaséw nukleinowych w roztworze, gdyz dostarcza bardzo sil-
nych wiezoéw strukturalnych.

b C-G
¢ A-U d. G-G
e. G-A f. G-CT

Rysunek 7 Przyktady pary zasad, dla ktérych stwierdzono istnienie sprzezema skalarnego poprzez
wigzanie wodorowe
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Na Rysunku 7 przedstawione sg schematycznie przyktady par zasad, dla ktorych do tej
poiy zaobserwowano obecnos$¢ sprzezenia skalarnego poprzez wigzanie wodorowe.

7. RESZTKOWE SPRZEZENIA DIPOLOWE (RDC) W BADANIACH
STRUKTURALNYCH KWASOW NUKLEINOWYCH

GHéwnaniedoskonatoscigbadan strukturalnych metodami spektroskopii NMR,
ktore opierajasie na pomiarach efektu NOE i wielko$ci sprzezen skalarnych jest to,
ze dane te dostarczajgwiezdwjedynie o zasiegu lokalnym. Zastosowanie wzbogaca-
nia izotopowego poprawito znacznie doktadno$¢ lokalnych geometrii wyznaczanych
struktur, jednakze nie miato znaczacego wptywu na otrzymywanaglobalnastrukture
czasteczki. W przypadku kwasoéw nukleinowych, ktérych dwuniciowe regiony przyj-
mujaczesto wydtuzone ksztatty, na podstawie samej tylko analizy oddziatywan NOE
i sprzezen skalarnych trudno jest wyciagna¢ informacije np. o zagieciu helisy. Brak
informacji o oddziatywaniach dalekiego zasiegu uniemozliwiatakze ustalenie wzajem-
nej orientacji odlegtych czesci czasteczki.

Jednym z wiekszych przetomow, jakie dokonaty sie w ciggu ostatnich lat w bio-
molekulamej spektroskopii NMR jest rozwéj metod pozwalajacych na obserwacje
oddziatywar anizotropowych w roztworze, poprzez umieszczenie biomolekut w roz-
cienczonych mediach ciektokrystalicznych [49, 50]. W wyniku czeSciowego upo-
rzagdkowaniaczasteczek,~10"3catej populacji, sprzezenia dipolowe nie usredniajasie
do zeraco prowadzi do pojawieniasie na ogot niewielkiego rozszczepienia sygnatéw
NMR. Szerokos$¢ linii NMR w mediach orientujacych pozostaje praktycznie niezmie-
niona, gdyz warunki dobiera sie w taki spos6b, aby czasteczka nadal ulegata szybkiej
reorientacji w rozworze. Tjandra i Bax pokazali [50], ze te resztkowe state sprzezenia
dipolowego (RDC) stanowig fundamentalnie nowy rodzaj informacji strukturalnej.
Efekty wzmocnieniaNOE iwartosci sprzezen skalarnych dostarczajgdanych ekspe-
rymentalnych o zasiegu lokalnym, natomiast resztkowe sprzezenia dipolowe mogg
by¢ Zrodtem informacji kierunkowych zaréwno lokalnych jak i dalekiego zasiegu.
W efekcie, resztkowe sprzezenia dipolowe moga by¢ pomocne przy wyznaczaniu
wzajemnej orientacji tych regiondw czasteczki, ktore znajdujg sie daleko od siebie
lub, z uwagi na brak sygnatéw NOE, sg stabo zdefiniowane.

W ciggu ostatnich kilku lat nastapit postep zaréwno w otrzymywaniu mediéw do
czesciowego porzadkowania bioczasteczek oraz metod obliczeniowych pozwalaja-
cych na wykorzystanie informacji otrzymywanych ze sprzezen dipolowych do wy-
znaczania struktur przestrzennych biomolekut. Obecnie stosuje sie rézne typy
medidw orientujgcych takie jak np. dyskoidalne bicele lipidowe [51], widkniste bak-
teriofagi Pfl i fd [52—54], fragmenty membran z Halobacterium salinarum [55,56],
a ostatnio takze Scisniety mechanicznie zel poliakryloamidowy [57, 58]. To, w jaki
sposob czasteczki uporzadkowuja sie w danym osrodku —poprzez oddziatywania
steiyczne czyl/i elektrostatyczne —zalezy od specyficznych oddziatywan pomiedzy
dang czasteczkg a porzgdkujgcym jg medium. Dla kwaséw nukleinowych najlep-
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szym, jak dotychczas, medium wydaje sie by¢ bakteriofag Pfl, ktéry zachowuje
swoje porzadkujgce wiasciwosci w szerokim zakresie temperatur.

Resztkowe state sprzezenia dipolowego moznamierzy¢ dla dowolnej paiyjader
aktywnych magnetycznie, ktére wykazujgmierzalne oddziatywania dipolowe. W bial-
kach informacje o sprzezeniach dipolowych uzyskuje sie na ogdt dla wigzan amido-
wych 'H—BN w probkach znakowanych izotopem ,5N. Uwzglednienie resztkowych
sprzezen RDC w obliczeniach strukturalnych biatek nie tylko wptywa na znaczng
poprawe doktadnosci badanej struktury, ale w niektérych przypadkach mozliwe jest
nawet wyznaczenie struktury czasteczki de novo bez znajomosci wiezéw opartych
0 oddziatywania NOE i sprzezenia skalarne. Wiaczanie wiezéw RDC w proces udo-
kfadniania struktury staje sie juz rutyng w przypadku biatek, i by¢ moze stanie sie
wkrétce rutyng dla kwaséw nukleinowych.

Dlaczasteczek RNA, znakowanie izotopem ISN dostarczajedynie ograniczonej
liczby sprzezen dipolowych 'H -18N. Czasami jednak znajomo$¢ nawet niewielkiej
liczby tych sprzezeh moze prowadzi¢ do uzyskaniacennych informacji. Na przyktad
znajomosc jedynie 25 sprzezen dipolowych 'H-1N dla protonéw iminowych byta
wystarczajaca aby pokazaé, ze kat pomiedzy ramieniem akceptorowym a trzonem
antykodonu w czasteczce tRNAMA jest podobny do tego, jaki zaobserwowano
w strukturze krystalicznej dlatRNARe[59]. Naogdtjednak, w celu uzyskania dosta-
tecznej liczby wiezéw kierunkowych w kwasach nukleinowych, konieczne jest za-
stosowanie znakowania izotopowego 13C.

W przypadku kanonicznej struktury dupleksu DNA ustalono, uwzgledniajac
wyjatkowo duzg liczbe wiezéw, a w szczegdlnosci wiezdéw kierunkowych uzyska-
nych z pomiaru resztkowych statych sprzezenia dipolowego (13C-'H, I3C-13C,
'H—H), detale strukturalne poréwnywalne z tymi, jakie mozna otrzyma¢ na podsta-
wie analizy rentgenowskiej [60]. Zaobserwowane niewielkie rdznice pomiedzy struk-
turg krystaliczng a otrzymang w roztworze wskazujg na to, ze sity upakowanie
w krysztale mogg indukowac zmiany strukturalne.

PODSUMOWANIE

Jeszcze kilka lat temu wydawato sie, ze zostat osiagniety kres mozliwosci dla
wyznaczania struktur kwasow nukleinowych w roztworze metodami spektroskopii
NMR. Nawet rozw0j technik pozwalajgcych na catkowite i selektywne znakowanie
izotopowe (BN, 13 i 2H) w potaczeniu z rozkwitem coraz doskonalszych technik
eksperymentalnych wielowymiarowej, heterojadrowej spektroskopii NMR pozwalat
na ustalanie struktur kwaséw nukleinowych nie wiekszych niz 15 kDa, mimo ze dla
biatek granice te przekroczono juz duzo wcze$niej. Dopiero w roku 2003 pokazano,
ze jest to mozliwe réwniez dla czasteczek RNA, ustalajgc strukture przestrzenna
domeny Il HCV IRES [61] skfadajacej sie z 77 reszt nukleotydowych (25 kDa).
Rekord ten nie trwat dtugo, gdyz juz kilka miesiecy pozniej opublikowana zostata
struktura czasteczki RNA wirusa MLV o dtugosci 101 reszt nukleotydowych [62].
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Chociaz ustalanie struktury tak duzych czasteczek nie jest zadaniem ani tatwym
ani tanim, jednak pokazuje, ze potaczenie metod syntezy enzymatycznej catkowitego,
specyficznego i segmentowego znakowania izotopowego 13C/IN i 2H w potgczeniu
z zastosowaniem opisanych w tej pracy najnowszych metod NMR wyznacza nowe
horyzonty w badaniach strukturalnych kwaséw nukleinowych metodami wysoko-
rozdzielczej spektroskopii NMR.
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Zainteresowania naukowe: badanie wiasnosci spektroskopowych, struktury
i dynamiki molekut organicznych w fazie cieklej metodami opartymi na spektro-
skopii NMR, a takze zastosowania tej spektroskopii w diagnostyce choréb metabo-
licznych.
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ABSTRACT

The high resolution NMR spectroscopy in liquids is a convenient tool for diffe-
rentiating sterecisomers. Diastereomeric structures having different spatial distribu-
tion of electron density produce different magnetic environments for their nuclei
and in consequence have, in general, different NMR spectra. The same concerns
diastereotopic groups in a molecule. On the other hand, enantiomers or enantiotopic
groups can be differentiated only when they are placed in a chiral environment. It
can be accomplished by transforming enantiomers into their diastereomeric deriva-
tives with the aid of chiral derivatising reagents, or by using chiral complexing or
solvating agents. The most popular methods of practical realization of these appro-
aches have been reviewed and illustrated with some examples. The spectroscopic
differentiation of enantiomers provides a possibility of determining their absolute
configurations.

Keywords: distinguishability of molecules, NMR in liquids, chiral reagents, chiral
recognition

Stowa kluczowe: rozréznialnos¢ molekut, NMR w cieczach, odczynniki chiralne,
rozréznianie enancjomeréw
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WSTEP

R6zne zwigzki chemiczne majgrézne wihasnosci fizyczne. Stwierdzenie to do-
tyczy réwniez widm NMR, ale jesli ma ono stanowi¢ podstawe do formutowania
naukowych wnioskéw, wymaga uscislenia i dosy¢ diugiego komentarza. Czy wid-
mo NMR moze petnic role ,,odcisku palca”? Mozna z catgpewnoScigstwierdzié, ze
jezeli widmaNMR duzej zdolnosci rozdzielczej dwoch probek ciektych sgrozne, to
badane prébki sg chemicznie rdzne, oczywiscie pod warunkiem, ze zostaty przygo-
towane w identyczny sposéb a ich widma zarejestrowane w identycznych warun-
kach. Wnioskowanie odwrotne zasadniczo juz nie jest Sciste. Praktycznie jednak
niezwykle rzadko zdarza sie przypadek, zeby rézne zwigzki chemiczne dawaty iden-
tyczne widma NMR zwiaszcza przy stosowaniu silnych pél magnetycznych i réz-
nych warunkéw pomiaru. Powyzsze sformutowania mozna bytoby rozciggna¢ réw-
niez na widma NMR duzej zdolno$ci rozdzielczej prébek statych. Jednak
wtym przypadku zachowanie identycznych warunkéw przygotowania probki w prak-
tyce jest bardzo trudne ze wzgledu na polimorfizm, wbudowywanie molekut roz-
puszczalnika i og6lnie r6znorodno$¢ fazy kiystalicznej [, 2].

Odpowiedz na pytanie, czy dwa obiekty chemiczne sg identyczne, czy rozne,

zalezy od narzedzia zastosowanego do poréwnywania struktur. Abstrahujgc jednak
na razie od tego problemu mozna przyjac jako rzecz oczywista, ze zwiazki, ktérych
czasteczki majgrézne wzory sumaryczne, s rézne, a warto jedynie zastanawiac sie
nad rozréznianiem struktur izomerycznych. Przypomnijmy, ze izomery konstytu-
cyjne roznig sie miedzy sobg grafem utworzonym z atomoéw i wigzan, natomiast
jtereoizomery opisywane sg przez jednakowe grafy, ale r6znigsie geometrig. Z re-
guly prawie wszystkie wiasnosci fizykochemiczne izomeréw konstytucyjnych
w tym widma NMR sg rdzne. Zagadnienie nieidentycznosci struktur staje sie wiec
nietrywialne dopiero w obrebie klasy stereoizomerdw.

1. ROZROZNIALNOSC STEREOIZOMEROW | IDENTYCZNYCH
GRUP CHEMICZNYCH

W celu sprawdzenia, czy dwie struktury sg identyczne, czy tez opisuja rozne
stereoizomery mozna postuzy¢ sie nastepujaca procedura: nalezy wykonac transla-
cje jednej ze struktur doprowadzajgca do pokrywania sie ich srodkéw masy, a nas-
tepnie wykona¢ odpowiednigrotacje. Tylko wtedy, gdy procedura ta doprowadza do
catkowitego natozenia struktur stwierdzamy, ze sg one identyczne. Jesli dla uzyska-
nia natozenia sie konieczne jest dodatkowo wykonanie odbicia w ptaszczyznie (lub
innego obrotu niewkasciwego) méwimy, ze struktury sg wzgledem siebie enancjo-
meiyczne. W pozostatych przypadkach mamy doczynienia z diastereomerami.

Przechodzac obecnie do zagadnienia rozréznialnosci atomoéw lub grup
w obrebie jednej molekuty, przypomnijmy, ze ze wzgledu na symetrie molekularng
wyrdznia sie trzy sytuacje [3]:
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I. grupy diastereotopowe —nie wykazujace powinowactwa przez symetrie;

Il. grupy enancjotopowe —zwigzane przez symetrie, lecz przechodzace
w siebie dopiero przez obrdt wokot osi inwersyjnej (S(—inwersja w srodku syme-
trii, S2- odbicie w plaszczyzZnie, S4- obrot niewtasciwy o 90° itd.);

I1l. grupy homotopowe - przechodzace w siebie w wyniku obrotu molekuty
wokot whasciwych osi symetrii.

Jesli podstawa do rozrdzniania struktur sg widma NMR, to obserwowalne réz-
nice mogaprzejawic¢ sie w ekranowaniu poszczegélnych jader, sprzezeniach spino-
wo-spinowych, w parametrach relaksacyjnych lub przynajmniej w szybkosci dyfu-
zji translacyjnej. Wartosci parametréw spektroskopowych zalezg wytacznie, cho-
ciaz w bardzo skomplikowany sposob, od struktury elektronowej danej molekuty
i odjej oddziatywan z otoczeniem. Parametry opisujgce relaksacje zaleza ponadto
w szczeg6lIny sposob od dynamiki wewnetrznej, reorientacji i dyfuzji badanej mole-
kuty w roztworze [3]. Nie ma zadnych podstaw, aby przypuszczaé, ze wszystkie te
wiasnosci bedg identyczne dla dwdch rdznych struktur. Dlatego rézne molekuty moga
mie¢ jedynie przypadkowo jednakowe widma NMR. Istnieje wszakze jeden zna-
mienny wyjatek. Sg nim struktury enancjomeryczne, ktore dla spektroskopii NMR
sg nierozroznialne. Tymczasem my potrafimy je rozréznia¢. Dzieje sie tak tylko
dzieki temu, ze umiemy rozrézniac lewa i prawastrone i nasze postrzeganie $wiata
zewnetrznegojest chiralne. W Srodowisku chiralnym réwniez dla spektroskopiiNMR
enancjomery stajg sie rozroznialne. Fakt ten ma duze praktyczne znaczenie, co zo-
stanie szerzej omowione w drugiej czesci tego artykutu.

Na podstawie podobnego rozumowania mozna uzasadni¢ regute moéwigca ze
jezeli wwidmie zmierzonym w $rodowisku achiralnym rozpatrywane jagdra magne-
tyczne lub analogiczne grupy jader saanizochronowe, tzn. wykazujgrézne przesu-
niecia chemiczne, to sg na pewno diastereotopowe. Jesli grupy staja sie anizochro-
nowe dopiero w srodowisku chiralnym, to najprawdopodobniej sg enancjotopowe.
Grupy homotopowe sgnatomiast zawsze izochronowe, co jednak nie oznacza, ze sg
zawsze magnetycznie réwnocenne. Ich nierébwnocenno$¢ magnetyczna powstaje,
gdy wykazujg rézne sprzezenia spinowo-spinowe z innymi jgdrami, (zagadnienie
réwnocennosci magnetycznej i klasyfikacji uktadéw spinowych zostato doktadniej
omoéwione m.in. w monografii [3]).

Kwestia identycznosci i rozroznialnosci struktur molekularnych jest nieroze-
rwalnie zwigzana z ich trwatoscia. W tym kontekscie mdwi sie o charakterystycznej
skali czasu NMR. Jest ona okres$lana przez wyrazone wjednostkach czestosci rézni-
ce potozen linii widmowych ulegajacych usrednianiu w wyniku zachodzacych prze-
mian. Zagadnienie to bedzie dokfadniej om6wione i zilustrowane w innym artykule,
znajdujgcym sie w tym zeszycie. W tym miejscu zostangjedynie przytoczone dwa
przyblizone, ale bardzo uzyteczne kryteria. Jesli przez Av[Hz\ oznaczy sie r6znice
potozen odpowiadajgcych sobie linii w substracie i produkcie rozpatrywanej prze-
miany, to wymiana chemiczna przebiegajgca z szybkoscig rzedu izAv przemian na
sekunde powoduje ich usrednienie (koalescencje). Zas wymiana przebiegajaca
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z szybkoscig wiekszag niz AvzlAw, gdzie Aw oznacza zauwazalne poszerzenie linii,
powoduje zanik poszerzen dynamicznych w widmie usrednionym. W przypadku
spetniania tego drugiego kryterium, widmo obserwowane charakteryzuje sie prze-
sunieciami chemicznymi i statymi sprzezenia spinowo-spinowego, ktdre sg $redni-
mi wazonymi przez populacje poszczegdlinych struktur znajdujacych sie w stanie
rownowagi dynamicznej [3-6].

Podczas rozwazania zagadnienia rozréznialnosci atomow lub grup w obrebie
jednej molekuty pojawiajg sie podobne problemy. W granicy szybkich ruchéw mo-
lekularnych moze pojawic sie efektywna symetria, przy czym symetria ta nie moze
by¢ nigdy nizsza niz symetria wyjsciowa. Tak wiec grupy diastereotopowe mogg
stac sie enancjotopowymi lub homotopowymi, a grupy enancjotopowe —homotopo-
wymi (Rys. 1).

CH3
(@) ch3s
(b) ch3
ch3
H H
l - !
c 2 N — /\
( hx ch3 hx ch3

Rysunek 1. Symetria molekuty moze ulec zwiekszeniu dzieki szybkiej wymianie chemicznej:

(a) inwersja pierscienia cis-1,2-dimetylocykloheksanu powoduie, ze diastereotopowe grupy metylowe
stajgsie enancjotopowe; (b) inwersja pierscienia 1,I-dimetylocykloheksanu powoduje, ze diastereotopowe
grupy metylowe stajg sie homotopowe; (c) inwersja azotu w dimetyloaminie powoduje, ze enancjotopowe

grupy metylowe stajg sie¢ homotopowe

Whbrew pozorom, zjawisko dynamicznego usredniania widm jest zjawiskiem
bardzo czestym. Tak czestym, ze przewaznie zupetnie ojego istnieniu zapominamy.
Warto sobie, np. uswiadomic¢, ze gdyby nie bardzo szybka rotacja, protony grup
metylowych czesto bytyby anizochronowe, a widma molekut niesztywnych, takich
jak np. octan etylu, bytyby bardzo skomplikowane, gdyz stanowityby natozenie widm
poszczegblnych konformerow. Prawidtowe skojarzenie postaci widmaNMR z moz-
liwymi symetriami molekut réznych izomeréw czesto dostarcza niepodwazalnych
dowodoéw na temat ich budowy. Dla ilustracji tej tezy rozwazmy Kilka przyktadéw:
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Przyktad 1. Rozrdznianie izomerdw cis i trans |,2-difenylo-1,2-dimetylocy-
klopropanu (Rys. 2). Jest dosy¢ oczywiste, ze w przypadku izomeru cis nalezy ocze-
kiwac, ze diastereotopowe protony pierscienia cyklopropanowego dadzgw widmie
'H NMR 4 linie uktadu AB, podczas gdy w izomerze trans protony te sghomotopo-
we, a wiec izochronowe i dadzgw widmie singlet.

cis-1,2-difenylo-1,2-dimetylocyklopropan trans-1,2-difenylo-1,2-dimetylocyklopropan

Rysunek 2. W izomerze cis-1,2-difenylo-I,2-dimetylocyklopropanu protony przy weglu 3 sg diastereotopowe,
wiec moga by¢ anizochronowe, aw izomerze trans sa homotopowe, wiec sg izochronowe

Przyktad 2. Odrdznienie odmian mezo i A-L-2,4-difenylopentanu (Rys. 3).
Rozpatrujgc efektywng symetrie lub metodg skojarzenia z odpowiednimi cyklopro-
panami mozna wydedukowaé, ze w odmianie mezo protony geminalne przy weglu 3
sg diastereotopowe, a wiec prawdopodobnie anizochronowe, a w odmianach (RR)
i (SS) homotopowe, wiec izochronowe. Praktyczne wykorzystanie tej roznicy moze
by¢ jednak trudne, gdyz protony geminalne wchodza w tym przypadku w skiad
ztozonego uktadu spinowego i widmo protonowe bedzie zalezato w obu przypad-
kach od geminalnej statej sprzezenia spinowo-spinowego 2J(H-H).

||/| 1 I
77 H
H3C CH,,
D,L-2,4-ditenylopentan
mezo-2.4-difenylopentan

Rysunek 3. W izomerze mezo-1,4-difenylopentanu protony przy weglu 3 sg diastereotopowe, wiec moga by¢
anizochronowe, aw izomerze D,L sg homotopowe, wiec sg izochronowe
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Przyktad 3. Widmo 3IP['H] NMR di-sec-butylofosfitu (Rys. 4) [7]. W widmie
tego zwigzku, otrzymanego z racemicznego 2-butanolu, wystepuja trzy sygnaty
0 wzglednych intensywnos$ciach 1:2:1. Oznacza to, ze w prébce sg co najmniej 3
rozne zwigzki. Zastandbwmy sie, jakie. W reakcji mogty powstac 4 struktury RR, RS,
SR i SS (symbole R i S odnoszg sie tu do reszty 2-butylowej). Powstawaty one
z jednakowym prawdopodobieristwem, jesli pomina¢ indukcje asymetryczng za-
sadniczo mozliwg w tej reakcji. Struktury RR i SS dajg identyczne widma NMR,
gdyz sa wzgledem siebie enancjomeryczne: odbicie w ptaszczyznie przeprowadza
jednagw druga. Kazda z dwoch pozostatych struktur jest inna ; obie majg ptaszczy-
zne symetrii a wiec sg odmianami mezo. Traktujgc problem bardziej formalnie, mo-
lekuty SR i RS sg wzgledem siebie diastereomeryczne, gdyz zadna operacja symetrii
nie jest w stanie ich natozy¢ na siebie. Zauwazmy, ze inwersja fosforu przeprowa-
dzajedngw druga. Ale nie jest to operacja symetrii! Fakt obserwacji trzech a nie
dwach réznych sygnatéw w widmie jest wiec dowodem na powolng (w skali czasu
NMR) inwersje wigzan przy fosforze.

lP .IIH]
PA"R . \7R .
HO g HO HO R HO

MEZO 1 MEZO 2 vV VA

RACEMAT

Rysunek 4. Stereoizomery di-(2-butylo)-fosfitu i widmo **PNMR ich mieszaniny powstalej z reakcji,
w ktorej substratem byt racemiczny alkohol 2-butylowy

Przyktad 4. Cykloaddukt tlenku nitiylu do fullerenu C&[8] (Rys. 5). Fulleren
z racji wysokiej symetrii daje w widmie 13C NMR pojedynczy singlet. Zwigzek
ten ulega reakcji dipolamej cykloaddycji z tlenkiem propionitrylu (CH3CH2CNO).
Mozna sobie wyobrazi¢ dwa izomeryczne cykloaddukty powstajace w zaleznosci
od tego, do ktérego wigzania zachodzi addycja. Przytaczenie tlenku nitrylu do wia-
zania 5:6 daje produkt pozbawiony jakiejkolwiek symetrii, czyli chiralny. Gdyby
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nie byto przypadkowych degeneracji w widmie ,3C NMR w zakresie aromatycznym
powinno dla takiej molekuty pojawi¢ sie 58 sygnatéw ojednakowej intensywnosci.
Natomiast addycja do wigzania 6‘6 daje molekute posiadajaca ptaszczyzne syme-
trii, na ktorej lezy pierscien izoksazoliny i dodatkowo dwa inne atomy wegla nale-
zace do szkieletu fullerenu. Latwo policzy¢, ze w widmie ,3C NMR powinny w tym
przypadku pojawic sie w zakresie aromatycznym dwa sygnaty o intensywnosci
wzglednej 1i 28 sygnatéw o intensywnosci podwojonej Takie wiasnie widmo ob-
serwuje sie doswiadczalnie, z tym, ze zachodza dwa przypadki akcydentalnej dege-
neracji, co jest fatwe do stwierdzenia na podstawie intensywnosci sygnatow.

Rjsunek 5 Widmo 1C NMR wskazuje, ze molekuta adduktu tlenku propionitrjlu do fullerenuC ma
ptaszczyzne s\metru

2. METODA OTRZYMYWANIA POCHODNYCH

Nie spos6b wymieni¢ wszystkie pomysty odnoszace sie do funkcjonalizacji
enancjomerdw, zastosowane przez réznych autoréw dla rozréznienia izomeréw
optycznych poszczeg6lnych zwigzkéw. W rozdziale tym dla ilustracji zagadnienia
zostanie oméwionych jedynie kilka przyktadéw, wybranych w sposob arbitralny.
Pelniejsze omowienie danych literaturowych mozna znalez¢é w artykutach przegla-
dowych [2, 9—12].

Popularng metoda funkcjonalizacji chiralnych zwigzkéw zawierajacych grupy
-NH,, -OH i-SH jest wprowadzanie reszty acylowej kwasu 2-fenylo-2-metoksy-
3,3,3-trifluorometylopropionowego, tzw. kwasu Moshera [2,9-12,15-17] (Rys. 6)
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Metoda ta zastuguje na doktadniejsze oméwienie ze wzgledu na obszar potencjal-
nych zastosowan jak i liczbe doniesien o skutecznym jej wykorzystaniu. Odmiany
(S) i (R) chlorkoéw kwasu Moshera o wysokiej czystosci optycznej sg handlowo do-
stepne, jakkolwiek dosy¢ drogie. Opracowano szereg szczegdtowych procedur acy-
lowania roznych klas zwigzkéw za pomocgchlorkéw lub wytwarzanych in situ bez-
wodnikow kwasu Moshera [16]. Bardzo oryginalna i wygodna procedura nadajaca
sie do otrzymywania pochodnych amin i alkoholi polega na zastosowaniu, jako od-
czynnika deiywatyzujacego, :yw icy polistyrenowo-karboksylanowej, z ktorg w po-
staci mieszanego bezwodnika zwigzany jest kwas Moshera, lub jego analog z pod-
stawnikiem 9-antrylowym [12, 17], Alkohol lub amine badang, rozpuszczong
w CDC13umieszcza sie w probowce NMR-owej, dodaje zywicy, wytrzasa i po odpo-
wiednim czasie (5 min do kilku godz.) rejestruje widmo.

MeO

Duza skuteczno$¢ metody rozrézniania enancjomerdw, polegajaca na wprowa-
dzaniu do badanej czasteczki reszty kwasu Moshera, wynika z kilku powodéw. Reszta
ta ma spore wymagania steryczne i wprowadzenie jej wymusza okres$lone konfor-
macje molekuty diastereomeru, na ogét znacznie réznigce sie dla enancjomeréw
czasteczki badanej. Podobne znaczenie ma fakt, ze trzy grupy - fenylowa, metoksy-
lowa i trifluorometylowa majg bardzo roznigce sie miedzy sobg wiasnosci elek-
tryczne. Ponadto wymienione trzy grupy, a zwlaszcza grupa fenylowa, wnoszg do
ekranowania jader magnetycznych anizotropowe efekty dalekiego zasiegu. Skut-
kiem tego nastepuje lepsze réznicowanie si¢ sygnatdw w widmach NMR diastere-
omerdéw, pochodzacych od réznych enancjomeréw badanej molekuty. Dla wzmoc-
nienia efektow roznicujacych proponowano stosowanie analogéw kwasu Moshera
z podstawnikami naftylowymi lub antrylowymi o wigkszej anizotropii ekranowania
i wiekszej zawadzie przestrzennej. Mozna rdwniez znalez¢ wiele doniesien o stoso-
waniu pochodnych kwasu migdatowego i szeregu kwaséw o podobnej budowie,
wykazujacych lepsze lub gorsze wiasciwosci roznicowania enancjomeréw [2, 9-12]
(Rys. 6).

Z perspektywy badan spektroskopowych bardzo korzystnejest ze grupy CH30 -
i CF3 charakterystyczne dla pochodnych kwasu Moshera dajg w widmach odpo-
wiednio H i I9F NMR fatwo rozpoznawalne sygnaty. Cenne jest zwiaszcza rozsze-
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rzenie mozliwosci obserwacji na obszar widm fluorowych, ktére charakteryzujgsie
duzg czutosScig i bardzo szerokim w poréwnaniu z protonami zakresem przesunie¢
chemicznych. Szeroki zakres jest rownoznaczny z duzgwrazliwoscigtego parame-
tru na otoczenie molekularne. W widmach & NMR wystepuje zazwyczaj niewiele
innych sygnatéw i w zwigzku z tym mozna pozwoli¢ sobie na badanie mieszanin.
Jako przyktad niech postuzgwidma pochodnych skomplikowanej mieszaniny zwigz-
kow otrzymanej z hydrolizy biatka jaja kurzego [18] (Rys. 7). Hydrolizat zawiera
gtownie mieszaning L-aminokwasow. Po funkcjonalizacji racemicznym kwasem
Moshera, jego odmiang (R) i odmiang (S) mieszanina ta ma wyraznie rézne widma
IF NMR.

(b)
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Rysunek 7. Widma B NMR pochodnych Moshera aminokwaséw hydrolizatu biatkajaja kurzego:
(a) pochodne kwasu (R), (b) pochodne kwasu (SJ, (c) pochodne kwasu racemicznego.
W $rodkowej czesci wszystkich widm widocznyjest w tym samym miejscu sygnat pochodnej glicyny
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Dobrym przyktadem pokazujagcym unikalne mozliwosci spektroskopii NMR
rozrézniania enancjomerdw sawyniki badan 2-deutero-3-metylobut-3-en-I -olu [19]
(Rys. 8). Rdznica strukturalna miedzy enancjomerami tego alkoholu jest bardzo mata
i moznamie¢ watpliwosci, < .y jakakolwiek metoda bedzie w staniejgwyloy¢. Spek-
troskopia NMR nie rejestruje jednak globalnych wiasnosci, jest natomiast wrazliwa
na otoczenie magnetyczne poszczegolnych jader. Gdy sie wezmie to pod uwage,
mozna zauwazyc, ze rdznica otoczer magnetycznych pomiedzy diastereotopowy-
mi, geminalnymi miejscami w molekule estru tego alkoholu z chiralnym kwasem
moze by¢ catkiem znaczna. W cytowanej pracy zastosowano kwas 2-acetoksyfeny-
looctowy. Nie budzi zdziwienia, ze w estrze niedeuterowanego alkoholu geminalne
protony przy C-2 sg anizochronowe. W zwigzku deuterowanym przy atomie wegla
C-2 w jednym z tych miejsc jest proton a w drugim deuteron i widma protonowe
diastereomerycznych estrow z koniecznosci sg rozne.

Rysunek 8 Protony (pro-R) i (pro-S) w estrze 3-metylobut-3-en-I-olu z kwasem Moshera sg wzgledem siebie
diastereotopowe i majgrézne przesuniecia chemiczne. Dlatego diastereomeryczne estry
2-deutero-3-metylobut-3-en-I-olu majarézne widma ‘H NMR

Rysunek 9. Chiralne odczynniki zawierajace fosfor

iteraturzejest wiele doniesien o stosowaniu chiralnych odczynnikéw fosfo-

w celu rozrézniania enancjomerow [2, 9—12,20—22], poczawszy od bardzo

h, jak kwas feny1o-/-butylo-tiofosfinowy [20], poprzez umiarkowanie ztozo-
pochodne chiralnych diamin [21], az po niezwykle skomplikowane struktu-
cta przedstawiona na Rys. 9, zawierajgca podstawnik bihelicylowy [22], Wy-
sie, ze przyczyny poszukiwania odczynnikdw umozliwiajgcych wprowadzenie
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dodatkowego centrum chiralnego do czasteczki wiasnie wsréd zwigzkow fosforo-
wych lezg podobne zalety spektroskopii 3IP NMR, jak spektroskopii najgdrach flu-
oru. Dodatkowsa zaletgjest w omawianym przypadku wzgledna tatwo$¢ wprowa-
dzenia do molekut organicznych funkcji fosforowej i potraktowanie jej jako faczni-
ka miedzy czasteczkgbadanga dodatkowym centrum chiralnym.

W przypadku rozrézniania enancjomeréw kwasow do otrzymywania pochod-
nych mozna zastosowac reakcje estiyfikacji optycznie czynnym alkoholem. Szcze-
gdlnie polecane sgfrms-2-arylocykloheksanole [10-12,23]. W estrach takich alko-
holi oba podstawniki pierscienia cykloheksanu maja tendencje do przyjmowania
pozycji ekwatorialnych, co zbliza w przestrzeni podstawnik arylowy i reszte bada-
nego kwasu. Stosuje sie rowniez wiele innych alkoholi, np. estry réznych 2-hydrok-
sykwasow [23, 24] (Rys. 10).

CH OH

H
H

Ph

Rysunek 10. Chiratne alkohole stosowane do funkcjonalizacji kwaséw
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Rysunek 11. Ester 2-butylowy 5-oksoproliny, sygnatwegla C-2 dla mieszaniny wzbogaconej wjeden

z diastereomeréw

Rowniez najprostszy chiralny alkohol —2-butanol moze okazac sie przydatny
w tego rodzaju badaniach. Jego zaletajest lotnos¢, co umozliwia tatwe usuniecie
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jego nadmiaru ze Srodowiska reakcji. Takg metode zastosowano np. przy oznacza-
niu konfiguracji 5-oksoproliny [25], ktéra czasami pojawia sie w moczu ludzkim
jako patologiczny metabolit. W prébkach biologicznych ze wzgledu na ich ztozony
i zmienny sktad zauwazenie réznic pomiedzy diastereomerami w widmach 'HNMR
moze by¢ bardzo trudne. Ale w widmie weglowym réznice takie sgjuz dobrze wi-
doczne (Rys. 11).

Warto zwroci¢ uwage na pewne problemy dosy¢ czesto ujawniajace sie przy
praktycznych zastosowaniach metody otrzymywania pochodnych. Tak wiec gdy
w probce jeden z enancjomer6w substancji badanej znajduje sie w bardzo duzym
nadmiarze a do funkcjonalizacji zastosuje sie odczynnik optycznie czysty, co skad-
ingd ma swoje zalety, w widmie koncowym pojawiajg sie sygnaty tylko jednego
z diastereomerdw. Wtedy rozstrzygniecie, ktoiy to diastereomer, moze by¢ trudne,
gdyz réznice odpowiednich przesunieé chemicznych sgczesto bardzo mate i zalez-
ne od warunkéw pomiaru. Czasami dla uzyskania wiarygodnej odpowiedzi okazuje
sie konieczne dodanie do przetworzonej prébki substancji wzorcowej. Najlepszym
wzorcem w omawianej sytuacji jest roztwor zawierajacy sygnaty obu diastereome-
iycznych pochodnych w znanej proporcji.

Jesli zroznicowanie widm diastereomerow umozliwia okreslenie ich wzgled-
nych stezen, to zasadniczo na tej podstawie jest mozliwe wyznaczenie nadmiaru
enancjomeiycznego w prébce badanej. W przypadku, gdy do funkcjonalizacji zwiaz-
ku A uzywa sie odczynnika w postaci czystego enancjomeru, np. C/, w prébce prze-
tworzonej mogaznalez¢ sie dwa diastereomeiy, AAC/; i AsCA. Przy zatozeniu petne-
go przereagowania badanego zwigzku stosunek ich stezen bedzie réwny stosunko-
wi stezen enancjomerow A/, i As w prébce badane;.

W ogdlnym przypadku w oznaczeniach iloSciowych trzeba jednak bra¢ pod
uwage zalezno$¢ skfadu mieszaniny poreakcyjnej od wielu czynnikéw. Jezeli do
funkcjonalizacji uzyty zostat odczynnik jedynie enancjomerycznie wzbogacony,
sytuacja staje sie szczegolnie skomplikowana, poniewaz wtedy w probce przetwo-
rzonej nalezy oczekiwac pojawienia sie czterech, parami nierozréznialnych wNMR
struktur diastereomeiycznych: A/,C(+ASCSi A;,CS+AsC/,. Podczas interpretacji ob-
serwowanych intensywnosci sygnatéw trzeba bra¢ pod uwage wptyw enancjoselek-
tywnosci kinetyki i wydajnosci reakcji funkcjonalizacji na sktad prébki przetworzo-
nej. Nie nalezy tez zapominac¢ o mozliwosci czeSciowej racemizacji badanego obiektu,
zastosowanego odczynnika lub otrzymywanej pochodnej podczas reakcji. Zresztg,
jak to wynika z powyzszego skrétowego oméwienia, nawetjezeli mozna zaniedbaé
komplikacje wynikajace z nietrwatosci konfiguraciji, to i tak ustalenie enancjome-
iycznego nadmiaru badanego zwigzku w probce wyjsciowej na podstawie proporcji
sygnatdw w probce przetworzonej jest nietatwym zadaniem.
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3. METODA KOMPLEKSOWANIA

Drugi spos6b rozrézniania enancjomeréw polega na wytworzeniu wokot bada-
nego obiektu chiralnego otoczenia dzieki zastosowaniu chiralnego odczynnika kom-
pleksujacego lub solwatujgcego [9—213]. Metoda ta rdzni sie od omdwionej w po-
przednim rozdziale tym, ze diastereomeryczne struktury stanowigce podstawe roz-
rézniania sg nietrwate w skali operacji laboratoryjnych. Charakterystyczng cecha
takich uktaddw jest to, ze stezenia obecnych w roztworze obiektéw odpowiadaja
stanowi réwnowagi termodynamicznej. Upraszcza to znacznie badania majgce na
celu rozpoznanie chiralne, gdyz umozliwia wyeliminowanie z rozwazan problemu
enancjoselektywnosci kinetyki, zaréwno w czesci dyskusji dotyczacej intensywno-
§ci sygnatow, jak i w odniesieniu do ich potozen. Intensywnosci, jak wiadomo, sg
proporcjonalne do stezen molowych poszczegélnych obiektéw w badanej probce.
Stezenia te w uktadzie znajdujgcym sie w stanie rownowagi termodynamicznej
wynikajg ze statych rownowagi i stezeri wyjsciowych reagentéw, nie majg nato-
miast bezposredniego zwigzku ze statymi szybko$ci poszczego6lnych procesow wy-
miany.

3.1. WPLYW TRWALOSCI KOMPLEKSU NA WIDMO NMR

Rozpatrzmy najpierw przypadek, gdy diastereomeryczne struktury molekular-
ne, stanowigce podstawe metody rozrézniania enancjomeréw sgtrwate w skali cza-
su NMR i réwnocze$nie nietrwate w skali czasu operacji laboratoryjnych. Przykia-
dami takich uktadow sg kompleksy typu CI,PtAB + C (A = amina, B, C = oleimy”
[26], A wiec badany roztwor znajduje sie w stanie rownowagi termodynamicznej,
a zarazem zachodzace przemiany, okreslane w spektroskopii NMR jako wymiana
chemiczna, sg na tyle powolne, ze widmo roztworu jest prostg superpozycja widm
sktadnikow. Sytuacjatakajest dosy¢ podobna do omawianej w poprzednim rozdzia-
le, o ile badano mieszanineg po reakcji derywatyzacji, bez obrobki majgcej na celu
wydzielenie pochodnych.

Przypusémy, ze w celu rozréznienia enancjomeréw zwigzku A do badanego
roztworu dodano chiralnego odczynnika kompleksujacego C. Zat6zmy dla uprosz-
czenia, ze odczynnik ten jest w postaci jednego izomeru optycznego (np. enancjo-
meru (R)). W najprostszym przypadku w badanej prébce mamy doczynienia z dwie-
ma odwracalnymi przemianami, ktére na og6t charakteryzuja sie réznymi statymi
rownowagi:

o
)

Wybrane jadro magnetyczne lub grupa réwnocennych chemicznie jader w mo-
lekule A zwigzana jest z trzema roznymi (na ogdt) przesunieciami chemicznymi:
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<6=SAs= SAr, SArCri SAsCr. Poniewaz w rozpatrywanym przypadku czasy zycia
struktur sg znacznie dtuzsze niz odwrotnosci roznic odpowiednich przesunie¢ che-
micznych (wyrazonych w skali czestosci), to w widmie obserwuje sie oddzielne
sygnaty o intensywnosciach proporcjonalnych do frakcji molowych odpowiednich
czasteczek [3-6]. Ale jezeli w widmie sg obecne wszystkie trzy sygnaty, stosunek
intensywnosci sygnatow A ~ i A"C"na 0got nie jest rGwny stosunkowi stezer enan-
cjomeréw w wyjsciowej prébce (Rys. 12). Sytuacja upraszcza sie dopiero przy za-
stosowaniu takiego nadmiaru odczynnika chiralnego, kt6iy zapewnia praktycznie
petne skompleksowanie zwigzku A. Wtedy w widmie widoczne sg tylko sygnaty
dwdch kompleksow i ich intensywnosci rzeczywiscie odzwierciedlajg sktad enan-
cjomeiyczny prébki wyjsciowej.

INt(ARCR)/Int(AsCR)

2 *
1,5-
><X
0,5
0 0,5 1 15 2,5

Rysunek 12. Rdwnowagowy stosunek intensywnosci sygnatéw diastereomeiycznych komplekséw dla
racemicznej substancji A, tworzacej w sposb odwracalny trwate w skali czasu NMR kompleksy z optycznie
czystym odczynnikiem kompleksujacym, CR w funkcji stezenia tego odczynnika W obliczeniach przyjeto
catkowite stezenie cA= 1 u oraz state rownowagi: — Kfi= Ks= 20 u'"]; --------- Ki=2(K.) =40 u;
------ Ks=2K\£ 200 u-1 gdzie Kr= [AjCJ/fIAJfCJ), a u oznaczajednostke stezenia

Najmniej korzystna sytuacja z punktu widzenia mozliwosci rozpoznawania
chiralnego powstaje, gdy czasy zycia poszczeg6lnych obiektdw znajdujacych sie w
badanej probce sagporownywalne z odwrotno$ciami réznic przesunieé chemicznych
usrednianych przez wymiane. Wptyw dynamiki przejawia si¢ w rejestrowanych
widmach poszerzeniami i charakterystycznymi modyfikacjami ksztattu sygnatow,
dajac skadinad bardzo interesujace, ale trudne do interpretacji widma [3—6, 13].
Czasami, ze wzgledu na bardzo duze poszerzenia, interesujace sygnaty mogaw ogdle
znikna¢ z pola obserwacji.

Zupetnie inna sytuacja powstaje, gdy czas zycia kompleksu jest bardzo krétki
w pordwnaniu z odwrotno$ciami réznic przesunie¢ chemicznych. Jest to znacznie
czesciej spotykany w praktyce przypadek, dotyczacy np. komplekséw solwatacyj-
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nych. W takich prébkach nastepuje usrednienie sygnatéw od postaci skomplekso-
wanej i nieskompleksowanej badanej substancji. Niezaleznie od nadmiaru, czy nie-
domiaru odczynnika kompleksujacego w widmie obserwuje sie co najwyzej dwa
zestawy sygnatow dla (AR+ ARCR) i (A5+ A"CM). Stosunek ich intensywnosci odpo-
wiada skfadowi enancjomeiycznemu substancji badanej a ich potozenia sg dosy¢
skomplikowangfunkcjastezen reagentow, statych rownowagi i granicznych przesu-
nie¢ chemicznych (Rys. 13):

SI-yiA"SAMYIANSAN €))
®=y(As)SA +y(AsC/)SAL.|; 4)
gdzie y(X) oznaczaja frakcje molowe odpowiednich obiektéw, np.:

X\) = [Af)/([Af] + [ARCR)) ©)

Rysunek 13. Obserwowanaw widmie R6znica potozen sygnatéw zwigzanych z enancjomerami,
A= <SAB-AFCR - ((AWASC,), dlaracemicznej substancji A, tworzacej nietrwate kompleksy
z optycznie czystym odczynnikiem Cp, w funkcji catkowitego stezenia tego odczy nnika.
W obliczeniach przyjeto: c4= 1ul, $redni efekt kompleksowania: [S(ARCR + S(AWCs)]/2- S(A) = 10u2
(ul, u2- arbitralnejednostki) oraz réznice przesunie¢ chemicznych dla czystych komplekséw odpowiednio.
------ <S(ARC,,) - S(AsCr) = 1,0u2,-——-—---—- 8(A#C,) - i(AsC,)=0,0 u2

Warunkiem zaobserwowania oddzielnych sygnatéw dla obu enancjomeréw
w widmie badanej prébki jest dostatecznie duza warto$¢ roznicy efektywnych prze-
sunie¢ chemicznych, \SI-S2\, w stosunku do szerokosci linii. W og6lnym pr2ypad-
ku réznica £1—8 moze by¢ wieksza co do wartoSci bezwzglednej niz
SArCr- SAsCratakze moze mie€ przeciwny znak. Oczywiscie wielko$¢jej zalezy
od czystosci enancjomeiycznej odczynnika kompleksujacego (solwatujacego) i zni-
kajesli odczynnik ten jest racemiczny, czyli gdy Srodowisko staje sie achiralne. Jest
dosy¢ interesujgce, ze nawetjesli przesunieciachemiczne dla komplekséw obu enan-
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cjomerdw sg jednakowe (<BApCR= SAsCH), pod wptywem kompleksowania moze
nastapi¢ rozszczepienie sygnatdw. Z drugiej strony réznice pomiedzy widmami kom-
plekséw A/C/; i AsCrnie gwarantuja ze uda sie dobrac¢ sktad roztworu umozliwiaja-
cy rozréznienie enancjomerdw (Rys. 13). Sato wazne dla praktyki pomiarowej roz-
nice w poréwnaniu z omawianymi poprzednio przypadkami, gdy potozenia sygna-
t6w nie ulegaty usrednianiu.

Na dokfadniejsze omOwienie zastuguje jeszcze jeden przypadek majacy prak-
tyczne znaczenie dla omawianych tutaj eksperymentéw, kiedy wymiana chemiczna
jest na tyle szybka, ze powoduje usrednianie sie widm poszczeg6lnych obiektéw,
ale przynajmniej niektore sposrod obserwowanych sygnatdéw sgjeszcze poszerzo-
ne. Przypomnijmy, ze w granicy szybkiej wymiany dynamiczne poszerzenie sygna-
tu jest rzedu a s 2t, gdzie AS oznacza rdznice usrednianych przez wymiane przesu-
nie¢ chemicznych, a r — Sredni czas zycia reagujacych obiektéw [3-6], Zatem po-
szerzenie dynamiczne wzrasta z kwadratem indukcji pola magnetycznego, a odle-
gtos¢ pomiedzy usrednianymi sygnatami (wyrazona w Hz) tylko z pierwszgjego
potega. W konsekwencji rejestrujgc widma za pomoca spektrometru z silniejszym
polem magnetycznym mozna uzyska¢ gorsze warunki réznicowania sie enancjome-
row (Rys. 14). Taka sytuacja powstaje w praktyce czesto przy stosowaniu parama-
gnetycznych odczynnikow przesuniecia, gdzie bardzo czesto poszerzenia w widmie
spowodowane sg w wiekszym stopniu efektami dynamicznymi, niz paramagnetycz-
nymi [9, 27].

Rysunek 14. Zwiekszenie pola magnetycznego, w ktdrymjest rejestrowane widmo, pogarsza separacje
sygnatéw poszerzanych przez wymiane chemiczna, gdyz 5w~1,5Av2k~B0 (widmo symulowane)

3.2. ROZPUSZCZALNIKI CHIRALNE

Rozpuszczalniki chiralne i odczynniki solwatujace Srodowisko chiralne mozna
stwor2y¢ przez zastosowanie optycznie czynnego rozpuszczalnika [2,9, 10,28], Ze
wzgledu na konieczno$¢ eliminacji z widma niepozgdanych sygnatéw przewaznie
oprécz niego stosuje sie rozcienczalnik, ktérym jest zwykty deuterowany lub chlo-
rowany rozpuszczalnik. Odczynnik chiralny powinien mie¢ dobre wiasciwosci sol-
watujace dzieki tworzeniu wigzah wodorowych, parjonowych lub innych oddziaty-
warn z molekutami substancji badanej (Rys. 15). Do rozpoznania chiralnego stoso-
wano rézne alkohole, m.in. tzw. alkohol Pirkle’a, czyli I-fenylo-2,2,2-trifluoroeta-
nol. Jako bardzo dobry solwant zaproponowano niedawno perdeuterowany I-(9-
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antiylo)-2,2,2-trifluoroetanol [29], ktory daje duze efekty zaréwno w widmach 'H
jak i ,3C NMR. Moznajednak obawia¢ sie, ze nie bedzie to odczynnik tani. W po-
dobnych celach stosowano I-fenyloetyloaming ijej r6zne analogi, chiralne kwasy
organiczne, a takze wiele innych zwigzkdw o mniej lub bardziej wyszukanej budo-
wie (Rys. 15) [2,9,10,28]. Jako ciekawy przykifad, ajednocze$nie pewne rozwinie-
cie idei chiralnego rozpuszczalnika mozna przytoczy¢ zastosowanie dodecylomal-

topiranozydu tworzacego w wodzie liofobowe micelle, do ktérych ekstrahowat sie
z roztworu zwiazek badany [30].

O

H " o / n NHL
OH CH,
alkohol Pirkla a-fenyloetyloamina kwas a-metoksyfenylooctowy

Rysunek 15. Typowe chiralne odczynniki solwatujace

3.3. KOMPLEKSY INKLUZYJNE

Do wytworzenia $rodowiska chiralnego wielokrotnie stosowano tworzenie kom-
plekséw inkluzyjnych [2, 9, 10, 13] (Rys. 16). Trzeba w tym konteks$cie wspomnie
0 ukfadach makrocyklicznych, np. o tetrakarboksylowej pochodnej eteru koronc
wego 18-korona-6. Kwas ten protonuje aminy, tworzac pary jonowe. Dla powiek-
szenia efektu do uktadu badanego dodawano kompleksu iterbu(l11) [31]. Jednak
z pewnoscignajwiecej badan poswieconych byto uktadom, w ktérym gospodarzem
byta cyklodekstiyna zwykta lubzmodyfikowana [2, 13]. Przypomnijmy, ze fatwo
dostepne sg trzy cyklodekstiyny: a, J3\ y, ktdre sg cyklicznymi oligosachaiydami
ztozonymi odpowiednio z szeSciu, siedmiu lub o$miu glukoz. Liofilowa wneka
cyklodekstiyn przyjmuje chetnie molekuty tatwo rozpuszczalne w rozpuszczalni-
kach organicznych a trudno rozpuszczalne w wodzie, takie jak dekalina czy kam-
fora. Uklad jest chiralny, wiec moze powstaé zréznicowanie widm enancjomerow,
zaréwno z powodu innych oddziatywan, innych konformacji czy innych statych
réwnowagi tworzenia kompleksu. Modyfikacje miaty na celu silniejsze zwigzanie
goscia z gospodarzem i polegaty np. na wprowadzaniu grup aminowych amonio-
wych, karboksylowych lub karboksylanowych. Zaproponowano réwniez modyfi-
kacje polegajacana dotgczeniu do cyklodekstiyny ligandu wielozebatego, ktdry miat
zazadanie uchwyceniejonu lantanowca i powiekszenie w ten sposob réznic ekrano-
wania molekuty-goscia we wnece i roztworze [32].
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Rysunek 16. Przyktady chiralnych makrocyklicznych odczynnikéw kompleksujacych

3.4. KOMPLEKSY METALI

W badaniach nadmiaru enancjomeiycznego i innych wykorzystujacych rozpo-
znanie chiralne za pomocaspektroskopii NMR, szerokie zastosowanie znajdujgkom-
pleksy metali [2,9,10,14,32-41], Wykorzystywane jest przewaznie oddziatywanie
typu kwas-zasada Lewisa lub oddziatywanie elektrostatyczne w parach jonowych
pomiedzy jonem lub kompleksem metalu i molekutg badang. Np. stwierdzono, ze
dodanie jonéw barowych do roztworu zawierajgcego estry typu kwasu Moshera
zmieniaw dajacy sie przewidzie¢ sposob ich konformacje, dzieki chelatowemu kom-
pleksowaniu [12, 33]. Zwigksza to mozliwosci rozrézniania enancjomerdw niektd-
rych obiektow, a ponadto czasami umozliwiaokreslenie ich konfiguracji absolutnej.

Czesciej jednak stosowane sachiralne odczynniki kompleksujace (Rys. 17,18).
Na uwage zastuguja kompleksy platyny, zawierajgce jako jeden z ligandow cza-
steczke etylenu, ktora w Srodowisku moze ulec wymianie na inngolefine, eter alli-
lowy lub podobny zwigzek [26, 34, 35]. Kompleks ten zawiera ponadto chiralng
amine lub zwigzany elektrostatycznie chiralny jon amoniowy. Kompleksy te nadajg
sie do badania molekut, ktére sg bardzo stabymi zasadami Lewisa. Skuteczne roz-
réznianie enancjomerow przeprowadza sie wykorzystujac widma 19t NMR. Jadro
to mabardzo duzy zakres przesuniec¢ chemicznych, co oznacza, ze jest bardzo wraz-
liwe na wszelkie zmiany strukturalne. W badaniach majacych na celu rozpoznanie
chiralne stosowano takze fosforowe kompleksy palladu, wykorzystujac 3P NMR
[10]. Ciekawym odczynnikiem kompleksujagcym sg kompleksy dirodu o skladzie
Rh2K4, gdzie Kjest anionem kwasu Moshera lub kwasu migdatowego. Kompleksy
te pozwolity np. na rozrdznienie enancjomerow siarczkow i selenkdw fosfin [36].
Rekomendowano réwniez stosowanie réznych metaloporfiryn i wielu innych ukta-
déw [2,9, 10].
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o CIPtA(CH4 tub [CIFH(CHAY]"AH+ A- np. a-fenyloetyloamina
* Rh2X4 X —anion kw. Moshera lub kw. migdatowego
 chiralne metaloporfiryny

Rysunek 17. Przyktady chiralnych diamagnetycznych komplekséw metali, stosowanychjako pomocnicze
reagenty réznicujace enancjomery

Oczywiscie najlepiej znane sg paramagnetyczne tris-/?-diketoniany lantanow-
cow [2,14]. Saone stosunkowo stabymi ajednoczesnie twardymi kwasami Lewisa,
mogacymi zwigzac jeden lub dwa ligandy twardych zasad, czyli zwigzkow zawiera-
jacych tlen lub azot. Ze wzgledu na oddziatywanie z centrum paramagnetycznym
pod wptywem kompleksowania nastepuje bardzo duza zmiana przesuniecia che-
micznego i relaksacyjne poszerzenie sygnatu. W praktyce stosuje sie niewielkailo$¢
odczynnika paramagnetycznego w stosunku do substancji badanej. Kompleksy oma-
wianego typu przewaznie sgnietrwate i nastepuje w nich szybka wymiana ligandow
tak, ze w widmach z reguty pojawiajasie usrednione sygnaty ligandéw swobodnych
i skompleksowanych. Réwnoczesnie jednak obserwuje sie przewaznie poszerzenia
dynamiczne sygnatow, cojak wspomniano utrudnia stosowanie silnych p6l magne-
tycznych [9, 27]. Jezeli kompleks lantanowcowy jest chiralny, mozna go wykorzy-
sta¢ do rozpoznania chiralnego. Najszerzej znanym i dostepnym handlowo jest od-
czynnik, w ktorym jon Eu3+tobudowany jest trzema anionami enolu heptafluorobu-
tyrylokamfory.

Znaleziono metode rozszerzajgcg zakres stosowania odczynnikéw lantanow-
cowych réwniez na migkkie zasady Lewisa, takie w ktorych zwigzanie reagentow
moze odby¢ sie jedynie za pomocg wolnych par elektronowych siarki, chlorowca
(z wyjatkiem fluoru), a nawet za pomoca uktadu zr-elektronéw [37]. Stosuje sie
w tym celu ukiad ztozony z kompleksu lantanowca i /?-diketonianu srebra. Jon sre-
browy —miekki kwas Lewisa staje sie tagcznikiem pomiedzy ligandem a anionem
tetrakis-/?-diketonianu lantanowca.

Wada tris-yff-diketonianéw byta ich wrazliwo$¢ na wode, ktora blokowata do-
step do jonu centralnego i mogta spowodowaé hydrolize odczynnika. Udato siejed-
nak opracowac odczynniki nadajgce sie do roztworéw wodnych [14, 38], trzeba
jednak powiedzie¢, ze kazdy z nich ma dosy¢ waski zakres dopuszczalnych pH
i sciSle ograniczone zastosowania. Przyktadami takich odczynnikdw sg pochodne
etylenodiaminy, a takze uktady azamakrocykliczne, w ktére wbudowane sachiralne
aminy (Rys. 18).
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(3diketariany;

cfzcfzc 3

L 3
tris[3-(heptafluoroprop>lohydroksymetyleno)-d-kamforato]Jeuropium(l11)

oraz razpuszczane wwodze:
P+4X (P = X2NCH(CH3CHN X2, X = -CHjCOOH lub -CH2-a-(-CNCHCHCHCH-))
e LNHCHXHXNHL (L= -CH(COOH)CH2COOH)
*  Makrocykl otrzymamy z kondensacji 2,6-difonnylopirydyny i trans-1,2-diaminocykloheksanu
¢ Makrocykl zbudowany z Ph-CH-(N=)-CH3i -CH2CH2-

Rysunck 18. Niektdre chiralne ligandy stosowane w odczynnikach lantanowcowych nadajacych sie do badan
w roztworach wodnych

Jakjuz wspomniano,jony lub kompleksy lantanowcow czasami stosuje sie jako
dodatki wzmacniajace stabe efekty wywotane przez odczyniki diamagnetyczne [32],
Inne, moze nawet wazniejsze zastosowania komplekséw lantanowcowych w bada-
niach stereochemicznych wynikajaz mozliwosci powigzania tzw. przesunie¢ pseu-
dokontaktowych z geometrig kompleksu. Mdwigc najogoélniej ilosciowa analiza
obserwowanych zmian potozen sygnatow w widmie i efektow relaksacyjnych umoz-
liwia niekiedy okreslenie odlegtosci poszczegolnych jader w kompleksie od jonu
paramagnetycznego i dostarcza nawet informacji o katach. Omdwienie tego zagad-
nienia wykraczajednak poza ramy tego artykutu i mozna je znalez¢ np. w artyku-
fach przegladowych [14, 39] i wielu pracach oryginalnych np. [40-42].

3.5. CIEKLE KRYSZTALY

Jako $rodowisko chiralne mozna réwniez zastosowaé optycznie aktywny roz-
puszczalnik ciektokrystaliczny [2, 10,13,42-44]. Taka wtasno$¢ ma cata klasa cie-
ktych krysztatow cholesterolowych a takze niektére ukfady liotropowe. Na przy-
ktad syntetyczny polipeptyd poli-7-benzyloglutaminian tworzy regularne helisy
i rozpuszcza sie w rozpuszczalnikach typu chloroformu tworzac w pewnym zakre-
sie stezen i temperatur strukture ciektokrystaliczna, ulegajgcag uporzadkowaniu
w polu magnetycznym. Gdy ukiad taki zastosuje sie jako rozpuszczalnik, orientacja



ROZROZNIANIE MOLEKUL A SPEKTROSKOPIA NMR W CIECZY 89

molekut substancji rozpuszczonej ulegatakze pewnemu uporzagdkowaniu dzieki od-
dziatywaniom miedzyczasteczkowym z matryca cieklokrystaliczng. Z tego wyni-
kaja réznorakie konsekwencje dla widm NMR [3, 42, 43]. Nastepuja zmiany prze-
sunie¢ chemicznych, ujawniajasie bezposrednie sprzezenia dipolowe, a w przypad-
kujader kwadrupolowych nastepujg dodatkowe rozszczepienia sygnatow. Tak wiec
sygnat kazdego deuteru ulega rozszczepieniu na dublet, przy czym wielko$¢ rozsz-
czepienia zalezy od jego statej sprzezenia kwadrupolowego, od orientacji wigzania
X—b wzgledem kierunku pola magnetycznego i od stopnia uporzadkowania bada-
nego uktadu. Orientacje odmian enancjomerycznych danej molekuty sg zwykle réz-
ne. Metode te zastosowano miedzy innymi w przypadku hept-3-yn-2-olu [44].
Wwidmach 2H NMR na naturalnej zawartosci izotopu, zarejestrowanych dla posta-
ci racemicznej tego alkoholu i dla mieszaniny wzbogaconej w jeden z izomerow
optycznych zaobserwowano, ze sygnat deuteru grupy 1-metylowej pojawit sie
w postaci dwdch dubletéw o roznych statych rozszczepienia, potozonych przy tym
samym przesunieciu chemicznym i o intensywnosciach proporcjonalnych do stezen
enancjomerow.

Praktyczne stosowanie rozpuszczalnikow ciektokrystalicznych nie jest tatwe,
ma szereg ograniczen i nie nalezy oczekiwaé szerszego upowszechnienia tej meto-
dy. Jednak w niektdrych przypadkach moze ona okazac sie bardzo przydatna- np.
w zastosowaniu do nasyconych weglowodorow lub fluoroweglowodoréw, gdy me-
tody funkcjonalizacji, czy kompleksowania na og6t zawodza.

4. OKRESLANIE KONFIGURACJI ABSOLUTNEJ

Po doswiadczalnym stwierdzeniu roznicowania sie widm diasteieomeiycznych
pochodnych zwigzku badanego pozostaje nadal problem okre$leniajego konfigura-
cji absolutnej [11, 12], I tu trzeba od razu powiedzie¢, zejedyngw petni wiarygodng
metodajest poréwnanie widma prébki badanej z widmem probki wzorcowej. Jezeli
takowej nie ma, mozna opiera¢ sie na domniemaniu, ze w serii podobnych zwiaz-
koéw utworzonych z tym samym odczynnikiem chiralnym tak zwany ,,sens nieréw-
nocennosci” jest zachowany. Przez sens nieréwnocenno$ci rozumie sie znak rozni-
cy przesunie¢ chemicznych odpowiednich sygnatéw dla pary diastereomeréw utwo-
rzonych przez odmiane (R) i (S) molekuty badanej z tg samg odmiang odczynnika
pomocniczego (lub przezjeden izomer optyczny zwigzku badanego z dwoma enan-
cjomerami odczynnika pomocniczego). Przyktadem regularno$ci wspomnianego typu
sg omawiane juz amidy utworzone z a-aminokwaséw i kwasu Moshera [18]. Tak
wiec pochodne L-aminokwaséw utworzone z kwasem Moshera o konfiguracji (R)
dajg w widmach 19 NMR sygnat w silniejszym polu niz aminokwasy szeregu D.
O ile jednak wiekszo$¢ natywnych aminokwasow wykazuje znaczne przesuniecie
diastereomeiyczne, rzedu 0,4 ppm, o tyle fenyloalanina - tylko 0,02 ppm. llustruje
to dobrze niepewnos$¢ wnioskowania ,,przez analogie”.
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W przypadku kilku chiralnych odczynnikow pomocniczych, jak kwas Moshe-
ra, kwas metoksyfenylooctowy, czy 9-antrylo-metoksyoctowy zastosowanych do
konkretnych klas zwigzkow jak alkohole drugorzedowe czy aminy pierwszorzedo-
we, wypracowano reguty empiryczno-teoretyczne pozwalajgce na przewidywanie
sensu nieréwnocennosci [11, 12]. Sposéb dedukcji polega na wytypowaniu naj-
prawdopodobniejszej konformacji diastereomerycznej pochodnej, a raczej na wska-
zaniu, ktéra konformacja bedzie diagnostyczna. Nastepnie zaktada sie np., ze jadra
(protony) znajdujgce sie blisko grupy fenylowej sg odstaniane, a w poblizu grupy
metoksy-przystaniane. Opisano wiele prawidtowosci tego typu, ale i pewng liczbe
wyijatkow od tych prawidtowosci. Wykazano, ze niekiedy jest mozliwe wydeduko-
wanie konfiguracji badanego zwigzku, dostepnego tylko w postaci jednego enan-
cjomeru [12]. Wtym celu rejestruje sie serie widm zmieniajac temperature, dodajac
do roztworu odczynniki specyficznie solwatujgce lub jony tworzace ze zwigzkiem
badanym kompleksy chelatowe, a nastepnie interpretuje sie zmiany w widmie indu-
kowane przewidywang zmiang konformacji.

Na zakonczenie warto zauwazyé, ze zasadniczo istnieje mozliwos$é teoretycz-
nego przewidywania sensu nieréwnocennosci na podstawie modelowania moleku-
larnego i teoretycznego obliczania przesunie¢ chemicznych metodami mechaniki
kwantowej. Metodatajednak przynajmniej narazie nie ma praktycznego znaczenia
i to wbhrew pozorom nie z powodu ograniczonej doktadnos$ci obliczania przesunie¢
chemicznych. O ile obliczone teoretycznie wartosci statych ekranowania bywaja
obarczone pewnymi btedami, o tyle rdznice przesunie¢ chemicznych podobnych
chemicznie struktur przewidywane sg obecnie zazwyczaj z wystarczajacg doktad-
noscig. Znaczne btedy moganatomiast powstawaé z powodu trudnosci precyzyjne-
go okreslenia populacji poszczeg6lnych konformeréw wystepujgcych w réwnowa-
dze w badanym roztworze. W przypadkujgder innych niz ‘H i 13 trzeba sie ponadto
liczy¢ z mozliwoscig specyficznego wptywu Srodowiska na ekranowanie poszcze-
golnychjader w molekule badanej.

Wspomniane wyzej metody jak i wiele innych zagadnien zwigzanych
z zastosowaniami spektroskopii NMR do okre$lania konfiguracji absolutnej zostaty
szeroko omoéwione w niedawno opublikowanym artykule przegladowym [12], kt6-
ry ponadto stanowi bogate zrédto odnosnikéw do literatury oryginalnej.
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ABSTRACT

The dynamic NMR (DNMR) deals with different techniques for rate constant
determination for different chemical processes. The complete band shape analysis is
applicable to the study of processes occurring with rate constants between 1 and
104 s-1. The measurements of relaxation times are useful for faster processes with
rate constants of the order of 102 106 s~ and the spin-saturation technique can be
applied for slower processes (k = 0,1-100 s ")- Kinetic measurements by EXSY
experiment are applicable for rate constants between 10-2and 102 s~ The advanta-
ges and pitfalls ofevery method were discussed.

Keywords: nuclear magnetic resonance, DNMR, kinetics

Stowa kluczowe: magnetyczny rezonans jgdrowy, kinetyka
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WPROWADZENIE

Okreslenie ,,dynamiczny” oznacza zmienno$¢ w czasie. Termin ,,dynamiczny
NMR” (ang. dynamie NMR - DNMR) odnosi sie do badan w zakresie wptywu pro-
ceséw wymiany na obraz widm rejestrowanych metodg magnetycznego rezonansu
jadrowego. Wptyw ten zauwazono juz w poczatkowym okresie stosowania spektro-
skopii NMR. Gutowsky i Pake odktyli dla statego 1,1,1-trichloroetanu zaleznos¢
ksztattu linii rezonansowej protonu od temperatury, ktorg przypisali wewnatrzcza-
steczkowej rotacji wokdt wigzania wegiel—wegiel [1]. Wkrotce potem zapropono-
wano wyjasnienie obrazu spektralnego etanolu w oparciu o zjawisko wymiany mie-
dzyczasteczkowej [2]. Przez wiele lat modelowym zwigzkiem w badaniach wymia-
ny chemicznej byt A*A*-dimetyloformamid, dla ktérego sledzono zahamowang rota-
cje niepetnego podwdjnego wigzania amidowego C—N. Analiza prac po$wieconych
wyznaczaniu parametréw aktywacji tego procesu jest ciekawg ilustracjg rozwoju
metodologii wyznaczania parametrow kinetycznych metodgNMR [3].

Podstawy dotyczace DNMR czytelnik moze znaleZ¢ w dostepnych podreczni-
kach dotyczacych spektroskopii NMR [4, 5]. Bardziej zaawansowane opracowania
zostaty zawarte w monografiach i artykutach przegladowych [3, 6-9].

Celem niniejszej pracy jest syntetyczne przedstawienie zaréwno podstaw teo-
retycznych jak i opisu réznych metod do$wiadczalnych, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem praktycznych aspektow wyznaczania parametréw Kinetycznych procesow
dynamicznych. Przedstawione zostangpodstawowe techniki oparte na analizie ksztal-
tu linii, czaséw relaksacji, przeniesienia nasycenia spin6w oraz dwuwymiarowa tech-
nikaEXSY.

1. ANALIZA KSZTALTU LINII

W chemii organicznej przyjeto okresla¢ atomy lub grupy atoméwjako ,,grupy”.
Zamiana miejscami identycznych grup okreslana jest jako topomeryzacja
(ang. topomerization) lub wymiana wzajemna (ang. mutual exchange) [10]. Wymia-
na jest zdegenerowana, jezeli zamieniajgce sie miejscami grupy sg identyczne
(R, = R2), lub nie jest wzajemna, gdy grupy sa rézne (R, * R2:

0 0)

\ 0)

RZ

Proces wymiany moze by¢ realizowany na drodze r6znych przemian chemicz-
nych. Moze to by¢ rotacja wokot wigzania, zmiana konformacji czy przeniesienie
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atomu lub grupy atomoéw. Zanim przedstawione zostangeksperymentalne szczegdty
okreslania parametréw kinetycznych metodg DNMR, opisana zostanie wspotzalez-
no$¢ kinetycznych statych szybko$ci wyznaczanych metodaNMR, oraz statych szyb-
kosci reakcji realizujgcych wymiane [11].

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego rejestruje jedynie te pro-
cesy, ktérym towarzyszy zmiana magnetyzacji. Jezeli ukfad, dla ktérego utamki mo-
lowe pozycji A i B wynoszgodpowiednio pAoraz pB ulega wymianie chemicznej:

A g B 2)
to state szybkosci kAB oraz k * Acharakteryzujgzmiane magnetyzacji wywotangzmiang
potozenia. Stata szybkosci wymiany definiowana jest jako odwrotno$¢ Sredniego
czasu rdla przejScia pomiedzy potozeniami Ai B [11]:

1 . Pa Pb

3)

Roéwnanie (3) oparte jest na zatozeniu, ze liczby spindw, ktére przenosza sie
z pozycji Aw B i odwrotnie, sajednakowe (pAKAB = pBkBA). Stad:

(4)

W pracy [11] przeanalizowano oprdcz najprostszego przypadku (pA=pB=0.5),
réwniez uktady obejmujace wiecej niz dwa centrawymiany i o réznych proporcjach
obsadzen. Og6lna zalezno$¢ pomiedzy statg szybkosci wymiany oraz statg szybko-
§ci wyznaczongmetodg NMR jest opisana rownaniem:

©)

W réwnaniu (5) pojawity sie dwa nowe wyrazenia. AAest liczbgjader w grupie
A idzieki jej wprowadzeniu stata szybkosci wymiany nie zalezy od liczby atoméw
dla danej pozycji. Czynnik «okresla wspdtzalezno$¢ pomiedzy procesem chemicz-
nym i obserwowanym spektroskopowo:

(6)
ZR

gdzie PA i P B0Oznaczajg odpowiednio liczbe jader w pozycji A i B, natomiast SP,-
0g6lnaliczbe jader biorgcych udziat w wymianie.
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Entalpie swobodnaaktywacji AG* okre$lasie na podstawie temperaturowej zalez-
nosci statej szybkosci reakcji k korzystajac z rownania Eyringa:

k=ABLe-"RT ?)
h

gdzie kBto stata Boltzmana, h —stata Plancka a R —stata gazowa. Jezeli k =k *, to
wspditczynnik przenoszenia *:przyjmuje sie za rowny 1. Jezeli k w réwnaniu (7) jest
doswiadczalng statg szybkosci ¢ ABlub kBA to zgodnie z réwnaniem (5) k = afNa.

Rysunek 1. Wptyw temperatury na ksztatt linii rezonansowej dla wymiany wzajemnej

Zmiane ksztattu linii rezonansowych uktadu ulegajacego wymianie chemicznej
ilustruje Rysunek 1 Zanik minimum pomiedzy sygnatami, czyli koalescencje syg-
natdw, obserwuje sie w temperaturze koalescencji (7 ). Wymiane chemiczngokre-
$la sie jako wolng ponizej T, a powyzej tej temperatury mamy do czynienia z wy-
miang szybka. Wzrost temperatury w przypadku wolnej wymiany powoduje posze-
rzenie sygnatdéw, a gdy wymianajest szybka- zwezenie sygnatdw. Zmiana ksztattu
linii rezonansowej w wyniku zmiany temperatury odzwierciedla przede wszystkim
zmiane szybkosci procesu odpowiedzialnego za proces wymiany. Ksztatty sygnatow
sg wrazliwe na procesy opisane statymi szybkosci k w zakresie 1-104s~'. Mogg
ulega¢ zmianie réwniez inne parametry wpltywajace na ksztatt linii rezonansowe;j:
réznica przesunie¢ chemicznych sygnatéw oraz populacje stanéw A oraz B.
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1.1. KOALESCENCJA SYGNALOW

Jezeli analizowany jest uktad, w ktorym populacje A i B sa jednakowe
(pA=pB), to najprostszy sposéb okreslenia bariery energetycznej procesu polega na
znalezieniu temperatury koalescencji. Stataszybkosci procesu realizujacego wymiane
chemiczngw temperaturze koalescencji okre$lonajest wzorem:

_ 27¢(Av)
wyra

gdzie Av oznacza réznice przesunie¢ chemicznych (Hz) sygnatéw A oraz B w tem-
peraturze, w ktorej wymianajest wolna. Wartos¢ energii swobodnej aktywacji AG*
oblicza sie podstawiajac kcoraz Tcdo wzoru [7]:

AG*=aT[10,319 + log(md], 9

gdzie a = 1,914 x 102 (AG*w kJ/mol) lub a = 4,575 * 10-3 (AG* w kcal/mol). Jezeli
stata szybkosci kczosta wyznaczona z btedem +20% oraz temperatura T doktadno-
§cig+2°, to z rachunku btedu wynika, ze btad oznaczenia entalpii swobodnej akty-
wacji wyniesie zaledwie £0,5 kJ/mol. Warto o tym pamieta¢ i wykazywac znaczng
ostrozno$¢ w wycigganiu wnioskéw mechanistycznych na podstawie poréwnar war-
tosci AG* uzyskanych na podstawie temperatuiy koalescencji.

Wyznaczenie statych szybko$ci wymiany na podstawie obserwacji koalescencji
w réznych temperaturach wymaga zmiany warunkow pomiaru: natezenia pola mag-
netycznego lub rodzaju rejestrowanegojadra (np. oprdcz rejestracji widm 'H mozna
obserwowac ksztat linii rezonansowych w widmie I3C lub 3P NMR).

Aby upewni¢ sig, czy obserwuje sie rzeczywistg koalescencje nalezy rejestro-
wac widma powyzej i ponizej temperatury T aby upewni¢ sie, czy obserwowany
proces zaniku minimum pomiedzy sygnatami nie jest spowodowany temperaturowg
zmiang przesunie¢ chemicznych, nie zwigzang bezposrednio z procesem wymiany
chemicznej. Dodatkowym ograniczeniem jest fakt, ze dla wyzszych p6t (wspédtcze-
sne spektrometry wyposazone sg w magnesy o hatezeniu pola do 21,1 T), tempera-
tura koalescencji moze przewyzszac temperature wrzenia najczesciej stosowanych
rozpuszczalnikdw deuterowanych.

1.2. PELNA ANALIZA KSZTALTU LINII

Metoda analizy ksztattu linii wyznaczania statych szybkosci jest bardziej pre-
cyzyjna w poréwnaniu z metoda opartg na obserwacji koalescencji. Jezeli tempera-
tura pomiaru jest wyznaczona z precyzjgco najmniej +0,5°, to btgd oznaczenia AG*
bedzie rzedu +0,15 kJ/mol [3].

Dla uktadu podlegajacego wymianie ksztatt linii rezonansowej opisujgzmody-
fikowane réwnania Blocha [12]. Majgone zastosowanie do uktaddw bez sprzezenia
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skalarnego (J = 0). Widma sprzegajacych sie uktadéw dynamicznych (J * 0) opisujg
réwnania oparte na metodzie macierzy gestosci. Czytelnicy zainteresowani tym
zagadnieniem znajdajego szczegotowy opis w pracy [13].

Na ksztatt linii rezonansowej oprdcz statej szybkosci k majawptyw nastepujace
czynniki:

v="1(v, v, ik T2, Pi, k)

gdzie v, v - czestosci rezonansowe wymieniajgcych sie grup, Jik—stata sprzezenia
skalarnego, r - czasy relaksacji poprzecznej oraz pi- utamki molowe poszczegdl-
nych grup.

Jezeli oprécz statej szybkosci ki} pozostate wielkosci sg znane, to metodg itera-
cyjnamozna okresli¢ jej wartos¢ na podstawie dopasowania widma obliczonego do
rzeczywistego. Metode te okresla sie jako metode petnej analizy ksztattu linii
(ang. the complete band-shape analysis —CBS) [14]. Natomiast nie jest mozliwe
osiagniecie wiaiygodnej wartosci statej szybkosci na drodze dopasowywania wszyst-
kich parametrow. Nalezy pamietac o wystepowaniu miniméw lokalnych, ktérym odpo-
wiadaja state szybkosci niekiedy znacznie odbiegajace od wartosci rzeczywistych
[15]. Korzystne jest przy korzystaniu z programow iteracyjnych stosowanie jako
parametréw wyjsciowych wczesniej uzyskanych danych z iteracji dla wymiany
W nizszej temperaturze.

Przesuniecia chemiczne vAoraz vBlatwo wyznaczy¢ na podstawie widm wyko-
nanych w temperaturze, w ktorej badany proces wymianyjest wolny. Nalezy pamie-
ta¢ o tym, ze przesuniecie chemiczne jest parametrem bardzo czesto wrazliwym na
wplyw temperatury ze wzgledu na oddziatywania miedzyczasteczkowe oraz solwa-
tacje. Najczesciej obserwuje sie prostoliniowg zalezno$é przesunie¢ chemicznych
>dtemperatury. W celu wyznaczenia funkcji opisujacej zalezno$é roznicy przesu-

liec A v-(vk—wB od temperatury nalezy wykona¢ pomiary w kilku temperaturach,
Jajwyzej w temperaturze o 5 stopni ponizej temperatury koalescencji, po czym wy-
znaczy¢ funkcje opisujacg zalezno$¢ Av od temperatury. Na poprawnos$¢ wyznacze-
nia tej zaleznosci ma wplyw zaréwno precyzja pomiaru réznicy przesuniec, jak
i precyzja okresleniatemperatury. Wspoéiczesne spektrometry wyposazone sg do po-
miaru temperatury w termopary umieszczone bezposrednio pod probka. Ryzykowne
jest zatozenie, ze wskazania przyrzadu odpowiadajg rzeczywistej temperaturze
w prébce, dlatego nalezy wykonac kalibracje wskazan przyrzadu w oparciu o po-
miaiy dla roztworéw wzorcowych. Najczesciej stosowane sg roztwory glikolu etyle-
nowego lub metanolu, dla ktérych wyznaczono temperaturowe zaleznosci roznicy
przesunie¢ protonéw C—H oraz O-H [16].

Statgczasowa relaksacji poprzecznej T2mozna oszacowac na podstawie szero-
kosci potéwkowej sygnatu. Uzyskana wten sposob wartos$¢ jest mniejsza od rzeczy-
wistej wartosci T2wyznaczonej metodg echa spinowego, poniewaz zawiera dodat-
kowo czynnik zwigzany z niejednorodnoscig pola magnetycznego. W klasycznej
metodzie Carra—Purcella-Meibooma—Gilla [17] wyznaczania T2 stosuje sie ciag
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impulséw 180°, ktére oddzielone sg dostatecznie krotkim odstepami czasu (najcze-
Sciej rzedu kilku ms) aby wyeliminowa¢ wptyw dyfuzji czasteczek na mierzone war-
tosci T2 Poniewaz na wartos$¢ 7; wptywa rowniez szybkosS¢ wymiany, to aby uzyskacé
warto$¢ rzeczywistg T2 nalezy zwiekszac czestotliwos¢ powtarzania impulséw do
momentu uzyskania statej wartosci. Kolejnym etapem jest okreslenie wptywu tem-
peratury na warto$¢ statej Tr Czesto przyjmuje sig, ze taka sama wartos¢ T2moze
by¢ przyjeta dla wszystkich fragmentdw czasteczki. Wyjatki od tej reguty odnosza
sie wszczegolnosci do pomiaréw niskotemperaturowych. Nalezy pamietaé, ze szyb-
kos¢ relaksacji poprzecznej ma najwiekszy wptyw na ksztatt linii rezonansowej
w temperaturach znacznie odbiegajacych od temperatury koalescencji. Wykonanie
pomiarow w jak najszerszym zakresie temperatury jest bardzo istotne z punktu wi-
dzenia zmniejszania btedu oznaczenia parametrow aktywacji.

Stosunek populacji pAoraz pBdla ukfadu ulegajacego wymianie wolnej tatwo
jest okresli¢ poprzez integracje. Ze wzrostem temperatury stosunek ten ulega zmia-
nie zgodnie z rownaniem:

pApB=e'/GIRT (10)

gdzie AGO oznacza energie swobodng wymiany. Na podstawie kilku wartosci sto-
sunku pJpBw réznych temperaturach mozna znale$¢ wartos¢ tego stosunku w tem-
peraturze wyzszej od temperatury koalescencji, korzystajac z péHogarytmicznej zalez-
nosci opartej na réwnaniu (10).

1.3. ANALIZA PARAMETROW AKTYWACJI

Badania zaleznosci statej szybkosci reakcji od temperatury majg na celu wy-
znaczenie, waznych z punktu widzenia mechanizmu reakcji, parametréw aktywacji:
entalpii swobodnej, entalpii i entropii aktywacji. Wielkosci te sgze sobgpowigzane:

AG* - AH*- TAS* (12)

Z rachunku btedu wynika, ze na doktadno$¢ oznaczeniaentalpii swobodnej skfa-
dajg sie btedy entalpii i entropii aktywacji, pomniejszone o wielko$¢ wynikajacg
z kowariancji entalpii i entropii aktywacji. Tak wiec, im wiekszy btgd eksperymen-
talny, tym lepsza korelacja entalpii i entropii. Potwierdzato analiza warto$ci para-
metrow aktywacji wyznaczonych dla wewnetrznej rotacji grupy NMe2w N,N-dime-
tyloformamidzie. Wyznaczone przez wielu autoréw wartosci energii swobodnej ak-
tywacji sagzblizone, awartosci entalpii i entropii do$¢ znacznie rdznigsie wykazujac
wzajemna dobrakorelacje liniowa [3],

Podsumowujac, nalezy z duzgostroznos$cigtraktowac wartosci entalpii i entro-
pii aktywacji wyznaczone metodg DNMR. W szczeg6lnosci w tych przypadkach,
gdy wystepujaczynniki niekorzystne dla precyzji analizy danych: mata rdznica prze-
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sunie¢ chemicznych, nieliniowa zaleznos$¢ przesunieé¢ chemicznych od temperatury,
duzardznica populacji uktadu podlegajacego wymianie.
Do obliczenia statych szybkosci stuzg programy iteracyjne [18].

2. WYKORZYSTANIE CZASOW RELAKSACIJI

Wykorzystanie czaséw relaksacji w badaniach dynamiki stosunkowo matych
czasteczek organicznych zostato omowione w artykule przegladowym [19]. Przed-
stawione tam metody obejmujg badanie koalescencji czaséw relaksacji T{ pomiar
zaleznosci czasOw relaksacji T2w funkcji czestosci powtarzania impulséw metoda
CPMG oraz zastosowanie czasow relaksacji T .

0 wplywie proceséw wymiany na wartos¢ eksperymentalnej statej T2wspom-
niano juz wczesniej przy omawianiu metody petnej analizy ksztattu linii. Na podsta-
wie przebiegu zaleznosci TAds) od odstepu czasowego pomiedzy impulsami 180°
mozna wyznaczy¢ state szybkosci wymiany, z zakresu dostepnego dla metody anali-
zy ksztattu linii oraz szybszych. Podobny zakres szybkosci mozna okresla¢ wyko-
rzystujac pomiar T , przy czym jest on prostszy w poréwnaniu z metodg opartg
0 pomiar T2 Obie metody réwnoczes$nie zastosowano do wyznaczenia statej dyso-
cjacji kompleksu inhibitor - enzym [20], a wiec ukfadu sktadajgcego sie z malej
czasteczki (ligand L) oraz makroczasteczki M:

B
L+M 5==t L-M (12)

B-A

Ogolne réwnanie opisujace zaleznos¢ statej T ma postac:

- ¢ r=jPflcos2(4 ) /rif+ sm2(A)/rX]+ A [cos2(A)/? Db+ sm2(A)/7 D]

IP o, . (13)
4ptphsin (p)&Gj\k,,>m/(; 2m+ G/d)]

gdzie cos(/?,) = + Am\~norazsin(A) = mM{Amz+ e”l)il2

Indeksy f oraz b odnoszg sie odpowiednio do formy wolnej i zwigzane;j.
Aco=2n\v{- 7H, natomiast Acoiokreslardznice przesuniecia i-tego jadra w stosun-
ku do czestotliwosci podstawowej.

Powyzszametodgokreslono statg szybkosci dysocjacji kompleksu tubercydyny
1fosforylazy nukleozydu purynowego Escherichia coli. Wartosci czaséw T oraz T2
wyznaczono w niezaleznych ekspeiymentach, natomiast czasy T protonu H-1" li-
gandu zmierzono dla réznych wartosci pola ujarzmiajacego spiny ofl. Metoda naj-
mniejszych kwadratow oszacowano wartosci k = 2400+200 s* i Aco= 11045 s |
(dla Pi/Ph= 10) oraz = 20504200 s'1i Aco= 1055 s*1 (dla pf/pb= 40).
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Dla tej samej probki zmierzono czasy Tip™dla r6znych wartosci czasu powta-
rzaniat .Zalezno$¢ 7°* od top opisuje réwnanie:

INT=(VTi+VT2+k'1+k /2 - (11tq)\nZ+ (14)

gdzie:

In/T= In[(D+cosh2 £-D_cos2 rf)m + (D+sinh2 £-D _sin2 Thm+
D= 1/2[+1 + {ij/+ 2Acod)l(y/2+ <f)1]

£= (tj<%)l+y+(y/2+ £2112

7= (igVe8)[-y/+(~+a IR

¥ - ('ir—i+ K "'k'if~(A<y)2+ 4
2 2

4=2Le(x-~+K-K)
2 2

=W = *wn{pb-'oraz*, =

Na podstawie zaleznosci J2od czasu te uzyskano nastepujace warto$ci statych
szybkosci £wym=2400+200s"1i Aco = 11745 s~ (dlap{ipb= 10) oraz =2100+200
s-1 i Aoo= 11045 s_1 (dla p{lpbh—40), a wiec bardzo bliskie wartosciom wyznaczo-
nymmetoda T .

Zaletag metody opartej o pomiary T2jest to, ze moze by¢ stosowana niezaleznie
od szybkos$ci wymiany, natomiast wadajest koniecznos¢ stosowania szybkiego pow-
tarzania pulséw i przez co wzrasta wrazliwos$¢ na niedoskonato$¢ aparatury. Jezeli
stata szybkosci k > 103s 1, korzystniejsze jest stosowanie pomiaru TIp.

3. PRZENIESIENIE NASYCENIA SPINOW

Jezeli r6znica przesunie¢ chemicznych grup ulegajacych wymianie jest na tyle
duza, aby mozliwe byto nasycenie sygnatu jednej grupy bez zaktdcenia sygnatu dru-
giej, to szybko$¢ wymiany mozna okresli¢ metoda przeniesienia nasycenia spinow.
Zasade tej metody opisano dla rotacji grupy amidowej w A*Y-dimetyloacetamidzie
[21]:
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? ICHS (B)

mV "™MX
(C CH= 'A>

W widmie '"HNM R widoczne satrzy sygnaty grup metylowych. Nasycenie syg-
natujednej z grup metylowych, np. B, powoduje zmniejszenie intensywnosci sygna-
tu grupy uczestniczagcej w wymianie (A), natomiast intensywno$¢ sygnatu C pozo-
stanie niezaktécona.

Zmiane magnetyzacji protonéw Aw czasie opisuje réwnanie:

A =-k(MA~MB)+M>A Ma (15)
dt Th

gdzie ¢ -stata szybkosci wymiany, a TIA- czas relaksacji podtuznej protonow A.
Jezeli nasycanie protonéw B (MB=0) bedzie dostatecznie dtugie, aby ustalit sie
stan stacjonarny dla protonéw A (dMJdt = 0), to réwnanie (15) przyjmie postac:

*=~ (A -1 (16)

A M A

Do obliczenia statej szybko$ci wymiany wystarczy wyznaczy¢ stosunek inten-
sywnosci sygnatow przed i po nasyceniu oraz w niezaleznym eksperymencie czas
melaksacji T . Metoda jest bardzo prosta, jakkolwiek jest ograniczona jedynie do
ukfadow, dla ktérych sygnaty ulegajace wymianie sg dostatecznie od siebie oddalo-

4. TECHNIKA DWUWYMIAROWA - EXSY [9]

Podobnie jak metoda przeniesienia nasycenia spinéw technika EXSY (ang.
EXchange SpectroscopY) ma zastosowanie dla wymiany wolnej, kiedy poszerzenie
sygnatdw niejestjeszcze obserwowalne. Zaletg EXSY jestto, zejak kazda z technik
dwuwymiarowych eksperyment, pozwala rownocze$nie obserwowac wszystkie pro-
cesy wymiany zachodzace w czasteczce. Ograniczeniem metody jest dtugi czas reje-
stracji widm, a wiec koszt metody. Widma EXSY rejestruje sie stosujac sekwencje
skfadajacasie z trzech pulséw 90°. Pierwsze dwa pulsy oddalone sgo zmienny czas
ewolucji  a pulsy drugi i trzeci sg przedzielone statym czasem mieszania —tm
Sygnaty korelacyjne obserwowane sg pomiedzy wymieniajagcymi sie grupami, a in-
tensywnos$¢ sygnatu zalezy od szybkosci wymiany. Jezeli rownowagowa magnety-
zacja w pozycjij wynosi M°, to dla matych wartosci czaséw mieszania tmintensyw-
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no$¢ sygnatu korelacyjnego odpowiadajacego wymianie pomiedzy pozycjami/ oraz
/jest proporcjonalna do statej szybkosci wymiany:

0'*/) (17)

Stata szybkosci wymiany mozna wyznaczy¢ na podstawie nachylenia prostej
w uktadzie wspotrzednych: intensywnos$¢ sygnatu korelacyjnego - czas mieszania.
Dla ukfadu dwaoch ulegajacych wymianie uktadéw A i B o jednakowej populacji
(przy zatozeniu, ze w obu pozycjach czasy Txsgjednakowe), stata szybkosci wymia-

Ny £ym= Ka P+ kg okreslawzor:

(18)

gdzier =(/AA+ /BB/(/AB+ /BA a/je st intensywnoscigsygnatu diagonalnego (/=1
lub korelacyjnego (i /). Jezeli populacje Ai Bsgrézne (pA* pB), to r = 4p pB/AA+

Gorny limit szybkosci, jaki mozna $ledzi¢ metodgEXSY ogranicza nieréwno$¢
KiymK< "b- Gdy wymianajest zbyt szybka, poszerzenie sygnatow i koalescen-
cja utrudniajg wyznaczenie statej szybkosci. Najmniejsza wartos¢ statej szybkosci
wymiany, dostepna metodg EXSY, jest w przyblizeniu réwna odwrotnosci czasu T .

Jezeli nie jest mozliwe wykonanie serii eksperymentdw z r6znymi czasami tm
ze wzgledu na ograniczony czas dostepu do spektrometru, konieczne jest oszacowa-
nie optymalnej wartosci tm Jezeli czasy relaksacji w obu pozycjach sajednakowe, to
optymalny czas t mozna oszacowac na podstawie zaleznosci:

Stosujgc technike EXSY nalezy by¢ $wiadomym komplikacji wynikajgcych
z obecnosci w widmie obok sygnatéw spowodowanych wymiana, rowniez sygnatow
wywotanych sprzezeniami skalarnymi oraz bliskoscigprzestrzennggrup (efekt Over-
hausera). Mozna okres$li¢ udziat efektu blisko$ci przestrzennej wykorzystujac wraz-
liwos¢ wymiany chemicznej na temperature i obecno$¢ katalizatoréw. Obnizajac
temperature eksperymentu lub nie dodajac katalizatora wyznacza sie intensywnosc
sygnatow wywotanych efektem Overhausera.

Dwuwymiarowe eksperymenty EXSY szeroko wykorzystywano do badania ki-
netyki wymiany chemicznej w zwigzkach organicznych, nieorganicznych, metaloor-
ganicznych oraz biochemicznych [9].
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PODSUMOWANIE

Wykorzystanie zmian obrazu widmNMR do badar kinetyki proceséw chemicz-
nych (dynamiczny NMR) obejmuje kilka r6znych technik, takich jak analiza ksztat-
tu linii rezonansowej, pomiary czaséw relaksacji, zastosowanie nasycenia spinéw
czy dwuwymiarowa technika EXSY. Ta rdznorodnosc¢ jest wynikiem poszukiwan
jak najlepszej metody pomiaru szybkosci proceséw z udziatem czasteczek organicz-
nych, nieorganicznych, metaloorganicznych i biomolekut. Metode analizy ksztattu
linii warto zastosowaé, gdy stata szybkosci wymiany zawarta jest w przedziale od
1 do 104s-1, technike przeniesienia nasycenia spinéw gdy k =0,1—00 s-1, natomiast
techniki oparte na wykorzystaniu czaséw r, oraz T  dla statych z przedziatu
102 106s-1. Pomiary kinetyczne dwuwymiarowgtechnikg EXSY najlepiej stuzado
wyznaczania statych szybkosci z przedziatu 10~2- 10~s_l.
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ABSTRACT

General overview ofmost important NMR techniques and applications for orga-
nic and bioorganic molecules in liquids is given. The sensitivity of NMR experi-
ments is discussed with regard to nuclear properties, B0 field, applied method of
excitation and detection, and finally concentration. Inthe next chapter the principles
and consequences ofquadrature detection are discussed. The most important techni-
ques of quadrature detection in directly and indirectly detected domains are exem-
plified. In the next point the principles, advantages and disadvantages of coherence
selection techniques via phase cycling and Pulsed Field Gradients are indicated and
compared with respect to various applications.

In the last part of present article the most important homo- (COSY, TOCSY,
NOESY, and ROESY)) and heteronuclear(HSQC, HMQC/HMBC) techniques used
in NMR investigations in liquids are briefly reviewed. The characteristic features
and experimental problems of these methods are discussed with respect to usual
applications in chemistry and biochemistry.

Keywords: NMR spectroscopy, sensitivity, PFG, multidimensional acquisition

Stowa kluczowe: spektroskopia NMR, czuto$¢ metody, impulsowy gradient pola Bo
(PFG), widma wielowymiarowe
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WSTEP

Spektroskopia jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR - ang. Nuclear
Magnetic Resonance) wykorzystuje przejscia pomiedzy poziomami spinowymi
jader atoméw w statym polu magnetycznym i jest technikg wcigz doskonalong
i systematycznie rozwijang. Stale bowiem znajdowane sg nowe jej zastosowania
w badaniach struktury i dynamiki czasteczek w chemii i biochemii. Parametiy spek-
tralne NMR Qak ekranowanie, posrednie i bezposrednie sprzezenia spinowo-spino-
we czy mechanizmy i przebieg procesow relaksacji) umozliwiajgszczegétowy wglad
w strukture, dynamike a takze wzajemne oddziatywania molekut.

Moznawyrdzni¢ dwa odrebne nurty ewolucji metod spektroskopii NMR. Pierw-
szy, technologiczny, zwigzany jest z technikg budowy coraz silniejszych magnesow,
konstruowania coraz doskonalszych sond pomiarowych, przedwzmacniaczy i sta-
bilnych Zrédet promieniowania radiowego, wigze sie takze z postepem technik kom-
puterowych. Kolejne generacje spektrometrow NMR zapewniajgcoraz wiekszgrela-
tywnaczuto$¢ pomiaru i pozwalajgna uzycie nowych rodzajow metod eksperymen-
talnych w rutynowych badaniach. Drugi kierunek, dzieki wynalazkowi impulsowej
spektroskopii NMR z transformacja Fourieraw latach 60. [1,2] - a w konsekwencji
spektroskopii wielowymiarowej w latach 70. [3—¢] —wigze sie z rozwojem technik
pomiarowych, powstajacych dla wspotczesnie funkcjonujacych generacji sprzetu.
Nowe metody ekspeiymentalne pozwalajg na pomiar niedostepnych dotad parame-
trow spektralnych z maksymalng mozliwa czutoScig i doktadnoscig. Wiasnie w tej
dziedzinie, daje sie obecnie zauwazy¢ najwiekszy i najszybszy postep. Jego sita
napedowa, ze wzgledu na szczegolne trudnosci eksperymentalne i komplikacje widm,
staly sie w znacznej mierze zastosowania spektroskopii NMR do badania duzych
czasteczek o znaczeniu biologicznym i w medycynie. O znaczeniu i uznaniu tej
dziedziny Swiadczy relatywnie duza liczba nagréd Nobla przyznanych w ostatnich
latach za rozw6j metodologii NMR (W dziedzinie chemii Richard R. Ernstw 1991
roku, za wkiad w rozwdj metodologii spektroskopii NMR wysokiej rozdzielczosci,
i Kurt Wuthrich, za opracowanie metod spektroskopii NMR pozwalajgcych na wy-
znaczanie trojwymiarowej struktuiy biomolekut w roztworach, w 2002 roku; oraz
w dziedzinie medycyny, Paul C. Lauterbur i Sir Peter Mansfield, za wynalazek obra-
zowania magnetyczno-rezonansowego MRI - ang. Magnetic Resonance Imaging,
w 2003 roku). Wiekszo$¢ nowych technik daje sie jednak z powodzeniem zastoso-
wac réwniez do matych i Srednich molekut, lezagcych w domenie zainteresowan chemii
organicznej.
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Obszerna literatura Zrodtowa oraz liczne prace przegladowe i monograficzne —
wsrod ktorych nalezy wymieni¢ chociaz najwazniejsze [8—24] —ukazujajak zmie-
niaja sie poglady na najlepsze lub najskuteczniejsze metody pomiaru. Rdwnolegle
upowszechnia sie wykorzystanie nowych mozliwosci aparaturowych, na przykiad:
impulsowych gradientow indukcji magnetycznej Bo[15,16] i B/ [17,18] oraz modu-
lowanych amplitudowo i fazowo impulséw promieniowania radiowego [19, 20].
Wiekszos¢ tych osiggniec jest juz rutynowo wykorzystywana w praktyce ekspery-
mentalne;j.

Istotny wptyw na ilos¢ ijako$é nowo publikowanych sekwencji impulsow
wywarto upowszechnienie sie zaproponowanego przez Sorensena formalizmu Pro-
duct Operator Formalism (POF) [21]. Pozwala on na stosunkowo tatwe, choé
w przyblizeniu tylko dla uktadow ze stabymi sprzezeniami (J « AS), przewidywanie
efektow swobodnej precesji magnetyzacji w funkcji czasu oraz dziatania impulséw
liniowo spolaryzowanego promieniowania radiowego o sktadowej magnetycznej
B, i gradientéw pola Bfl. Zastosowanie POF w praktyce umozliwia tworzenie i ana-
lize ztozonych wielowymiarowych sekwencji impulsowych, zawierajacych czesto
Kilkadziesigt impulséw promieniowania radiowego na kilku kanatach czestotliwo-

Cho¢ najbardziej zaawansowane metody badan strukturalnych wykorzystywa-
ne sg przede wszystkim w zastosowaniu do molekut o znaczeniu biologicznym, to
w podobny sposéb bada¢ mozna réwniez mate i $rednie czasteczki organiczne. Nale-
zy wowczas uwzglednic¢ réznice wynikajace z odmiennych czaséw korelacji, a tak-
ze dynamiki konformacyjnej, na przyktad szybkiej rotacji woko6t wigzan pojedyn-
czych w niewielkich czasteczkach acyklicznych.

CZULOSC POMIARU

Jednym z podstawowych probleméw eksperymentalnych spektroskopii NMR
jest relatywnie niska czuto$¢ pomiaru. Wynika ona z matej rdznicy energii pomie-
dzy jadrowymi stanami spinowymi, a co zalym idzie, wyréwnanych obsadzer po-
ziomow spinowych w stanie rownowagi termicznej. Dlatego tez wielkie znaczenie
majg sposoby poprawy czutosci eksperymentow NMR, zaréwno przez konstrukcje
nowych generacji sprzetujak i wykorzystanie nowych sekwencji impulsow.

Z technicznego punktu widzenia, wielki postep zostat ostatnio osiagniety
w konstrukcji sond pomiarowych nowej generacji. Czutos¢ nowych sond z nadprze-
wodzacymi cewkami i przedwzmacniaczami jest nawet Kilkakrotnie wyzsza od tra-
dycyjnych. Jednak sondy te majg zwykle obnizong tolerancje na wodne roztwory
jonowe, a ich dostepnos$¢ jest limitowana bardzo wysoka cena.

]Bq—stala indukcja magnetyczna, /?, - sktadowa magnetyczna promieniowania radiowego
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Istniejgjednak mozliwosci poprawienia czutosci pomiaru poprzez dob6r odpo-
wiedniej techniki eksperymentalnej do konkretnego ukfadu. W ogdlnym przypad-
ku, pomijajac Scisle zwigzana z szerokoscig sygnatu predkosc¢ relaksacji poprzecz-
nej, czutos¢ eksperymentu NMR, a w praktyce stosunek sygnatu do szumu (S/N),
jest okreslona wzorem:

A

gdzie NOjest liczbg molekut w aktywnej przestrzeni prébki, ywb i yds sg odpowied-
nio czynnikami magnetogirycznymi jagder wzbudzanych i tych, ktérych sygnatjest
obserwowany, natomiast NAjest liczbg akumulacji, BO—wielkos$cig statej indukcji
magnetycznej, a T —temperaturg bezwzgledna.

Zaleznos¢ czutosci od NQjest oczywista. Liczba aktywnych czasteczekjest bo-
wiem wprost proporcjonalna do stezenia i objetosci czynnej czesci prébki. Przy czym
nalezy rowniez uwzglednic relatywne zawarto$ci zwigzanych z eksperymentem izo-
topéw. Wzrost Ngmozna wiec osiggngé trzema sposobami :

— przez zwigkszenie stezenia (w przypadku badan roztworéw), w granicach
rozpuszczalnosci danej substancji i tak, by uniknaé znaczacego wzrostu lepkosci,
a w konsekwencji, przyspieszenia relaksacji poprzecznej;

— przez zwigkszenie objetosci prébki, pamietajacjednak, ze imjest ona wiek-
sza, tym trudniej uzyska¢ zadowalgjacajednorodnosé statego pola BQijednoczesnie

— przez, czesto niezbedne w badaniach wiekszych czgsteczek o znaczeniu biolo-
gicznym, wzbogacenie probki w rzadkie izotopy. Wigze sie to jednak z kosztowng
procedurg i nie zawsze jest mozliwe w praktyce.

Liczba akumulacji (NA) jest wprost proporcjonalna do czasu trwania ekspery-
nentu, jednak w idealnym przypadku stosunek sygnatu do szumu ro$nie proporcjo-
nalnie do 'jNA. Tak wiec, na dziesieciokrotng poprawe stosunku sygnatu do szumu
potrzeba stukrotnie dtuzej trwajgcego eksperymentu. Nie zawsze to jest mozliwe,
nie tylko z przyczyn ekonomicznych, ale tez ze wzgledu na dtugofalowa stabilno$¢
spektrometru ijego otoczenia. Czas pojedynczej akumulacji mozna natomiastzmniej-
sza¢ do minimum wyznaczonego przez straty sygnatu, wynikajace z czesciowego
nasycenia, spowodowanego zbyt wolng relaksacja podtuzng wzbudzanych jader.

Dla danej prébki w okreslonym polu BOnajefektywniej mozna uzyska¢ zwiek-
szenie czutosci przez wzbudzenie i pomiar sygnatu swobodnego zaniku indukcji
(FID)2jader ojak najwyzszym wspétczynniku y. | tu wiasnie najwieksze znaczenie
ma wiasciwy dobor eksperymentu z wykorzystaniem co najmniej jednego przenie-
sienia populacji pozioméw spinowych pomiedzy jadrami réznych rodzajéw. Wa-
runkiem powodzenia w transferze polaryzacji jadrowej jest istnienie niezerowych
sprzezen spinowo-spinowych, skalarnych lub dipolowych.

2ang. Freeinduction Decay
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Mozliwejest przeniesienie polaryzacji zarbwno odjgder czutych (1) o wysokim
y do jader mniej czutych (S), jak i w odwrotnym kierunku, a nastepnie detekcji
sygnatu FID. W tym drugim przypadku mowi sie czasem o tak zwanej detekcji
odwrotnej”3 [22—24], Najsilniejsze teoretycznie wzmocnienie mozna uzyskaé dzie-
ki dwukrotnemu przeniesieniu polaryzacji z jader czutych do niskoczutych i z po-
wrotem. W takim przypadku jednak niemozliwe jest bezposrednie uzyskanie para-
metrow spektralnych jader S w widmie jednowymiarowym i konieczny staje sie
pomiar posredni —przez wprowadzenie dodatkowego wymiaru czasu —a w konse-
kwencji, po dwuwymiarowej transformacji Fouriera, czestosci.

Najczesciej do przeniesienia polaryzacji stosuje sie techniki INEPT4 [25] lub
DEPT5[26], choé czesto wykorzystuje sie takze krzyzowe przeniesienie polaryzacji
w heterojgdrowym eksperymencie Hartmanna-Hahna [27]. Ta ostatnia technika sto-
sowana jest rutynowo w badaniach statych probek polikrystalicznych, poddanych
jednocze$nie wirowaniu pod tzw. kagtem magicznym w celu usrednienia anizotropii
ekranowania (MAS)6

Wzgledne czutosci réznych typow eksperymentdw dlajader o réznych /zesta-
wione sg dla przyktadu w Tabeli 1. Relatywne czasy pomiaru do osiagnigcia rowne-
go stosunku sygnatu do szumu, z pominieciem innych aspektdw eksperymental-
nych, jak np. szybkosci relaksacji, sagkwadratami odwrotnosci liczb umieszczonych
w tej tabeli. Z wielkosci tych wynika niezbicie, ze nawet w przypadku pomiaréw
widm 13 w prostych zwigzkach organicznych, przy stezeniach rzedu 102 molxdnr3
stosowanie wzbudzenia i detekcji protondw daje duze korzysci. Znacznie szybciej
mozna uzyska¢ widmo dwuwymiarowe tego rodzaju, niz konwencjonalne widm<
jednowymiarowe, nawet przy wykorzystaniu maksymalnego wzmocnienia prze:
jadrowy efekt Overhausera. Natomiast w przypadku spektroskopii NMR jadei
0 nizszym wspétczynniku /czy pomiarach duzych czasteczek bioorganicznych,
metody oparte na wielokrotnym przeniesieniu polaryzacji staja sie koniecznoscia,
nawet przy wzbogaceniu w rzadkie izotopy.

Omawiajac czutos¢ eksperymentow NMR, nalezy wspomnie¢ rowniez, o sze-
roko obecnie wykorzystywanych zastosowaniach impulsowych gradientéw BO(PFG8
[28,29]. Cho¢ wyhdr drég koherencji zapomocag PFG wigze sie zazwyczaj ze stratg
czutosci (czasem nawet dwukrotng), ich uzycie wydatnie wspomaga ttumienie nie-
pozadanych sygnatdw np. pochodzacych od rozpuszczalnika czy izotopomerdw za-
wierajacych 12C lub KN. Pozwalato na poprawe dynamiki rejestrowanego sygnatu
FID, a w przypadku prébek zwigzkéw organicznych o relatywnie wysokich steze-

5ang. Inverse detection. Historycznie, standardowa konfiguracja spektrometrow oparta byta na zatozeniu detekcji jader o niskim
y z ewentualnym odprzeganiem jader o wysokim czynniku 7, najczesciej *H. Stad przeciwna konfiguracja dostosowana do
obserwacji np. *Hz uzyciem kanatu odprzegania dostrojonego do czestoéci nukliddw o matym ~nazywanajest czasem mylaco
odwrotna.

4ang. Insensitive Nuclei Enhancement by Polarization Transfer.

5ang. Distortionless Enhancement by Polarization Transfer.

6ang. Cross Polarization.

7ang. MagicAngle Spinning.

8ang. Pulsed Field Gradients.
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niach, zastosowanie PFG w technikach korelacyjnych - dzieki skroceniu niezbed-
nych cykli fazowych - pozwala na przyspieszenie ich rejestracji.

Tabela I. Poréwnanie wzglednych czutosci eksperymentéw NMR ze wzbudzeniem i obserwacja
réznychjader. Wzgledne zawartosci izotopowe nie zostaty uwzglednione, jednak ich wptyw nie zalezy
od sposobu pomiaru

wzbS wzbl wzb |
obs S obs S obs |
1 S JfIVXS) NOE=0
Ir(S) A \r(i)r(S)\K 1/(1#
‘H ,5C 4 1/32 1/8 1
'H ,3n -10 1/316 1/32 1
‘H ” Fe 31 1/5350 1/173 1

Zalezno$¢ czutosci eksperymentu NMR od statej indukcji magnetycznej BO
wydawata sie dotad oczywista, a budowa coraz silniejszych magneséw nadprzewo-
dzacych limitowana byta wyfacznie postepem technicznym i ich ceng. Jednak za-
stosowanie jeszcze mocniejszych magnesow do spektroskopii NMR wysokiej zdol-
nosci rozdzielczej, prawdopodobnie juz w niedalekiej przysztosci ograniczone be-
dzie istotnym udziatem efektow anizotropowych. Przyktadem moze by¢ zwieksza-
jacy szerokos¢ sygnatéw mechanizm relaksacyjny, zwigzany z anizotropig przesu-
niecia chemicznego (CSA9). Predkos¢ relaksacji wywolywanej przez efekty CSA
jest proporcjonalna do kwadratu BO. Podobnie mozliwe w bardzo wysokich polach
czesciowe porzadkowanie sie molekut w fazie ciektej moze powodowac poszerza-
nie sie sygnatéw ze wzgledu na pojawianie sie resztkowych sprzezen bezposrednich
dipol-dipol.

DETEKCJA KWADRATUROWA

W nowoczesnych spektrometrach podstawowym sposobem detekcji sygnatu
FIDjestjednoczesny pomiar czesci rzeczywistej (o modulacji cos[i2r]) i czesci uro-
jonej (o modulacji odpowiednio sin[/2t]), gdzie £2—co-a>0 Dokonuje sie tego przez
modulacje mierzonego sygnatu swobodnego zaniku indukcji odpowiednio cos[<ud]
i sin[¢o@], gdzie 6®jest czestoscigreferencyjngodpowiadajgca srodkowi wybranego
zakresu spektralnego, a nastepnie odfiltrowujgc sktadowe niskiej czestotliwosci.
Zespolonatransformacja Fourieratgczac odpowiednio symetryczne i antysymetrycz-
ne sygnaty cos[i2/] i sin[i2i] pozwala wyznaczyc znak ¢2.

9ang. Chemical Shift Anisotropy.



PODSTAWOWE TECHNIKI EKSPERYMENTALNE SPEKTROSKOPII NMR W FAZIE CIEKLE] 115

W posrednio mierzonych wymiarach widm wielowymiarowych postepowanie
jest podobne. Najpros$ciej, mozna za pomocacyklu fazowego lub echa gradientowe-
go uzyskac¢ sygnat o modulacji fazowej (cos[i2f,] - /sini-fi/,]). W takim przypadku
znak n jest okreslony, jednak nie bedzie mozliwe uzyskanie czysto absorbcyjnego
ksztattu linii spektralnych. W konsekwencji konieczne bedzie postugiwanie sie wid-
mem wartosci absolutnej, w ktdiym wiekszos¢ szczeg6tdéw zazwyczaj ulega zatar-

Innym rozwigzanie jest pomiar dwdch zbioréw danych o modulacjach amplitu-
dowych przesunietych w fazie o 90°. Takie postepowanie nazywane jest metoda
Statesa [30]. Zespolona transformacja Fouriera wzgledem t] pozwala uzyska¢ ab-
sorpeyjny ksztatt sygnatéw (réwniez tak zwanych ,,sygnatéw zawinietych™ czyli
odpowiadajacych czestosciom wykraczajacym poza wybrany zakres spektralny).
Wada tej metody jest czeste pojawianie sie fatszywych sygnatéw dla i2 = 0, tzw.
sygnatow osiowych.

Stosowana dawniej zwtaszcza na spektrometrach firmy Bruker technika TPPI
[31, 32] (ang. Time Proportional Phase Incrementation), polegata na utworzeniu
jednego tylko zbioru danych, mierzonego z dwukrotnie mniejszym krokiem czasu
ewolucji f, i dodawaniem 90° do fazy pierwszego impulsu (przed czasem ewolucji).
W lym wypadku mozna osiggna¢ takie same rezultaty jak dla techniki Statesa, jed-
nak ,,sygnaty osiowe” znajda sie na skraju zakresu spektralnego, a ,,sygnaty zawi-
niete” pojawiajg sie przesuniete w fazie o 90°. Znaczenie metody TPPI zmalato
znacznie poniewaz bardzo trudne badZ niemozliwe jest tgczenie jej z innymi sposo-
bami detekcji kwadraturowej w widmach wielowymiarowych.

Potaczeniem zalet metod Statesa i TPPI jest technika zwana najczesciej ,,Sta-
tes-TPPI” [33], kt6ra rozni sie od techniki Statesajedynie jednoczesnym odwroce-
niem fazy impulsu wzbudzajgcego interesujace koherencje przed i odbiornika
w parzystych krokach tr Dzieki temu ,,sygnaly osiowe” przesuwajg sie na skraj
widma.

W przypadku gdy do wyboru koherencji w czasie ewolucji stosowane sg gra-
dientowe impulsy BOotrzymujemy widma o modulacji fazowej. Dla uzyskania uzy-
tecznego widma koniecznajest wtedy, dla kazdego kroku  rejestracja dwoch zbio-
row danych echa (cos[i?i,] - zsin”f,]) iantyecha (cos[i2i(] + zsin”f,]). Jak fatwo
zauwazy¢ suma obu zbioréw danych pozwoli odtworzy¢ modulacje amplitudowa
cos[i2iJ, natomiast ich réznica sin[i2fj.

WYBOR DROG KOHERENCJI

Najprostszym sposobem wyboru drég koherencji jest uzycie cykli fazowych.
Polegajg one na wielokrotnym powtarzaniu rejestracji danych z réznymi fazami
impulséw promieniowania radiowego i odbiornika. Jestto metoda fatwa do zastoso-
wania i nie powodujgca strat interesujacego sygnatu. Jej wadami sa: podatnos¢ na



116 W. KOZMINSKI

wszelkiego rodzaju niestabilnosci w pracy spektrometru, koniecznos¢ dopasowania
wzmocnienia odbiornika do najsilniejszego sygnatu, nawet jesli interesujemy sie
sygnatem stabym i wreszcie przedtuzanie czasu trwania eksperymentu gdy czutos¢
detekcji nie stanowi problemu.

Alternatywng metodajest zastosowanie do wyboru drog koherencji impulso-
wych gradientdw B0 (PFG). W tym przypadku wybdr dokonywany jest w trakcie
pojedynczego przebiegu, a wzmocnienie odbiornika moze by¢ dostosowane do naj-
stabszych sygnatdw (gdy to one sg obiektem zainteresowania), wydatnie poprawia-
jac digitalizacje intensywnosci. Wada zastosowart PFG do wyboru drég koherencji
jest (w wiekszosci przypadkow)1] strata czesci uzytecznego sygnatu. Wynika ona
stad, ze innyjest warunek ogniskowania dla koherencji o r6znych znakach, na przy-
ktad dla heterojadrowego echa i antyecha. Najczesciej gdy jeden z impulséw gra-
dientowych umieszczony jest w ograniczonym impulsami czasie statym to strata
sygnatu wynosi 1/2, gdy impuls PFG znajduje sie wewnatrz czasu ewolucji np. f
wowczas czynnik ten wynosi jedynie 1/22. Uzycie impulséw gradientowych, w szcze-
golnosci formie echa spinowego, w prébkach o wysokich wspdtczynnikach autody-
fuzji, na przykfad w gazach, niesie ze sobg ryzyko istotnego ostabienia sygnatu na
skutek przemieszczenia sie badanych czasteczek w trakcie trwania echa.

W praktyce obie metody wyboru drog koherencji sag najczesciej tgczone. Do-
ktadny opis ich dziatania czy metod projektowania wykraczajednak poza ramy tego
opracowania.

NAJWAZNIEJSZE EKSPERYMENTY HOMOJADROWE

cosY (ANG. CORRELATED SPECTROSCOPY)

Technika COSY [7, 34] jestjedng z najprostszych technik korelacyjnych. Sta-
nowi ona podstawowe narzedzie badania matych i $rednich czasteczek organicz-
nych. Pozwala powigza¢ ze sobg pary jader (najczesciej ‘H) zwigzanych wzajem-
nym skalarnym sprzezeniem spinowo-spinowym. Sprzezenie, ktorego efektem jest
przeniesienie polaryzacji i w konsekwencji pojawienie sie sygnatu korelacyjnego
nazywa sie sprzezeniem aktywnym, natomiast wszystkie inne sprzezenia pasywny-
mi. Sprzezenia aktywne powodujgrozszczepienia sygnatow w antyfaziell a pasyw-
ne w fazie. Sygnaty korelacyjne powinny zawsze mie¢ forme sygnatéw absorbcyj-
nych w obu wymiarach widma. Natomiast sygnaty lezace na przekatnej sa dysper-
syjne i w fazie. Widma takie wymagajatzw. fazowania w obu wymiarach. Mozliwa
jesttez uproszczona rejestracja i obrobka widm COSY jako widm wartosci absolut-

10 Wyjatek stanowig niektére echa gradientowe homojadrowe, odfiltrowywanie magnetyzacji podiuznej i tak zwane techniki
z poprawg czutosci gdzie obie mozliwe drogi koherencji sa, kosztem komplikacji sekwencji, selektywnie od2yskiwane.
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nej, ktore nie wymagajafazowania. Jednak istotne zmniejszenie zdolnosci rozdziel-
czej w takim przypadku powoduje ograniczenie stosowania takich pomiaréw do
najprostszych przypadkéw. Technika COSY ma wiele wariantow wsrdd ktérych
nalezy wymienic:

- technike z filtrowaniem dwukwantowym [35], pozwalaona na redukcje syg-
natéw diagonalnych, jednak czuto$¢ zmniejsza sie dwukrotnie.

- technike z uzyciem gradientowej selekcji koherencji, ktéra pozwala szybko
uzyska¢ widmo dla relatywnie duzych ilosci substancji, jednak w najprostszej im-
plementacji jest to najczesciej widmo wartosci absolutnej.

- technike E.COSY [36], ktorej podstawowym zastosowaniem sg pomiary
pasywnych statych sprzezenia.

TOCSY (ANG. TOTAL CORRELATED SPECTROSCOPY)

Technika TOCSY [37,38], zwana réwniez niegdys HOHAHAL pozwala wza-
jemnie skorelowac jagdra nalezace do jednego systemu sprzezen. Jest ona szczegol-
nie przydatna w przypadkach wystepowania dobrze zdefiniowanych uktadéw spi-
nowychjak pierscienie cukrowe czy reszty boczne aminokwaséw. Poniewaz w wid-
mach TOCSY multiplety sg zawsze w fazie mozna te technike stosowac¢ do wiek-
szych czasteczek gdzie w przypadku COSY przyspieszenie relaksacji powoduje cze-
sto zanik sygnatow w antyfazie. TOCSY stosowane jest tez czesto jako dodatkowe
przeniesienie polaryzacji w dwu- i tréjwymiarowych technikach heterojadrowych
pozwalajacych korelowaé cate uktady spinowe, np. HSQC-TOCSY czy HMQC-
TOCSY. W podobny sposéb przydaje sie tez mieszanie typu TOCSY w technikach
pomiaru heterojadrowych statych sprzezeniajak HETLOC [39] czy HECADE [40,41].

NOESY (ANG. NUCLEAR OVERHAUSER ENHANCEMENTSPECTROSCOPY)

Metoda NOESY [39] jestjedng z najwazniejszych metod spektroskopii NMR
w chemii organicznej i biochemii. Pozwala ona korelowac ze sobgjadra zwigzane
wzajemnym sprzezeniem dipolowym, a wiec znajdujace sie blisko w przestrzeni.
Dla matych czasteczek (<ur < 1, gdzie co—zesto$¢ rezonansowa a r czas korelacji)
jadrowy efekt Overhausera (NOE) jest dodatni, a sygnaty korelacyjne majg prze-
ciwny znak do diagonalnych. Dla duzych natomiast znak efektu zmienia sie. Dlate-
go tez gdy o)Tc« 1 efekt Overhausera moze by¢ nieobserwowalny. W takich przy-
padkach znajduje zastosowanie technika ROESY [42,43] (ang. RotatingFrame Nuc-
lear Overhauser Enhancement Spectroscopy), gdzie efekt jest zawsze dodatni
(sygnaty korelacyjne majgprzeciwny znak do sygnatow diagonalnych). W obu przy-

11 Sktadowe multipletéw majg przeciwne znaki.
2ang. Homonudear Hartmann Hahn Experiment.
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padkach mozna obserwowac takze sygnaty wynikajgce z wymiany chemicznej. Po-
dobnie, dla prostych uktadéw czesto jest korzystnie wykonywac selektywne pomia-
ry jednowymiarowe. Obecnie, w miejsce popularnych kiedys technik réznicowych,
stosuje sie najczesciej selektywne echo gradientowe (DPFGSE - ang. Double Pul-
sed Field Gradient Selective Echo) [44],

Efekt Overhausera stosowa¢ moznawjakosciowych badaniach relatywnie ma-
tych czasteczek organicznych, do rozwigzywania na przyktad problemoéw stereo-
chemicznych. Jednak zawsze nalezy bra¢ pod uwage ewentualne usrednianie sie
efektow wskutek dynamiki konformacyjnej. W przypadku duzych czasteczek jak
biatka (lub matych ale o ograniczonej swobodzie konformacyjnej np. cyklicznych)
mozliwe jest wykorzystanie iloSciowych pomiardéw efektéw NOE do badan struktu-
ralnych.

NAJWAZNIEJSZE EKSPERYMENTY HETEROJADROWE

Najwazniejszym problemem w eksperymentach heterojadrowych jest czutosé,
dlatego tez wspotczesnie najwieksze znaczenie zyskujg te techniki, ktore wykorzy-
stujg wzbudzenie i detekcje jader o wysokim czynniku vy, czyli przede wszystkim
jadra 'H.

Metoda HSQC (ang. Heternuclear Single Quantum Correlation) [45], wyko-
rzystywana jest przede wszystkim do pomiaru widm korelacyjnych z przeniesie-
niem polaryzacji przez jedno wigzanie. Cechg charakterystyczng widm HSQC jest
czysto absorbcyjny ksztatt linii spektralnych. Mozliwe jest takze uzycie jej do po-
miaru widm z udziatem korelacji dalekiego zasiegu, jednak gdy sprzezenia homo-
i heterojgdrowe stajg sie poroéwnywalne czutos¢ eksperymentu dramatycznie spada.
Gdy konieczne jest jednak zastosowanie techniki HSQC do korelacji dalekiego za-
siegu (z wykorzystaniem matych statych sprzezenia), na przyklad ze wzgledu na
czysto absorbcyjny ksztatt sygnatow, mozna tego dokonaé w wersji selektywnej (od
strony jader ‘H). W przypadkach, gdy nie obserwuje sie sprzezeh homojadrowych
jak na przykfad najczesciej dla grup metylowych, uzycie HSQC jest preferowane
zarowno dla matychjak i duzych sprzezen.

Czutos¢ techniki HMQC [46, 47] (Heternuclear Multiple Quantum Correla-
tion), nie zalezy od obecnosci i wielkosci sprzezeh homojadrowych, dlatego tez
moze by¢ ona z tatwoscig wykorzystana do pomiaréw zaréwno z wykorzystaniem
sprzezen przez jedno wigzanie jak i dalekiego zasiegu. W przypadku wszystkich
wariantdow HMQC ograniczeniem jest obecno$¢ znieksztatcen fazowych wynikaja-
cych ze sprzezen heterojgdrowych. Natomiast ich czuto$¢ moze byc¢ czesto wieksza
ze wzgledu na brak wkiadu dipolowego w relaksacje koherencji wielokwantowych,
a co zatym idzie dtuzsze mozliwe czasy ewolucji. Szczegdlnym wariantem HMQC
jest HMBC [48] {Heternuclear Multiple Bond Correlation). R6zni sie ona jedynie
obecnoscigtak zwanego filtra dolnoprzepustowego, ktérego zadaniemjest elimina-
cja z widma korelacji przez jedno wigzanie.
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Dziatanie wszystkich technik heterojadrowych, zwtaszcza stosowanych do pro-
bek o naturalnej zawartosci izotopowej mozna z korzysScig poprawic stosujac selek-
cje drég koherencji za pomoca gradientowych impulséw BQ Nalezy jednak pamie-
ta¢ o przedstawionych wczesniej zaletach i ograniczeniach tej metody.

PODSUMOWANIE

Metody spektroskopii NMR staty sie nieodtgcznym narzedziem w pracy wspoét-
czesnego chemika i biochemika. W chemii matych i srednich czasteczek stosuje sie
juz rutynowo techniki dwuwymiarowe. Umozliwiajg one jednoznaczne przypisania
sygnatdw, szybkarejestracje widm 1 i 19\, atakze dostarczajg licznych informacji
o strukturze i dynamice czasteczek w roztworach. Natomiast w badaniach metoda-
mi spektroskopii NMR molekut o znaczeniu biologicznym niezbedna jest rejestra-
cja widm troj- i czterowymiarowych. Pozwalajg one na wzajemna korelacje odpo-
wiednich przesunie¢ chemicznych i przypisania sygnatéw, poprawiaja separacje pi-
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ABSTRACT

Some characteristic features, distinguishing NMR in solution and solid phase,
are briefly described. The techniques ofmagic angle spinning, cross-polarization, as
well as the experiments with variable cross-polarization time and dipolar-dephasing
pulse sequences are illustrated. The spectra measured for solutions are frequently
used as an aid in the assignment of solid-state ones. The differences A = 5 tion
SM dde are explained in terms of conformational effects (resulting from frozen
intramolecular reorientation inthe solids) and intra- and intermolecular interactions
(hydrogen bonds and also short intermolecular contacts in the crystals).

Solid-state NMR spectroscopy has become an important technique in the field
of pharmaceutical sciences. Solid-state techniques are used for the characterization
ofpharmaceutical solids: drug substances and dosage forms (tablets) and their mu-
tual interactions. Structural information on solid antibiotics (penicillin salts, eryth-
romycin A, chloramphenicol and its derivatives), anticoagulants (warfarin, sintrom),
antimalaria (artemizinin) or anxiolytic drugs (buspirone and its analogues) was ob-
tained by the analysis of I3C CP MAS spectra. Frequently exploited area is polymor-
phism because pharmaceutical polymorphs can display different solubilities, disso-
lution rates and bioavailability. Polymorphic forms ofsteroids (testosterone, predni-
solone, cortisone) and 4-azasteroids (finasteride) and of numerous other drugs
(e.g. AZT, paracetamol, phenobarbital) have been detected. Solid-state NMR has
thus an ability to differentiate polymorphs, determine asymmetiy in the crystal unit
cell and investigate molecular motions within the solids.

MAS NMR spectra can be recorded for powdered tablets, enabling fast identi-
fication ofthe active substance. Few examples offorensic applications include ,,Exta-
sy” and Viagra tablets. The technique ideally lends itself to the studies on drug-
excipients interaction, possible conversions ofthe drug during processing and stora-
ge can be followed.

Multinuclear solid state NMR is also useful in characterization of materials and
tissues removed during surgery (bones, brain tumors, urinary stones).

Keywords: 13CP MAS NMR, 'H MAS NMR, solid-state, polymorphism

Stowa kluczowe: 13CP MAS NMR, 'H MAS NMR, ciato stale, polimorfizm
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TECHNIKA NMR W FAZIE STALE]

Podstawy zjawiska magnetycznego rezonansu jagdrowego oraz rejestracji i in-
terpretacji widm w fazie ciekiej i statej zostaty opisane w kilku podrecznikach
i monografiach, warto poleci¢ zwlaszcza te wydane w ostatnich latach [1, 2, 3],
Podajemy wiec tylko krotkacharakterystyke techniki umozliwiajacej rejestracje widm
NMR w fazie statej, podkreslajac jej odmienno$é od standardowego NMR w roz-
tworze.

Najczesciej mierzone sgwidma ‘H NMR, prawie 100% abundancja i duzy mo-
ment magnetyczny jader powodujgduzg czutosé metody, a wiec dobrej jakosci wid-
ma rejestruje sie bardzo szybko. Niestety, konsekwencjg duzego momentu magne-
tycznego sa silne oddziatywania dipolowe jader 'H—H (rzedu 20-50 kHz). W cie-
czy sg one usredniane przez ruchy molekularne, w fazie statej natomiast powodujg
silne poszerzenie linii rezonansowych. Oddziatywania momentow magnetycznych
jader opisuje Hamiltonian, ktéry jest suma wkiadéw od poszczegélnych rodzajow
oddziatywan:

H=Hz _+H +H +H

eeman pnzes.chem. sprzezspm. dipofowe

+ \(eW kaadrupol)

W Hamiltonianie oddziatywan dipolowych wystepuje czynnik:
1/2(3cos2# -1), staje sie on rowny zero jesli 6 —54°44\ Aby usredni¢ oddziatywa-
nia dipolowe trzeba probke ustawi¢ pod tym katem (w stosunku do kierunku pola
magnesu) i wirowac z szybkos$cigwieksza niz wielko$¢ oddziatywania. Precyzyjne
ustawienie kata, nazywanego ,,kagtem magicznym” nie jest problemem ale technicz-
nie trudno wykonalne jest osiggniecie obrotéw z szybkos$cignp. 40-50 kHz. Prébka
(proszek)jest umieszczona w matym ceramicznym rotorze z tlenku cyrkonu (Zr02).
Jeden strumien powietrza unosi rotor tworzac poduszke powietrzng a drugi dmu-
chajac na wysokosci korka z nacieciami (ktérym zamkniety jest rotor) powoduje
jego szybki obrét. W najczesciej uzywanych sondach szybko$¢ wirowania to
8-15 kHz, w specjalnie dostosowanych sondach osigga sie 30-40 kHz. Niestety, nie
wystarcza to do otrzymania widm o rozdzielczosci poréwnywalnej z roztworem.
Widmarejestrowane w ten sposéb okresla siejako 'H MAS (ang. Magie Angle Spin-
ning) NMR.

Latwiej osiggna¢ dobra rozdzielczo$¢ w widmach 13C NMR. Jadra 1 maja
mniejszy moment magnetyczny niz protony, a do tego szansa, ze dwa jadra bedg
obok siebiejest bardzo mata bowiem ich abundancjato tylko 1,1%. Nie ma koniecz-
nosci wirowania tak szybko i widma o dobrej rozdzielczosci otrzymuje sie przy
szybkosci wirowania 6-10 kHz. Problememjest natomiast stosunek sygnatu do szu-
mu, dlatego widma sa rejestrowane pr2y pomocy specjalnej sekwencji impulséw co
zaproponowali w 1973 r. Pines, Gibby i Waugh [4]. Wykorzystuje ona zjawisko
polaryzacji skrosnej CP (ang. Cross-Polarization) czyli przeniesienia polaryzacji
odjader 'H do I3C. Warunkiem transferujest: yH-B1H= yc «B)G znany jako warunek
Hartmanna-Hahna, (gdzie: yHi yc to stosunki magnetogiiyczne obujader). Transfer
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polaryzacji od protonow nastepuje w czasie tcp(czas kontaktu) —rosnie wtedy pola-
ryzacjajader I3C. Wzrost intensywnosci sygnatu jest nawet 4-krotny bo yjyc » 4.
Sekwencja impulsowa CP moze by¢ dos¢ szybko powtarzana bo intensywnos$¢ sy-
gnatdw zalezy gtdwnie od czaséw relaksacji protonowej r,Hi Tp). Dynamika pro-
cesOw polaryzacji skrosnej zalezy od liczby protonéw zwigzanych z danym atomem
wegla i maleje w szeregu: CH3 (nie rolujace) > CH2> CH > CH3 (notujace) > C
(czwartorzedowy). Widma rezonansu 13 w fezie statej sg to najczesciej widma CP
MAS.

Widmo statyczne, czyli bez wirowania, to szeroki kontur czesto zajmujacy caty
zakres spektralny (Rys. 1a) i dopiero wigczenie obrotow' powoduje pojawienie sie
waskich linii. Cechg charakterystyczng widma MAS rejestrowanego przy powol-
nych obrotach jest obecnos¢ dodatkowych sygnatéw (Rys. 1b). Sgone po obu stro-
nach widma, w odlegtosci réwnej szybkosci rotacji (w Hz) i okre$la sie je jako pa-
sma boczne (ang. spinning side bands, ssb). W miare przyspieszania obrotéw ,,0d-
suwajg sie” od gtdbwnego widma a ich intensywno$¢ maleje. Widmo leku przeciw-
malarycznego artemizyniny, zarejestrowane przy szybkosci rotacji 10 kHzjest czy-
telne i nie ma trudnosci w interpretacji sygnatow rezonansowych (Rys.lIc).

e

H

d A— LU wuld

S W]

40 20 o ppsi

Rysunek 1. Widma ,3C NMR artemizyniny w fazie statej zarejestrowane bez wirowania (a),
przy szybkosci rotacji 2 kHz (b) i 10 kHz (c)
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Ciekawym, ale rzadko rozwazanym problemem jest wptyw wirowania z tak
duzg szybkoscig na strukture prébki. Sity odsSrodkowe powodujg, ze proszek kon-
centruje sie na $cianach rotora, czasem nastepuje odwodnienie (utrata wody krysta-
lizacyjnej). Temperaturaw prébcejest o kilka stopni nizsza przy obrotach do 5 kHz
ale przy 10 kHz rosnie 0 5-10°. Jeszcze wyzsze obroty powodujajej wzrost ekspo-
tencjalny; trzeba sie z tym liczy¢ rejestrujgc widma zwigzkéw o niskiej temperatu-
rze topnienia lub preparatéw tkankowych, ktére mogaulec destrukcji.

20ms

15ms

Sms

0.1ms

0.0lms

L
iea 160 —Tc 123 iSOHH ee «@ 20

Rysunek 2. Widma ,5C CPMAS artemizyniny rejestrowane ze zmiennym czasem polaryzacji skrosnej tcp

Dlajakosci widma 13T CP MAS najwieksze znaczenie ma dynamika polaryza-
cji skrosnej. Wptyw czasu kontaktu ilustruje Rys. 2: przy krotkim czasie /  widac
sygnaty protonowanych wegli artemizyniny, sygnat wegla karbonylowego pojawia
sie w widmie rejestrowanym z fqp= 0,1 ms, ale przedtuzanie czasu kontaktu ponad
15 ms powoduje zmniejszenie intensywnosci wskutek proceséw relaksacji (71 H.



NMR CIALA STALEGO - ZASTOSOWANIAW FARMACII | DIAGNOSTYCE MEDYCZNEJ 127

Ustalenie czasu kontaktu przy ktorym osiggane jest maksimum intensywnosci jest
konieczne gdy widma w fazie statej majg stuzy¢ do pomiaréw ilosciowych.

INTERPRETACJAWIDM MAS NMR

Pierwszym etapem przypisania sygnatéw rezonansowych w widmie ,3C
CP MAS jest poréwnanie z widmem w roztworze, wiele sygnatdw ma przesuniecia
chemiczne réznigce sie 0 mniej niz 1 ppm. Taka sytuacjajest charakterystyczna dla
sztywnych molekut, ktdre nie tworzawigzan wodorowych. ldentyczne przesuniecia
w widmach obu faz obserwowano dla wiekszosci wegli np. w molekutach stero-
idéw [5,6]. Wieksze r6znice A = ;radwd- &dde rzedu kilku ppm, sg wynikiem innej
konformacji oraz oddziatywan miedzy- i wewnatrzmolekulamych. Czesto spotyka
sie je np. dla wegli karbonylowych gdy w krysztale tworzonajest z udziatem grup
C=0 sie¢ wigzan wodorowych.

W odr6znieniu wegli protonowanych od czwartorzedowych pomagaja specjal-
ne sekwencje impulsowe:

» zarejestrowanie widm ze zmiennym czasem kontaktu, np. bardzo krétkim
(ang. short contact) - w widmie widoczne sg tylko sygnaty wegli zwigzanych
z protonami, ktore maja krotki czas polaryzacji skrosnej,

« wprowadzenie krotkiej przerwy w sekwencji impulsowej, tuz przed reje-
stracjag sygnatu (ang. dipolar dephased) - w widmie z opéZniong akwizycjg sg do-
brze widoczne sygnaty wegli czwartorzedowych, poniewaz inne majg krotki czas
relaksacji.

Bardzo dobrgcharakterystyke kinetyki polaryzacji skrosnej i mozliwosci jakie
daje jej stosowanie moznaznalez¢ w pracy Kotodziejskiego i Klinowskiego [7],

W interpretacji widm fazy statej bardzo przydatne sg dane krystalograficzne.
Obie metody mozna uzna¢ za komplementarne, przy czymNMR jest bardziej czuty
na lokalne efekty, jak nieuporzagdkowanie tancucha alifatycznego czy oddziatywa-
nia miedzymolekulame jakiej$ grupy funkcyjnej. Z pomocg NMR mozna rozstrzy-
gnag, czy nieporzadek strukturalny jest statyczny, czy tez wynika z proceséw dyna-
micznych (transfer protonu, rotacje wewnatrzmolekulame). Znajomo$¢ upakowa-
nia krysztatu pozwala lepiej zinterpretowaé przesuniecia chemiczne i ich réznice
w poréwnaniu z roztworem, szczeg6lnie potrzebne sg dane o sieci wigzan wodoro-
wych.

Do ustalenia sekwencji sygnatéw w widmie bardzo przydaje sie znajomos¢ sta-
tych ekranowania, dlatego cennym narzedziem w interpretacji np. struktur polimor-
ficznych stajg sie metody teoretyczne [8].

Widma 13T CP MAS by}y wykorzystywane do charakterystyki wielu zwigzkéw
organicznych w fazie statej [9], sg szczegdlnie przydatne gdy mamy do czynieniaze
zwigzkami trudno rozpuszczalnymi lub fatwo rozktadajacymi sie w roztworze.

Technika tg rejestrowano pierwsze widma cukrow juz 20 lat temu: a- i fi-D-
glukozy w 1984 r. [10], laktozy w 1983 r. [11], przeglad badan NMR mono-, disa-
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charyddéw i ich pochodnych w fazie statej opublikowat w 1998 r. M. Potrzebowski
[12]. Analizowano dane MAS NMR dla innych waznych biomolekut: aminokwa-
sow (wtym metioniny [13], selenometioniny [14]), peptydow [15], homopolipeptyddw
[16] oraz bioaktywnych zwigzkéw izolowanych z roélin: flawonoidoéw [17, 18, 19],
sapogenin steroidowych [5], kumaryn [2-] czy /7-karotenu [21].

BADANIA SUBSTANCJI LECZNICZYCH, POLIMORFIZM

Mimo, ze od pierwszych zastosowan mineto ¢wier¢ wieku, NMR w fazie stalej
nie stat sie popularngmetodg badania lekéw i preparatéw farmaceutycznych. Zwra-
cat nato uwage Bugay w 1995 r. [22] oraz Wawer w 1999 r. [23] ale sytuacja nie
zmienita sie radykalnie w ciggu ostatnich lat. Jest to troche zaskakujgce, zwazyw-
szy, ze prawie 90% preparatéw farmaceutycznych jest sprzedawanych w fazie sta-
fej. Istotnym powodem jest wysoki koszt spektrometru NMR z sondami do MAS,
druga prawdopodobng przyczynajest niedostateczna znajomos¢ tej techniki przez
tradycyjnie wyksztatconych farmaceutéw. WartoSciowe aplikacje farmaceutyczne
powstajgna ogot w tych laboratoriach, gdzie istnieje interdyscyplinarna wspdtpraca
lekarzy czy farmaceutdw z fizykami i fizykochemikami.

Farmaceutyczne zastosowania NMR w fazie statej oméwiono w pracach prze-
gladowych [24,25] oraz w monografii poswieconej projektowaniu i analizie lekdéw
[23]. Krystaliczna forma substancji czynnej jest wazna nie tylko ze wzgledu na bio-
dostepnosc ale musi by¢ brana pod uwage w projektowaniu leku, w procedurze jego
rejestracji, a czesto tez podlega ochronie patentowej [26].

Badania metodg i3C CP MAS NMR dostarczyty waznych informacji struktu-
ralnych o antybiotykach penicylinowych [27,28], W sieci krystalicznej kwasu peni-
cylinowego ijego solijest wystarczajaco duzo miejsca na rotacje pierscienia aroma-
tycznego, ale szybkosc¢ rotacji nie jest zalezna od rozmiaréw kationu. Poprzez anali-
ze ksztattu sygnatow w widmach rejestrowanych w réznych temperaturach mozna
uzyska¢ parametry kinetyczne charakteryzujace dynamike tego procesu.

Antybiotykiem uzywanym od wielu lat jest chloramfenikol, ale jego toksycz-
nos¢ spowodowata ograniczenie zastosowan, jednoczes$nie trwajg intensywne po-
szukiwaniaanalogow o korzystniejszych wiasciwosciach. Takim zwigzkiemjest tiam-
fenikol oraz nowa pochodna z pierscieniem pirolowym, dla ktorej nie udato sie wy-
hodowac monokrysztatu. Informacje ojej strukturze w ciele statym uzyskano z widm
'H i I3C MAS NMR a w przypisaniu sygnatéw rezonansowych pomocne byly obli-
czenia statych ekranowania [29]. Analiza statych ekranowania i przesunig¢ chemicz-
nych dla geometrii treo i erytro sugeruje, ze pochodna pirolowa ma w czesci alifa-
tycznej konfiguracje treo, podobnie jak chloramfenikol. Interesujgce byty widma 'H
MAS - zaskakujaco dobrg rozdzielczos¢ miato widmo chloramfenikolu, w ktérym
mozna byto odréznié protony aromatyczne orto i meta, réznigce sie 0 0,5 ppm. Swiad-
czyto o istnieniu ruchéw molekularnych (rotacja grupy CHC12oraz pierScienia feny-
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lowego), wskazywaty na to wczesniejsze badania metoda rezonansu kwadrupolo-
wego (NQR) jader 3CL

Struktura erytromycyny w ciele statym byfa przedmiotem badan NMR, réw-
niez z uzyciem zwigzku wzbogaconego w !3C [30, 31]. W widmie 13C CP MAS
krystalicznego dihydratu erytromycyny A obserwowano 35 waskich sygnatéw (od
37 wegli), ktore przypisano wspomagajac sie obliczeniami statych ekranowania (DFT
B3LYP/D95**). Podczas ogrzewania probki zanika uporzadkowanie krysztatu,
a w zwiazku z tym sygnaly poszerzaja sie. Ogrzewanie powyzej 75GC lub odwod-
nienie powoduje duze zmiany w widmie. Pojawienie sie sygnatow przy S 110,8,
86,2, 82,4 i 43,8 ppm (z ktérych najbardziej charakterystyczny jest ten przy 110,8
ppm) $wiadczy o utworzeniu cyklicznego hemiketalu—nastepuje wiec istotnazmia-
na strukturalna [32],

Rysunek 3. Warfaryna w formie otwartej 1 i cyklicznej (hemiketal); strukture Il potwierdza widmo
”CCP MASNMR

Podobny problem istnieje dla lekdéw o dziataniu antykoagulacyjnym, pochod-
nych kumaryny. Warfaryna, 4-hydroksy-3-(I-fenylo)-3-oksobutylo kumaryna i sin-
trom (pochodna (p-nitrofenylowa) (Rys. 3) saprzedstawiane i nazywanejako otwarte
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tautomeiy I chociaz w fazie statej maja posta¢ cyklicznego hemiketalu Il (o nazwie:
2-hydroksy-2-metylo-4-fenylo-3,4-dihydro-2H-pirano{3,2-c}chromen-5-on). Mozna
oczekiwaé, ze grupa karbonylowa w tancuchu CH,—€0-CH,- powinna mie¢ prze-
suniecie chemiczne bliskie 200 ppm, tymczasem w widmie I13C CP MAS nie ma
sygnatow S> 165ppm. Jest natomiast charakteiystyczny sygnat wegla 6 102,2 ppm
z cyklicznego hemiketalu. Widma NMR fazy statej sg w tym przypadku jedynym
zrédtem informacji strukturalnej, bowiem dla leku w postaci soli sodowej nie udaje
sie otrzyma¢ monokrysztatéw. Bardzo skomplikowane sg widma w roztworze, ist-
nieje tam mieszanina dwoch konformeréw formy cyklicznej (70:30 w DMSO),
w innych rozpuszczalnikach obserwuje sie kilka procent formy otwartej [33] (Rys. 3).

Informacje strukturalne, dotyczace ew. wystepowania substancji czynnej w kil-
ku formach (polimorfizmu) czy tez obecnosci wody Kiystalizacyjnej (pseudopoli-
morfizm) sg wazne przy stosowaniu leku i wymagane przy jego rejestracji. Polimor-
fizm wplywa na rozpuszczalnos$¢, stabilnos¢ lekujak i najego biodostepnosc. R6z-
ne formy polimorficzne mogasie uwalnia¢ z postaci leku z rézngszybkoscia/« vivo
dlatego zjawisko to jest intensywnie badane metodami krystalograficznymi, kalory-
metrycznymi i spektroskopowymi. Polimorfizmu dotyczy wiekszo$¢ farmaceutycz-
nych zastosowan NMR w fazie statej, byty one oméwione w kilku pracach przegla-
dowych [23, 34, 35].

Znany lek przeciwko wirusowi HIV, 3’-azydo-3’deoksytymidyna (AZT) w fa-
zie statej tworzy dimery z dwoma wigzaniami wodorowymi N—H..O, w ktérych ma
miejsce szybka wymiana protonéw. Molekuty w dimerze réznig sie utozeniem prze-
strzennym i konformacjapierscieni furanozowych, ich nieréwnocenno$¢ przejawia
sie rozszczepieniem sygnatdw w widmie ,3C CP MAS NMR [36],

Obecno$¢ dubletéw w widmie ,3C CP MAS zamiast pojedynczych sygnatéw
moze miec r6zne przyczyny strukturalne. W przypadku jednej z pochodnych buspi-
ronu (potencjalne leki anksjoljtyczne) dwie molekuty w krysztale réznity sie prze-
strzenng orientacjg fragmentu chinolinowego, w innym krysztale polimorfizm wy-
nikat z pseudo-aksjalnego lub pseudo-ekwatorialnego podstawienia tego pierscie-
nia do azotu piperazyny [37]. Intensywnie badany byt polimorfizm steroiddw:
testosteronu [38], androstanolonu [39] czy octanu kortyzonu [40].

Zarejestrowano widma ,3C CP MAS NMR dla kilku 4-aza-steroidéw, w tym
dla finasterydu, stosowanego w leczeniu prostaty [6]. Struktura finasterydu w fazie
statej bardzo zalezy od rodzaju rozpuszczalnika i warunkdw krystalizacji, znanych
jestaz 9 form polimorficznych. Analiza przesunie¢ chemicznych pokazuje, ze dwie
z form, dla ktérych rejestrowano widma CP MAS, odpowiadajg formom wczesniej
znanym, choc¢ krystalizowanym z innego rozpuszczalnika. Stosujgc octan etylu lub
wodne roztwory kwasu octowego mozna otrzymac krysztaty z jedng molekutg w
komérce elementarnej lub z dwiema, (Rys. 4 a, b). Znaleziono tez nowg forme, ktdra
krystalizuje z molekutg dioksanu - o czym przekonuje jego sygnat przy <567,0 ppm
[6] (Rys. 4).
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22 23

Rysunek 4. Widma ,3C CP MAS NMR dla dwéch form polimorficznych fmasteiydu, z jedna (a) i dwiema
molekularni w komdrce elementarnej krysztatu (b)

W kilku polimorficznych formach wystepujgznane leki, luminal [23, 41] czy
paracetamol. Do sporzadzania handlowych preparatow paracetamolu uzywanajest
jego forma jednoskosna, ale przezjej stopienie mozna otrzymaé metastabilng po-
sta¢ ortorombowa. W widmach 13C CPMAS preparatu poddawanego stopieniu, wi-
da¢ mieszaning obu form. Réznice przesuniec¢ chemicznych odpowiadajgcych sobie
wegli Swiadczg o tym, ze molekuty paracetamolu w obu formach sg w zupetnie
innym otoczeniu chemicznym [42].

Wiadomo byto, ze sulfanilamid w fazie statej istnieje w trzech formach, ich
doktadniejszg charakteiystyke umozliwity techniki MAS NMR: réznice w mobil-
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nosct molekut ujawnity sie w wyniku pomiaréw czaséw relaksacji, natomiast reje-
stracja widm molekut wzbogaconych w ISN pozwolita na wykazanie innej anizotro-
pii ekranowania dla atoméw azotu, co potwierdzono obliczeniami teoretycznymi
statych ekranowania [43].

LEKW POSTACI TABLETKI

NMR w fazie statej byt czesto stosowany do badania lekéw w tabletkach (sprosz-
kowanych) [44-46]. Jedne z pierwszych prac dotyczyty réznych rodzajow aspiryny
[44,45]. Diaz i inni zarejestrowali widma kilku rodzajow tabletek: aspiiyny Bayera,
reklamowanej jako super-mocnej (Bufferin) i o maksimum mocy (Anacin), ale réz-
nice w intensywnosci sygnatéw widaé¢ byto tylko w zakresie 60-100 ppm, czyli
typowym dla weglowodanoéw (dodawanych jako wypetniacze, np. skrobia).

W widmie 13C CP MAS tabletki paracetamolu [23] szerokie sygnaty w zakresie
60-100 ppm pochodzg od skrobi, ate w zakresie 30—40 ppm od glikolu polietyleno-
wego (sgto czesto uzywane materiaty pomocnicze). Interesujgce sg sygnaty w za-
kresie aromatycznym - wegle ono i meta dajg oddzielne paiy sygnatow poniewaz
w krysztale nie ma rotacji podstawnikéw: NH(CO)CH, ani grupy OH.

Wobec wysokich cen niektdiych lekow, atrakcyjna finansowo staje sie ich nie-
legalna produkcja. Problem ten jest jeszcze powazniejszy gdy dotyczy substancji
o0 dziataniu narkotycznym. MAS NMR jest tu przydatnym narzedziem do szybkiej
identyfikacji zaréwno substancji czynnej jak i sktadnikow masy tabletkowe;j.

Rdznice przesunie¢ chemicznych miedzy roztworem a ciatem statym mozna
powigzac€ ze strukturgkrystaliczng. Obserwowano je dla pochodnych amfetaminy:
chlorowodorku 3,4-metylenodioksy amfetaminy (R,S)-MDA, pochodnej metylowej
[MDMA) i etylowej (MDEA) oraz chlorowodorkéw efedryny i pseudoefedryny.
Okazato sie, ze przesuniecia chemiczne (i?,5)-MDMA zmieniajg sie po wymiesza-
niu z laktoza. [46]. Mozna to przypisac tworzeniu sieci wigzafh wodorowych, ale
obecno$¢ cukru ma tez wptyw na upakowanie molekut —zwieksza ich mobilno$é
w fazie statej w poréwnaniu z czystym zwigzkiem. Mieszanie z laktozajest stoso-
wane przez producentdw nielegalnie produkowanych tabletek ,,Ekstasy”, dlatego
istotne jest poznanie charakteiystycznych zmian w widmie, a réwniez mozliwosc¢
wykorzystania tej techniki do ustalenia sktadnikow tabletki.

Interesujacym obiektem jest tez sildenafil, lek stosowany w chorobach uktadu
krazenia ale obecnie powszechnie znany pod nazwaviagra i stosowany jako stymu-
lator funkcji seksualnych. Analiza widm 1N i 1I3C MAS NMR w fazie statej pozwo-
lita na przypisanie sygnatdw, ustalenie miejsca protonowania i oddziatywan wew-
natrz- i miedzymolekulamych (nie ma danych krystalograficznych dla soli) [48].
Dane te zostaty zastosowane do badania viagry w tabletkach. W postaci leku jest
sol, cytrynian sildenafilu; jest on tatwy do identyfikacji bo tylko dwa wegle daja
sygnaly w zakresie typowym dla weglowodandéw. Widmo I3C CPMAS viagry
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wtabletce przedstawia Rysunek 5. Korzystne jest zastosowanie sekwencji impulso-
wej z opdzniong akwizycja (ang. dipolar déphase). Wprowadzenie przerwy przed
rejestracjgFID powoduje znaczace zmniejszenie intensywnosci protonowanych wegli
weglowodandw, (jako wypetnienie tabletki czesto uzywana jest heksametylocelu-
loza) (Rys. 5).
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Rysunek 5. Widma nC CPMAS viagry w 100 mg tabletce, widmo standartowe (a), oraz z zastosowaniem
sekwencji impulsowej z op6Zniongakwizycja (b) Szybkos¢ wirowania 8 kHz

I3C CP MAS NMR jest metodanieniszczaca a czytelne widmo otrzymuje si¢
po ok. 1/2 godziny —moye wiec by¢ dobraalternatywa do identyfikacji nielegalnie
wytwarzanych tabletek lub innych pochodnych sildenafilu (jak homosildenafil pro-
dukowany w Korei, réznigcy sie jedng grupa metylenowg od oryginatu).

Istotng pomoca dla przemystu farmaceutycznego moze by¢ mozliwos¢ Sledze-
nia zmian nastepujacych w procesie wytwérczym, w trakcie np. liofilizacji, susze-
nia rozpylowego, stapiania, mieszania z wypetniaczami czy powlekania tabletek.
NMR w fazie statej mozna zastosowaé do kontroli stabilnosci leku w trakcie jego
przechowywania. Aktualnie, wiele prac poswiecono tez opracowywaniu nowych
nosnikow lekow, takich jak preparaty krzemionkowe, matryce polimerowe [49] czy
cyklodekstiyny [23].
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ZASTOSOWANIA W DIAGNOSTYCE MEDYCZNEJ

Szybki rozwoj tomografii magnetyczno-rezonansowej (MRI) i popularnos¢ tej
techniki w diagnostyce klinicznej spowodowaty zainteresowanie fizykochemiczny-
mi badaniami tkanek. Interpretacja zmian w organach widzianych w obrazach MRI
wymaga wiedzy o czasach relaksacji, zawartosci poszczegélnych metabolitdw i bio-
polimeréw. Najciekawsze jest powiazanie tych danych z molekularna, biochemiczng
charakterystyka choroby. Wykonanie widma *HNMR in vivo umozliwia spektro-
skopia magnetyczno-rezonansowa (MRI), ale otrzymywane widma na ogét nie maja
wystarczajgco dobrego stosunku sygnatu do szuméw. Dobrze widoczne sajedynie
metabolity obecne w fazie wodnej, w stezeniach rzedu mmoli.

W tej sytuacji cenne sa informacje, ktére mozna uzyskac analizujgc tkanki
i inne materiaty (np. kamienie) usuniete np. podczas operacji.

Rysunek 6 Widma 'H MAS NMR liofilizowanych tkanek nowotworu mézgu rejestrowanych z superszybkim
wirowaniem (33 kHz)
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Interesujgcym polem zastosowan MAS NMR w fazie statej jest analiza nowo-
tworéw mdzgu. Fragment usunietego guza jest kierowany do badan histopatolo-
gicznych, reszte materiatu zamraza sie w cieklym azocie a nastepnie poddaje liofili-
zacji. Zarejestrowano widma 'H MAS NMR dla kilku preparatow tkankowych, wsréd
ktoiych byty: ztosliwe glejaki, oponiaki i czaszkogardlaki [50]. W widmach liofili-
zatow dominujgsygnaty lipidéw: intensywne sygnaty grup CH_, CH, i CH pochodza
od protondw reszt kwasow ttuszczowych, ktore sg wystarczajaco mobilne, aby byty
,widziane” w widmie NMR. Widmo 'H MAS liofilizowanej tkanki guza moézgu
(glejak) rejestrowane przy pomocy sondy wysokoobrotowej (szybko$¢ wirowania
33 kHz) przedstawia Rysunek 6.

Najwiekszy wkiad w intensywno$¢ sygnatdw wnoszg prawdopodobnie trigli-
ceiydy i reszty kwasow ttuszczowych w fosfolipidach. Interesujgce jest to, ze profil
sygnatdw jest charakteiystyczny dla danego typu nowotworu. Metody MAS NMR
stwarzajg wiec mozliwo$¢ biochemicznej charakterystyki tkanek mézgu.

Stosunkowo tatwo osiggalnym materiatem badawczym sg kosci, np. stawu bio-
drowego, ktére wymieniane sg na protezy. Widma 'H, I3C i 3P MAS umozliwiajg
strukturalng charakteiystyke tkanki kostnej ijej skfadnikéw. Sato ztozone fosfora-
ny wapniowe, wérdd ktoiych dominuje hydroksyapatyt (Caio(PO4)3(OH),, natomiast
gtéwnym polimerem organicznym jest kolagen.

Zaden z syntetycznych zwiazkéw, w ktéiych jony fosforanowe zostaty czescio-
wo zastgpione przez HPOj*, C03-czy OH", takichjak weglanohydroksyapatyt, mo-
netyt c2y bruszyt, nie odpowiadajednak strukturze i wiasciwosciom materiatu kost-
nego. Interesujgcych informacji dostarcza 3IP CP MAS NMR, mimo, ze w widmie
sproszkowanej kosci obserwuje sie tylkojeden sygnat o przesunieciu chemicznytr
3,1 ppm. Kinetyke polaiyzacji skrosnej 'H -> 3P opisano trzema procesami o roznej
dynamice, $wiadczy to o istnieniu domen bogatych (hydroksyapatyt) i ubogich (fos-
foran) w protony [51]. Droga do zrozumienia budowy materiatu kostnego sg na
pewno badaniajego skfadnikow, takich jak bruszyt [52,53].

Interesujace wydaje sie tez inne zastosowanie NMR w fazie stalej, analiza ka-
mieni moczowych czy nerkowych. W badaniach kamieni moczowych z uzyciem
I3C i 3P MAS NMR [54] pierwszym celem byta identyfikacja skfadnikéw. Udato sie
oznaczy¢ ilosciowo 60-85% wagowych sktadu, w tym takie zwigzki jak: szczawian
wapnia, fosforany wapnia i kwas moczowy. Ich spektroskopowa charakterystyka
jest podobna do bruszytu i hydroksyapatytu wapnia. Techniki CP MAS pozwolity
na odréznienie rezonanséw pochodzacych z krystalicznych/amorficznych oraz pro-
tonowanych/nieprotonowanych fragmentdow.

WYKAZ SKROTOW | SYMBOLI

CP, ang. cross-polarization - polaiyzacja skrosna
MAS, ang. magie angle spinning —wirowanie pod katem magicznym
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MRI, ang. magnetic resonance imaging—ebrazowanie magnetyczno-rezonansowe,
tomografia

MRS, ang. magnetic resonance spectroscopy —spektroskopia magnetyczno-rezo-
nansowa

SSB, ang. spinning side bands —pasma boczne, dodatkowe sygnaty pojawiajgce sie

wskutek rotacji
Tcp, ang. contact time - czas kontaktu (czas, w ktérym nastepuje transfer polatyza-

cji)

T,, ang. spin-lattice relaxation time —czas relaksacji spin-sie¢
T, ,ang. rotating-frame relaxation time—ezas relaksacji w wirujacym uktadzie wspot-
rzednych
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ABSTRACT

The analysis of chemical periodicals in Poland in 2004 have been ordered by
Polish Academy of Science, the Committe for Chemistry and presented in three parts.

In Part | (J6zefJ. Ziotkowski) are presented:

» journals of scientifics character, printed in english, english and polish and
german (Group A)

 journals printed in polish (Group B)

 journals printed as scientifics bulletins edited by the univeristes or research
institutes (Group C)

« popularized scientific or commercial journals (Group D) and

« the books publication, special issues usually for didactic purposes (Group E)

In Part 1l (Jacek Kijenski) are disscussed chemical periodicals addressed to
science, technology and industrial chemistry mainly related to environmental chemi-
stry, polymers, fuels, energy problems, and raw materials.

In Part Il (Janusz Jurczak) is presented opinion about location ofpolish chemi-
cal periodicals in Europe.

Presented above analysis is probably the first complex valuation and although
not complete may stimulate further discussion on strategy of development of chemi-
cal periodicals in Poland.

Keywords: chemical periodicals, polishjournals

Stowa kluczowe: czasopisma chemiczne, polskie czasopisma chemiczne
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WSTEP

Z inicjatywy Komitetu Chemii Polskiej Akademii Nauk zesp6tw sktadzie: Janusz
Jurczak, Jacek Kijenski i JozefJ. Zidtkowski dokonat przegladu stanu czasopismien-
nictwa chemicznego w Polsce, w roku 2004 i przedstawit niezalezne oceny (czes¢ |,
n, ni).

W czesci | (J.J. Zidtkowski) omowiono czasopisma o charakterze naukowym:

» wydawane wjezyku angielskim, angielskim i polskim lub wjezyku niemiec-
kim (grupaA)

» wydawane tylko wjezyku polskim, czesto ze streszczeniami wjezyku ob-
cym (grupa B)

» wydawane jako Zeszyty Naukowe przez Uczelnie lub Instytuty Badawcze
(grupa C)

« czasopisma o charakterze popularno-naukowym i reklamowym (Grupa D)
oraz przyktad ksigzkowych wydawnictw periodycznych (grupa E).

W czesci 1l (Jacek Kijeriski) dokonano analizy czasopismiennictwa naukowo-
technicznego w zakresie chemii przemystowej, gtdwnie o tematyce:

e ochrona Srodowiska,

e tworzywa sztuczne,

« paliwa, energia, surowce mineralne.

W czescei 111 Janusz Jurczak przedstawit zwieztg ocene miejsca polskich czaso-
pism chemicznych w Europie, ktéra moze stanowi¢ zachete do kompetentnej dysku-
sji.

Przedstawione opracowania sg prawdopodobnie pierwszymi prébami komplek
sowej oceny, ktére cho¢ niekompletne to mogazachecic¢ rowniez czytelnikow ,,Wia
domosci Chemicznych” do zastanowienia sie nad przysztoscig polskich czasopism
chemicznych.

CZESC 1. CZASOPISMA CHEMICZNE O CHARAKTERZE NAUKOWYM
ORAZ ZWIAZANE TEMATYCZNIE Z CHEMIA

Chemiaw Polscejest tg dyscyplingnaukows, ktdra od wielu lat zajmuje w ran-
kingach swiatowych relatywnie wysoka pozycje. Z tej racji od wielu lat chemicy
polscy majg stosunkowo tatwg droge do publikowania w czasopismach zagranicz-
nych. Wskazuje nato stale rosnaca liczba prac publikowanych przez polskich uczo-
nych nawet w najlepszych czasopismach zagranicznych. Pomimo to liczba czaso-
pism chemicznych i o tematyce zblizonej do chemii stale w Polsce rosnie i chociaz
poprawia sie z roku na rok ich poziom, to dystans nawet do $rednich czasopism
zagranicznych wydtuzasie.

Najwyzszg range wsrdd krajowych czasopism majg te ktdre sg wydawane
w jezykach obcych, przewaznie angielskim orazte ktdre sg recenzowane. Najczes-
ciej czasopisma z tej grupy (A i B, Tabela 1,2) sg rozpoznawane na rynku miedzyna-
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rodowym, rzadko jednak sg prenumerowane przez biblioteki zagraniczne. Niektore z
wielkimtrudem osiggajgmiejsca nat.zw. Liscie Filandelfijskiej, posiadajglmpact Factor
i saqdos¢ wysoko punktowane przez Ministerstwo Nauki i Informatyzacji (KBN), co
jest wazne dla oceny placowek naukowo-badawczych w Polsce.

W grupie A, czasopism wydawanych wjezyku obcym (przewaznie angielskim)
wymieni¢ mozna 16 tytutow (Tabela 1), wydawanych z r6zng czestotliwoscia, jako
miesieczniki, dwumiesieczniki, kwartalniki, pétroczniki i roczniki. W ostatnich latach
zaczely sie ukazywac ,,Annals of the Polish Chemical Society” (vol. 3, 2004),
w ktorych drukowane sg referaty, komunikaty i postery wygtaszane na Zjazdach
PTCh. (wjezyku angielskim).

Tabela 1. (GrupaA), Czasopisma wydawane w jezyku angielskim, lub angielskim i polskim,
lub niemieckim

. Forma . Uwagi dot.
Lp Tytut czasopisma wydawnicza * Nakiad IF dystrybucji
. . W bibliotekach
1 Polish Journal o f Chemistry M 245 0.515 150 egz.
Chemia Analityczna - - .
2. Chemical Analysis D 230 0.415 134/biblioteki
3. Polimery M 500 0.474 450/prenumerata
4. Polish Journal of Environmental Studies D 300 0.461 144/biblioteki
Inzynieria Chemiczna i Procesowa - - .
5 Chemical and Process Engineering K 180 0.110 76/biblioteki
Nukleonika (International Journal of 65/biblioteki/
6. Nuclear Research) K 300 0.231 wymiana
Polish Journal of Applied Chemistryl - .
I (poprzednio Chemia Stosowana) K 150 B 44/biblioteki
. . 25/biblioteki/
8. Polish Journal of Chemical Technology K 400 - wymiana
9. Acta Chromatographica R 350 - 50/bibl ioteki
L . 98/biblioteki
10. Chemia i Inzynieria Ekologiczna M 350 - 205/prenumerata
; 81/biblioteki
11 Polish Journal of Pharmacology D 250 - 23/wymiana
30/biblioteki
12, Archives of Thermodynamics K 220 - 120/prenumerata
30/wymiana
Oceanological and Hydrobiological -
13. Studies K 320 - 153/wymiana
n Annual Report 2002 Institute of Atomic R 200 i )
Energy
15 Annual Report2002 Institute of Nuclear R 250
’ Chemistry and Technology ) .
16.  Annals of the Polish Chemical Society R 400 - -

* M. - miesiecznik; D - dwumiesigcznik, K - kwartalnik; R - rocznik
** 1F - impact factor, wspotczynnik wptywu w 2004 roku
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Z tej grupy czasopism w czotowce krajowej lokujgsiete, ktore osiggnety, choé-
by niewielki wspétczynnik wptywu (ang. impactfactor, IF) sgrecezowane i zadbaty
0 obecno$¢ na potkach bibliotecznych. Wérod tych czasopism polskich od wielu lat
w czotdwcee lokuje sie ,,Polish Journal of Chemistiy” (dawniej ,,Roczniki Chemii™),
miesiecznik wydawany w jezyku angielskim w naktadzie okoto 250 egzemplarz}’
(ponad 150 egz. w bibliotekach). Zblizong pozycje zajmuje ,,Chemia Analityczna-
Chemical Analysis” (dwumiesiecznik, naktad okoto 230 egz., ponad 130 egz.
w bibliotekach). Obydwa czasopisma wychodzg pod szyldem Polskiego Towarzy-
stwa Chemicznego chociaz Polish Journal ofChemistiy od lat nie korzysta z pomocy
finansowej PTChem.

Kolejne czasopismo ,,Polimery” (miesiecznik, naktad ok. 500 egz.) tematycznie
zawezone do problemalyki naukowej itechnologocznej zwigzanej z polimerami, przoduje
w konkurencji z innymi czasopismami o orientacji naukowo-technicznej i przemysto-
wej, wsrod ktérych wyrdzniajasie dwa inne czasopisma: ,,Polish Journal of Chemi-
cal Technology” (kwartalnik, naktad okoto 400 egz.) i ,,Polish Journal of Applied
Chemistry” (kwartalnik, naktad okoto 150 egz.)jednak obydwa beztzw. wspdtczyn-
nika wptywu.

Z innych czasopism, ktdre zostaty dostrzezone natzw. Liscie Filadelfijskiej sa:
,»Polish Journal of Environmental Studies”, ,,Inzynieria Chemiczna i Procesowa”,
,Chemical and Process Engineering” i ,,Nukleonika”.

WS$rdd czasopism o charakterze przemystowym nalezy wymieni¢ ,,Przemyst
Chemiczny”, miesiecznik wydawany w naktadzie okoto 750 egz. do$¢ powszechnie
obecny w bibliotekach zagranicznych mimo ze wydawany jest w jezyku polskim.
Pozostate czasopisma zaréwno te z grupy Ajak i B (Tabela 1i 2) istniejgna rynku ze
zmiennym szczesciem walczac zaréwno o Srodki finansowejak i 0 autoréw i czytel-
nikow.

Wydaje sie, ze odrebng i do$¢ wysoka pozycje wsrdd polskojezycznych czaso-
pism chemicznych zajmuja,,Wiadomos$ci Chemiczne” (dwumiesiecznik, wydawany
w naktadzie okoto 500 egz. z czego ponad 300 egz.w bibliotekach i u indywidualnych
prenumeratoréw) oraz czasopismo ,,Chemik-Nauka, Technika, Rynek”, bardzo sta-
rannie wydawane jako miesiecznik w naktadzie okoto 600 egz. Pierwsze z tych cza-
sopismjest monopolistana polskim rynku, jako chemiczne czasopismo przeglagdowe
—drugie, doskonale upowszechnia i popularyzuje ogélne problemy chemii, zaréwno
od strony techniki jak i rynku.

Osobng, bardzo wazng role, chociaz adresowang do okres$lonych odbiorcow
majg czasopisma o charakterze edukacyjnym (np. ,,Chemia, Dydaktyka, Ekologia,
Metrologia” i ,,Chemiaw Szkole™) lub zwigzanych z szeroko pojetgekologiai ochrona
$rodowiskajak ,,Ochrona Srodowiska” (naktad okoto 1500 egz.), ,,Ochrona Powie-
trza i Problemy Odpadéw” (naktad okoto 600 egz.), ,,AURA”, miesiecznik wydawa-
ny w naktadzie okoto 15000 egz.
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Tabela2. (GrupaB), Czasopisma wydawane w jezyku polskim

Lp Tytut czasopisma Wy(;:;v\rlmza « Naktad  IF**  Uwagi dot. dystrybugji
: 365/biblioteki
. Przemyst Chemiczny M 750 0,515 150/wymiana
- - . 320/biblioteki/
2 Wiadomosci Chemiczne D 500 prenumerata
50/bibliotekiAvymiana
3 Chemik. Nauka, Technika. Rynek M 600 - reszta prenumerata
przez firmv
4 Biotechnologia K 650 - Biblioteki/
prenumerata
) 1380/prenumerata
5  Ochrona Srodowiska K 1500 - 120/biblioteki/
wymiana
. . 580/prenumerata
6  Postepy Biochemii K 800 120/biblioteki
7 Chemia, Dydaktyka, Ekologia, Ri2 315 ) 230/prenumerata
Metrologia 40/bib]ioteki/\vwrniana
. Prenumeraty
. 8 Chemiaw Szkole D 4850 - Biblioteki
250/biblioteki
9 Nafta-Gaz M 500 - 20/prenumerata
30/wymiana
Ochrona powietrza i problemy
10 odpadéw D 600 - -
11 AURA- ochrona srodowiska M 15000 - 1300/biblioteki/

prenumerata

* M. —miesiecznik; D —dwumiesiecznik; K —kwartalnik; R - rocznik
** |F - impact factor, wspétczynnik wptywu w 2004 roku

Czasopisma zebrane w grupie C (Tabela 3) to przewaznie wydawnictwa o cha-
rakterze lokalnym (zeszyty naukowe poszczego6lnych uczelni lub instytutéw badaw-
czych) ukazujace sie najczesciej jako roczniki i dos¢ nieregularnie. Obserwujgc dyna-
mike wydawniczatych czasopism mozna sadzi¢ o malejacej aktywnosci wydawcow
i nie wykluczone, Ze te czasopisma moga znikna¢ z rynku w najblizszej przysztosci.

Przyktady czasopism o charakterze popularno-naukowym i reklamowym przed-
stawiono w Tabeli 4 (Grupa D).

Osobng grupe wydawnictw zajmujg serie wydawnicze ksiazek, i monografii
o0 charakterze naukowym i dydaktycznym ale nie typu podrecznikdéw (Grupa E,
Tabela 5).
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Tabela 3. (Grupa C), Zeszyty naukowe (wydawane przez Uczelnie lub Instytuty Badawcze)

Tytut czasopisma

Chemia-
Zeszyty Naukowe Politechniki +6dzkiej

Inzynieria Chemiczna i Procesowa -
Zeszyty Naukowe Politechniki +6dzkiej

Chemia Spozywcza i Biotechnologia-
Zeszyty Naukowe Politechniki +6dzkiej

Chemia i Ochrona Srodowiska-

Prace Naukowe WSP w Czestochowie
Technologia Zywnosci (seria)
Zeszyty Naukowe Akademii Rolniczej
w Krakowie

Barwniki. Srodki Pomocnicze

EKOPLAST - Wydawnictwo Uczelniane
Politechniki Szczecinskiej

Forma
Wydawnicza *

R

R**

K

R/2

* K. —kwartalnik; R72 - pé6trocznik; R - rocznik; R** - edycja nieregularna

Nakitad

140

140

100

200

100

100

300

Uwagi dotyczace
dystrybucji

7? "prenumeraty
27/biblioteki
35/wvmiana
40/biblioteki
20/wvmiana

40/prenumerata
31/biblioteki
29;wymiana

1S/biblioteki

26/prenumerata
20/biblioteki

12/biblioteki
25/wymiana

Tabela 4. (Grupa D), Czasopisma o charakterze popularno-naukowym, komercyjnym, reklamowym,
technicznym, problematyce laboratoryjnej itp.

Lp

1

2

* K -

Tytut czasopisma

LAB - Laboratoria, Aparatura, Badania

Analityka- naukai praktyka

kwartalnik; R —rocznik

Forma

Naktad

Wydawnicza *

D

K

3500

3000

Uwagi dotyczace
dystrybucji
842/firmy/uczelnie
86/biblioteki
53/prenumeraty

Tabela 5. Wydawnictwo: Education in Advanced Chemistry (Grupa E)

Tytut woluminu

Vol. 1. Principles and Advances in Molecular
Catalysis

Vol. 2. Organometallics and Molecular Catalysis

Vol. 3. Environmental Chemistry and Protection

Vol. 4. Pollution Abatement Through Cleaner
Technologies

Vol. 5. Biological and Chemical Waste Treatment
Technologies

Vol. 6. Mechanistic Aspects of Molecular
Catalysis

Vol. 7. Perspectives in Coordination Chemistry

Vol. 8. Organotransition Metal Chemistry and
Catalysis

Nakiad

650

500

500

350

300

400

500

450

Wydawca/Edytor

Poznan-Wroctaw/B. Marciniec,
JJ. Zidtkowski

Poznan-Wroctaw/ B. Marciniec

Poznan-Wroctaw/ J.J. Ziétkowski

Krakéw/ Z. Stasicka

Poznan-Wroctaw/ B. Marciniec

Poznan-Wroctaw/ B/ Marciniec

Poznan-Wroctaw/ AM. Trzeciak,
P. Sobota, J.J. Ziétkowski

Poznan-Wroctaw/ B. Marciniec
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Wedtug wiedzy autora moze by¢ w Polsce takich wydawnictw sporo chociaz
trudne sg do zidentyfikowania ze wzgledu na sposob dystrybucji i bardzo czesto
lokalny zasieg ich wykorzystania (czesto do celéw szkoleniowych, dydaktycznych).

Przyktadem tego typu wydawnictwajest seria pt. ,,Education in Advanced Che-
mistiy” wydawana przez Uniwersytety w Poznaniu i we Wroctawiu. Dotychczas
ukazato sie 8 voluminow ztej serii w latach 1993—2002 w naktadach 300-600 egz.,
kolejne tomy ukazg sie w 2005 i 2006 roku.

Spora liczba czasopism wymienionych w grupie E to czasopisma fachowe,
zwigzane z chemig, analityka, chemig przemystowa i tynkiem chemicznym. Sgone
omoéwione w Czesci |l

CZESC H. CZASOPISMA NAUKOWO-TECHNICZNE W ZAKRESIE
CHEMII PRZEMYStOWEJ

Ostatnie 15-lecie charakteryzowato sie znacznym ozywieniem tynku wydawni-
czego w obszarze periodykow dotyczacych chemii stosowanej i przemystowej, co
przeczy powszechnie gtoszonej tezie o znaczacym spadku czytelnictwa w Polsce.
WSsrdd przyczyn tego ozywienia mozna wymieni¢ nie tylko zmiane og6lnych uwa-
runkowan zycia spotecznego i gospodarczego (brak ograniczen w zaopatrzeniu
W papier, zniesieniu cenzuiy), ale rowniez ozywienie gospodarcze, przejawiajgce sie
w tworzeniu nowych firm, gtéwnie matych i $rednich przedsigebiorstw, zaintereso-
wanych dostepem do informacji naukowo-technicznej zwigzanej zwtaszcza z praca-
mi prowadzonymi w krajowych instytutach naukowo-badawczych i uczelniach. Roz-
wdj rynku periodykéw w zakresie chemii stosowanej i przemystowej odbywat sie
w sposéb zywiotowy i byt w duzym stopniu wynikiem decyzji podejmowanych przez
przedsiebiorstwa, stowarzyszenia, a nawet osoby fizyczne, ktore spodziewaty sie
odniesienia sukcesu wydawniczego i utrzymaniasie¢ naiynku. Niniejszaanaliza stanu
polskiego czasopi$miennictwa naukowo-technicznego w zakresie chemii przemysto-
wej i dziatdw pokrewnych obejmuje 65 tytutow. W zwiazku z duzym zréznicowa-
niem czasopism ich charakterystyke sporzadzono uwzgledniajac nastepujace kryte-

 dziedzinachemii przemystowej,

» charakter (prace oryginalne naukowo-badawcze, prace naukowo-technicz-
ne, prace popularno-naukowe i techniczno-ekonomiczne),

» czestotliwos¢ wydawania (miesieczniki, dwumiesieczniki, kwartalniki, rocz-
niki),

» typ wydawcy (instytuty, uczelnie, stowarzyszenia, formy prywatne).



CZASOPISMA CHEMICZNE W POLSCE 147

I. CHARAKTERYSTYKA CZASOPISM

W zwigzku z szerokim zakresem pojecia ,,chemia przemystowa” czasopisma
zgromadzone zostaty w 10 grupach tematycznych (Tabela 6).

Tabela 6. Grupy tematyczne czasopism z zakresu chemii przemystowej

Lp. Zakres tematyczny czl:scozptﬁm
1 Ochrona $rodowiska 13
2. Tworzywasztuczne 1
3. Paliwa, energia, surowce mineralne 9
4.  Informacje dla branzy chemicznej (tematyka ogdlno-chemiczna) 6
5. Widkiennictwo 5
6.  Chemia rolna (nawozy i ochrona roslin) 5
7.  Technologie, aparatura i inzynieria chemiczna 4
8.  Ochronaprzed korozjg 4
9. Materialy i technologie budowlane 4
10. Kosmetologia, medycyna, farmacja, ttuszcze 4

Ad. 1. Najwiekszagrupe stanowigczasopisma podejmujgce problematyke ochrony
Srodowiska (13), co pokrywa sie z duzym zainteresowaniem tym tematem nie tylko
w Polsce, ale réwniez na $wiecie. W potowie sgto czasopisma naukowo-techniczne
wydawane przez stowarzyszenia branzowe i uczelnie, zawierajace artykuty nauko
wo-badawcze, przegladowe, opracowania techniczne i materiaty z konferencji na-
ukowych. Reszta to czasopisma popularnonaukowe, wydawane przez wydawnic-
twa prywatne. Oprocz artykutéw naukowych zawieraja one informacje praktyczne,
przedstawiaja firmy i ludzi tworzacych branze, prezentujg fachowe informacje
0 zmieniajacych sie uwarunkowaniach prawnych w dziedzinie ochrony $rodowiska
1gospodarki odpadami. Duzo miejsca poswigcanejest dostosowaniu polskich przepi-
sow prawnych do wymogow Unii Europejskiej. Wsrod tej grupy czasopism znajdujg
sie: jeden rocznik, dwa pétroczniki, trzy kwartalniki, czetery dwumiesieczniki itrzy
miesieczniki.

Ad. 2. Nastepng grupe stanowigczasopisma, prezentujace tematyke tworzyw
sztucznych i zastosowania w praktyce (11). Sato w potowie czasopisma naukowo-
techniczne wydawane przez instytuty i wydawnictwa uczelniane, zawierajace prace
badawcze, artykuty przeglagdowe, a takze informacje o konferencjach branzowych.
W tej grupie znajduje sie wydawane przez Instytut Chemii Przemystowej czasopismo
»Polimery”, wpisane na Liste Filadelfijska i posiadajgce Impact Factor. Czasopismo
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jest réwniez wysoko punktowane przez KBN (Tabela 7). Reszta to magazyny po-
Swiecone tematyce tworzyw sztucznych i opakowan w aspekcie techniczno-ekono-
micznym i marketingowym, wydawane przez wydawnictwa prywatne. Zdecydowa-
nawiekszos¢ to miesieczniki i dwumiesieczniki. Poza nimijedno czasopismo to kwar-
talnik, wydawany przez Akademie Medyczng we Wroctawiu ijedno to potrocznik,
wydawany przez Politechnike Szczeciriska.

Ad. 3. Paliwa, energia i surowce mineralne to zagadnienia podejmowane przez
nastepna grupe czasopism (9). Ponad potowa z nich (5) to czasopisma naukowo-
techniczne, prezentujgce artykuty naukowe o wspotczesnym stanie wiedzy w tej dzie-
dzinie. Pozostate to magazyny techniczno-ekonomiczne, poswiecone zagadnieniom
zwigzanym z produkcjg i przetworstwem ropy naftowej i gazu, elektroenergetyka,
cieptownictwem, bezpieczenstwem chemicznym, biezgcymi informacjami z branzy
w kraju i na swiecie. Wiekszos¢ czasopism wydawanajest przez instytuty naukowe
i stowarzyszenia branzowe. Zaledwie dw'a magazyny wydawane sg przez wydaw-
cow prywatnych. Ponad potowa (5) to miesieczniki, reszte stanowi jeden rocznik
(»Annual Report'™’, Instytut Chemii i Techniki Jgdrowej) i trzy kwartalniki.

Ad. 4. Kolejnagrupe stanowigczasopisma prezentujgce og6lne informacje dla
branzy chemii przemystowej (6). Zaledwie dwa z nich to czasopisma naukowo-
techniczne, zawierajace cze$¢ naukowa, w ktdrej zamieszczane sg artykuty nauko-
wo-badawcze i przeglagdowe oraz cze$¢ informacyjng. Wsrdd nich jest miesiecznik
.Przemyst Chemiczny” wpisany na Liste Filandelfijskai posiadajacy Impact Factor.
Czasopismo to jest rowniez wysoko punktowane przez KBN (Tabela 7). Drugie cza-
sopismo to miesiecznik ,,Chemik”. Oba tytuty wydawane sg przez Stowarzyszenie
Inzynierow i Technikow Przemystu Chemicznego. Pozostate to magazyny technicz-
no-ekonomiczne, prezentujace najwazniejsze wydarzenia branzowe w kraju i na $wie-
cie, opisujace firmy dziatajace natynku, analizujace sytuacje i perspektywy poszcze-
golnych segmentéw branzy. Wydawane sg przez wydawnictwa prywatne. Wszyst-
kie tytuty z tego segmentu to miesieczniki.

Ad. 5. Temat widkiennictwa (5) podejmowany jest w wiekszosci przez czaso-
pisma instytutéw' widkienniczych w £odzi i Poznaniu. Prezentujg one zagadnienia
przemystu widkienniczego w artykutach naukowo-badawczych i przegladowych,
a takze informacje o branzowych konferencjach i targach. Jedno z tej grupy czaso-
pism, wydawane przez Instytut Wtokien Naturalnych, kwartalnik ,,Fibres&Textiles
in Eastern Europe”, znajduje sie na Liscie Filandelfijskiej i posiada Impact Factor
(Tabela 7). Jest ono réwniez wysoko punktowane przez KBN. Tylkojeden magazyn
wydawany jest przez Wydawnictwo SIGMA-NOT i ma charakter techniczno-eko-
nomiczny. Oprécz informacji z zakresu technologii wiokienniczych zawiera takze
wiadomosci o dziatalno$ci zaktadow produkcyjnych, Polskiej Izby Przemystu Teks-
tylnego, rozmowy i opinie z przedstawicelami przemystu i gospodarki. Jest to row-
niezjedyny miesiecznik wtej grupie. Przewazajgkwartalniki.
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Ad. 6. Chemia rolna to nastepna grupa czasopism (5) z zakresu chemii prze-
mystowej. W wiekszosci sgto czasopisma naukowe, wydawane przez instytuty na-
ukowo-badawcze. Prezentuja artykuty naukowe zwigzane z nawozeniem i ochrong
roslin, publikujgprace ireferaty z konferencji, ajedno z nich, miesiecznik,,Przemyst
nawozowy”, wydawany przez Instytut Nawozow Sztucznych, ma charakter bieza-
cego informatora biblioteczno-dokumentacyjnego. Jedno z czasopism, kwartalnik ,,Pe-
stycydy”, wydawane przez Instytut Przemystu Organicznego, znalazto sie w rankin-
gu KBN i czyni starania do wpisaniana Liste Filandelfijska. Tylkojedno czasopismo
wydawane jest przez wydawce prywatnego. Ma ono forme poradnika dla producen-
tow rolnych ze szczeg6lnym uwzglednieniem bezpiecznego stosowania Srodkéw
ochrony roslin i nowych rozwigzan technologicznych.

Ad. 7. Nastepnagrupatematyczngprezentowangw czasopismach sgtechnolo-
gie,aparatura iinzynieria chemiczna (4). Dwaz nich to Sciste naukowe, zawiera-
jace artykuty naukowo-badawcze z zakresu technologii chemicznej i technologii po-
krewnych, inzynierii i aparatury chemicznej. Jedno wydawanejest przez Politechnike
Szczecinska (anglojezyczny kwartalnik ,,Polish Journal of Chemical Technology”),
adrugie przez Oficyne WydawniczagSIMPRESS z Gliwic (dwumiesiecznik ,,Inzynie-
riai Aparatura Chemiczna”). Dwa kolejne to czasopisma popularno-naukowe, tacza-
ce nauke z praktyka. Oprécz opublikowanych prac naukowych zawieraja one arty-
kuty o charakterze poradnikowym, informacje o firmach zaopartujacych laboratoria
w aparature, odczynniki, prezentujasylwetki osob z branzy, podaja terminy semina-
ridw, zjazdéw i konferencji. Wydawane sg przez wydawnictwa prywatne.

Ad. 8. Kolejnadziedzing chemii przemystowej podejmowangnatamach czaso-
pism jest ochrona przed korozja (4), obejmujaca tematyke technik i technologii
przygotowania powierzchni, produkcji farb i lakierow oraz technologii zabezpieczen
przeciwkorozyjnych. Tylko jedno czasopismo ma charakter scisle naukowy. Jest to
wydawana przez Instytut Mechaniki Precyzyjnej ,,InzynieriaPowierzchni”. Pozosta-
fe to magazyny popularno-naukowe, przezentujgce oprocz kilku artykutow nauko-
wych i opiséw bibliograficznych, informacje o nowych surowcach i technologiach,
biezacych wydarzeniach w branzy w kraju i na $wiecie, terminach konferencji i sym-
pozjow.

Ad. 9. Materiaty i technologie budowlanetojeszczejedna dziedzinachemii prze-
mystowe]j (4). Czasopisma o tej tematyce to w wiekszosci miesieczniki naukowo-
techniczne wydawane przez Stowarzyszenie Inzynierow i Technikéw Przemystu
Materiatow Budowlanych i Zrzeszenie Inzynieréw i Technikéw Sanitarnych. Jedy-
nym kwartalnikiem w tym segmencie sg ,,Prace Instytutu Techniki Budowlanej”,
prezentujgce dorobek naukowy itechniczny pracownikéw tego instytutu.

Ad. 10. Ostatniganalizowanagrupe stanowigczasopisma o tematyce pokrewnej
chemii przemystowej (4), obejmujacej kosmetologie, farmacje, medycyne i prze-
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mysi ttuszczowy. Dwa tytuly (,,Inzynieria Biomateriatow” i ,, Ttuszcze jadalne”) to
czasopisma $cisle naukowe, publikujgce prace naukowe i przeglagdowe naukowcow
polskich, aw przypadku: Inzynierii Biomateriatow” réwniez zagranicznych. Pierw-
sze wydawanejest przez Polskie Stowarzyszenie Biomateriatow, drugie przez Insty-
tut Przemystu Miesnego i Ttuszczowego. Dwa kolejne (,,Kosmetyka i Kosmetologia”
i ,,Pharmaceutika™) to czasopisma popularno-naukowe, skierowane do lekarzy, far-
maceutdéw, kosmetyczek prezentujgce najswiezsze informacje z branzy w kraju i na
Swiecie, publikujgce artykuty poswiecone zagadnieniom technicznym i prawnym tej
dziedziny przemystu, a takze wypowiedzi specjalistow.

W niektdrych czasopismach, niezaleznie od podejmowanej przez nie tematyki,
zamieszczane sg artykuty o sytuacji w przemysle chemicznym w aspekcie ekono-
micznym. Poruszajgone m.in. tematyke prywatyzacji lub restrukturyzacji polskich
przedsiebiorstw branzy chemicznej, ich funkcjonowania w zintegrowanej Europie,
atakze prezentuja perspektywy i prognozy dla branzy. Mogato by¢ artykuty przekro-
jowe, dotyczace catej branzy chemicznej lub tez poszczeg6lnychjej segmentéw. Do
czasopism tych nalezg: ,,Przemyst Chemiczny”, ,,Chemik”, Chemical Review”, ,Re-
porter Chemiczny", ,,Rynek Chemiczny”, a takze ,,Plastic Review”, ,,Nafta&Gaz Biz-
nes”, ,,Przeglad Widkienniczy” i ,,Materiaty Budowlane”.

Zrédtem utrzymania wielu rozpatiywanych czasopism sa reklamy i artykuty spon-
sorowane. Czasopismom bez wptywdw z reklam, mimo prezentowania wysokiego
poziomu merytorycznego coraz trudniej utrzymac sie na rynku. Faktem jest, ze
w czasopismach naukowych i naukowo-technicznych, wydawanych przez wyzsze
uczelnie lub stowarzyszenia haukowo-techniczne, bardzo czesto w matym naktadzie,
reklam nie ma lub pojawiajgsie sporadycznie. W zasadzie wszystkie czasopisma po-
dejmujace tematyke widkiennictwa, chemii rolnej i ochrony przed korozjgoraz prze-
wazajaca cze$¢ czasopism z pozostatych opisywanych grup tematycznych, nie ko-
rzystaz dofinansowania komercyjnego. Z finansowania takiego korzystaja natomiast
wysokonaktadowe czasopisma, wydawane przewaznie przez wydawcow prywat-
nych. Sgto wydawane przez wydawnictwo Business Image w naktadzie 5500 egz.
czasopisma: ,,Chemical Review”, ,,Plastic Review” i ,,Recycling Review”. Podobnie
sytuacjawyglada w przypadku miesiecznika,,Nafta&Gaz Biznes” wydawanego przez
USI Poland Sp. zo.0. w nakfadzie 7000 egz. i miesiecznika,,Packaging Polska” wy-
dawanego przez European Media Group w nakfadzie 5000 egz. W tej grupie plasujg
sie rowniez: miesiecznik ,,Rynek Chemiczny” (4500 egz., Instalator Polski Sp. 0.0.),
kwartalnik ,,Analityka” (300 egz., Wydawnictwo Malamut), dwumiesiecznik ,,LAB
Laboratoria (3500 egz. Wydawnictwo Eureka), i dwumiesiecznik ,,Kosmetyka i Ko-
smetologia”, wydawany orzez Polskie Stowarzyszenie Kosmetyczne.

Nalezy tu jednak wspomnie¢, ze z rynku wydawniczego docierajg sygnaty
0 bardzo bezwzglednym sposobie pozyskiwania reklam miedzy innymi poprzez sto-
sowanie systemu podwadjnych prowizji.
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Podstawa oceny merytorycznej jest pozycja czasopismaw rankingu miedzyna-

rodowym (Lista Filandelfijska) i krajowym (punktacja KBN). Ze wzgledu na duzg

zbieznoscigobu tych rankingéw zostata sporzadzonajedna lista czasopism, przedsta-
wiona w Tabeli 7.

Lp.

10.

11

13.

14.

Tabela 7. Ranking czasopism naukowo technicznych z zakresu chemii przemystowej

Tytut czasopisma

Polimery

Przemyst Chemiczny

Fibres&Textiles in
Eastem Europe
Polish Journal
ofEcology

Polimery w Medycynie

Inzynieria
Biomateriatéw
Karbo

Natural Fibres

Ochrona Powietrza
i Problemy Odpadéw

Chemiai Inzynieria
Ekologiczna

Inzynieria i Ochrona
Srodowiska

Ochrona Srodowiska

Pestycydy

Przeglad Wihékienniczy:
Wiékno, Odziez, Skéra

i dziatéw pokrewnych

Lista
Wydawca Filadelfijska
ISSN
Instytut Chemii
Przemystowej 0032-2725
SITPChem 0033-2496
Instytut VWiokien 1230-3666

Chemicznych
Centrum Badan
Ekologicznych PAN
Akademia
Medyczna we
Wroctawiu
Polskie Stowarzyszenie
Biomateriatow
Wydawnictwo
Gornicze Sp.zo.o.
Instytut Widkien
Naturalnych
Stowarzyszenie
Inzynierow
i Technikéw
Przemystu Hutniczego
Towarzystwo Chemii
i Inzynierii
Ekologiczne)
Wydawnictwa
Politechniki
Czestochowskiej
Polskie Zrzeszenie
Inzynieréw i
Technikéw
Sanitarnych
Instytut Przemystu
Organicznego
Wydawnictwo
SIGMA-NOT

Impact
Factor
2002

0,703
0,180

0,148

Impact
Factor
2003

0,474
0,296

0,160

Punktacja
KBN

8

7

05

0,5

05

05

05

Pozostate czasopisma, nie ujete w Tabeli 7, nie zostaty zakwalifikowane do ran-

kingu KBN. Sposrdd nich na uwage zastuguja: ,,Inzynieria Powierzchni”, ,,Ochrona
przed Korozjg”, ,,Elastomery” i ,,Polimery w Medycynie”. By¢é moze celowe hytoby
objecie tych czasopism rankingiem KBN.
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Innym Zrédtem oceny wartosci merytorycznej analizowanych czasopism jest
ich dostepnos¢ w miedzynarodowych bazach danych. W Tabeli 8 zestawione zostaty
czasopisma ujete w czterech bazach danych: CA Chemical Abstracts (Columbus,
Ohio, USA), RAPRA (Londyn, W. Brytania), CEABA (Dechema, Frankfurt/Main,
Niemcy) oraz TEMA (DOMA, TOGA, WEMA - Frankfurt/Main, Niemcy). W przy-
padku bazy CA ujety zostat tylko ,,Przemyst Chemiczny”, ktéry znajduje sie na liscie
1500 key scientifics journals oraz na liscie 1300 czasopism opracowywanych
cover-to-cover. Baza RAPRA dotyczy gtéwnie czasopism z zakresu poiimerow i two-
rzyw sztucznych, baza CEABA czasopism z zakresu aparatury, inzynierii i technologii
chemicznej oraz biotechnologii, a baza TEMA dotyczy problematyki ogo6lnotechnicz-
nej (materiaty konstukcyjne, tekstylia, budowa maszyn). We wszystkich przypad-
kach kwalifikacja poszczegolnych czasopism do ujecia w bazach oparta byfa na me-
rytorycznej ocenie ich wartosci.

Tabela 8. Polskie czasopisma z zakresu chemii przemystowej w zagranicznych bazach danych

Baza danych
Tytut czasopisma Chemical (ge‘;ﬁfrg TEMA RAPRA
Abstracts (CA) Frankfu rthéin (Frankfurt/Main, (Londyn,
(Ohio, USA) Niemcy) Niemcy) W.Brytania)

Polimery X X X
Przemyst Chemiczny X X
Inzynieria i Aparatura X
Chemiczna
Karbo X
Techniczne Wyroby X
Wibkiennicze
Przeglad Wiékienniczy X
Elastomery X
Fibres&Textiles in Eastem x
Europe

3. PODSUMOWANIE - WNIOSKI

Potowa czasopism z zakresu chemii przemystowej i dziatdw pokrewnych, beda-
cych przedmiotem oceny, w czesci Il ma charakter naukowy lub naukowo-technicz-
ny. Wydawane sg one przez instytuty, stowarzyszenia naukowo-techniczne i uczel-
nie. Jedenascie z nich wydawanych jest przynajmniej czesciowo w jezyku angiel-
skim, z czego cztery (,,Nafta-Gaz”, ,,Journal ofNatural Fibers”, ,,Polimery” i ,,Inzy-
nieria Biomateriatow”) rozprowadzane sgréwniez zagranica. Trzy tytuty: ,,Fibres &
Textiles in Eeastern Europe”, ,,Polimery” i ,,Przemyst Chemiczny”, znajduja sie na
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Liscie Filandelfijskiej i posiadajglmpact Factor, atakze sgwysoko punktowane przez
KBN. Ponad potowe wszystkich analizowanych czasopism (38) stanowig miesiecz-
niki lub dwumiesieczniki, dwadziescia tytutow to kwartalniki, reszta (7) to wydawa-
ne przez instytuty lub wydawnictwa uczelniane pétroczniki i roczniki.

Szeroki wyhdr czasopism naukowo-technicznych z zakresu chemii stosowanej
i przemystowej stwarza Czytelnikom mozliwo$¢ wyboru i zmusza, w pewnym sen-
sie, poszczegOlne czasopisma do dodatkowych wysitkow w celu sprostania konku-
rencji na rynku. Jednakze stan taki jest, w duzej czesci, wynikiem rozdrobnienia
zaplecza badawczego w przemysle chemicznym i braku $cistych wiezi miedzy po-
szczegdlnymi osrodkami naukowo-badawczymi i uczelnianymi. Uporzadkowanie
iynku wydawniczego bedzie zapewne mozliwe dopiero wéwczas, gdy nastapi re-
strukturyzacja i konsolidacja tego zaplecza (J. Kijenski, Przemyst Chemiczny, 2004,
83,463-468). Informacje publikowane w poszczegdlnych czasopismach czesto du-
blujasieg, a przeznaczane na ich wydawanie Srodki publiczne (pochodzace nie tylko
z KBN, ale rowniez z budzetéw poszczegdlnych instytutéw naukowo-badawczych
i wyzszych uczelni) sg niepotrzebnie tracone. Réwniez poziom merytoryczny wielu
czasopism tej grupy (biuletynowo-informacyjnych) pozostawia wiele do zyczenia
W czasopismach wydawanych przez instytucje prywatne poziom prac jest tez czesto
niski, ale wobec niskiego poziomu wiedzy chemicznej w spoteczenistwie moga one
petnic funkcje popularyzatorska tyle, ze finansowanaz wiasnych Srodkéw i na wia-
sne ryzyko.

CZESC I1l. MIEJSCE POLSKICH CZASOPISM CHEMICZNYCH
W EUROPIE

Komitet Polskiej Akademii Nauk zainicjowat ostatnio debate nad perspektywami
polskiego czasopismiennictwa chemicznego po wejsciu do Unii Europejskiej.

Chciatbym podzieli¢ sie garScigrefleksji na kanwie toczacej sie dyskusji.

Na wstepie nalezy uzmystowic sobiejak przedstawiasie sytuacjaw interesujacej
nas dziedzinie w Europie, a wkasciwie na $wiecie, na przetomie wiekdw.

Pierwsza refleksja dotyczy procesu zmniejszaniasig znaczenia czasopism naro-
dowych, poza Stanami Zjednoczonymi, zapoczatkowanego juz na poczatku lat 90.
ubiegtego wieku. W chemii skutkowato to powstaniem konsorcjow ponadnarodo-
wych, gtdwnie europejskich (choc nie tylko) z jednoczesnym likwidowaniem trady-
cyjnych tytutéw znanych chemikom od wielu dziesiatk6w lat. Tak powstaty—a ,,Eu-
ropean Journal” czy ,,European Journal of Organie Chemistry” i ,,European Journal
of Inorganic Chemistiy”, czemu towarzyszyto znikniecie z rynku czesci narodo-
wych czasopism niemieckich, francuskich, wioskich, belgijskich, holenderskich, itd.
Podobnie przedstawia sie konsolidacja brytyjsko-skandynawska. \Wspomniana wyzej
wyjatkowa sytuacja czasopism amerykanskich tez nie unikneta wptywu zmian zaini-
cjonowanych w Europie, ,,Journal ofthe American Chemistry Society czy,,Journal
ofOrganie Chemistry” bardziej otworzyty sie za granice, nie tylko liberalizujgc zasa-
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dy dostepu do publikowania, ale takze wprowadzajac do swych rad redakcyjnych
uczonych spozaAmeryki.

Druga wazna do dostrzezenia na rynku wydawniczym tendencja, to przesunie-
cie akcentow z czasopism ogélnochemicznych na specjalistyczne periodyki po$wie-
cone waznym i dynamicznie rozwijajacym sie gateziom chemii.

Trzecim wyznacznikem analizowanych zmian jest proces ,,elektronizacji” juz
istniejgcych czasopism oraz powstawanie nowych, w petni elektronicznych tytutéw
takichjak europejskie ,,Molecules”, amerykanskie ,,Arkivoc” czy srodkowoeuropej-
skie (regionalne lecz ponadnarodowe) ,,Central European Journal of Chemistry”. Pro-
blem pierwszy, zwigzany z czasopismami ukazujacymi sie w formie tradycyjnej
(papierowej), polega na petnej elektronizacji procesu przesytania materiatu do publi-
kacji, opracowania redakcyjnego i korespondencji z autorami. Natomiast problem
drugi dotyczy nowych, w petni elektronicznych czasopism, ktére czy nam sig to
podoba czy nie, bedarezultatem zachodzacej transformacji.

Zastanéwmy sie wiec jak w zaistniatej, i co wazniejsze wysoce dynamicznej,
sytuacji powinno dziata¢ polskie srodowisko chemiczne, bedace zresztg od niedawna
petnoprawnym uczestnikiem europejskiej rodziny naukowej. Pogtebiona diagnoza
mozliwa bedzie po bardziej wszechstronnej analizie i wnikliwszej dyskusji $rodowi-
skowej. Z dzisiejszej perspektywy wydajasie wazne cztery zagadnienia, ktére chemi-
cy polscy powinni dostrzec i podjaé proby ich rozwigzania.

Pierwsze to rozwazenie wejscia do istniejgcych juz europejskich struktur che-
micznego czasopi$miennictwa podstawowego, zwigzanych z ruchem towarzystw
naukowych. Decyzja w tej sprawie powinnaby¢ wypracowana przez Polskie Towa-
rzystwo Chemiczne.

Problem drugi wigze sie z konieczno$cigpodjecia polskich (by¢ moze regional-
nych) inicjatyw dotyczacych powstania specjalistycznych czasopism o zasiegu przy-
najmniej europejskim. Inicjatywy takie mogamiec¢ szanse powodzeniajedynie w przy-
padkach, gdy wyptywajg one od chemikdéw reprezentujgcych gatezie wiedzy upra-
wiane w Polsce na bardzo wysokim, $wiatowym poziomie.

Trzecie zagadnieniejest Scisle zwigzane z poprzednim i dotyczy ,,$ciggania” ka-
pitatu miedzynarodowego (srodkéw unijnych) umozliwiajacego realizacje uzasadnio-
nych merytorycznie inicjatyw. W zakres ten wchodzi rowniez promowanie narynku
polskim inicjatyw komercyjnych, pod jednym wszelako warunkiem, ze dotyczgone
zagadnien o wysokim poziomie merytorycznym, zweryfikowanym przez sSrodowi-
sko naukowe.

| wreszcie problem bedacy warunkiem sine qua non: powodzenie kazdego
z przedstawionych wyzej mozliwych przedsiewzie¢, a mianowicie wprowadzenie,
po konsultacji ze srodowiskiem, czytelnych zasad finansowania wydawnictw cen-
tralnych (Ministerstwo Nauki i Informatyzacji) oraz lokalnych (Samorzady!?).

Po tej krotkiej i nie pretendujacej do ogélnosci analizie, wydaje sie, ze sprawa
polskiego czasopiSmiennictwa wymaga szybkiego i kompetentnego potraktowania
zaréwno przez srodowisko naukowe jak i przez wiadze odpowiedzialne za rozwdj
nauki w Polsce. Bytoby to wprawdzie drobng lecz wazng cegietkg w procesie po-
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rzadkowania, badzo ostatnio zaniedbanych spraw nauki w Polsce, szczegdélnie

w Swietle bardzo waznej roli jakgnauce motorowi rozwoju przyznaje Unia Europej-
ska.

W przygotowaniu tego opracowania, szczegdlnie Czesci | udziat brata p. mgr
Jadwiga Kedzierska.

Praca wptyneta do Redakcji 22 lutego 2005
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Profesor nadzwyczajny- 1974. profesor zwyczajny- 1981.
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i ponad 100 artykutéw przegladowych oraz dotyczacych

historii nauki. W latach 1983-1994 Redaktor Naczelny ,,Wiadomosci Chemicz-
nych".



NOTATKI CHAOTYCZNE 159

Juz caty rok mingt od chwili $mierci profesora Aleksandra Zamojskiego. Zmart
23 lutego 2004 roku. W rocznice Jego Smierci ukazat sie specjalny zeszyt ,,Polish
Journal of Chemistry”, ktory wypelnity prace kolegow i przyjaciot Zmartego. Trze-
ba, aby i ,,Wiadomosci Chemiczne” przytaczyly sie do tych gtosow. Nie bede tutaj
pisat 0 naukowych zastugach Olka. Zrobili to juz bardziej kompetentni w tej spra-
wie Koledzy. Powiem tylko, ze przeciez najdobitniej o tych zastugach $wiadczy
pozostawiona przez Zmartego szkota naukowa. Fakt, ze az dwoch Jego uczniéw
znalazto sie w gronie cztonkow Polskiej Akademii Nauk, najlepiej Swiadczy ojej
walorach. Chce natomiast opowiedziec tutaj o bardzo waznej roli, jakgZmarty ode-
grat w trudnych chwilach, jakie przezywato w swoim czasie nasze wydawnictwo.
Byty to chwile, ktore decydowaty o naszym by¢ lub nie by€. O roli Zmartego w tym
trudnym momencie niewiele innym wiadomo. Mysle, ze wiasciwie jestem jedyng
osobg, ktéra moze i powinna o tym opowiedziec.

Wieloletnia zazyto$¢, jaka tagczyta mnie z Olkiem, ugruntowala sie na gruncie
spraw ,,Wiadomosci Chemicznych” wkasnie. Przez szereg lat byt On przewodnicza-
cym Rady Redakcyjnej naszego miesiecznika. Potem interesowat sie jego losami
jako wiceprezes i prezes Polskiego Towarzystwa Chemicznego. Mnie za$ przyszto
jesienig 1983 roku objac¢ redakcje ,,Wiadomosci”. Rocznik 1984 byt pierwszym rocz-
nikiem, jaki podpisatem jako redaktor naczelny. A Olek byt wtedy wiasnie przewod-
niczagcym Rady Redakcyjnej. ZaczeliSmy sie zresztg czesciej spotykac juz wcze-
$niej, bo mdj poprzednik, profesor Bobranski, lubit zabiera¢ mnie ze soba do War-
szawy, na spotkania, jakie tam sie¢ w sprawach ,Wiadomosci” odbywaty, a to
wgronie Rady Redakcyjnej, ato prezydium Zarzadu Gtdwnego PTCh. - Dobrze by
byto - méwit profesor Bobranski - aby pan ze mna pojechat. Aja, rzecz jasna, nie
mogtem przeciez odmowic.

Profesor Bobranski redagowat nasz miesiecznik przez okres trzydziestu kilku
lat. Nie sposdb zaprzeczyé, ze to whasnie on ostatecznie uksztattowat profil czasopi-
sma, nadajac mu cechy akademickiego czasopisma przegladowego, o walorach orga-
nu naukowego. Szczerze zresztg powiedzmy, profil ten i dzisiaj nie ulegt znaczniej-
szym zmianom. Ale fakt, ze profesor Bobranski tak dtugo czasopismo prowadzit,
nie budzit w Warszawie entuzjazmu. W dodatku zdarzyt sie przypadek dwukrotne-
go wydrukowania tego samego artykutu. - Co zrobi¢ - moéwit Profesor Bobrariski -
te$¢ nie dopatrzyt. Bo tes¢ profesora, kilkanascie lat jeszcze od niego starszy, byt
sekretarzem redakcji. Mozna sobie wyobrazi¢ jakaz to byta woda na mtyn naszych
krytykéw. Nie ukrywajmy bowiem, ze na wspomnianych spotkaniach ,Wiadomo-
§ci” mocno krytykowano. Do naszych krytykdw nalezat réwniez Olek Zamojski.
Mial on wilasng wizje czasopisma. Chciat, by je przeksztatci¢ w co$ w rodzaju
angielskiego ,,Chemistry in Britain”, gdzie obok krotkich doniesien o najnowszych
odkryciach i osiggnieciach naukowych zamieszczane by byty wiadomosci z zycia
Srodowisk chemicznych, informacje o uczonych i ich dziataniach, o ich biografiach
wreszcie. Tyle, ze my dos$¢ szybko zrozumielismy, ze takie czasopismo moze wyda-
wac grupa zawodowych dziennikarzy-chemikéw a nie zespdt oparty na pracy,
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W gruncie rzeczy, spotecznej, pracujacy przeciez bezinteresownie. A na zespot za-
wodowy nigdy nie byto (i nie bedzie) srodkéw. Wiec zbieraliSmy kolejny raz ciegi
krytyki i wracali$my ze Swiadomoscia, ze tak na prawde to niczego nie da sie zmie-

Olek zgtaszat tez pod naszym adresem rdzne propozycje, ktére mogty by stu-
zy¢ udoskonaleniu tego cojuz jest, bez jakiej$ gruntownej rewolucji. Zeby artykuty
byly krotkie i tatwe tym samym do przeczytania. Zeby tresci zeszytow ozywié wy-
wiadami z wybitnymi uczonymi. Zeby ich sktoni¢ do pisania dla , Wiadomosci”
osobistych wspomnien. Zeby ,,Wiadomosci” staty sie organem ,,do czytania” a nie
tylko ,,do studidw”.

Dobrze rozumiatem te postulaty. M6j whasny ojciec przez cate swoje zycie zbierat
ksigzki. Miat ich w swojej nauczycielskiej bibliotece co$ pod dwa tysigce, co byto
juz niemato, jak na wiejskiego nauczyciela. W Chicago, dokad rzucita go przed
pierwszg wojng $wiatowg przymusowa emigracja polityczna, zostawit, wracajac do
kraju, koto czterystu, jak twierdzita matka, ksigzek. Kiedy ojcajuz w roku 40. nie
stato, gospodarowalismy jak tylko sie nam zachciato, w tej gdrze ksigzek. Byia to,
jak powiedziatem, biblioteka nauczycielska. Byto tam sporo literatury pieknej, spo-
ro dziet historycznych i broszur politycznych przer6znych orientacji, ale wigkszo$¢
potek zajmowaty oprawione roczniki a to ,,Przyjaciela szkoty”, a to zeszyty ,,Pracy
w klasach tgczonych”, i podobne wydawnictwa. Ksigzki w ojcowej bibliotece dzie-
lilisSmy wiec na dwie kategorie: na ,,ksigzki do czytania” i,,ksigzki nie do czytania”.
Te ostatnie zas$ przewazaty. Wiec dobrze rozumiatem Olka i Jego nalegania, by uczyni¢
»Wiadomosci” bardziej ,,do czytania”.

Ale trzeba tez powiedzie¢, ze wsrdd naszych krytykow byli i tacy, ktérzy uwa-
zali, ze czasopismo nasze nie jest potrzebne polskiemu Srodowisku chemicznemu
i najlepiej by byto, gdyby wydawania zaniecha¢. No, chyba, gdyby ukazywalo sie
wjezyku angielskim. Dopiero po pewnym czasie zrozumiatem, ze takie gtosy rodzi-
ty sie z naturalnej roznicy kondycji, jaka musiata zaistnie¢ pomiedzy chemikami
pracujgcymi w szkotach wyzszych a pracujgcymi w instytucjach panowskich. Ci
ostatni nastawieni byli, zresztg stusznie, na zdobycie miedzynarodowego uznania.
Wyczyn naukowy byt dla nich rodzajem wyczynu sportowego w ostrej konkurencji
miedzynarodowej. Nie mieli codziennego styku z miodziezg studencka ani z po-
trzebami pracy dydaktycznej. - Dobrze - odpowiadatem wiec takim krytykom -
bedziemy wydawaé ,,Wiadomosci” po angielsku, ale dopiero wtedy, kiedy bedzie-
my po angielsku prowadzi¢ wyklady i inne zajecia, przewidziane programem stu-
diéw. Poki co natomiast potrzebne nam jest jakies forum, chocby dla ksztattowania
polskiego jezyka w naukach chemicznych. Wiekszo$¢ zresztg publikowanych przez
nas materiatdw nadsytali pracownicy szk6t wyzszych. Ich opracowania wynikaty
Z reprezentowanej tam tematyki badawczej, tematyki, w ktorej rozwijaniu uczestni-
czyli studenci, a zwtaszcza magistranci. Publikowane przez nas materiaty nabieraty
tym samym waloru pomocy dydaktycznej dla prowadzonych tam prac. Dyskusje,
o0 ktérych opowiadam, byty wiasnie dlatego pomocne, ze zdaliSmy sobie sprawe
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z rzeczy podstawowej, z tego, dla kogo czasopismo wydajemy. Ze jest ono czaso-
pismem akademickim, nastawionym na potrzeby miodziezy studenckiej i mtodej
kadry naukowej.

Olek Zamojski nigdy nie reprezentowat takich likwidatorskich pogladow. Byt
krytykiem czasopismu zyczliwym i chciat tylko, by je ulepszy€, tak by byto chetniej
i szerzej czytane. Byt tez zapewne troche rozczarowany naszym (moim?) konserwa-
tyzmem. | wreszcie sam w jakiej$ mierze swoje wydawnicze idee zrealizowat, uru-
chamiajac ,,Orbital”, ktorego by} przeciez tworcg i glownym autorem.

Dzis$, gdy te dyskusje dawno juz przebrzmiaty, byt ,,Wiadomosci”, jesli bytby
zagrozony, to tylko z przyczyn ekonomicznej natury. Ja natomiast chce tu wrécic do
poczatkéw mojej pracy redaktorskiej. To co mnie na prawde wtedy zdumiato, to
fakt, ze tak mato zalezato od naszych wiasnych decyzji. Bo na codzienng prace
redakcji wptywaty niezalezne od nas decyzje az dziewieciu bodaj instytucji. Nadzér
nad wydawnictwem sprawowat Zarzad Gtéwny PTCh ijego Prezydium. No i takze
powotana do tego celu Rada Redakcyjna. Ale o naszych finansach decydowat Wy-
dziat Wydawnictw PAN, cata wiec sprawa finanséw wydawnictwa pozostawato poza
nami. Potrzebny nam papier przydzielata odpowiednia Centrala na wniosek wspo-
mnianegoj uz Wydziatu. A redakcje techniczngsprawowat wroctawski oddziat PWN
i tam byla nasza redakcja techniczna. Tyle, ze oddziat nie miat wkasnej drukami
i zlecat te robote Wroctawskiej Drukarni Dzietowej. Wczesniej jednak musiat wy-
stgpi¢ do Urzedu Cenzury o zezwolenie na druk. Inna rzecz, ze tamtejsi urzednicy
nie zadawali sobie trudu studiowania niezrozumiatych dla nich tekstow i dos¢ me-
chanicznie stawiali swojapiecze¢. A dalej bytjeszcze kolportaz. Ten zatatwiato przed-
siebiorstwo Ruch, ale tylko w zakresie krajowym. Kolportazem zagranicznym bo-
wiem zawiadywata Ars Polona. W rezultacie nikt nie byt w stanie powiedzie¢, jaki
jest ijaki powinien by¢ naktad wydawnictwa, ile zeszytdw realnie sie rozchodzi, ilu
mamy czytelnikdw za granicg ile dostaniemy papieru ijakie beda niezbedne nakta-
dy finansowe. Poza tym, jak wiemy, kazdy dodatkowy decydent to potencjalny za-
tor, przeszkadzajacy regularnej pracy. Kiedy ta sytuacja ulegta radykalnej zmianie
nie moglismy przez dtugi czas odtworzy¢ ani listy prenumeratoréw, ani oszacowac
realnie wielkosci potrzebnego naktadu.

Catata skomplikowana budowa runetaw 1989 roku. Z dnia na dzieh Akademia
zaniechata finansowania czasopism towarzystw naukowych. To wydarzenie miato
miejsce gdzie$ na przetomie lat 1989 i 1990. Pamietam, ze niedtugo potem w War-
szawie i Lodzi odbywato sie polsko-amerykanskie spotkanie naukowcdw pracujg-
cych nad chemig biopolimeréw. Spotkatem tam Olka, wtedy juz chyba prezesa Za-
rzadu Gtéwnego PTCh. Wiedzial o zgotowanej nam Kklesce i razem poszlismy do
sekretarza naukowego odpowiedniego wydziatlu PAN. aby nam jako$ pomdgt.
Sekretarzem byt wtedy profesor Zielenkiewicz. Ale wszystko, co od niego uzyska-
tem to byla tylko taka rada: teraz sgtakie czasy, ze redaktor czasopisma musi by¢ nie
tylko redaktorem merytorycznym, ale i musi sie nauczy¢ byc¢ biznesmenem i same-
mu zdoby¢ potrzebne mu Srodki. Wrécitem do Wroctawia bardzo zgnebiony. | wte-
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dy po jakim$ czasie zatelefonow at do mnie Olek. —Ty wiesz - powiedziat - dowie-
dziatem sie, ze fundusze wydawnicze Akademia podzielita pomiedzy swoimi insty-
tutami, z zaleceniem, aby je wykorzystano do celéw wydawniczych. A wasz wro-
ctawski Instytut Badan Strukturalnych dostat tyle i tyle miliondw. Sprdbuj uzyskaé
z tego co$ dla ,,Wiadomosci”. Suma byta niemata, bo i byt to czas wielkiej inflacji.

| to byt telefon, ktory uratowat nasze wydawnictwo. Dyrektorem Instytutu Ba-
dan Strukturalnych byt wtedy profesor Jan Klamut, z ktérym dobrze sie znatem.
Wybratem sie zaraz do niego. - Jakie tam pienigdze, jakie pienigdze? - prébowat sie
dziwic. Ale przeciez Olek uzbroit mnie w bardzo konkretne dane. Wtedy Jan powie-
dziat - no to i co z tego, ze mam te pienigdze. Ale moge je przeznaczy¢ na inne
w'azne cele. To moja sprawa i moja decyzja. Musiatem uzy¢ argumentow ostatecz-
nych. - Jak chcesz—powiedziatem Janowi - ale wtedy wydawnictwo przejmie War-
szawa. Wiedziatem, ze moge liczy¢ najego wroctawski patriotyzm. Szybko wiec
ustalilismy o jakg sume chodzi ijak jg naszemu wydawnictwu przekazaé. Aby zas$
wszystko byto w porzadku od strony formalnej, zgodzitem sig aby na oktadce, zgodnie
ze stanem faktycznym, widniat wroctawski instytut jako wspdtwydawca czasopi-
sma. Olek zzymat sie na to ostatnie postanowienie.—Nie mogte$ - mowit mi -jako$
inaczej tego zatatwié? —Przeciez —oponowatem —profesor Klamut musi by¢
w porzadku od tej formalnej nawet strony. Przeciez nie moze nam tej, duzej zresztg
sumy, po prostu podarowac. Ta sprawa wywotata tez niechetne gtosy na posiedzeniu
Zarzadu Giéwnego PTCh. Ale o tym wiem juz tylko ze styszenia.

Tak wiec dwoch ludzi, Olek Zamojski i Janek Klamut, uratowato istnienie
»Wiadomosci Chemicznych”, ktérych upadek byt w zaistniatych warunkach nie-
unikniony. Janowi kilka lat temu za to publicznie dziekowatem. Do roli Olka moge
teraz odnie$¢ sie tylko wspomnieniem. A byt to przeciez czas, kiedy skoriczyly swoj
zywot liczne, niekiedy bardzo zastuzone wydawnictwa. Sam osobiscie zetkngtem
sie z dwoma takimi wydarzeniami. W roku 1989 zostatem cztonkiem Rady Redak-
cyjnej miesiecznika ,,Cztowiek i Swiatopoglad”. Nie powiem by mi to nie sprawito
sporej satysfakcji. Rade te stanowit kwiat polskiej humanistyki. Przewodniczytjej
profesor Z. Cackowski, filozof, moj przyjaciel z lat mtodzienczych. A cztonkami
byli m.in. J. Baszkiewicz, M. Fritzhand, J. Kmita, J. £adosz, Wk. Markiewicz,
J. Tazbir, J. Topolski, W. Tyloch. Nauki przyrodnicze reprezentowat A. Urbanek,
aja bylem bodaj jedynym reprezentantem nauk $cistych. Po pewnym czasie redak-
tor naczelny, Z. Stowik, zaproponowat mi, zebym napisat do tego czasopisma cos$ ze
swojej dziedziny. Napisatem spory tekst z chemii biatek. Dzi$ nie pamietam juz
nawet jego tytutu. Ale nim doszto do druku, czasopismo upadto, przestato sie uka-
zywaé. C6z —zal mi byto tego tekstu. Mineto ze dwa lata i przetworzytem ten tekst
na artykut do ,,Probleméw”. ,,Problemy” - kt6z z kolejnych pokolen polskiej mio-
dziezy nie miat w reku tego tak zastuzonego dla kultury narodowej czasopisma?
Czytywatem je jako licealista w latach jeszcze 40., gdy wychodzito pod redakcja
Tadeusza Unkiewicza. Do dzi$ pamietam niektore artykuty, jak ten profesora f.ubnic-
kiego, o cztowieku zawieszonym pomiedzy makro- i mikro$wiatem, albo ten o czwar-
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tym wymiarze, autorstwa bodaj profesora Piekary. ,,Problemy” chetnie wzigh moj
materiat, ale c6z, na pigtym zeszycie rocznika 1993 zakonczyty swéj zywot i méj
tekst znow sie nie mégt ukazac.

Na tym tle szczeg6lnie wyraznie wida¢, ze ,,Wiadomo$ciom" sie jeszcze po-
wiodto i tym jaskrawiej uwidacznia sie rola, jakg w naszych ktopotach odegrali
profesorowie Zamojski i Klamut. Jan okazat sie tez niezwykle cennym sprzymie-
rzeAicem w kolejnym naszym kiopocie. Nasz wydawca, oddziat wroctawski PWN,
przadt coraz cieniej i bardzo chciat sie nas pozby¢. No i w koncu catkiem odmowit
nam dalszych ustug. Ratunek widziatem w wydawnictwie Ossolineum. Dyrektorem
byt tam inny dobry kolega, Eugeniusz Adamczak. WybraliSmy sie do niego na roz-
mowe, z profesorem Klamutem wiasnie. U Adamczaka tez byto krucho, ale bardzo
potrzebowat pieniedzy. - Jak mi- powiedziat - zaptacicie za p6t roku z gory, to was
wezme. | zaczat sie prawdziwy targ o to, jaka suma wydawnictwo Ossolineum za-
dowoli. Wszyscy trzej byliSmy dobrymi kolegami, to tez z pewnym zdumieniem
przystuchiwatem sie dalszej rozmowie. Wiasciwie tylko Jan jg prowadzit. Miat po-
tem o to do mnie pretensje. - Siedziate$ - mowit - jak niemowa. Przeciez to byta
twoja a nie moja sprawa. C6z—kompletnie nie bytem przygotowany do rozstrzyga-
nia jakichkolwiek finansowych kwestii.

Ale nasza dalsza egzystencja zyskata w ten sposdb mocne podstawy. Przeka-
zangnam przez Instytut Badan Strukturalnych kwote umiescilismy na wiasnym kon-
cie redakcji w Banku Handlowo-Kredytowym SA. Ten nowopowstaty bank dawat
niebotyczne oprocentowanie wktadow. Nie ukiywam, poszlismy na pewngspekula-
cje. Bylto to ryzykowne, bo wkiady w tym banku nie byty gwarantowane. Ale z tego
nie zdawali$my sobie sprawy; céz ja wtedy wiedziatem o funkcjonowaniu bankow?
| otoz, po pewnym czasie wyczytatem w miejscowej prasie, ze bank jest bliski kra-
chu. Zatelefonowatem do Olka. Az jeknat. - A mowitem ci - krzyknat prawie -
zebys tego nie robit! Tej ryzykownej operacji finansowej mianowicie. Nie pamie-
tam, pewnie mi i méwit. MusieliSmy szybko dziata¢. Udatem sie do dyrektora od-
dziatu krakowskiego Banku Przemystowo-Handlowego. Byt uprzedzony i przyjat
mnie bardzo zyczliwie. W ciggu doby dokonalismy transferu wszystkich naszych
Srodkéw na nowe konto w tym wiasnie banku. | tam jeste$my i dzi$. Wprawdzie
oprocentowanie byto tam nizsze, ale warto byto zaptacic¢ zaspokoj i gwarancje wkia-
du.

Miatem wtedy i te satysfakcje, ze zatelefonowat do mnie profesor Jedlinski,
podowczas redaktor naczelny ,,Chemii Stosowanej'l- Bo, widzi pan - powiedziat-
chodza stuchy, ze potrafiliScie wzorcowo rozwiaza¢ kwestie finansowania wydaw-
nictwa. Niech mi pan opowie, jak to zrobiliscie. Konto w Banku Handlowo-Kredy-
towym otwarliSmy w koncu roku 1990. Przenosiny za$ do Banku Przemystowo-
Handlowego odbyty sie na poczatku roku 1992. Whasne konto, ktdre zresztgpozwo-
lito nam nieco nawet zarabiac, catkowicie zmienito naszarole. Bo teraz sami musie-
liSmy decydowaé o naktadzie, ptaci¢ wszelkie rachunki, organizowac kolportaz, no
i w ogole, byé panem we wiasnym domu.
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Tymczasem w Warszawie zebraty sie nad nami ciemne chmury. Olek nie byt
juz wtedy prezesem Towarzystwa, i nowe wiadze zorganizowaty dobrze zresztg przy-
gotowana narade nad naszymi losami. Uczestniczyto w tej naradzie cate prezy dium
ZG icata Rada Redakcyjna. Zaproszono ekspertow i mtodszych kolegow z Uniwer-
sytetu Warszawskiego, redaktoréw ukazujacego sie tam popularno-naukowego cza-
sopisma chemicznego, ktdre, nie ukrywajmy, przezywato ostre trudnosci finanso-
we. Znow padty dobrze mi znajome argumenty o koniecznosci zmiany profilu ,,Wia-
domosci”. Ale wszystkich zaskoczyto o$wiadczenie eksperta, ktory powiedziat, ze
z obowigzku (bo cato$¢ naszych materiatow recenzowat dla odpowiedniej nauko-
wo-informacyjnej instytucji niemieckiej) czyta ,,Wiadomosci” od deski do deski
i znajduje tam bardzo wiele bardzo ciekawych pozycji. Bardzo mi pomdgt ten nie-
oczekiwany sprzymierzeniec. Ja za$ zirytowatem sie troche. - Macie —powiedzia-
tem -jako tako grajacy akordeon. Dlaczego chcecie go koniecznie przerobi¢ na
trgbke? Intencje mtodych naszych krytykéw byty natomiast zbyt wyrazne. Mysleli,
wiedzgac o naszej nieztej sytuacji finansowej, ze co$ z tego da sie uszczknaé. Zapyta-
fem ich zresztgwprost, czy w ich intencjach lezy' przejecie funduszy po zlikwidowa-
nych ,,Wiadomosciach”. Nie zaprzeczyli. - Nie oddam - powiedziatem wtedy -
z konta ,,Wiadomosci” - nawet jednego grosza. Bo mi tego zrobi¢ po prostu nie
wolno. | wiasciwie na tym sie wyczerpat program tej narady.

Olek byt obecny na tej naradzie. Krétko rozmawiatem z nim potem w kulu-
arach. - Ty nie mogtes$ - gderat - wymysli¢ jakiego$ innego muzycznego instru-
mentu, tylko te trgbke!

Nie bede tez ukrywal, ze rady i propozycje Olka wjednej przynajmniej sprawie
idbity sie na moim wlasnym udziale w pracach nad ,,Wiadomosciami”. Nie da sie
oowiem zaprzeczy¢, ze z ducha tych rad wiasnie poczety sie moje ,,Notatki chao-
tyczne”. Jesli wiec moim Czytelnikom sie one podobajg, to niechze zdadza sobie
sprawe z tego, ze powstaty one z inspiracji Olka Zamojskiego. Napisatem ich juz
sporo, ale gdzie$s w okolicach kolejnej, juz pietnastej, powzigtem zamiar zaprzesta-
nia dalszej roboty. Wtedy 6wczesny prezes ZG, prof. Konarski, spowodowat przy-
znanie mi za te tworczo$¢ Medalu Sktodowskiej-Curie. Z sugestig, zebym pisat
dalej. To zobowigzywato i oto jesteSmy juz przy notatce o numerze LV. Medal od-
bieratem na Zjezdzie PTCh, w auli Politechniki Wroctawskiej. SiedzieliSmy tam
z Olkiem obok siebie. Potem odszedtem na chwile, aby odznaczenie odebraé. Wra-
cam, a tu Olek palcem tze spod oka wyciera. Wzruszy# sie. Jesli dalej kontynuuje ta
mojg przygode z ,,Notatkami”, to moze z racji i tego ulotnego wspomnienia?

Przytej okazji chciatbym cho¢ wten sposéb naprawi¢ pewne zaniedbanie. Olek
opowiadat mi kiedy$ o swoim ojcu, lekarzu w Poznaniu. Wertujgc materiaty XIlII
Zjazdu Lekarzy i Przyrodnikdw Polskich, jaki sie odbyt w 1929 roku w Wilnie,
napotkatem wzmianke o udziale w zjezdzie S. Zamojskiego z Poznania. Wspomnia-
tem o tym Olkowi. - To mogthy by¢ rzeczywiscie - powiedziat —mgj tata. Przyslij
mi, jesli mozesz, ksero tego dokumentu. Nie udato mi sie tego zrobié, bo gdzies$ ze
szczetem ,,zadziatem” tg informacje. Odnalaztem ja dopiero niedawno. Zamiesz-
czam wiec jatutaj, w postaci kserokopii.
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10. Sekcja

Fizjologii, Patologjl doswiadczalnej, Farmakologii
i Chemii fizjologicznej.
«Gospodarze: M. Eiger. M, SefAkcwski i S. &iangaiewicz\ sekre-
tarz? E. Czarnecki.

5ala posiedzen — Sala wyktadowa Zaktadu Fizjologii U. S. B.
Zakretowa 23, Telefon 67.

Posiedzenie 1
Czwartek, dnia 26.IK. godz. 16—19.

Uroczyste uczczenie pamieci s. p. prot. Napoleona Cybul
skiego w dziesigta rocznice jego $mierci.

|. Czubalski Er. (Warszawa) — Zmiany wtasciwosci krwi
{sktadniki morfotyczne, PH, krzepliwo$¢) pod wpty-
wem czynnikéw nerwowych.

2. Glllowski B. i /. Walewski {Warszawai — O zmianach
PH krwi zylnej i tetnicznej w okresie wydzielania
soku zotgdkowego.

3. Gutowski B. i Z(XWddzki Br. (W arszawa) — W ptyw dtugo-
trwatej czynnos$ci wydzielniczei zotgdka na zage-
szczenie jonéw wodorowych (H>.

4. ModrakczzskiJ. i LentzR. (Warszawa)—W ptyw sztucznej
kwasicy i alkalozy na szybkoé¢ opadania czerwo-
nych ciatek izawarto$¢ biatka w osoczu i surowicy
oraz przepuszczalno$é naczyn wtosowatych

5. Dabrowski S. i Deryng B. (Poznan) — Dopuszczalne
btedy w oznaczeniu stezenia cial we krwi, moczu
oraz wydajnosci nerki dla okre$lenia statej Ambarda.

6. Mozctoty"ki W. (Lwéw) — Zasady purynowe migéni
i krwi.

7. Moraczewski W. (Lwoéw) — Pecznienie zetatjny w roz-
czynach soli i kwasach.

8. tapa W. i Zamo/skL S, (Poznafd) — Oznaczenie rezerwy
alkaliczne] we krwi metoda miareczkowg i gazo-
metrycznag.

Stronica z programu obrad XIIlI Zjazdu Lekarz) i Prz>rodmké\v Polskich W Wilnie, 26-29 1X 1929

Smier¢ przyjaci6t to sprawa bolesna. Ale coz, nalezymy do rocznikéw, ktore
wiasnie sg powotywane. Kiedys, w czasie asystenckiej mtodosci miatem kolege,
ktory studia odbyt w Krakowie. Opowiadat nam, jak lubili $ledzi¢ poranne spacery'
profesora Skarzynskiego. Byt to —to informacja dla mtodziezy - nasz wybitny bio-
chemik, ztotousty wykfadowca. Stuchatem go tylko raz, na inauguracyjnym Zjez-
dzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, i byto to niezapomniane przezycie. -
Wiec - méwit nasz kolega, ten z Krakowa —szedt profesor Skarzyniski ulicami
Krakowa i przystawat pod kazdym murem koscielnym. Stat tam chwile i szedt da-
lej. A kosciotdw w Krakowie wiadomo ile. Wiec pytam kolege, ktory byt tam ze
mnga. Po co on tak przystaje? Wiadomo, mowi kolega, patrzy czy to jego rocznikjuz
powotuja.

Wspomnijmy wiec kolege i przyjaciela, ktérego powotano przed rokiem.
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Dr Anna Sucharda-Sobczyk chemik-organik (spektroskopia molekularna) wielo-
letni kierownik Centralnego Laboratorium Chemicznej Analizy Instrumentalnej

Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej.
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Prof. Edward Sucharda (1891-1947) po ukonczeniu w r. 1912 studiéw che-
micznych w Szkole Politechnicznej we Lwowie (p6Zniejsza Politechnika Lwow-
ska) rozpoczat prace jako asystent u prof. Stefana Niementowskiego w Katedrze
Chemii Organicznej. W 1914 r. doktoryzuje sie na podstawie pracy pt. ,,Kwasy
8-oksychinoliny i ich przetwory. Dwuoksyantrachinon- 3.7-dwuoksychinolina",
a szes¢ lat pdzniej, majac lat 29 - habilituje (rozprawa pt. ,,5.6.8-trojoks\benzona-
ftyiydyna i jej utlenianie do pochodnych 1.8-naftyiydym™). po czym obejmuje
Katedre Chemii Ogo6lnej na Wydziale Rolniczo-Laso\v\m Politechniki Lwowskigj.
Po roku uzyskuje tytut profesora nadzwyczajnego, a po dwéch latach, w wieku
32 lat zostaje profesorem zwyczajnym. W 1925 r. obejmuje kierownictwo Katedn
Chemii Organicznej na Wydziale Chemicznym Politechniki, ktdrg Kieruje do roku
1945 (podczas okupacji sowieckiej - Lwowski Instytut Politechniczny, podczas
okupacji niemieckiej - Technische Fachkurse).

W czasie pierwszej wojny Swiatowej byt dwukrotnie wcielany do armii aus-
triackiej; jeden rok pracowat wowczas jako chemik w fabryce amunicji w Blumau
pod Wiedniem. W 1918 r. powr6cit do Lwéwa. wstapit do Wojska Polskiego i uczest-
niczyt aktywnie w Obronie Lwowa (m.in. jako kierownik warsztatow saperskich)
Kilka miesiecy spedzit w Warszawie pracujac w Gtéwnym Urzedzie Zaopatrzenia
Armii. W 1944 r. zaaresztowany przez NKWD przebywat w wiezieniu przez 4 mie-
sigce. nastepnie poprzez Krakéw (kierownictwo Laboratorium Badawczego Lasow
Pafistwowych, organizujaca sie Politechnika Slaska z siedzibgw Krakowie) przeje-
chat do Wroctaw ia.

Prof drhab Edward Sucharda
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We Wroctawiu od 1wrzesnia 1945 r. podjat prace organizacyjne na Uniwersy-
tecie i Politechnice, petnigc funkcje prorektora. Byt kierownikiem Katedry Chemii
Organicznej, dojezdzajac rownoczesnie na Politechnike Slaska w Gliwicach (kie-
rownictwo Katedry Chemii Organicznej).

W dziatalnosci naukowej prof. Suchardy daja sie wyrdzni¢ cztery gtdwne kie-
runki jego zainteresowan. Pierwszy byl zwigzany z chemig azotowy ch zwigzkdw
heterocyklicznych, ktory przejat od swego nauczyciela prof. Niementowskiego.
Obejmowat on opracowywanie s\ntez wielopierscieniowy ch zwigzkéw aza-aroma-
tycznych: pochodnych naftyrydyny. fenantroliny. Kolejne wazne prace, to syntezy
indygoidéw na drodze or/o-kondensacji. Otrzymat pirydynowga pochodng niebie-
skiego indyga i pozniej, wspélnie z Edwinem Plazkiem (1926-27) jego siarkowy
analog (<5-tiop\rindigo).

Z Bogustawem Bobranskim (1927) opracowat s\nteze niepodstawionej naftv-
rydsny, az L. Klisieckim seriejej 1.5-pochodnych. W kolejnej prac} z Bobrarskim
otrzymat 1.3-dioksy-benzo-2.5-naft\rydyne. ZA. Konopnickim (1927) opracowat
prostag metode otrzym\Avania kwasu akiydynowego, za$ z Ptatkiem w 1928 r. opu-
blikowat prace o bromow aniu pochodnych pirydyny, a takze synteze analogow piry-
dynowych barwnikéw trifenylometanowych. Z C.Troszkiewicz (1932) opisat piry-
dynowe potaczenia siarki, a z W. Jaroszewiczem (1935) opublikowat nowg synteze
sym-tri-5-pirydylo-benzenu.

W roku 1934 wspélnie z H. Kuczynskim, J. Surminskim, T. Mazonskim
i T. Mieleckim opisat reakcje (wysokoci$nieniowe, w zatopionych rurach) otrzymy-
wania pochodnych fenantrolin i chlorofenantrolin z odpowiednich nitrozwigzkéw.

Pracownicy Katedry Chemii Organicznej Politechniki Lwowskiej. Lwéw ok 1930 r
Siedzg od lewej Czestawa Troszkiewicz, prof Edward Sucharda
Stojg od lewej drugi - Bogustaw Bobraniski i kolejno Tadeusz Mazonski i Edwin Ptazek
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Kontynuatorem badan nad chemigpirydyny ijej pochodnych byt pierwsz\ dok-
torant Suchardy - Edwin Platek, pdzniejszy profesor chemii Wydziatu Rolniczo-
Lasowego Politechniki Lwowskiej i Politechniki Wroctawskiej (dziekan), z ktonm
wspOlnie w latach 1927-28 opublikowali cztery znaczace prace.

Prof. Edwin Ptazek dziatalnos¢ naukowg catego swojego zycia zwiazat z che-
mig azotowych zwigzkdéw heterocyklicznych, gtéwnie pirydyny. Znaczaca jest jego
spuscizna pod postacig73 oryginalnych prac naukowych, 11-tu opracowan itrzech
ksigzek. Pozostawit po sobie szkote naukowsg - licznych wspétpracownikéw -
uczniow, z ktérych siedmiu uzyskato stopnie profesorskie. W wiekszosci kontynu-
owali oni, a takze ich nastepcy, tematyke zwigzang z chemig organiczng heterocy-
klicznych zwigzkéw azotowych.

Jeszcze we Lwowie, na Wydziale Rolniczo-Lasowym Politechniki, Ptazek opu-
blikowat wspdlnie z Z. Rodew'aldem serie prac o tej tematyce. Juz we Wroctawiu
wspolnie z J. Richterem badat benzosulfonamidowe pochodne pirydyny a réznora-
kiejej pochodne byly przedmiotem jego publikacji zT. Batkowskim, A. Inasiriskim,
H. Kozdroj, J. Batyckim i K. Lewicka.

We wspotpracy z Romanem Tyka, pozniejszym profesorem chemii Politech-
niki Wroctawskiej zajmowat sie¢ Ptazek syntezami pochodnych fosforowych piry-
dyny, kt6ra to tematyke rozpoczat jeszcze w roku 1934 we Lwowie.

Najblizszymi, wieloletnimi wspotpracownikami Edwina Ptazka byli Tadeusz
i Zofia Talikowie, pdzniejsi profesorowie chemii Akademii Ekonomicznej we Wro-
ctawiu. Zofia Talikowa opublikowata 123 oryginalne prace, w tym 9 wspdlnie
z Pfazkiem. Wypromowata pieciu doktoréw, z ktérych jeden habilitowat sie. Tade-
usz Talik jest autorem 101 opublikowanych prac w tym pieciu wspélnych z Ptaz-
kiem (wypromowat czterech doktoréw). Tematyka wszystkich prac zwigzana byta
Scisle z chemig pochodnych pirydyny.

W 1958 r. wspoélnie z W. Czubg, E. Ptazek zajmowat sie chemig nitrowych
pochodnych pirydyny, usitujac otrzymac 2,6-dwunitropirydyne w syntezie analo-
gicznej dla 3.5-dwunitropochodnej. Przeprowadzili petnganalize nieoczekiwanego
przebiegu reakcji. Wiadystaw Czuba habilitowat sie na Politechnice Wroctawskiegj,
pracowat na Wydziale Farmacji Akademii Medycznej we Wroctawiu, a nastepnie
objat Katedre Chemii na Politechnice Krakowskiej i w koncu powrdcit do Wrocla-
wia. Wypromowat dziewieciu doktoréw, a po jego Smierci, wyhabilitowany
dr. M. WoZniak przejat po nim krakowska Katedre Chemii. Czuba kontynuowat
w swoich pracach tematyke zwigzang z azotowymi zwigzkami heterocyklowymi.

Tematem wspdlnych prac Ptazka iJ.S. Wieczorka, p6zniejszego docenta Poli-
techniki Wroctawskiej, byty syntezy i przemiany N-tlenkéw 2-dimetyloaminopiry-
dyny. Przeprowadzili reakcje nitrowania i nitroazowania tych potaczen. O ile sam
Wieczorek zajmowat sie chemig A-heterocykli, jego dwaj doktorzy przejeli tema-
tyke chemii zwigzkdéw fosforowych.

Wspdlnie z P. Tomasikiem, pdzniejszym profesorem chemii Akademii Rolni-
czej w Krakowie, Edwin Ptazek poddawat redukcji pochodne 3.5-dinitropirydyny,
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a takze badat ruchliwo$é atomu chloru wjej 2-chloropochodnej. Piotr Tomasik dok-
toryzowat sie u prof. Skrowaczewskiej, habilitowat sie we Wroctawiu, a nastepnie
pracowat na Politechnice Czestochowskiej: potem objat w Krakowie Katedre Che-
mii na Akademii Rolniczej. Chemia zwiazkéw ,V-heteroc\klicznych stanowi ok. 1/3
jego zainteresowan. W miare uptywu czasu pracy badawczej zainteresowania swoje
skierowat bardziej na aspekty fizyczne chemii organicznej i chemie skrobi. P. Toma-
sik ma obszerny dorobek i wypromowat kilkunastu doktoréw.

W publikacjach z W. Sliwg (p6zniejszym profesorem chemii Politechniki Cze-
stochowskiej) zostaty opisane syntezy sulfonamidéw' pochodnych diaminopirydyn;
poszukiwano tu czynnych farmakologicznie analogéw sulfametazyny i sulfamera-
zyny. Wanda Sliwa kontynuowata tematyke aromatycznych zwigzkéw A-heterocy-
klowych. Wypromowata kilku doktoréw.

Z L. Kuczynskim opublikowat Ptazek prace na temat ruchliwosci atomu bro-
mu w 3-bromo- i 3-bromo-5-nitropirydynach.

Wspditpracownikiem E. Suchardy jeszcze we Lwowie, w latach 1931-38 byta
Zofia Skrowaczewska, pézniejszy profesor chemii organicznej Politechniki Wro-
ctawskiej. Ogtosili wspdlnie prace opisujace synteze s-tripirydylobenzenu (1936)
i nowg metode sulfonowania amin aromatycznych (1946). Z. Skrowaczewska dok-
toryzowata sie w roku 1949 u prof. Ptazka i przez wiele lat juz jako samodzielny
pracownik naukowy kontynuowata ,,lwowska" tematyke zwigzang z azotowymi he-
terocyklami. W okresie pdzniejszym swojej dziatalnosci naukowej wigczyta sie w
syntezy zwigzkow fosforoorganicznych, a takze badania nad melaming. Od 1964 r.
do przejscia na emeryture kierowata Zaktadem Chemii Organicznej Instytutu Che-
mii Organicznej i Fizycznej. Wypromowata wielu doktoréw (wszyscy z dziedziny
Atrheterocykli), z ktorych szeSciu uzyskato juz tytuty profesoréw. Sposrdd nich:
Jacek Miochowski, Lucjan Achremowicz, Piotr Tomasik Wanda Sliwa i Jacek
Skarzewski, podjeli w swych pracach, w petni lub po czesci tematyke Suchardy,
tzn. chemii azotowych zwigzkow heterocyklicznych. Dochowali sie oni juz i swo-
ich nastepcow, ktérzy réwniez czesciowo przejeli zapoczatkowangjeszcze we Lwo-
wie tematyke.

W latach 1950-65 prof. Skrowaczewska opublikowata metody otrzymywania
pirydynowych pochodnych aldehydowych (z L. Achremowiczem), badatatez reak-
cje redukcji nitropochodnych pirydyny (z H. Ban-Oganowska), przeprowadzita
i zbadata reakcje nitrowania 2.4-lutydyn (z T. Batkowskim), a takze pewne przegru-
powania jej A-tlenkéw (z L. Syperem). Z L. Achremowiczem opracowata nowy
sposob rozdzielania zasad pirydynowych. Z P. Tomasikiem serie pochodnych piry-
dynowych poddata badaniom spektroskopowym (UV) i polarograficznym.

Jacek Mtochowski, pézniejszy profesor chemii organicznej w Instytucie Che-
mii Organicznej, Biochemii i Biotechnologii Politechniki Wroctawskiej w znacza-
cym stopniu byt kontynuatorem Iwowskiej tematyki; prowadzit prace nad pochod-
nymi chinoliny, fenantroliny, 1,3.5-triazyny. W miare uptywu czasu tematyke roz-
szerzyt na heterocykliczne zwiazki selenowe. Okazaty sie one bardzo interesujgce



PROFESOR SL'CHARDA 1 JEGO SZKOLA 173

i wazne z punktu widzenia zarébwno chemicznego jak i biochemicznego. Ma bogaty
dorobek naukowy, a sposrdd siedmiu doktordw, ktérych wypromowat, dwoch juz
sie habilitowato.

Wspodtpracownikiem Suchardy we Lwowie (i we Wroctawiu) byt Leonard
Kuczynski, pozniejszy profesor Wydzialu Farmaceutycznego Akademii Med\cz-
nej (dziekan, rektor). Wspotprace rozpoczeli od pracy na temat sulfokwaséw sulfo-
néw aromatycznych, a kontynuowali we Wroctawiu w badaniach nad dziataniem
kwasu azotowego na pinen (terpeny) oraz nad ulepszeniem metody spalar zwigz-
kéw organicznych (analiza iloSciowa). W pracach L. Kuczynskiego wielokrotnie
przewija sie tematyka pirydynowa. Zaréwno jeszcze w okresie pracy na Politech-
nice Wroctawskiej dotyczacej ruchliwosci chlorowcéw w pochodnych pirydyny,
wspoblnej z Ptazkiem, jak i pozniej dotyczacej np. syntez}' uroselektanu B z 2.6-
lutydyny, a takze metod rozdziatu frakcji pikolinowej zasad pirydynowych, czy wresz-
cie syntezy nowych pochodnych pirydynowych o spodziewanym dziataniu leczni-
czym.

Leonard Kuczy riski wypromowat kilkunastu doktoréw (wielu sposréd pracow-
nikow przemystu farmaceutycznego), trzech z nich uzyskato stopnie profesorskie.
Profesorowie: Adam Nawojski, Tadeusz Zawisza i Zdzistaw Machoh (promotorzy
odpowiednio: dwoch, jednego itrzech doktoréw) prowadzili syntezy zwigzkéw hete-
rocyklicznych aktywnych biologicznie. Posiadajg znaczacy dorobek we wdrazaniu
nowych lekéw w przemysle farmaceutycznym.

U T. Zawiszy habilitowat sie Edwin Wagner - doktorant B. Bobrarnskiego.
Wiekszo$¢ prac Wagnera zwigzana jest z pochodnymi kwasu barbiturowego i dia-
zynami. Prof. Wagner kieruje obecnie Zaktadem Technologii Lekow A.M. we Wro-
clawiu.

Druga catkowicie odrebna dziedzina zainteresowan prof. Suchardy, to analiza
ilosciowa zwigzkéw organicznych. Wspdlnie z B.Bobranskim opracowali w roku
1927 modyfikacje ebulioskopu W.Swietostawskiego pozwalajaca na wykonywanie
oznaczen dla centygramowych ilosci probek. W 1928 r. zaprezentowali kompletna
metode oznaczania zawartosci wegla i wodoru w zwigzkach organicznych dla pro-
bek 0,02-0,03 g. Réwnoczesnie zaadoptowali metode Pregla (oznaczanie azotu)
rowniez dla skali centygramowej. Prace te wywotaly ogromne zainteresowanie na
catym Swiecie, czego dowodem jest wydanie wynikdéw w formie ksigzkowej w Kil-
ku jezykach.

Do tematyki tej powrdcit Sucharda po dziesieciu latach i wspdlnie z C. TVosz-
kiewicz (1938) opublikowat metode oznaczen ( wegla i wodoru) opartg na spalaniu
whtlenie w obecnosci katalizatoréw. A po wojnie, we Wroctawiu (1946), wobec ogrom-
nych trudnosci aparaturowych opracowat wspolnie z L. Kuczyniskim modyfikacje
metody spalan Liebiga.

Tematyka ,,analityczna” Suchardy jest wyraznie kontynuowana w pracach sa-
modzielnych B. Bobranskiego zaréwno jeszcze we Lwowie (1937), jak ijuz we
Wroctawiu (1955-64). B. Bobrarski opublikowat na ten temat 5 prac, a takze opra-
cowanie monograficzne (ttumaczone najezyk rosyjski).
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Bogustaw Bobranski doktoryzowat sie u Suchardy w 1929 r. i tamze wykonat
prace habilitacyjna. Byt profesorem na Oddziale Farmacji Uniwersytetu Jana Kazi-
mierza we Lwowie, a nastepnie po wojnie na Wydziale Farmacji Akademii Medycz-
nej we Wroctawiu (byt dziekanem i rektorem uczelni, cztonkiem PAN). Obok prac
»analitycznych™ B. Bobranski, publikowat prace na temat azotowych zwigzkdw
heterocyklicznych (pochodne pirydyny i chinoliny). Po wojnie centrum swoich zain-
teresowan skupit na kwasie barbiturowym ijego pochodnych.

Prof. Bobranski pozostawit po sobie 114 oryginalnych prac naukowych,
15 patentéw, 3 podreczniki. Wypromowat 16 doktoréw, z ktérych pieciu uzyskato
tytut profesora.

Danuta Prelicz byfa profesorem chemii na Wydziale Lekarskim Akademii Me-
dycznej we Wroctawiu, a takze w Wyzszej Szkole Wojsk Inzynieryjnych: wypro-
mowata dwéch doktoréw. |ona i prof. Tadeusz Jakdbiec oraz prof. Helena Sladow-
ska ( profesorowie chemii na Wydziale Farmacji Akademii Medycznej we Wrocta-
wiu) kontynuowali w znacznej mierze tematyke zwigzana z chemig pochodnych
kwasu barbiturowego i pokrewnych zwigzkéw heterocyklowych. M Konieczny byt
profesorem w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu.
J. Pomorski - profesorem Wroctawskiej Akademii Medycznej. Ludwik Syper, dok-
torant Bobranskiego, jest obecnie profesorem chemii w Instytucie Chemii Orga-
nicznej, Biochemii i Biotechnologii Politechniki Wroctawskiej.

Trzeciggrupe zainteresowan stanowigzagadnienia o charakterze technologicz-
nym. Ta problematyka chemii stosowanej pojawia sie w zainteresowaniach
E. Suchardy bardzo wyraznie. W latach 1928-33 utrzymywat on bliskie kontakty
z przemystem naftowym (inz. B. Manasterski, Polmin, Drohobycz) i opracowat tech-
niczne udoskonalenia metod chlorowania gazu ziemnego, otrzymywania czterochlor-
kuwegla i chloroformu, chlorowania metanu, rafinacji olejéw mineralnych, ktére to
wyniki zaowocowaly patentami.

Wspotpracowat réw'niez z fabryka barwnikow ,,Boruta” w Zgierzu (prace doty-
czace zastosowania difenylosulfonu w reakcji sulfonowania amin aromatycznych,
takze syntezy indygoid6w). Interesowat sie otrzymywaniem w skali technicznej
kwasu benzenosulfonowego (wsp6lnie z T. Mazonskim). Z W. Jaroszewiczem (1934)
opracowywat syntezy $rodkéw silnie pienigcych, z H. i L. Kuczynskimi syntezy
zwigzkéw sulfonowych wyraznie obnizajacych napiecie powierzchniowe.
Z T. Mazonskim w roku 1936 opublikowat cykl prac nad mechanizmem reakcji
Skraupa —otrzymywania chloro- i oksy-pochodnych chinoliny z nitrobenzenu, kt6-
re to prace miaty aspekt praktyczny. Syntezy laboratoryjne byty czesto opracowy-
wane réwniez w skali péttechniczne;.

Pracowat osobiscie nad ulepszeniami aparaturowymi, m.in. nad przyrzagdem do
ekstrakcji ciecz przez ciecz, piecem termostatowym do ogrzewania rur zatopionych
z automatyczng regulacja temperatury.

Prace o znaczeniu technologicznym kontynuowali jego wspotpracownicy
i uczniowie: Tadeusz Mazonski i w pewnym stopniu Czestawa Troszkiewicz —pro-
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fesorowie Politechniki Slaskiej w Gliwicach, a takze wspomniani juz Zofia Skro-
waczewska i Leonard Kuczynski.

Czestawa Troszkiewicz, pozniejszy profesor Katedry Chemii Organicznej Po-
litechniki Slaskiej w Gliwicach wspotpracowata z E. Sucharda we Lwowie w la-
tach 1931-39. Opublikowata z nim prace o tio- i sulfo-karbonowych kwasach piry-
dynowych i sulfonowaniu aminochinolin. Uczestniczyta rowniez w pracach o cha-
rakterze analitycznym. Po wojnie, w 1946 r. jest wspdtautorem pracy z Suchardg
na temat otrzymywania pochodnych p-aminofenolu. Prace doktorska obronita we
Wroctawiu u prof. Plazka. W Gliwicach kontynuowata badania nad syntezg i reak-
tywnoscig azotowych uktadéw heterocyklicznych (J. Glinka, S. Goszczynski,
B. Prajsnar, J. Suwinski, W. Zielinski). Opracowata nowe metody otrzymywania
podstawionych chinolin i fenantrydyn z nienasyconych oksyméw i ich estrow,
a takze potgczen z grupy akrydyn, pirazolopirydyn, indazoli, oksazoli. Prowadzita
syntezy zwiazkow heterocyklicznych w oparciu o kwasy imidowe. C. Troszkiewicz
zajmowata sie rowniez tlenowymi zwigzkami heterocyklicznymi, gtéwnie z grupy
weglowodandw. W zaktadzie przez nig kierowanym przeprowadzono okoto 20 prze-
woddw doktorskich i kilka habilitacyjnych.

Tadeusz Mazonski wspotpracowat z Sucharda we Lwowie w latach 1929-31
i 1934-37. Oprocz badan nad reakcija Skraupa opracowywali wspélnie techniczng
metode otrzymywania kwasu benzenosulfonow'ego, a takze opisali metode uzyska-
nia z benzyny krakowej octanéw amylu i heksylu. Mazonski byt wspétautorem
konstrukcji pieca do termostatycznego prowadzenia reakcji w rurach zatopionych.
Jako pdzniejszy profesor organicznej technologii chemicznej Politechniki Slaskiej
zawsze przejawiat zainteresowania chemig przemystowa. Juz w czasie pracy na
Politechnice Lwowskiej, daje sie zauwazy¢ jego wyrazne powigzanie z technologia
(wspotpraca z prof. Lesnianskim w latach 1931-34 i 1937-40). Réwniez w Gliwi-
cach zwiazat sie naukowo z prof. Wactawem Le$nianskim i scisle wspdtpracowat az
dojego Smierci.

Jego prace na Politechnice Slaskiej dotyczyly zagadnien przerdbki ropy nafto-
wej (prof. M. Taniewski, doktorowie: A. Lachowicz, M. Otremba, K. Skutil. J. Kra-
jew'ski), gtdwcie poszukiwan wysoko aktywnych i wysoko selektywnych kataliza-
toréw' do proceséw odwodarniania. Prowadzi! rowniez prace nad pirolizgolefin oraz
badania kinetyki i mechanizmu termicznego rozkladu alkanéw, a takze alkendw.
W Zaktadzie Przemystowej Syntezy Organicznej zajmowat sie utlenianiem zwigz-
kéw organicznych w fazie cieklej (prof. Z. Kulicki, A. Burghardt, J. Zawadiak,
doktorowie : S. Bal, Z. Stec). Kolejnym przedmiotem zainteresowan Mazoniskiego
byto utlenianie kumenu i og6lnie badanie nadtlenkdw.

1w jednej i drugiej dziedzinie dokonat wiele. Swiadcza o tym liczne publika-
cje, patenty i wypromowani pracownicy naukow;i. Byl wysokiej klasy specjalista.

Ostatni temat ,,stosowany" pojawit si¢ okoto 1936 r. i wywotany zostat bliski-
mi osobistymi kontaktami z inz. Waligora, wiascicielem terpentyniarni w Szcze-
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brzeszynie. Tu pierwotny problem otrzymywania kamfor} z polskich surowcoéw prze-
rodzit sie w wieloletnie, wielopokoleniowe zainteresowanie chemia terpenéw.

Analizowano we Lwowie mozliwosci przeprowadzania reakcji chlorowodoro-
wania na terpentynach iten fragment przekazano do zastosowania przemystowego.
Kolejne badania to katalityczna izomeryzacja pinenu do kamfenu; gdy ukonczono
prace w skali laboratoryjnej i przechodzono do péttechnicznej - wybuchfa druga
wojna Swiatowa.

Sucharda zajmowat sie dziataniem kwasdw na pinen. W przeciwienstwie do
produktéw addycji kwasu siarkowego i kwasdw sulfonowych, ktore okazaty sie nie-
ciekawe, przytaczenie do pinenu kwasu azotowego dajagce mieszaning azotandw' ter-
pineolu, borneolu i fencholu, otwieraty droge (redukcja) do wolnych alkoholi
(w dobrej wydajnosci). Analogiczne reakcje przebadano na kamfenie, wreszcie na
dipentenie, co pozwolito na uzyskiwanie z matocennych frakcji terpentyny - cenne-
go terpineolu.

Chemig terpendw rozwijat przez wiele lat we Wroctawiu, najblizszy wspétpra-
cownik Suchardy —Henryk Kuczynski. Ukoriczyt on Politechnike Lwowska i dok-
toryzowat sie w 1938 r. Po wojnie habilitowat sie w Krakowie na Politechnice Sla-
skiej w roku 1945. We Wroctawiu zwigzat sie z Politechnikg Wroctawska, gdzie
uzyskat stopnie profesorskie (byt dziekanem, prorektorem uczelni, cztonkiem PAN)
i kierowat katedrami chemii Politechniki | takze Uniwersytetu Wroctawskiego.

Prof. H. Kuczynski cho¢ wspotpracowat z Suchardg w dziedzinach zrdznico-
wanych tematycznie, takich jak: syntezy mezytylenu (1935), reakcje nitronaftale-
now (1936), nitrochinolin (1936), sulfokwasy sulfonéw aromatycznych (1938), czy
otrzymywanie pochodnych p-aminofenoli (1946) po wojnie kontynuowat i rozwijat
juz wytacznie tematyke terpenowa. Zainteresowanie tg dziedzing chemii organicz-
nej, zapoczatkowane okoto 1937 r. trwato u niego do konica zycia. Oczywiscie ule-
gto ono znacznemu rozszerzeniu, a dawne, bezposrednie powigzanie z przemystem,
zastgpity w znacznej mierze, badania strukturalne, konformacyjne.

Profesor Henryk Kuczynski stworzyt wiasng szkole chemii terpenéw. Wypro-
mowat Kilkunastu doktoréw, z ktoérych szesciu uzyskato tytuty profesorskie. Roz-
winat on chemie i stereochemie uktadu karanu. Interesowaty go szczegdblnie epok-
sydacja wigzania podwdjnego i stereoselektywne metody otwierania pierscieni epok-
sydowych. Ma powazne osiggniecia w dziedzinie syntez allilowych alkoholi terpe-
nowych, karwomentoli i ich dihydro- pochodnych. Opracowat nowa, oryginalng
metode dehydratacji alkoholi trzeciorzedowych. Byt uznanym w $wiecie chemi-
kiem organikiem - specjalistg w dziedzinie chemii zwigzkow terpenowych.

Nowoczesny kierunek tych badan koncentruje sie obecnie na okreslaniu kon-
formacji izoprenoiddéw, mozliwosci ich biodegradacji, badaniu znaczenia bioche-
micznego, a takze w pewnym stopniu na potencjalnym wykorzystywaniu jako $rod-
kow' farmaceutycznych.

W kierunku tym znaczace wyniki uzyskat prof. Andrzej Zabza. Byt on dokto-
rantem H. Kuczynskiego i u niego sie habilitowat. G¥ownym tematem jego zainte-
resowan byly poczatkowo stereochemiczne przeksztatcenia monoterpendw, szcze-
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golnie syntezy przestrzennie jednorodnych alkoholi allilowych. Swoje zaintereso-
wania badawcze rozszerzyt o zagadnienia zwigzane z biochemig owaddw. Wspot-
pracuje w zagadnieniach biotransformacji polgczen terpenowych, a jego osobistg
zastuggjest wprowadzenie do badan wroctawskich nowoczesmch technik spektro-
skopowych (NMR). Wypromowat 5 doktoréw, dwoje z nich jest juz samodzielnymi
pracownikami naukowymi.

Awansowali juz uczniowie uczniéw Kuczynskiego. | tak np. Czestaw Waw-
rzenczyk-profesor Chemii Akademii Rolniczej we Wroctawiu, uczen prof. A. Zabzy
i ,,prawnuk” Suchardy wypromowat juz 7 swoich doktoréw.

Bardzo silnie z tematykg izoprenoidowg zwigzany jest prof. Antoni Siewinski
z Akademii Rolniczej we Wroctawiu, (sam doktoryzowat sie u prof. M. Kocora,
wspotpracownika H. Kuczynskiego). Jego doktorantki Jadwiga Dmochowska-Gta-
dysz i Wanda Peczynska-Czoch sgjuz profesorami, pierwsza na Akademii Rolni-
czej (Wroctaw), druga na Politechnice Wroctawskiej. Oprdcz nich, wypromowat
3 doktoréw, a takze przeprowadzit przewody habilitacyjne dla dwdch doktorantek
prof. I. Matunowicz (doktorat u H. Kuczynskiego): dr Agnieszki Mironowicz
i Teresy Kotek. Obie sg profesorami Wroctawskiej Akademii Rolniczej. Siewinski
wydaje sie by¢, bezspornym kontynuatorem wywodzacej sie od Suchardy,,szkoty
terpenéw’. Ma znaczace osiagniecia szczegdlnie w dziedzinie biotransformacji izo-
prenoidow.

Niezyjacy juz Zenon Chabudzinski, pdzniejszy profesor chemii Wydziatu Far-
macji Akademii Medycznej we Wroctawiu (takze jej dziekan) bytjednym z najbliz-
szych wspotpracownikow prof. H. Kuczynskiego. Réwniez on rozwijat w swoich
badaniach chemie terpenéw, wypromowat szesciu doktoréw, z ktérych - juz z tytu-
fem profesora, Zbigniew Rykowski, kontynuuje tematyke swoich poprzednikéw
Chabudzinski pozostawit znaczacy dorobek w dziedzinie chemii pochodnych pi-
nanu i karanu, dokonujac pierwszych syntez ich izomeiycznych epoksyddw, keto-
néw i alkoholi. W ostatnich latach swego zycia zwrdcit uwage na mozliwo$¢ wyko-
rzystania zwigzkdw monoterpenowych do syntezy laktonéw, pochodnych pinanu
0 spodziewanych wiasciwosciach przeciwnowotworowych. Roéwniez jego uczen
Z. Rykowski interesuje sie syntezg zwigzkdw terpenowych, jako potencjalnych $rod-
kow leczniczych, zwlaszcza, ze z tej whasnie grupy potaczen w 2003 r. w Polsce,
dwa zwigzki uzyskaty rejestracje jako leki, a na catym Swiecie ogromne zaintereso-
wanie skupit np. nowy lek przeciwcukrzycowy (glitrin), wiasnie z grupy izopreno-
idow.

Gtowng tematyka badan Krzysztofa Pigtkowskiego (doktorat i habilitacja
u H. Kuczynskiego) - profesora Politechniki Wroctawskiej byta chemia i stereo-
chemia dihydropinolu. Szczegdélnie interesowaty go mozliwosci wzajemnej prze-
miany enancjomerdw tego ukladu terpenowego. Przeprowadzit u siebie 8 przewo-
doéw doktorskich.

Tematyce terpenowej pozostat wiemy przez cale swoje zycie - dr hab. Miro-
staw Walkowicz. Przeprowadzat on wszechstronne badania stereochemiczne otrzy-
mywanego z karenu-3 uktadu bicykloheksanowego. Wypromowat dwdéch doktoréw.
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Jedynym ze wspotpracownikéw-uczniow Henryka Kuczynskiego ktéry zainte-
resowat sie problemami technicznymi chemii terpenéw byt Mieczystaw Bukata.
Interesowat go zaréwno rozdziat surowcéw, gdzie opracowat wysokiej klasy meto-
dy rektyfikacji, a nastepnie identyfikacji poszczeg6lnych frakcji (chromatografia),
jak iwykorzystanie pochodnych terpenowych w produkcji srodkdw pianotworczych
jako flotantéw przy wzbogacaniu rud miedzi (wspotpraca z Kombinatem Goérniczo-
Hutniczym Miedzi w Lubinie), badat fuzle terpentynowe (terpentyna siarczynowa)
uzyskiwane przy produkcji papieru (wspétpraca z Zaktadami Papierniczymi w Bar-
dzie Sl.) a takze jako surowcow przy otrzymywaniu $rodkéw ochrony roslin (wielo-
chloroterpeny), czy substancji owadobéjczych.

W zespole Bukaty prowadzono réwniez pomocnicze prace chemiczne dla roz-
nych gatezi przemystu. Badano reakcje katalizowanej izomeryzacji alfa- i beta-pi-
nenu, addycje metanolu do alfa-pinenu ijego hydratacje, mozliwosci otrzymywania
szeregu alkohali terpenowych z estréw. Opracowano nowg metode syntezy eteréw
alkiloterpenowych.

Z Bukatg wspdtpracowali Scisle Bogdan Burczyk, Stanistaw W itek Jan Chle-
bicki i Stanistaw Kucharski - pdzniejsi znani technologowie, profesorowie Poli-
techniki Wroctawskiej. Dochowali sie oni juz i swoich nastepcow (prof.: Piasecki,
Sokotowski, WilK).

Wydaje sig, ze wptyw jaki wywart E. Sucharda na swoich wspétpracownikow
byt duzy. Zdecydowana wiekszo$¢ z nich kontynuowata przez cate swoje zycie nau-
kowe ,jego” tematyke. Jak wspomina prof. Ptazek: ,,najwiekszg zaletg Suchardy
byta fatwos¢ i oryginalno$¢ koncepcji rozwigzywania opracowywanego zagadnie-
nia obok bardzo wybitnego talentu eksperymentatorskiego”. Byt niewatpliwie czto-
wiekiem obdarzonym pewng charyzma, posiadat zdolno$¢ skupiania wokot siebie
ludzi warto$ciowych, nawigzywania z nimi silnych wiezi i wjakims$ stopniu przeka-
zywaniu im swoich sugestii.

Cechowaty Go ogromne sity witalne. Na Politechnice spedzat dziennie okoto
10 godzin, caty czas bedac w Scistym kontakcie z wspotpracownikami. Sam ekspe-
rymentowat, ulepszat aparatury, projektowat i rownoczes$nie samodzielnie wykony-
wat wiele ztozonych szklanych aparatéw chemicznych.

Natezenia prac naukowych zdawaty sie nie zaktécac liczne funkcje, ktore pet-
nit na uczelni. W latach 1924/25, 30/31 i 36/37 byt prodziekanem (Wydz. Rolniczo-
Lasowy i Chemiczny), w latach 1923/24 i 35/36 —dziekanem, prorektorem w latach
akademickich 1933/34 i 34/35 i wreszcie rektorem przez pétorej kadencji:
1937-39. Obok kierownictwa Katedry Chemii Organicznej na Wydziale Chemicz-
nym prowadzit zajecia z chemii analitycznej iloSciowej, a takze przez wiele lat wy-
ktadat chemie 0g6lng na Wydziale Mechanicznym Politechniki.

Prof. Sucharda nie bytjednak ,,pracoholikiem”. Po godzinie 18-tej rozpoczynat
SWo0jg prywatna czes$¢ zycia, réwnie intensywna. Byt bardzo rodzinny, uczestniczyt
w bogatym zyciu towarzyskim, znakomicie grat w brydza, tanczyt, grat na fortepia-
nie, jezdzit na nartach, rowerze, grat dobrze w tenisa; byt znakomitym hipnotyze-
rem i rozdzkarzem.
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Byt cztonkiem Polskiej Akademii Umiejetnosci w Krakowie, cztonkiem Aka-
demii Nauk Technicznych w Warszawie, cztonkiem Towarzystwa Naukou ego War-
szawskiego, cztonkiem Polskiego Towarzystwa Chemicznego (prezesem jeeo Od-
dziatu Lwowskiego i prezesem Zarzadu Gtéwnego). Byt cztonkiem-zatozycielem
Wroctawskiego Towarzystwa Naukowego. Odznaczony byt dwukrotnie Krzyzem
Komandorskim Orderu Odrodzenia Polski; pierwszy raz w 1938 roku, drugi - po-
Smiertnie w roku 1947.

Pozostawit po sobie 44 publikacje, 6 patentow, dwa podreczniki szkolne. Jego
wspOtpracownicy i ogromna rzesza przyjaciot z ktérymi byt bardzo silnie zwigzany
-juz nie zyja. Zyja i dziatajg kontynuatorzy tematyki - wnuki i prawnuki naukowe,
ktorzy zawsze chetnie przynaleznos$¢ do ,,szkoty Suchardy” podkreslaja.

Na Politechnice Wroctawskiej wmurowane sa dwie tablice z ptaskorzezba gto-
wy, jedna z najwiekszych sal wyktadowych w gmachu gtéwnym nosi jego imie.
Takze jedna z ulic Wroctawia nosi imie Suchardy. Jest tez patronem Zespotu Szkét
Chemicznych we Wroctawiu i matablicg sobie poswigcona na gmachu chemii Poli-
techniki Slagskiej.
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BOGDAN NOWAKOWSKI LAUREATEM
NAGRODY IM. JANA POPIELAWSKIEGO
| PIOTRA MODRAKA

Z inicjatywy grona przyjaciot przedwczesnie zmartych wybitnych fizykochemikéu

Jana Marii Popielawskiego i Piotra Modraka,
utworzona zostata nagroda ich imienia. Nagrode ufundowata Fundacja BRE-Banku
w Warszawie. Celem tej nagrody jest upamigtnienie osiggnie¢ naukowych, organi-
zacyjnych i dydaktycznych Zmartych Uczonych oraz promocja w Instytucie Che-
mii Fizycznej PAN badan teoretycznych przez nich uprawianych. Szczeg6towe
informacje o dorobku naukowym, dydaktycznym i organizacyjnym Zmartych
J. Popielawskiego i P. Modraka mozna znalezé w literaturze [1-6]. Na posiedzeniu
w dniu 6.12.2004, Kapituta Nagrody przyznata nagrode za rok 2004 Bogdanowi
Nowakowskiemu, w uznaniu wybitnych osiggnie¢ naukowych w badaniach wpty-
wu fluktuacji na nieliniowe ukfady chemiczne. Poprzednio, nagrode otrzymali:
Jerzy Gorecki za 2000 r. i Andrzej Lech Kawczynski za 2002 r, o czym informowa-
lisSmy w ,,Wiadomosciach Chemicznych” (Wiad. Chem., 2001, 55, 216; 2003. 57,
147).

Doc drhab Bogdan Nowakowski
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Docent dr hab. Bogdan Nowakowski rozpoczat prace w IChF PAN w 1978
roku, po ukoniczeniu studiéw na Wydziale Fizyki UW’. Stopieh doktora uzyskat w
1986 roku, na podstawie rozprawy dotyczacej dynamiki kondensacji i koagulacji
aerozoli, ktoérej promotorem byt Profesor Popielawski. Réwniez we wspotpracy z
nim zajmowat sie teorig szybkosci reakcji i procesdw transportowych w nieréwno-
wagowych uktadach chemicznych [7]. Kontynuujac te badania po przedwczesnej
Smierci Profesora Popielawskiego, wykazat istotne znaczenie efektéw nieréunoua-
gowych dla statych szybkosci reakcji i wspotczynnikdw dyfuzji w dynamice che-
micznych struktur dyssypatywnych [8], Przewidywania tej teorii zostaty potwier-
dzone przez mikroskopowe symulacje numeryczne dla modeli fal chemicznych [9],
Warto nadmienié, ze Zaktad Dynamiki Chemicznej IChF PAN, w ktérym pracuje
Bogdan Nowakowski, wywodzi sie z pracowni utworzonej i przez szereg lat kiero-
wanej przez Profesora Popielawskiego. Obecne badania prowadzone przez Bogda-
na Nowakowskiego réwniez dotyczg dziedziny w ktorej aktywny byt Profesor Po-
pielawski —fluktuacji w nierbwnowagowych ukfadach chemicznych. W ramach tej
tematyki Bogdan Nowakowski opracowat metode teoretycznego opisu fluktuacji
w uktadach termochemicznych na poziomie mezoskopowym, opartg o réwnanie
master [10]. PodejScie to zostato wykorzystane jako podstawa bardzo efektywnych
symulacji numerycznych (o rzedy wielkosci szybszych od symulacji mikroskopo-
wych), ktére pozwolity na szczeg6towe badania efektéw stochastycznych w ukia-
dach termochemicznych o ztozonej, nieliniowej dynamice [11]. Bogdan Nowakow-
ski jest autorem 48 publikacji w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym.

Prof dr hab. A. Jabtonski

Przewodniczacy Kapituty Nagrody,
Dyrektor IChF PAN, Warszawa
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A. Kotodziejczyk, Naturalne Zwigzki Organiczne, PWN, Warszawa2003. ISBN 83-01-14032-1.

W liczagcym 60 1stron podreczniku Naturalne Zwiazki Organiczne, oméwiono nazewnictwo, budo-
we, otrzymywanie, wiasciwosci chemiczne, fizyczne i farmakologiczne oraz znaczenie biologiczne waz-
nych naturalnych zwigzkéw organicznych, takich jak: aminokwasy, peptydy, biatka, cukry, lipidy, alka-
loidy, steroidy, tereny, terpenoidy i feromony. Prawdopodobnie, wielu czytelnikéw uzna podrecznik za
niekompletny, gdyz brakuje w nim niektérych bardzo waznych naturalnych zwigzkéw organicznych,
w tym kwaséw nukleinowych. Nie ma tez wstepu, w ktdrym Autor uzasadnitby rezygnacje z opisu tych
zwigzkéw naturalnych.

Pomimo powyzszej uwagi ksiazka jest nowoczesnym i bardzo dobrze napisanym podrecznikiem,
w ktérym przedstawiono nie tylko podstawowe wiadomosci o wyzej wymienionych grupach zwigzkow
organicznych, ale i zwigzane z nimi najnowsze osiggniecia naukowe. Przedstawiono tez wspétczesne
metody badawcze zwigzk6éw naturalnych i oméwiono problemy zwigzane z produkcja niektdrych z nich.

Tym co wyrdznia podrecznik Kotodziejczyka jest duza dawka informacji o zabarwieniu humani-
stycznym. Autor onidéwil wptyw zwigzkéw naturalnych na rozwoj cywilizacyjny i przedstawi! wiasne
przemyslenia dotyczace aktualnych probleméw ekologicznych, ekonomicznych i etycznych zwigzanych
z wykorzystaniem produktéw naturalnych przez cztowieka. W podreczniku, humanistyczne akcenty
zostaty potraktowane marginalnie, o czym $wiadczy uzycie mniejszej czcionki do ich wydrukowania.
MySlejednak ze wielu czytelnikdw przeczyta te fragmenty podrecznika z naleznym im zainteresowaniem
i rozwaga. Obecnie coraz trudniej znalez¢ wyrazne granice pomiedzy naukami Scistymi, przyrodniczymi
i humanistycznymi. Ale czy warto szuka¢ takich granic? Przeciez wiele waznych probleméw chemicz-
nych i biologicznych jest nierozerwalnie zwigzanych z problemami etycznymi, prawnymi, ekonomiczny-
mi i uwarunkowaniami geohistorycznymi. Nie powinno si¢ tego przemilcza¢ w podrecznikach akadcmic-

Ksigzka jest napisana jezykiem przystepnym i zrozumiatym dla niefachowcéw. Jej mocng strong
jest tez duza ilo$¢ dobrze dobranych ciekawostek. Czynig one podrecznik atrakcyjnym dzietem popular-
no-naukowym, ktdry sie tatwo czyta. Mysle, ze niejeden czytelnik znajdzie w podreczniku nieznane mu,
a nawet zaskakujace informacje. Znajdujace sie w podreczniku ciekawostki i humanistyczne przemysle-
nia Autora pozwolg uwierzy¢ uczniom i studentom, ze chemia nie tylkojest jednaz nauk Scistych, alejest
integralng czescig wiedzy, ktdrej znajomosc jest niezbedna dlazrozumienia otaczajacej nas rzeczywisto-

Ksiazke Prof. Aleksandra Kotodziejczyka Naturalne Zwigzki Organiczne goraco polecam studen-
tom kierunkéw chemicznych, przyrodniczych i medycznych atakze uczniom szkét Srednich zaintereso-
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wanych tematyka z pogranicza chemii i biologii. Podrecznik bedzie tez pomocny nauczycielom i wykta-
déwcom. gdyz zawarte W nim informacje sa bardzo aktualne i moga wzbogaci¢ tres¢ wyktadéw 7. chemii
organicznej i biochemii.

Zbigniew Szewczuk

J. Gawronski, k. Gawronska. K. Kacprzak i M. Kwit, Wspdtczesna Synteza Organiczna. Wybor
Eksperymentéw, PWN, Warszawa 2004. ISBN 83-01-14138-7.

Szybki rozw6j chemii organicznej wymusza wprowadzanie regularnych zmian programéw naucza-
nia z tego przedmiotu. Ponadto, ciggty wzrost liczby studentéw chemii na uczelniach polskich przy ogra-
niczonej ilosci miejsc w laboratoriach wymaga od organizatoréw zaje¢ dydaktycznych ograniczenia limi-
tu czasu przeznaczonego naéwiczenia. Sytuacja tadoprowadza do koniecznos$ci bardzo starannego wy bo-
ru éwiczen: z jednej strony kroétkich i niedrogich, a z drugiej nowoczesnych i pozwalajacych osiggnaé
wszystkie cele dydaktyczne. Nauczyciele akademiccy naszych uczelni sg wiec zmuszeni do nieustannych
reorganizacji programow zaje¢. Dlatego pojawienie sie nowego dobrego podrecznika z preparatyki orga-
nicznej. uwzgledniajacego polskie realia ksztatcenia, spotkac¢ sie musi z naleznym mu zainteresowaniem
i aprobata.

Liczaca 439 stron ksigzka Wspéiczesna Synteza Organiczna, Wybér Eksperymentéw jest bardzo
udany m polskim podrecznikiem do ¢wiczen z zaawansowanej chemii organicznej. Zaw iera on opis ponad
150 ekspenmentéw ujetych w o$miu dziatach:

1 Selektywne tworzenie wigzan wegiel-wegiel.

2. Selektywne tworzenie wigzan wegiel-heteroatom.

. Selektywne reakcje redukcji i uwodornienia.

. Kataliza asymetryczna aminokwasami i ich pochodnymi.

. Biokataliza w syntezie asymetrycznej.

. Syntezy uzytecznych zwigzkéw chiratnych z substratéw pochodzenia naturalnego.
. Rézne techniki i metody syntezy.

. Stereochemia w syntezie organicznej.

Kompilujac swéj podrecznik. Autorzy wykorzystali opisy eksperymentalne oryginalnych prac pu-
blikowanych w czasopismach naukowych i zaadoptowali je do potrzeb i mozliwosci przeprowadzenia w
warunkach ¢wiczen laboratoryjnych. Nalezy podkresli¢, ze wiele z przedstawionych typéw reakcji jesz-
cze nie znalazto sie ani w polskich ani zagranicznych podrecznikach z syntezy organicznej. Dlatego ksigz-
ka Wspotczesna Synteza Organiczna stanowi cenne uzupetnienie klasycznych podrecznikéw z prepara-
tyki organicznej.

Podobnie jak w innych podrecznikach tego typu, kazdy rozdziat rozpoczyna przedstawienie teore-
tycznych podstaw omawianego typu reakcji oraz czynnosci stosowanych w preparatyce. Wiele miejsca
poswiecono oméwieniu techniki pracy. W ksigzce znajduje sie tez rozdziat poswiecony otrzymywaniu
wybranych nowoczesnych reagentéw organicznych stosowanych w syntezie organicznej. Uwazam go za
bardzo przydatny, gdyz stosunkowo niewielki koszt otrzymywania drogich odczynnikdw organicznych
umozliwi ich zastosowanie w zazwy czaj niedoinwestowanych laboratoriach chemii organicznej naszych
uczelni.

Autorzy $wiadomie zrezygnowali z opisu doswiadczen przeznaczonych dla poczatkujacego studen-
ta, adresujac podrecznik Wspétczesna Synteza Organiczna do studentéw zaawansowanych. Uwazam jed-
nak, ze zapoznanie sie z opisem otrzymywania wybranych preparatéw przez poczatkujacych studentéw
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moze im utatwi¢ zrozumienie niektérych tresci teoretycznych przerabianych na wyktadach kursu podsta-
wowego. Skala trudnosci opisanych syntez zmienia sie w szerokich granicach. Prowadzacy ¢wiczenia
bedg wiec mogli niektére z éwiczen tatwo przystosowaé do podstawowego kursu preparatyki organicznej
lub pracowni chemii bioorganicznej. Moim zdaniem, podrecznik tenjest odpowiedni dla wszystkich stu-
dentéw chemii i Kierunkéw pokrewnych, takichjak biotechnologia i farmacja. Bedzie on tez pomocny dla
akademickich nauczycieli chemii organicznej.

Wyboér eksperymentéw jest oryginalny i ciekawy, cho¢ moze sprawia¢ wrazenie niedosytu. Nieste-
ty. zaden podrecznik z preparatyki nie moze by¢ kompletny i z konieczno$ci musi zawierac tylko niektore,
wybrane przez autoréw przepisy. Sadze jednak, ze w opiniowanym podreczniku brakuje propozycji syn-
tez wieloetapowych. Wprawdzie syntezy takie moga sprawia¢ niedo$wiadczonemu syntetykowi sporo
ktopotdw lecz pozwalaja na znaczne obnizenie kosztow ksztatcenia. Student sam moze syntezowac sobie
substrat do nastepnej syntezy, ktérej produkty bedzie dalej wykorzystywaé. Opracowanie dtugiego i sen-
sownego ciggu reakcji jest niewatpliwie zadaniem ambitnym i trudnym. Ale je$li zalezy nam na nauczeniu
studenta kilku réznych umiejetnosci w jednym ciggu reakcji, bytoby to bardzo entuzjastycznie przyjete
przez nauczycieli akademickich. Ponadto uwazam, ze we Wspodtczesnej Syntezie Organicznej wskazane
byloby podanie opisu syntez na no$niku statym oraz syntez kombinatorycznych.

Pewnym zaskoczeniem dla czytelnika moze by¢ w podreczniku opis modelowania molekularnego.
Wprawdzie zgadzam sie z Autorami, ze przedstawiony materiat bedzie przydatny studentom chemii, lecz
uwazam, ze wspodtczesna praca w laboratorium organicznym jest uzalezniona w wiekszym stopniu od
analizy chromatograficznej i spektroskopii. Niestety, poza nielicznymi przypadkami, autorzy nie propo-
nuja czytelnikowi zastosowania nowoczesnych metod instrumentalnych do potwierdzenia jednorodnosci
i tozsamosci (wiacznie ze strukturg i stereochemia) otrzymanych produktow. Uwazam za celowe rozw ia-
z>wanie na pracowni preparatyki organicznej praktycznych probleméw spektroskopowych, gdyz pozwa-
la to na zrozumienie przez studentéw nieroztgcznosci tych kierunkéw dziatania. Z moich obserwacji
wynika, ze o wiele korzystniejsze i interesujace dla studentajest badanie zw igzk 6w powstatych w reakcji,
ktéra samodzielnie przeprowadzit, niz praca z anonimowym zwigzkiem wy danym przez asystentaw ra-
mach ¢wiczen ze spektroskopowej analizyjakosciowej zwigzkdéw organicznych. Che¢ udowodnienia przez
studenta, ze otrzymat wlasciwai jednorodnasubstancje zmusza go do wyjatkowo doktadnej analizy widm
(NMR, IR, UV i MS) uzyskanych dla zsyntezowanych przez siebie zwigzkéw. Pracownia organiczna
stanowi wiec dla studentdw wyjatkowa okazje do nauczenia sie tych metod, chociaz wymaga udostepnie-
nia im kosztownej aparatury spektroskopowej.

Dobry podrecznik z preparatyki organicznej powinien zawiera¢ bezbtedny opis sprawdzonych pro-
cedur przydatnych do praktycznego nauczania chemii organicznej. Z reguty, z wiekszym zaufaniem pod-
chodzi sie do nastepnych, poprawionych wydan takich podrecznikéw, wychodzac z zatozenia, ze pierw-
sze wydania moga jeszcze zawiera¢ btedy. Przedstawione w podreczniku przepisy sa obecnie testowane
z licznymi grupami studentéw na polskich uczelniach. Mysle, ze po uptywie pewnego czasu nauczyciele
akademiccy beda mogli wskaza¢ ewentualne niedociggniecia w przepisach, co umozliwi ich poprawienie
i uzupetnienie w nastepnym wydaniu. Moim zdaniem podrecznik Wspdtczesna Synteza Organiczna.
Wybér Eksperymentéw autorstwa Gawronskiego i wsp. jest bardzo udany ijestem przekonany, ze zaréw-
no opiniowane, jak i nastepne jego wydania bedasie cieszyty coraz wiekszym zainteresowaniem wsréd
studentdw i ich nauczycieli.

Zbigniew Szewczuk
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