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mgr Beata Busiak, absolwentka Wydzialu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego.
W 2015 r. uzyskala tytul magistra chemii za pracg obejmujaca wykorzystanie lito-
wanych alkoksyallenow w syntezie pochodnych indolizydyny.

mgr Greta Utecht, doktorantka na Wydziale Chemii UL od 2014 r. W pracy nauko-
wej zajmuje si¢ synteza polifunkcjonalizowanych heterocykli azotowych i tleno-
wych o znaczeniu biologicznym.

dr Marcin Jasinski, stopieni doktora nauk chemicznych uzyskal w 2008 r. za prace
nad syntezg i reakcjami N-tlenkéw imidazolu, wykonang w Zakladzie Zwigzkow
Heteroorganicznych UL pod kierunkiem prof. dr hab. G. Mlostonia, nagrodzong na
ogdlnopolskim konkursie ‘Sigma-Aldrich-PTChem. Jako stypendysta Fundacji na
Rzecz Nauki Polskiej odbyl staz podoktorski w Freie Universitét Berlin (2010-2012),
w grupie profesora H.-U. Reissiga; ponadto, przebywal na krétszych stazach badaw-
czych w University of Giessen (Niemcy) oraz Vanderbilt University (USA). Lau-
reat prestizowego stypendium naukowego Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
dla wybitnych mtodych naukowcéw (2015). Od 2008 roku jest adiunktem w Kate-
drze Chemii Organicznej i Stosowanej na Wydziale Chemii UL, gdzie prowadzi
prace, miedzy innymi, nad wykorzystaniem alkoksyallendw w syntezie organicznej,
nowymi reakcjami tioketonéw alifatycznych oraz synteza i badaniem wiasciwosci
stabilnych rodnikow cieklokrystalicznych.
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ABSTRACT

Among diverse systems containing multiple bonds, cumulenes are recognized
as the most reactive derivatives towards both nucleophilic and electrophilic agents,
and for this reason, they are considered as important class of substrates for orga-
nic synthesis. Over the last three decades alkoxyallenes have been demonstrated
as highly useful C,-building blocks for the construction of numerous N-, O-, and
S-containing heterocycles, including enantiomerically pure compounds. Special
attention has been paid to lithiated alkoxyallenes as suitable nucleophiles for the
reactions with alkyl halides, strained heterocycles, carbonyl compounds and their
derivatives. The presence of the allene unit in the initially formed adducts opens
up several possibilities in the preparation of more complex systems. In this review,
selected applications of lithiated alkoxyallenes in the synthesis of natural products
and their analogues are discussed.

Keywords: alkoxyallenes, nucleophilic addition, organic synthesis, natural products,
heterocycles

Stowa kluczowe: alkoksyalleny, addycja nukleofilowa, synteza organiczna, zwigzki
naturalne, zwigzki heterocykliczne
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WPROWADZENIE

Wsrdd roznorodnych polaczen zawierajacych wigzania wielokrotne, kumuleny
wykazujg wysoka reaktywnos¢ w typowych transformacjach z uzyciem odczyn-
nikéw nukleo- oraz elektrofilowych i z tego powodu, stanowig istotng grupe sub-
stratow do wykorzystania w syntezie organicznej. W ostatnich dekadach obser-
wuje sie m.in. wyrazny wzrost zainteresowania chemia alkoksyallenéw jako atwo
dostepnych, tréjweglowych blokéw budulcowych do syntezy N-, O-, i S-heterocykli,
w tym pochodnych enancjomerycznie czystych. Szczegélne zainteresowanie wzbu-
dza anion alkoksyallenowy, wysoce reaktywny wobec takich elektrofili jak halo-
genki alkilowe, naprezone heterocykle oraz zwiazki karbonylowe i ich pochodne.
Unikalne mozliwo$ci wykorzystania pierwotnie powstajacych adduktéw zwigzane
z obecnoscig wigzania skumulowanego zademonstrowano w licznych publikacjach
dotyczacych syntezy bardziej ztozonych polaczen. Niniejsze opracowanie, obejmu-
jace przeglad literatury nt. zastosowania litowanych alkoksyallenéw w syntezie pro-
duktéw naturalnych i pokrewnych, ma na celu przyblizenie polskiemu czytelnikowi
zagadnien zwigzanych z chemig tytulowych zwigzkow.

1. ALKOKSYALLENY

Alkoksylleny typu 4 najczesciej otrzymuje si¢ jako produkty termodynamiczne
izomeryzacji odpowiednich eteréw propargilowych 3, katalizowanej silnymi zasa-
dami, prowadzonej w takich rozpuszczalnikach aprotycznych jak tetrahydrofuran lub
toluen. Jak pokazano na Schemacie 1, fatwo dostepne zwigzki wyjsciowe 3 przygoto-
wuje si¢ metoda Williamsona, w ktérej wykorzystywany jest handlowo dostepny bro-
mek propargilu (1) lub odpowiedni alkohol 2. Przyktadowo, alkilowanie alkoholanu
pochodnego 2 z uzyciem siarczanu dimetylu (Me,SO,) oraz nastepcza izomeryzacja
w obecnosci tert-butanolanu potasu (+-BuOK) prowadzi do pozadanego metoksyal-
lenu (4a, Rys. 1) z calkowitg wydajnoscig 81% [1, 2].

Br
=/ ROH

1 \
PR tBuoK OR
RX , H
OH / 3 4
— /

2

Schemat 1. Synteza alkoksyallenéw 4
Scheme 1. Synthesis of alkoxyallenes 4

Oprécz wspomnianego wczesniej metoksyallenu, zwykle stosowanego jako
zwiazek modelowy w reakcjach testowych, wérdd innych, czesto wykorzystywanych
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pochodnych, nalezy wskaza¢ alkoksyalleny 4b-e przedstawione na Rys. 1, ktérych
wybor podyktowany jest mozliwosécig odblokowania grupy hydroksylowej na kon-
cowych etapach syntezy. I tak, obecno$¢ ugrupowania benzylowego w pochodnej 4b
umozliwia deprotekcje w stosunkowo fagodnych warunkach katalitycznego uwo-
dornienia, podczas gdy podstawniki MOM oraz TMSE (zwigzki 4c i 4d) sa labilne
w warunkach kwasnych [3]. W reakcjach z uzyciem prochiralnych substratéw sto-
sowane sg enancjomerycznie czyste alkoksyalleny, zwykle pochodne terpenéw lub
weglowodanow, jak np. DAG-allen 4e, pochodny diacetonoglukozy [4].

oM
OMe OBn o/ °
:':< C:< .:<
H H H
4a 4b 4c
o)
T™S O, 0
O—/_ O—S_/A/
4d H e

Rysunek 1. Wybrane przyktady syntetycznie uzytecznych alkoksyallenéw
Figure 1. Selected examples of synthetically useful alkoxyallenes

2. REAKCJE LITOWANYCH ALKOKSYALLENOW Z ELEKTROFILAMI

Obecnos¢ grupy alkoksylowej w pochodnych typu 4 w istotny sposob wplywa
na reaktywno$¢ ugrupowania allenowego. Zgodnie z oczekiwaniem atom wegla
w pozycji y wykazuje wlasciwosci elektrofilowe, podczas gdy atom wegla 8 cechuje
reaktywno$¢ typowa dla etero6w enoli. Podwyzszona CH-kwasowo$¢ atomu wodoru
w pozycji « umozliwia w reakcjach z mocnymi zasadami, takimi jak zwigzki organo-
litowe, tatwe odszczepienie protonu prowadzac do reaktywnego anionu alkoksyalle-
nylowego (5) [5]. Na ogoét, wygenerowany in situ karboanion 5 reaguje selektywnie
(na atomie wegla ) z odczynnikami elektrofilowymi w reakcjach podstawienia lub
addycji prowadzac do warto$ciowych allenylowych zwiazkéw posrednich typu 6
o szerokich mozliwos$ciach wykorzystania w reakcjach nastepczych.

nBuli Y B OR g OR
4 o— (1 E— o —
THF Li E
-78°C
5 6

Schemat 2. a-Deprotonowanie alkoksyallenéw oraz ogdlny przebieg reakcji anionu 5 z elektrofilami
Scheme 2. a-Deprotonation of alkoxyallenes and the reaction of the anion 5 with electrophiles
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Ogdlng strukture pierwotnych adduktéw otrzymywanych w reakcjach anionu
alkoksyallenowego z elektrofilami przedstawiono na Rysunku 2. W przypadku
addycji 5 do zwigzkdéw karbonylowych i ich pochodnych otrzymuje si¢ odpowiednie
produkty allenylowe tj. alkohole [6, 7], tiole [8], aminy [9], iminy [10] oraz hydrok-
syloaminy [11]. Zgodnie z oczekiwaniem, reakcje anionu 5 z halogenkami alkilo-
wymi prowadzg do 1,1-dipodstawionych allenéw [12], podczas gdy w przypadku
monopodstawionych heterocykli tréjczionowych takich jak epoksydy i azirydyny
zwykle obserwuje si¢ regioselektywne otwarcie pierscienia wskutek ataku litowa-
nego alkoksyallenu na mniej zattoczony atom wegla [6, 13].

OR g aldehydyiketony (X = OH)
, tioketony (X = SH)
/‘AFR iminy (X = NHR™)
X nitrony (X = NR™OH)
OR OR OR R
.}\ R' .)\H/ R -)\)\X
= =z N =z

epoksydy (X = OH)

halogenki alkilowe nitryle azirydyny (X = NHR")

Rysunek 2. Produkty powstajace w reakcji litowanych alkoksyallenow z elektrofilami
Figure 2. Products formed by addition of lithiated alkoxyallenes onto electrophiles

2.1. ALDEHYDY I KETONY

Jak wspomniano, w reakcjach anionu alkoksyallenowego 5 z aldehydami i keto-
nami powstajg odpowiednie alkohole allenylowe, ktdre w szczegélnych przypadkach
daje sie wydzieli¢ i scharakteryzowaé. Zwiazki tego typu wykazujg sktonno$¢ do
cyklizacji-1,5, zwykle katalizowanej zasadami (np. t-BuOK) [6, 14] lub stabymi kwa-
sami Lewisa (np. kompleksem AuCl/pirydyna) [15, 16] prowadzac do pochodnych
3-alkoksy-2,5-dihydrofuranu 7 (Schemat 3). W przypadku niektdrych, sterycznie
bardziej zatloczonych ketonéw, obserwuje si¢ konkurencyjny scenariusz cykliza-
cji-1,3 z utworzeniem odpowiednich pochodnych winylooksiranu [8, 17]. Warto
wspomnie¢, ze analogiczne transformacje z uzyciem cykloalifatycznych tioketonow
prowadza na ogdét bezposrednio do pochodnych winylotiiranu typu 8, powstajgcych
w wyniku autokatalitycznej (kwasowej) 1,3-cyklizacji pierwotnie utworzonych alle-
nylotioli [8].
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X
e
|

5
\_SOR oR RO R'
— . 1,5-cyklizacja R' 1,3-cyklizacja
R /‘%\FR" \/H\ .
o R X=0 XH X=8 s R
8

Schemat 3. Gloéwne kierunki cyklizacji (1,5- vs 1,3-) adduktéw pochodnych zwigzkéw karbonylowych i ich
siarkowych analogow

Scheme 3. Main cyclisation routes (1,5- vs 1,3-) of adducts derived from carbonyl compounds and their
S-analogues

W reakcji litowanego metoksyallenu (5a) z enancjomerycznie czysta pochodng
aldehydu mlekowego otrzymano addukt, ktory w wyniku cyklizacji-1,5 induko-
wanej kompleksem Au(I)/pirydyna prowadzit do oczekiwanej pochodnej 2,5-dihy-
drofuranu 9 (Schemat 4). Sklonnos¢ zwigzkéw typu 9 do utleniajacego otwarcia
pierscienia prowadzacego do y-ketoaldehydow wykorzystano w syntezie L-cyma-
rozy (12) [18], waznego fragmentu strukturalnego antybiotyku heliquinomycin,
zwigzku naturalnego wykazujacego wiasciwosci inhibujace wobec helikazy DNA
[19]. W wyniku deprotekcji grupy hydroksylowej eteru trytylowego 10 oraz nastep-
czych, wysoce stereoselektywnych redukcji ugrupowania eteru enolu (H,, Rh/
Al)0O,) oraz grupy karbonylowej (L-selektryd) pochodnej 11 otrzymano w wyniku
koncowej hydrolizy kwasowej pozadany produkt 12. W analogicznym postgpowa-
niu przygotowano trzy kolejne pochodne 2,6-dideoksycukréw szeregu L [18].

OTr
=<OMe 1) O m
Li 2) AuCl, py 83%
0,
5a 86%
syn/ant/ =30:70
% 1) Hp, Rh/AIL,O4 Z,
l,, iPrOH 0 2) L-selektryd 0
e} OiPr HO! OH
76% — 3) HCI (aq.)
MeO o MeO
11 30% 12
o/p = 83:17

Schemat 4.  Synteza L-cymarozy (12)
Scheme 4. Synthesis of L-cymarose (12)



10 B. BUSIAK, G. UTECHT, M. JASINSKI

W obecnosci innych, bardziej nukleofilowych centréw w pierwotnie utwo-
rzonym addukcie mozliwy jest konkurencyjny scenariusz cyklizacji. Przykladowo,
w przypadku addycji litowanego metoksyallenu (5a) do $wiezo wygenerowanej soli
pirolidyniowej uzyskanej z ketonu 13 pochodnego L-proliny, otrzymano addukt 14,
ktory w obecnosci katalitycznych ilosci kwasu p-toluenosulfonowego (p-TSA) ulegat
regioselektywnej cyklizacji-1,6 do indolizydyny 15 (Schemat 5) [20]. Ten produkt
wykorzystano w syntezie totalnej pumiliotoksyny 267A (16) oraz innych, struktu-
ralnie podobnych alkaloidéw allopumiliotoksynowych pierwotnie wyizolowanych
z wydzielin tropikalnych zab z rodziny Dendrobatidae [21].

(@) - OH H OH
O)J\ 1) TFA C‘/‘(Wowle pTSA - X_OMe
NBoc  2)5a NH N |
13 15
14

16

Schemat 5. Synteza alkaloidu indolizydynowego pumiliotoksyny 267A (16)
Scheme 5. Synthesis of indolizidine alkaloid pumiliotoxin 267A (16)

W innym przykiadzie obejmujacym synteze naturalnie wystepujacych alkalo-
idow karbazolowych, jako substrat wybrano 1-benzylo-1H-indolo-2-karbaldehyd
(17), ktéry w wyniku addycji anionu 5a prowadzit do wzglednie trwatego alkoholu 18
(Schemat 6) [22]. Warto zwrdci¢ uwagg, ze aktywacja podstawnika allenowego kata-
lityczng ilo$cig kwasu Lewisa (AuCl) prowadzita wytacznie do produktu 1,6-cykliza-
cji, w wyniku substytucji elektrofilowej na wysoce reaktywnym atomie C-3 piercie-
nia indolowego. W wyniku spontanicznej eliminacji czgsteczki wody, otrzymano
pochodng 19, ktdrej nastepcze, regioselektywne bromowanie prowadzone w stan-
dardowych warunkach z uzyciem NBS doprowadzito do bromopochodnej 20. Ten
zwiazek wykorzystano jako kluczowy substrat w syntezie alkaloidéw karbazolowych,
w tym izomukonidyny, klauzyny L, glikozyniny oraz mukonalu (21), zwiazku
o wladciwosciach przeciwmalarycznych [23].
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OMe
5a AuCl
N quant. En OH 7%

Bn
17 18 19
3%

20 21

Schemat 6. Synteza zwigzku 20, kluczowego substratu do syntezy naturalnych alkaloidow karbazolowych
Scheme 6. Synthesis of compound 20, a key precursor for the synthesis of natural carbazole alkaloids

Jak wykazano, reakcje addycji litowanych alkoksyallenéw do chiralnych zwiaz-
kow karbonylowych prowadza do diastereomerycznie wzbogaconych (lub niekiedy
czystych) produktow. Z drugiej strony, addycje enancjomerycznie czystych alkoksy-
allenéw do prochiralnych substratow z reguly przebiegaja z niska stereoselektywno-
$cig, co pozwala na przygotowanie stosunkowo latwych do rozdzielenia mieszanin
produktéw distereomerycznych. Takie postegpowanie zaprezentowano w syntezie
jaspiny B, zwigzku naturalnego o wlasciwosciach cytotoksycznych [24, 25]. W klu-
czowym etapie, w wyniku addycji litowanego DAG-allenu (5¢) do pentadekanalu
oraz cyklizacji pierwotnych adduktéw otrzymano mieszanine odpowiednich
pochodnych dihydrofuranu 22, ktére nastepnie rozdzielono chromatograficznie.
Kolejne transformacje z uzyciem obu diastereoizomeréw umozliwily synteze pro-
duktu naturalnego 23 oraz jego trzech stereoizomerow [26].

o
%ﬂv o/\(\”/ 7Q’S_//V HzNﬁoH

2) AuCl, py FSW o
Li 41% ) 23

13

"O

5e 22
dr=57:43

Schemat 7.  Synteza jaspiny B (23) z uzyciem chiralnej soli litowej 5e
Scheme 7.  Synthesis of jaspine B (23) using chiral lithium salt 5e
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OMe

OBn 1) 5a

\f'
OMe

24 o 25 82%

Pd(OAc),

1) Hy, Pd(OH),/C

2) HClI (aq.)
65%

27

Schemat 8.  Synteza spiroketalu 27
Scheme 8. Synthesis of spiroketal 27

Anion alkoksyallenowy stanowi odpowiednik wielu waznych syntonéw orga-
nicznych, co wykazano w syntezie spiroketalu 27 (Schemat 8) [27], w ktdrej ugru-
powanie alkoksyallenowe zastosowano jako ekwiwalent anionu acylowego [28, 29].
W wyniku hydrolizy kwasowej pierwotnego adduktu utworzonego w reakeji addy-
cji litowanego metoksyallenu (5a) do pochodnej benzaldehydu 24 otrzymano enon
25 z dobra wydajnoscia 76%. Kolejne transformacje obejmujace reakcje Hecka
z uzyciem odpowiedniej tréjpodstawionej pochodnej jodobenzenu, debenzylowa-
nie w warunkach katalitycznego uwodornienia oraz cyklizacje w obecnosci kwasu
Bronsteda umozliwily synteze docelowego spiroketalu. Pochodng 27 wskazano jako
modelowy substrat do badan nad synteza analogéw rubromycyny [30], wykazuja-
cych wlasciwosci antybiotyczne oraz inhibicyjne wobec ludzkiej telomerazy oraz
wirusa HIV-1-RT.

2.2. IMINY I NITRYLE

Podobny przebieg reakeji jak w przypadku aldehydéw i ketondw obserwuje
sie z uzyciem aldimin i nitryli, ktére w wyniku addycji anionu alkoksyallenowego
prowadza do odpowiednich zwigzkéw posrednich tatwo ulegajacych cyklizacji
(spontanicznej lub indukowanej), odpowiednio do pochodnych 2,5-dihydropirolu
28 i pirolu 29 (Schemat 9). Jako szczegdlnie interesujaca i syntetycznie wazng mody-
fikacje reakcji z uzyciem nitryli nalezy wskaza¢ wielokomponentowsg synteze poli-
podstawionych pochodnych pirydyny typu 31 [10]. W prezentowanym podejsciu,



ANION ALKOKSYALLENOWY W SYNTEZIE ZWIAZKOW NATURALNYCH I ICH ANALOGOW 13

wygenerowana in situ allenylowa imina wylapywana jest kwasem karboksylowym
prowadzac do N-acylowanego enaminonu 30, ktéry w wyniku aktywacji triflanem
trimetylosililowym ulega cyklizacji do tetrapodstawionej pirydyny 31.

OR OR
)'\ﬂ?" 5 R' 1,5-cyklizacja —
. = R’
R™ H NHR" N
e
28
OR OR
5 ' 1,5-cyklizacja
N R 5-cyklizacj m\
r” > /’%\W - SR
NH H
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Schemat 9.  Anion alkoksyallenowy w syntezie pochodnych (dihydro)pirolu oraz pirydyny
Scheme 9.  Lithiated alkoxyallene approach to (dihydro)pyrrole and pyridine derivatives

Na Schemacie 10 przedstawiono wybrany przyktad wykorzystania anionu typu
5 oraz chiralnej iminy w syntezie totalnej (—)-detoksyniny (37) [31], polihydroksy-
lowanego y-aminokwasu bedacego jednym z gltéwnych metabolitow fermentacji
depsipeptydow bakterii rodzaju Streptomyces [32, 33]. W reakcji litowanego ben-
zyloksyallenu (5b) ze swiezo przygotowana N-benzyloiming 32 pochodng kwasu
(S)-jabtkowego, otrzymano dihydropirol 33, podobnie jak w przypadku innych
enancjomerycznie czystych imin, z doskonatym nadmiarem diastereomerycz-
nym (syn:anti > 97:3) oraz dobra wydajnoscia (50%). Zwiazek 33 przeksztatcono
nastepnie w pochodna pirolidynonu 34 w standardowych warunkach katalitycznego
debenzylowania, w atmosferze gazowego wodoru (kat. Pd/C), prowadzac reakcje
w obecnosci diweglanu di-fert-butylu (Boc,0) (Schemat 10). W wyniku stereose-
lektywnej redukcji grupy karbonylowej zwigzku 34 z uzyciem sterycznie wymaga-
jacego L-selektrydu oraz nastepczego reduktywnego odblokowania ugrupowania
1,3-dioksolanowego otrzymano triol 35 (82%). Najlepsze wyniki selektywnego
utlenienia pierwszorzgdowej grupy hydroksylowej w pochodnej 35 zanotowano
z wykorzystaniem gazowego tlenu w obecnosci dwutlenku platyny otrzymujac
oczekiwany aldehyd, cyklizujacy w warunkach reakcji do laktonu 36, ktorego
strukture potwierdzono analizg rentgenograficzng [31]. Otwarcie pierscienia lak-
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tonowego z rownoczesnym usuni¢ciem grupy zabezpieczajacej Boc zrealizowano
w typowych warunkach z uzyciem kwasu trifluorooctowego (TFA) 1 wydzielono
oczekiwany produkt 37 z bardzo dobra wydajnoscia catkowitg 12%.

Ph
ot
FLO
BnN OBn O
=<OBn 32 =\ o Ph HaPdC oYF’h
- 0 N Boc,0 N o
Li 50% ) (0} 2 éOC
Bn 50%
5b 23 "
0
1) L-selektryd OH 0 OH
N / N
82% OH  66% NT - 8oy
’ Boc ° Boc OH °H COH
35 36 37

Schemat 10. Synteza (-)-detoksyniny (37)
Scheme 10.  Synthesis of (-)-detoxinine (37)

W innym przykltadzie pokazanym na Schemacie 11, jako dogodny prekursor
prochiralnej iminy generowanej in situ uzyto sulfon 38, ktéry w obecnosci enancjo-
merycznie czystego allenu 5f pochodnego diacetonofruktozy (DAF), prowadzil do
oczekiwanej pochodnej 2,5-dihydropirolu 39 w postaci mieszaniny diastereoizome-
réw (dr = 2:1) [34]. Produkty rozdzielono metodami chromatograficznymi i wyko-
rzystano do przygotowania obu enancjomerdéw anizomycyny (40), znanego inhibi-
tora syntezy bialek wykazujacego interesujace wlasciwosci biologiczne [35, 36].
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Schemat 11.  Wykorzystanie pomocnika chiralnego DAF w syntezie obu enancjomeréw anizomycyny (40)
Scheme 11.  Application of chiral auxiliary DAF in the synthesis of both enantiomers of anisomycin (40)

Ogolna metode syntezy polipodstawionych pochodnych pirydyny z uzyciem
anionu alkoksyallenowego skutecznie zaadoptowano do przygotowania sulfo-
nianu 43 [37], wskazanego jako dogodny blok budulcowy do wykorzystania w syn-
tezie glenwastatyny (44), znanego inhibitora biosyntezy cholesterolu [38]. W klu-
czowym etapie, w tréjkomponentowej cyklizacji anionu 5a z izopropylonitrylem
i kwasem benzoesowym oraz nastgpczej aktywacji grupy hydroksylowej w pozycji
C4 utworzonego pierscienia heterocyklicznego uzyskano oczekiwany nonaflan 41.
Kolejne etapy syntezy obejmujace sprzeganie 41 z kwasem p-fluorofenyloborono-
wym w standardowych warunkach reakcji Suzuki, demetylowanie eteru 42 w obec-
nosci BBr, oraz reakcj¢ odpowiedniego fenolanu z fluorkiem nonaflylu (NfF) dopro-
wadzity do pozadanego produktu 43 z catkowita wydajnoscia 19%.
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Schemat 12. Formalna synteza totalna glenwastatyny (44)
Scheme 12.  Formal total synthesis of glenvastatin (44)

2.3. NITRONY

Wisréd odezynnikéw elektrofilowych wykorzystywanych w reakcjach z lito-
wanymi alkoksyallenami najwigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ nitrony, ktore
w wyniku addycji anionu 5 oraz spontanicznej cyklizacji-1,6 posrednich alleny-
lohydroksyloamin prowadza do pochodnych 3,6-dihydro-2H-1,2-oksazyny typu
45 [11]. W ramach tej klasy substratow gruntownie przebadano reakcje nitrondw
pochodnych weglowodanow i aminokwasow [3, 11, 39], w tym nitronéw cyklicz-
nych [40], role¢ pomocnika chiralnego obecnego w substracie [41], a takze uzytecz-
no$¢ N-glikozylohydroksyloamin jako tzw. nitrondw zamaskowanych [42] obser-
wujac w wiekszosci przypadkow wysokie nadmiary diastereomeryczne. Cecha
charakterystyczng optycznie czystych pochodnych 45 jest ich unikalna uzytecz-
no$¢ zwigzana z obecnos$cig ugrupowania eteru-enolu otwierajagcego mozliwosci
dalszej, stereoselektywnej funkcjonalizacji w obrebie wigzania podwojnego. Z dru-
giej strony, relatywnie stabe wigzanie N—O latwo poddajace si¢ chemoselektywne;j
redukcji otwiera dostep do odpowiednich §-aminoalkoholi, dogodnych substratow
w takich reakcjach nastepczych jak cyklizacja, utlenianie, acylowanie etc.
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Schemat 13.  Dwuetapowa reakcja cyklizacji-[3+3] litowanych alkoksyallenéw 5 z nitronami
Scheme 13.  Two-step [3+3]-cyclisation of nitrones and lithiated alkoxyallenes 5

Jeden z najbardziej spektakularnych przykladéw wykorzystania litowanych
alkoksyallenow w syntezie zwigzkow wielofunkcyjnych przedstawiono na Sche-
macie 14. W prezentowanym podejéciu do zwigzku 50 [43], anion metoksyalle-
nowy (5a) wykorzystano dwukrotnie, odpowiednio jako blok budulcowy C, i C,.
W pierwszym etapie omawianej syntezy, w wyniku addycji 5a do nitronu 46
pochodnego L-gliceraldehydu otrzymano anti-1,2-oksazyne 47, ktora przeksztal-
cono w aldehyd 48 w sekwencji reakcji obejmujacych m.in. stereoselektywna
wodorolize eteru-enolu. W kolejnym etapie anion 5a wykorzystano jako ekwiwa-
lent grupy metoksykarbonylowej, wprowadzonej na drodze addycji oraz nastgp-
czej ozonolizy podstawnika allenylowego. Uzyskany a-hydroksyester 49 uzyto
nastepnie do syntezy zwigzku 50, pochodnej kwasu neuraminowego, ktorego takie
analogi strukturalne jak oseltamiwir (Tamiflu) i zanamiwir stosowane sg w terapii
przeciwgrypowej jako selektywne inhibitory neuraminidazy [44].

o o 5a OMe O)g OMe o)(
+ Kk/ EpAC Lo

i o~ -

Bn 0" 7% o NBn NHAG
46 47 48

) ba

24% 2) 0,

o, O PH OH QMeo)k/
HO U,,COZMe o MO
AcHN

OMe OMe NHAc

50 49

Schemat 14.  Synteza analogu kwasu neuraminowego 50
Scheme 14.  Synthesis of neuraminic acid analogue 50

Obecno$¢ zamaskowanych grup hydroksylowych w 3,6-dihydro-2H-1,2-oksa-
zynach pochodnych weglowodanéw, w polaczeniu z ugrupowaniem eteru enolu
otwiera nowe mozliwosci w syntezie heterocykli tlenowych np. w reakcjach cykli-
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zacji indukowanych kwasem Brensteda [45]. W jednym z ostatnio opisanych przy-
ktadéw syn-1,2-oksazyne 52 wykorzystano do przygotowania enancjomerycznie
czystej pochodnej oksepanopirolidyny 55 (Schemat 15) [46], nalezacej do szerokiej
klasy septanozydoéw, tj. nienaturalnych 7-cztonowych weglowodanéw o interesuja-
cych wlasciwosciach biologicznych [47]. W kluczowym etapie reakeji, 1,2-oksazyna
52 w obecnosci kwasu (HCl w metanolu) ulega protonowaniu dajac odpowiedni
karbokation, ktéry wskutek desililowania oraz spontanicznej cyklizacji-1,7 prowa-
dzi do oksepanoidu 53. Otwarcie pierscienia pochodnej 53 poprzez chemoselek-
tywna redukcje wigzania N-O zrealizowano przy uzyciu jodku samaru(II) [48].

OBn
+ 5a
B”‘N/ OTBDPS —— »
O OBn OBn 69%
HCl
51 52 55% MeOH
OBn
MeO
MeO HO “,
( 0 T smi, 0 .OBn
OH <——  BnuN" OBn MeOa
N L 78% [ ian OB
OH OH BnO OBn O/NBn
55 54 53

Schemat 15.  Synteza pirolidynoseptanozydu 55, pochodnego p-ksylozy
Scheme 15.  Synthesis of D-xylose-derived pyrrolidinoseptanoside 55

Zgodnie z oczekiwaniem, reakcje nitrondow cyklicznych z anionem alkoksy-
allenowym prowadzg do skondensowanych pochodnych 3,6-dihydro-1,2-oksa-
zyny, ktére w ostatnim czasie wskazano jako dogodne bloki budulcowe do syntezy
polihydroksylowanych ukladow azabicyklicznych m.in. pirolizydyn oraz nowe;j
grupy pochodnych azetydyny, analogow strukturalnych znanych antybiotykéw
p-laktamowych (karbapenamow). Przyktadowo, w reakcji anionu TMSE-allenu
(5d) z nitronem 56 pochodnym L-erytrozy, otrzymano 1,2-oksazyng 57, ktdra
po uprzednim wysoce stereoselektywnym hydroksylowaniu (zwigzek 58) wyko-
rzystano w syntezie docelowych heterocykli [49]. W zaleznos$ci od rodzaju oraz
kolejnosci dalszych transformacji (obejmujacych blokowanie grup funkcyjnych,
reduktywne otwarcie pierscienia 1,2-oksazyny, cyklizacje i deprotekcje) otrzymano
pochodng pirolizydyny 59 (znany inhibitor amyloglukozydazy grzybow z rodzaju
Rhizopus [50]) oraz polihydroksylowang pochodng azabicyclo[3.2.0]heptanu 60
(Schemat 16).
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Schemat 16. Synteza polihydroksylowanych zwigzkéw azabicyklicznych
Scheme 16.  Synthesis of polyhydroxylated azabicyclic compounds

Podobng strategie przyjeto w syntezie australiny (61) i kazuaryny (62) (Rys. 3),
biologicznie waznych iminocukréw nalezacych do grupy naturalnie wystepujacych
pochodnych pirolizydyny, ktére przygotowano z bardzo dobrymi wydajnosciami
(odpowiednio, 59% i 84%) wychodzac z fatwo dostepnego pigciocztonowego nitronu
pochodnego p-arabinozy oraz litowanego benzyloksyallenu (5b) [51]. W analo-
gicznym postepowaniu z uzyciem prochiralnego tlenku 2,3,4,5-tetrahydropirydyny
otrzymano pochodng indolizydyny, racemiczng 8a-epi-lentiginozyne (63) [52].
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HO! ~10H /
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Rysunek 3. Przykladowe pochodne pirolizydyny (61, 62) i indolizydyny (63) przygotowane z uzyciem litowa-
nych alkoksyallenéw i nitronéw cyklicznych

Figure 3. Exemplary pyrrolizidine (61, 62) and indolizidine (63) derivatives synthesized by the use of cyclic
nitrones and lithiated alkoxyallenes

2.4. INNE ELEKTROFILE

1,3-Dipodstawione alkoksyalleny ulegaja selektywnemu protonowaniu pro-
wadzgc do odpowiednich Z-alkendw, co wykorzystano w syntezie serii racemicz-
nych spiroacetali typu 69, pochodnych 1,7-dioksa-spiro[5.5]-undekanu, waznych
elementéw strukturalnych wielu produktéw naturalnych m.in. toksyn grzybow
z rodzaju Talaromyces [53]. Jak pokazano na Schemacie 17, litowany metoksyallen
(5a) alkilowano jodkiem 64 otrzymujac pochodng 65, ktéra najpierw poddano
deprotonowaniu w pozycji C3 ugrupowania allenowego a nastepnie reakeji z oksi-
ranem otrzymujac 1,1,3-tripodstawiony alkoksyallen 67. Kolejne etapy obejmujace
desililowanie indukowane anionem fluorkowym, cyklizacje otrzymanego diolu
w warunkach kwasnych oraz hydratacje alkenu 68 umozliwily synteze racemicz-
nego spiroketalu 69, jednego ze skladnikéw feromonu muszki oliwnej (Bactrocera
oleae) [54].
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t-BulLi |:
66, R = Li
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.
3 HsO 3 51%
0
o 83% o
HO
69 68

Schemat 17. Synteza feromonu muszki oliwnej 69
Scheme 17.  Synthesis of olive fly pheromone 69

Terpestacyna (73) jest metabolitem wielu grzybow m.in. rodzaju Arthrinium,
Bipolaris 1 Fusarium, wykazujacym interesujace wiasciwosci biologiczne, w tym
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aktywnos¢ przeciwnowotworowg [55]. Z tego powodu, sestraterpen 73 oraz jego
pochodne stanowig atrakcyjny cel zarowno syntezy totalnej jak i badan biologicz-
nych. W jednym z ostatnio opublikowanych podejs¢ do syntezy terpestacyny wyko-
rzystano litowany alkoksyallen 5¢, ktory poddano reakcji z laktonem 70 (Schemat 18)
[56]. Otrzymany in situ addukt 71 w warunkach kwasowych ulegat spontaniczne;j
cyklizacji typu Nazarova prowadzac do pochodnej a-hydroksycyklopentenonu 72,
kluczowego prekursora docelowego zwiazku naturalnego. W wyniku kolejnych
transformacji otrzymano racemiczny produkt 73 z bardzo dobra wydajnoscia cat-
kowitg 8,5% (po 10-ciu etapach).

_/OMe 0
.=<O 0
+ — >
Li
OTIPS
5¢c 70

65% | HCI, EtOH

O
HO

13% (9 etapdw)

HO OTIPS
73 72

Schemat 18.  Addycja litowanego MOM-allenu (5¢) do laktonu 70 oraz nastgpcza cyklizacja Nazarova pierwot-
nego adduktu w syntezie totalnej (+)-terpestacyny (73)

Scheme 18.  Addition of lithiated MOM-allene (5¢) onto lactone 70 followed by Nazarov-type cyclisation of
the primary adduct in the total synthesis of (+)-terpestacin (73)

PODSUMOWANIE

Alkoksyalleny w reakcji z silnymi zasadami ulegaja selektywnemu deprotono-
waniu w pozycji a prowadzac do odpowiednich anionéw typu 5, wysoce reaktyw-
nych wobec odczynnikéw elektrofilowych. Po ponad czterech dekadach od pio-
nierskich prac Arensa i wspotpracownikéw [5, 6], mozna zaobserwowaé wyrazny
renesans zainteresowania ta klasg potaczen jako tatwo dostepnych substratow uzy-
tecznych m.in. w syntezie polifunkcjonalizowanych heterocykli azotowych i tleno-
wych. W niniejszym opracowaniu omowiono gtowne kierunki reakcji litowanych
alkoksyallenow z uzyciem halogenkow alkilowych oraz zwigzkow karbonylowych
i ich pochodnych, w tym aldehydow, ketonow, laktonow, nitronéw, imin i nitryli,
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takze w reakcjach wielokomponentowych. Wybrane przyktady obejmujace syntezg
zwigzkow naturalnych i ich analogdéw jednoznacznie potwierdzaja unikalny poten-
cjal syntetyczny anionow 5 jako trojweglowych blokow budulcowych (C,), wyko-
rzystywanych réwniez jako syntony innych istotnych grup funkcyjnych, takich jak
anion acylowy oraz grupa metoksykarbonylowa.
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ABSTRACT

Pressure-sensitive adhesives (PSAs) represent a system that actually dates back
to the invention of the self-adhesive articles in 1935 when R. Stanton Avery produ-
ced the first coating unit using a wooden cigar box with two holes cut in the bottom.
PSAs can be defined as a special category of adhesive which in dry form are perma-
nently tacky at room temperature [1-4].

Since 1960s, silicone pressure-sensitive adhesives have found many uses. They
are used in industrial plants, as tapes for joining materials with low surface energy,
as well as in the sectors of electrical and electronic, medical care, health care and
automotive industry. For about 10 years there has been great interest in new uses for
the silicone PSA, particularly for medical and industrial belts. The above examples
describe a growing range of potential commercial applications of silicone pressure-
-sensitive adhesives. Silicone pressure-sensitive adhesives typically consist of large
segments of the silane-functional silicone polymers and silicone resins (MQ). It is
well known that silicone pressure-sensitive adhesives because of their unique pro-
perties are special-purpose products. The combination of the properties of silicones
such as high flexibility of connections Si-O-Si, low intermolecular interaction, low
surface tension, excellent thermal stability and transparency for UV radiation, excel-
lent electrical properties, high chemical resistance and weather resistance makes
silicone adhesives have improved properties compared to other typical polymeric
organic adhesives. Due to the low surface tension of silicone adhesives, adhesive is
easily spread on the surface of various materials [4-9].

The properties of silicone pressure sensitive adhesives (Si-PSA) crosslinking
thermally by organic peroxides (according to a radical mechanism) depend on the
type and concentration of crosslinker used. Benzoyl peroxide (BPO) and 2,4-dichlo-
robenzoyl peroxide (DCIBPO) are the most commonly used peroxides the industry.
Increasing the content of BPO or DCIBPO in a predominantly affects significantly
increase the cohesion, while reducing the adhesion of tested adhesives [1, 5, 6]. With
the market testing of pressure sensitive adhesives and literature studies clearly show
that there were no studies to date on the process of UV-curing silicone pressure
sensitive adhesives; and there is no sales sided adhesive tapes, silicone crosslinked
by UV radiation.

Keywords: pressure-sensitive adhesives, polymer, silicone pressure-sensitive adhe-
sives
Stowa kluczowe: kleje samoprzylepne, polimery, silikonowe kleje samoprzylepne
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WSTEP

Kleje samoprzylepne (PSA) to grupa klejow na bazie wielkoczasteczkowych
polimerdéw cechujacych si¢ dobra (spelniajaca wymogi przemyslowe) adhezjg oraz
kohezja. Podstawowaq rdéznicg pomiedzy PSA azinnymi rodzajami klejow s3 nie-
zmienne wlasciwosci klejace w szerokim zakresie temperaturowym w czasie uzyt-
kowania, doskonata odpornos¢ na starzenie oraz staly poziom wytrzymatosci na
odrywanie. Historia klejow samoprzylepnych siega wynalazku R. Stanton Avery
z 1935 roku, w ktérym otrzymano samoprzylepny produkt wykorzystujac do jego
produkcji pudetko po cygarach z dwoma wycietymi otworami [1-4]. Sposrdd kle-
jow samoprzylepnych na szczegdlng uwage zastuguja kleje samoprzylepne na bazie
silikonow (Si-PSA). Powszechnie wiadomo, ze kleje silikonowe sg specjalistycznymi
wyrobami o szczeg6lnym zastosowaniu [5].

1. SILIKONOWE KLEJE SAMOPRZYLEPNE

Silikonowe kleje samoprzylepne skladajg si¢ zazwyczaj z duzych segmentow
silano-funkcyjnych polimeréw silikonowych oraz zywic silikonowych (MQ). Kom-
binacja wlasciwosci silikondw, takich jak wysoka elastycznos¢ polaczen Si-O-Si,
niewielkie oddzialtywanie mig¢dzyczasteczkowe, niskie napigcie powierzchniowe,
doskonata stabilno$¢ termiczna oraz transparentnos¢ dla promieniowania UV,
doskonate wilasciwosci elektryczne, duza odporno$¢ chemiczna oraz odpornosé
na warunki atmosferyczne sprawia, ze kleje silikonowe posiadaja lepsze wtasci-
wosci w poréwnaniu do innych typowych polimerowych klejow organicznych. Ze
wzgledu na niskie napiecie powierzchniowe samoprzylepne kleje silikonowe atwo
rozprowadza si¢ na powierzchni réznorodnych materiatéw. Ze wzgledu na brak
negatywnego oddzialywania na skore ludzka znalazly one zastosowanie do pro-
dukcji plastréow i innych wyrobéw medycznych. Samoprzylepne kleje silikonowe
wykazujg doskonate wlasciwosci barierowe dla jondw, a polimery silikonowe - jako
kapsutki doustne znajduja si¢ na nieaktywnej liscie FDA w kapsutkach doustnych
i preparatach zobojetniajacych kwas. Przeprowadzane badania u ludzi nie wykazaty
negatywnego wplywu silikonowych klejow samoprzylepnych oraz polimerdw sili-
konowych wykorzystywanych przy produkcji doustnych kapsul na organizm ludzki
[4-6].

Od chwili wprowadzenia na rynek w 1960, silikonowe kleje samoprzylepne
znalazly wiele zastosowan. Stosuje sie je w skali przemystowej, jako tasmy do tacze-
nia materialéw o niskiej energii powierzchniowej, a takze w sektorach elektrycznym
i elektronicznym, opieki medycznej i zdrowotnej oraz przemysle samochodowym.
Od okolo 10 lat obserwuje si¢ duze zainteresowanie nowymi zastosowaniami dla
silikonowych PSA, zwlaszcza do tasm medycznych i przemystowych. Powyzsze
przyklady opisujg rosnacy zakres potencjalnych zastosowan komercyjnych siliko-
nowych klejow samoprzylepnych [6-9].
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2. SIECIOWANIE SAMOPRZYLEPNYCH KLEJOW

Proces sieciowania klejow samoprzylepnych ma na celu zwiekszenie kohezji
kleju, ktoéra obok adhezji i kleistos¢ decyduje o przeznaczeniu gotowego produktu
samoprzylepnego i uwazana jest za istotne kryterium decydujace o zastosowaniu
klejow samoprzylepnych. W duzej mierze od rodzaju oraz ilosci zastosowanego
srodka sieciujgcego, a takze od uzytej metody sieciowania zalezg fizykochemiczne
i mechaniczne wlasciwosci klejow samoprzylepnych, takie jak adhezja, kohezja
ikleisto$¢. Kohezja klejow samoprzylepnych po usieciowaniu zwieksza sie, a adhezja
i kleistos¢ ulegaja zmniejszeniu. W technologii klejow samoprzylepnych powszech-
nie stosowane sg nastepujace zwiazki i metody sieciowania [10, 11, 12]:

+ wielofunkcyjne izocyjaniany, np. diizocyjanian toluenu, diizocyjanian hek-

sametylenu;

+ wielofunkcyjne monomery, np. akrylan 1,4-butanodiolu, eter allilowowiny-
lowy;

+ wielofunkcyjne etylenoiminy oraz propylenoiminy (pochodne 2-metyloazy-
rydyny);

o sole metali kwasow organicznych, np. tytaniany, cyrkoniany;

o chelaty metali, np.: acetyloacetonian zelaza, acetyloacetonian glinu;
 nadtlenki organiczne i tlenki metali;

+ kompleksy platyny;

e Zywice aminowe;

e promieniowanie UV;

o strumien elektronéw.

2.1. SIECIOWANIE TERMICZNE

Sieciowanie termiczne klejow samoprzylepnych polega na tworzeniu sie
wewnatrzczasteczkowych wigzan w tancuchu polimeréw oraz pomiedzy nimi, pro-
wadzacych do powstania wewnatrzczasteczkowych sieci w kompozycji, na drodze
reakcji grup koncowych (grup funkcyjnych) wybranego zwiazku (lub zwigzkow)
sieciujacego z grupami funkcyjnymi lub wigzaniami nienasyconymi polimeru stoso-
wanego jako klej samoprzylepny, pod wpltywem wysokiej temperatury jaki poprzez
sieciowanie wedlug mechanizmu rodnikowego, ktory jest inicjowany w wysokiej
temperaturze [5, 6, 10].
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2.2. SIECIOWANIE PROMIENIOWANIEM ULTRAFIOLETOWYM (UV)

Podstawowa zasadg sieciowania klejow za pomocg promieniowania ultrafio-
letowego jest konwersja promieniowania UV w energi¢ chemiczng. Sieciowanie
polimeréw za pomoca promieniowania ultrafioletowego moze zachodzi¢ wedlug
mechanizmu kationowego lub rodnikowego. W przypadku gdy proces sieciowania
zachodzi wedtug mechanizmu rodnikowego, polimeryzacje¢ wigzan nienasyconych
obecnych w lanicuchu polimeru wywotujg czasteczki zwane wolnymi rodnikami,
ktore powstajg na skutek rozpadu ich prekursoréw, tj. najczesciej ketondéw aroma-
tycznych. Warunkiem koniecznym do zapoczatkowania reakcji sieciowania wedtug
mechanizmu rodnikowego jest obecnoséci odpowiednich fotoinicjatoréw. Siecio-
wanie polimeréw wedlug mechanizmu kationowego polega na otwarciu pierscieni
epoksydowych lub reakcjach grup winyloeterowych obecnych w lancuchu poli-
meru. Typowe kleje przeznaczone do sieciowania za pomocg UV zawieraja foto-
reaktywny polimer, fotoinicjatory lub fotoreaktywne prepolimery, fotoreaktywne
oligomery lub rozcieniczalniki reaktywne, ktére majg zdolno$¢ nie tylko regulacji
lepkosci kompozycji, ale takze ze wzgledu na obecno$¢ w ich czasteczkach wigzan
nienasyconych przyczyniajg si¢ w procesie sieciowania do powstania dodatkowych
sieci polimerowych (wigzan wewnatrzczasteczkowych w polimerze) [10, 13, 14].

3. SIECIOWANIE SAMOPRZYLEPNYCH KLEJOW SILIKONOWYCH

Witasciwosci silikonowych klejow samoprzylepnych (Si-PSA) sieciowanych ter-
micznie organicznymi nadtlenkami (wedlug mechanizmu rodnikowego) zaleza od
rodzaju oraz stezenia zastosowanych zwigzkow sieciujacych. Zwigkszenie zawartosci
nadtlenku benzoilu lub nadtlenku dichlorobenzoilu w ukladzie wptywa przewaznie
na znaczne zwiekszenie kohezji, przy jednoczesnym zmniejszeniu adhezji badanego
kleju. Powszechnie wiadomo, ze samoprzylepne kleje silikonowe sg specjalistycz-
nymi wyrobami o szczegdlnym zastosowaniu. Ogolnie przyjmuje sie, iz samoprzy-
lepne tasmy jednostronnie klejace musza spelnia¢ takie podstawowe wlasciwosci,
jak adhezja >10 N/25 mm; kleisto$¢ >8 N/25 mm oraz kohezja >72 h, aby mogly by¢
rozpatrywane pod wzgledem specjalnych zastosowan w wielu galeziach przemy-
stowych. Wlasciwosci te mozna otrzymad poprzez utrzymanie balansu pomiedzy
adhezja oraz kleisto$cia, a kohezjg silikonowego filmu klejowego, ktory jest bezpo-
$rednim wynikiem odpowiedniego stopnia usieciowania samoprzylepnych klejow
(1,5, 6].

Jednym ze sposobow sieciowania silikonowych klejow samoprzylepnych
zawierajacych grupy fenylowe i metylowe jest sieciowanie termiczne w zakresie
temperaturowym 120-150°C za pomoca nadtlenkéw organicznych. Najczesciej
stosowanymi nadtlenkami w przemysle jest nadtlenek benzoilu (BPO) i nadtlenek
2,4-dichlorobenzoilu (DCIBPO). Pozwalaja one na kontrole reakeji sieciowania
(a tym samym na réwnowage pomiedzy adhezja i kohezja) poprzez odpowiednie
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dozowanie nadtlenku, co determinuje stopien usieciowania otrzymanego filmu kle-
jowego. W zaleznosci od potrzeb i zastosowania otrzymywanych tasm samoprzy-
lepnych na bazie samoprzylepnych klejéw silikonowych uzywa sie od 0 do 4% wag.
nadtlenku w przeliczeniu na mase¢ polimeru w kompozyciji [5, 6, 9, 15-17].
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Rysunek 1. Sieciowanie Si-PSA wedlug mechanizmu rodnikowego
Figure 1. Crosslinking of Si-PSAs according to a radical mechanism

W ostatniej dekadzie w wielu patentach opisywane jest dodawanie ,,dodatkéw
utwardzalnych” do kompozycji samoprzylepnych klejéw na bazie silikonéw. Siecio-
wanie za pomoca tych zwigzkow jest mozliwe, jesli w sklad kompozycji polimero-
wej wchodza silikony z grupami funkcyjnymi silikonowo-winylowymi (Si-Vi) i sili-
kono-wodorowymi (Si-H). Zwykle te silikony wykazujg nizszg mase czasteczkowq
i sg uzywane w przypadku tradycyjnych rozpuszczalnikowych systeméw SiPSA.
Dodatek zwiazku kompleksowego platyny do takich kompozycji klejowych umoz-
liwia sieciowanie ich termicznie, w wyniku czego powstaje usieciowany film kle-
jowy. Badania wykazaly, iz proces sieciowania powlekanych kompozycji klejowych
moze zachodzi¢ w kanale suszacym o relatywnie niskiej temperaturze (100-150°C).
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Proces sieciowania zwigzkami platyny nie generuje produktéw ubocznych, jest on
bezpieczny dla srodowiska. Skuteczno$¢ sieciowania jest $cisle zwigzana z iloscig
grup funkcyjnych w kompozycji polimerowej (Si-Vi i Si-H). Zwykle zwigzki kom-
pleksowe platyny sa dodawane wraz z rozcieniczalnikami organicznym i dodatkami
do specyficznych wymagan, np. obnizenie wspotczynnika rozszerzalnosci cieplnej
lub poprawy odpornosci na wysoka temperature [9, 15-17].

Cry
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Rysunek 2. Sieciowanie Si-PSA za pomoca zwigzkéw platyny
Figure 2. Crosslinking of Si-PSA via platinum-catalyzed

Z przeprowadzonych badan rynku klejow samoprzylepnych oraz studiow lite-
raturowych wynika jednoznacznie, ze nie prowadzono dotychczas badan nad proce-
sem sieciowania UV samoprzylepnych klejow silikonowych; brak takze w sprzedazy
jednostronnych tasm klejacych silikonowych sieciowanych promieniowaniem UV.

PODSUMOWANIE

Sposérdd klejow samoprzylepnych na szczegdlng uwage zastuguja kleje samo-
przylepne na bazie silikonéw. Powszechnie wiadomo, ze silikonowe kleje samoprzy-
lepne ze wzgledu na swoje unikalne wlasciwosci sg produktami specjalnego zasto-
sowania. Skladajg si¢ zazwyczaj z duzych segmentow silano-funkcyjnych polimeréw
silikonowych oraz zywic silikonowych. Kombinacja wlasciwosci silikondw, takich
jak wysoka elastyczno$¢ polaczen Si-O-Si, niewielkie oddzialywanie miedzyczg-
steczkowe, niskie napiecie powierzchniowe, doskonata stabilno$¢ termiczna oraz
transparentno$¢ dla promieniowania UV, doskonate wlasciwosci elektryczne, duza
odpornos¢ chemiczna oraz odporno$¢ na warunki atmosferyczne sprawia, ze kleje
silikonowe posiadaja lepsze wlasciwosci (adhezja, kohezja oraz kleisto$¢) w porow-
naniu do innych typowych polimerowych klejow organicznych [4-6].

Sieciowanie termiczne klejéow samoprzylepnych na bazie silikonéw polega na
tworzeniu si¢ wewnatrzczasteczkowych wigzan w tancuchu polimeréw oraz pomie-
dzy nimi, prowadzacych do powstania wewnatrzczasteczkowych sieci w kompozy-
cji, na drodze reakcji grup koncowych (grup funkcyjnych) wybranego zwigzku (lub
zwigzkow) sieciujacego z grupami funkcyjnymi lub wigzaniami nienasyconymi poli-
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meru przeznaczonego na klej samoprzylepny, pod wplywem wysokiej temperatury
jaki poprzez sieciowanie wedlug mechanizmu rodnikowego, ktdry jest inicjowany
w wysokiej temperaturze [5, 6, 10]. W literaturze i sprzedazy istnieja liczne odnie-
sienia do uzywania w kompozycjach klejow silikonowych nadtlenkéw organicznych
oraz zwigzkow platyny (tych ostatnich liczne odniesienia znajdujg sie w patentach).
Najczesciej stosowanymi nadtlenkami w przemysle jest nadtlenek benzoilu (BPO)
oraz nadtlenek 2,4-dichlorobenzoilu (DCIBPO). Z przeprowadzonych badan rynku
klejow samoprzylepnych oraz studiéw literaturowych wynika jednoznacznie, ze nie
prowadzono dotychczas badan nad procesem sieciowania UV samoprzylepnych
klejow silikonowych; brak takze w sprzedazy jednostronnych tasm klejacych siliko-
nowych sieciowanych promieniowaniem UV. Zesp6t Z. Czech i A. K. Antosik prze-
prowadzil pierwsze pomyslnie rokujace proby w tej sferze, badania te s3 zwiazane
z pracg A. K. doktorskg Antosika.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) caused by Mycobacterium tuberculosis (MTB) remains
a leading cause of morbidity and mortality in developing countries [1]. With the
discovery of chemotherapeutic agents in the 1940s and implementation of directly-
-observed therapy short course (DOTS) in the 1980s, it was believed that TB would
decline globally. Although a declining trend was observed in most developed coun-
tries, this was not evident in other parts of the world [2]. In addition, the rate of suc-
cessful treatment has been compromised in recent years due to the increasing preva-
lence of multidrug-resistant (MDR-) and extensively drug-resistant TB (XDR-TB)
strains [3].

Accordingly, significant efforts have been made to discover and develop new
treatment modalities against TB. This article serves as a summary of the most recent
developments in search for novel anti-tubercular compounds. Here we focus on
reviewing the results of basic research and clinical trials obtained in 2015 including:
a) the phase IV clinical trials conducted for newly developed: bedaquiline, delama-
nid, clofazimine (previously registered for treatment of leprosis) b) phase III for
fixed-dose combination of existing drugs: pretomanid - moxifloxacin - pyrazina-
mide) and c) the phase II clinical trials for sutezolid, AZD5847 and SQ109 [4]. All
newly developed compounds used in these studies have been briefly characterized
and their synthesis pathways fully described. In addition we review the most recent
and promising results on nicotinic acid hydrazides, thienyl-pirimidines imidazole-
-thiadiazole-benzimidazole and benzocoumarine derivatives presenting their syn-
thesis pathways, most active chemical structures and their potential applications.
Throughout this paper the ultimate direction for new drug development strategies,
in search for the anti-tubercular agents, have been reviewed.

Keywords: tuberculosis, anti-tubercular compounds
Stowa kluczowe: gruzlica, zwigzki przeciwpratkowe
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

TB — gruzlica (ang. Tuberculosis)

MTB —  Mpycobacterium tuberculosis

MDR-TB — gruzlica wielolekooporna na leki I-go rzutu (ang.
multidrug resistant tuberculosis)

XDR-TB — gruzlica wielolekooporna na leki I-go i II-go rzutu
(ang. extensively drug resistant tuberculosis)

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. Human
Immunodeficiency Virus)

INH — izoniazyd

EMB — etambutol

MIC — minimalne st¢zenie hamujace (ang. minimal inhibi-
tory concentration)

DMF — dimetyloformamid

TEA — trietanolamina

LDA — diizopropyloamidek litu (ang. lithium diisopropyla-
mide)

THF — tetrahydrofuran (ang. tetrahydrofuran)

DBU — 1,8-diazabicyklo(5.4.0)undek-7-en

MsCl — chlorek kwasu metanosulfonowego (ang. methane-
sulfonyl chloride)

BINAP — 2,2’-bis(difenylofosfino)-1,1’-binaftalen (ang. 2,2™-bis(di-
phenylphosphino)-1,1’-binaphthalene)

DCM — dichlorometan (ang. dichloromethane)

ACE-Cl — chloromréwczan chloroetylu (ang. I-chlotoethyl chlo-
roformate)

DIAD — ester diizopropylowy kwasu azodikarboksylowego
(ang. diisopropyl azodicarboxylate)

Me — metyl (ang. methyl)

Et — etyl (ang. ethyl)

Bu — butyl (ang. buthyl)

Ph — fenyl (ang. phenyl)

KatG — katalaza-peroksydaza (ang. catalase-peroxidase)

NAT — N-acetylotransferaza
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WPROWADZENIE

Gruzlica jest choroba zakazna wywolywang przez pratki Mycobacterium tuber-
culosis (MTB). Ta kwasoodporna bakteria nalezy do tlenowcow. Gtéwnym sklad-
nikiem $ciany komodrkowej pratkéow sa zwigzki lipidowe. Ponad 60% masy $ciany
komorkowej stanowig lipidy, ktore nie sg spotykane u innych grup mikroorgani-
zmow. Sktad ten determinuje wlasciwosci pratkow gruzlicy (stabe barwienie metoda
Gramma, dlugi czas wzrostu, opornos¢ na czynniki srodowiskowe i leczenie) [5].

Gruzlica jest druga przyczyna zgondw na $wiecie, spowodowang przez jeden
patogen. W 2013 roku okolo 1,5 miliona ludzi zmarfo z powodu gruzlicy, a 9 milio-
néw zostalo zakazonych [1]. Statystycznie u 1 na 10 zarazonych Mycobacterium
tuberculosis rozwinie si¢ gruzlica. Dodatkowo osoby znacznie bardziej narazone na
zachorowanie to: zarazeni wirusem HIV (ang. Human Immunodeficiency Virus),
cukrzycy, palacze tytoniu oraz osoby niedozywione [6]. Gruzlica jest chorobg ule-
czalng, w ktérej od lat stosuje sie leki standardowe. Do lekéw I-rzutu naleza: izonia-
zyd (INH), ryfampicyna, pirazynamid, etambutol (EMB) i streptomycyna. W przy-
padku rozwiniecia lekoopornosci, do leczenia wlgczane sg leki II-rzutu: etionamid,
cykloseryna, kapreomycyna, kwas paraaminosalicylowy, amikacyna, kanamycyna,
fluorochinolony, klarytromycyna i inne [7]. To wla$nie narastajacy problem leko-
odpornosci szczepdw Mycobacterium tuberculoris jest gléwnym powodem poszuki-
wan nowych sposobow terapii. Znanym problemem jest gruzlica wielolekooporna
(ang. multidrug resistant tuberculosis, MDR-TB) definiowana, jako oporno$¢ na co
najmniej dwa leki stosowane w terapii podstawowej (np. izoniazyd i ryfampicyng)
[8]. W ostatnich latach istotnym problemem terapeutycznym jest réwniez gruzlica
z opornoscig wielolekowg o rozszerzonej opornosci pratkow (ang. extensively drug
resistant tuberculosis, XDR-TB) na izoniazyd, ryfampicyne, chinoliny oraz amino-
glikozydy lub kapreomycyne [9]. Fakt, ze w ostatnich 40 latach nie wprowadzono
do lecznictwa nowego, w pelni skutecznego i bezpiecznego leku przeciwko gruzlicy
oraz narastajaca opornos¢ szczepow, potwierdza jak ztozony jest to problem [10].

1. CZASTECZKI W FAZIE BADAN KLINICZNYCH

W chwili obecnej prowadzone sg badania nad siedmioma czgsteczkami (stan na
styczen 2016). Trzy z nich znajduja si¢ w IV fazie badan klinicznych (bedakwilina,
delamanid, klofazymina). W fazie III bedakwilina i delamanid sg badane w polacze-
niu z zoptymalizowang terapig podstawowa (ang. Optimized Baground Regimen);
testuje si¢ rowniez polaczone dawkowanie pretomanidu z moksyfloksacyng i pira-
zynamidem. W fazie II badane sg obecnie trzy czgsteczki (sutezolid, AZD5847 oraz

SQ109) [4].
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1.1. CZASTECZKI W IV FAZIE BADAN KLINICZNYCH

Bedakwilina, diarylowa pochodna chinoliny, przedstawiona na Rysunku 1,
aktywnie hamuje synteze mykobakteryjnej syntetazy ATP i uktad pompy protono-
wej. W badaniach in vitro potwierdzono jej ni zwykle wysokg skutecznos¢ (mini-
malne stezenie hamujace (MIC) na poziomie 0,06 pg/ml) [11]. W badaniach klinicz-
nych, potwierdzono skutecznos¢ bedakwiliny wobec pratkéw wielolekoopornych
[12]. Czgsteczka zostala wprowadzona do lecznictwa w Europie w 2013, a w Polsce
rok pozniej. Jednakze biorac pod uwage skutki uboczne, takie jak zwigkszona §mier-
telno$¢, wzrost aktywno$ci enzymoéw watrobowych oraz wydluzenie odcinka QT
w zapisie akcji serca [13], jej stosowanie nie jest rozpowszechnione.

(*R,**S)-1-(6-Bromo-2-metoksy-3-chinolino)-4-dimetyloamino-2-(1-naftylo)-1-fenylo-butan-2-ol

Rysunek 1. Bedakwilina
Figure 1. Bedaquiline

Synteza bedakwiliny z kwasu 3-fenylopropionowego (2) i p-bromoaniliny (1)
przebiega w pigciu etapach (Schemat 1). Pierscienie chinolonowe otrzymuje sie
w reakcji Vilsmeier'a-Hacka, natomiast konicowa kondensacja prowadzi do otrzy-
mania czterech stereoizomerdw rozdzielanych dzigki chromatogratii kolumnowej
i chiralnej chromatografii [14, 15].
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Br
\©\ + S0Cl,
NH, —

TEA, CH,Cl,

1 HO A\

bedakwilina

Schemat 1. Synteza bedakwiliny
Scheme 1. Bedaquiline synthesis

Klofazymina, pochodna iminofenazyny (przedstawiona na Rysunku 2), znana
jako lek stosowany w terapii tradu, znalazta nowe zastosowanie w leczeniu gruzlicy
[16]. Kluczowym elementem strukturalnym czasteczki jest fenazyna z grupa alki-
loiminowa (izopropyloimina) w pozycji 2 oraz podstawniki fenylowe w pozycjach
31 10. Takie ulozenie grupy alkiloiminowej oraz odpowiedni halogen w czasteczce,
determinujg efekt przeciwpratkowy [17, 18]. Mechanizm dziatania klofazyminy
polega na blokowaniu syntezy bakteryjnego DNA poprzez wigzanie do zasady
guaninowej [19]. Dodatkowo, klofazymina powoduje aktywacje fosfolipazy A2 neu-
trofili i uwalnianie lizofosfatydylocholiny oraz kwasu arachidonowego, co sprawia,
ze ma podobny mechanizm dziatania do interferonu gamma [20, 21]. W badaniach
in vitro potwierdzono skuteczno$¢ przeciwpratkowa klofazyminy (MIC na pozio-
mie 0,03 pg/ml do 8 pg/ml w zaleznosci od rodzaju szczepu) [22]. Jeszcze lepszy
efekt uzyskano w polaczeniach klofazyminy z etambutolem (MIC od 0,0625 pug/ml
do 16 pug/ml [23]. Mimo pozytywnych wynikow terapii klofazyming u prawie 65%
pacjentéw, kliniczne zastosowanie czasteczki jest ograniczone towarzyszacymi jej
skutkami ubocznymi [24]. Nadmierna pigmentacja skory notowana jest u ponad
80% pacjentow stosujacych leczenie, a dolegliwosci ze strony uktadu pokarmowego
u 40-50% leczonych [25].
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Cl

Cl
2-p-chloroanilino-5-p-chlorofenylo-3,5-dihydro-3-izopropylo-imino-fenazyna

Rysunek 2. Klofazymina
Figure 2. Clofazimine

Synteza klofazyminy w pierwszym etapie przebiega poprzez utlenianie
2-(p-chloroanilino) aniliny (7) chlorkiem Zelaza(III), a nastepnie podstawienie izo-
propyloaming (Schemat 2) [26-28].

Cl Cl

NH N
C X \JCVNH @EN\]C[NH
FeCly N (CH,),CHNH,
NH — N SNNH i N ~N

N

A

Cl Cl Cl
7 8 klofazymina

Schemat 2. Synteza klofazyminy
Scheme 2. Clofazimine synthesis

Delamanid, (OPC-67683) pochodna nitro-dihydro-imidazooksazolu (Rys. 3)
jest inhibitorem syntezy kwaséw mykolowych [29]. Wiele nitro-heterocyklicznych
pochodnych, jak 5- i 2- nitroimidazole oraz 5-nitrofurany posiada wlasciwosci prze-
ciwpierwotniakowe i przeciwbakteryjne lecz zwykle charakteryzuja si¢ one réwniez
dzialaniem mutagennym [30]. Réwniez kilka pochodnych nitro-dihydroimidazolu,
mimo obiecujacych wynikéw badan przeciwpratkowych nie zostalo wprowadzo-
nych do badan klinicznych, ze wzgledu na towarzyszacy efekt mutagenny [31].
Delamanid w badaniach in vitro wykazal efekt hamujacy wzrost pratkow gruzli-
czych (réwniez tych wielolekoopornych) w zakresie stezen 0,006-0,024 pg/ml oraz
brak efektéw ubocznych, charakterystycznych dla tej grupy nitro-heterocyklicz-
nych pochodnych [29]. Lek zostal warunkowo dopuszczony do lecznictwa w 2014
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roku, potrzebne sg jednak dane potwierdzajace jego dlugoterminowsg skutecznos¢
i bezpieczenstwo [32]. Pochodna réznigca si¢ tylko brakiem podstawnika metylo-
wego przy pier$cieniu izoksazolowym to réwniez dopuszczony w ostatnim czasie do
lecznictwa czasteczka PA-824, jako lek pretomanid.

L0

o

0—CF,

(2R)-2-metylo-6-nitro-2-[(4-{4-[4-(trifluorometoksy)fenoksy]-1-piperydynylo}-fenoksy)metylo]-
-2,3-dihydroimidazo[2,1-b][1,3]oksazol

Rysunek 3. Delamanid
Figure 3. Delamanid

Synteza delamanidu jest ztozona. W dwdch odrebnych $ciezkach otrzymuje
sie syntony (Schemat 3 i Schemat 4) ostatecznej sytnezy delamanidu. Pierwszy
z nich 4-[4-(4-trifluorometoksyfenoksy)piperydyn-1-ylo]fenol (12) otrzymuje sie
podczas arylacji Buchwalda katalizowanej palladem, a nastepnie poprzez usunigcie
zabezpieczajacego tetrahydropiranu do uzyskania fenolu (12). Drugi z ostatecznych
potproduktow (16) powstaje w reakcji podstawionego nitroimidazolu (13) z estrem
epoksydowym kwasu p-nitrobenzoesowego (14), ktory nastepnie poddaje sie cykli-
zacji z chlorkiem kwasu metanosulfonowego w srodowisku pirydyny [33]. Na Sche-
macie 5 przedstawiono reakcje zwigzkéw 12 i 16 oraz powstajacy w niej delamanid.

o) Pd(OAc),, rac BINAP, Cs,CO; N p-toluenosulfonian pirydyny
N

(‘j 10 toluen Q EtOH
QO s Q >:<
H o)
9 11 12

Schemat 3. Synteza pétproduktu 12 do otrzymania Delamanidu
Scheme 3. Semi-substrate 12 synthesis required for Delamanide production
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2) MsCl, pirydyna
3) DBU, AcOEt
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13 14 15 16

Schemat 4.  Synteza pétproduktu 16 do otrzymania Delamanidu
Scheme 4.  Intermediate product 16 synthesis required for Delamanide production

o) 5 &
(6]
N N NaH N/\(m'\
: e e )
S T o

HO
12 16 delamanid O—CF3

Schemat 5. Synteza delamanidu
Scheme 5. Delamanid sythesis

1.2. CZASTECZKI W III FAZIE BADAN KLINICZNYCH

W fazie III badan klinicznych, opisane powyzej bedakwilina i delamanid sg
badane w polaczeniu z zoptymalizowang terapia podstawowa (ang. Optimized
Baground Regimen).

Na tym samym etapie badan jest rowniez potaczone dawkowanie pretomanidu
z moksyfloksacyng i pirazynamidem.

1.3. CZASTECZKI W II FAZIE BADAN KLINICZNYCH

Sutezolid (PNU-100480) to syntetyczny zwigzek z grupy oksazolidynonow
(Rys. 4), w ktérym tiomorfolinowa pochodna zbudowana zostata na oksazolidyno-
wym farmakoforze. Jedynie enancjomer S wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne
[34]. Sutezolid hamuje synteze bakteryjnych biatek poprzez wigzanie 23S rRNA
w podjednostce 50S rybosomu [35]. Pierwszy zwigzek tej grupy wprowadzony do
lecznictwa — linezolid, znalazt zastosowanie w ci¢zkich zakazeniach bakteryjnych,
takich jak szpitalne i pozaszpitalne zapalenie pluc [36, 37]. Sutezolid wykazywat
podobne do linezolidu wtasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwpratkowe in vitro
(MIC = 1 pg/ml), jednak w badaniu ex vivo w hodowli z pelnej krwi obwodowe;j
byt znacznie bardziej skuteczny od linezolidu w modelu gruzlicy [38]. W badaniach



NAJNOWSZE KIERUNKI POSZUKIWAN CZASTECZEK O AKTYWNOSCI PRZECIWPRATKOWE] 45

klinicznych I fazy potwierdzono skuteczno$¢ sutezolidu, nie wykazujac jednocze-
$nie skutkow ubocznych obserwowanych dla linezolidu (neuropatia obwodowa
i neuropatia nerwu wzrokowego, zmiany w obrazie hematologicznym krwi)
[39, 40]. Obecnie prowadzone sg rozszerzone badania nad sutezolidem — schema-
tem dawkowania i oceng skutecznos$ci [41].

o)
s N N>\\O
__/ \J\/NH
F ¥

N-({(55)-3-[3-fluoro-4-(tiomorfolino-4-yl)fenylo]-2-okso-1,3-oksazolidyno-5 metylo)-acetamid

Rysunek 4. Sutezolid
Figure 4. Sutezolid

Synteza sutezolidu rozpoczyna si¢ od 3,4-difluoro-nitrobenzenu (17), do ktd-
rego przylacza si¢ tiomorfoline, a nastepnie redukuje grupe nitrowa do aminowej i
przeprowadza w amid (19). W nastepnym etapie deprotonacje azotu uzyskuje sie
tert-butanolanem litu, a cyklizacje (S)-3-chloro-1,2-propanediolem. Pierwszorze-

dowy alkohol przeprowadza si¢ przez aming¢ do finalnego produktu - sutezolidu
(Schemat 6) [42, 43].

/\
LA™ hOCOCl OPh
2.H,Pd

F
17

oN so,ci
1. BuLi / \ /\O 1. EtN, \©/ / \
—_—
2. (CH ) COK 2 NH,OH, MeOH \)\/NH
3. Ac,0, TEA \N/
(o}
20 sutezolid

Schemat 6. Synteza sutezolidu
Scheme 6. Sutezolid synthesis

Podobnie jak Sutezolid, AZD5847 nalezy do grupy oksazolidynonow.
Jest fenylowo-piperazynowa pochodng 2-oksazolidionu, ktéra analogicznie jak
inne antybiotyki tej klasy blokuja syntezg bialek (Rys. 5). W czasteczce obecne
sg dwa centra chiralne (*S, **R), jednak nie ma dowodow na jej izomeryzacje¢
in vivo [44]. Aktywno$¢ przeciwko szczepom M. tuberculosis H37Rv okre$lono na
1 pg/ml [45]. Zwigzek wykazuje rowniez aktywno$¢ bakteriostatyczng na inne
szczepy bakteri gram-dodatnich (Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Strep-
tococcus pneumoniae, Corynebacterium spp) [46]. W testach toksykologicznych
wykazano nieznaczne zmiany obrazu hematologicznego krwi przy stosowaniu
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AZD 5847, bez zadnego wplywu na szpik kostny. Nie stwierdzono rowniez hepa-
totoksycznosci, natomiast obserwowano wydtuzenie odcinka QT w zapisie akcji
serca [47].

" 2
O\ /0
HO \—*>7N N
B ° /N\
OH F *
—_

[(5R)-3-(4-{1-[(2S)-2,3-dihydroksypropanylo]-1,2,3,6-tetrahydropyrydyn-4-ylo}-3,5-difluorofenylo-5-
[(isoksazoloksy-3-)metylo]-1,3-oksazolan-2-on

Rysunek 5. AZD5847
Figure 5. AZD5847

Synteza AZD5847 w literaturze przedmiotu nie jest w pelni opisana. Ogolnie
przedstawiono ja na Schemacie 7 ponizej [48].

At = Qs
/0 Ph P
\)\/OH 3] hydroksylzoksazol
F

21 22

F o) F Q
ACECI >\\O »O
— HN / N e R—N / N
AT, metanol \)\/O N \)\/O
F 0 F
23 24

Schemat 7.  Ogodlny schemat syntezy AZD5847
Scheme 7.  General procedure of AZD5847 synthesis

SQ109 jest 1,2-etylenodiaminowa pochodng etambutolu (Rys. 6). Mecha-
nizm dziatania czgsteczki opiera sie na hamowaniu transportu MmpL3 - trans-
portera odpowiedzialnego za dostarczanie kwaséw mykolowych do zewnetrznej
warstwy $ciany komorkowej Mycobacterium tuberculosis [49]. W badaniach prze-
siewowych, zwigzek SQ109 uzyskal dobre wyniki hamowania wzrostu pratkow
(MIC 0,7-1,56 uM dla szczepow H37Rv) przy relatywnie niskej toksycznosci in vitro
oraz in vivo [50]. Wstepne badania II fazy potwierdzily aktywno$¢ wobec pratkow
wielolekoopornych jak i tych o rozszerzonej opornosci. Dodatkowo SQ109 dziata na
pratki sfagocytowane przez makrofagi na poziomie rownym izoniazydowi i znacz-
nie lepiej niz etambutol [51]. Wstepne badania potwierdzily jeszcze lepsza skutecz-
no$¢ SQ109 w terapii taczonej z innymi nowymi lekami (SQ109 + bedakwilina oraz
SQ109 + sutezolid) [52, 53].
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@\. NH\/\NHM

N-Adamantan-2-ylo-N’-((E)-3,7-dimetylo-octa-2,6-dienylo)-etano-1,2-diamina

Rysunek 6. SQ109
Figure 6. SQ109

Syntez¢ SQ109 przeprowadza sie z oktadienu (25), ktdry podstawia si¢ etyle-
nodiaming. Nastepnie podstawia amantadonem i redukuje [54-56]. Zapis syntezy
przedstawia Schemat 8 ponizej:

Br M NH -
Y\/Y\/ o, Y\/Y\/ \/\NH2
HoN
25 26
0,
e
McOH NH @
> = = ~NH

2.NaBH,

SQ109

Schemat 8. Synteza SQ109
Scheme 8. SQ109 synthesis

2. WYBRANE CZASTECZKI W FAZIE BADAN PODSTAWOWYCH

2.1. ANALOGI IZONIAZYDU (HYDRAZYDY KWASU NIKOTYNOWEGO)

Izoniazyd (INH), czyli pirydyno-4-karbohydrazyd (Rys. 7) jest lekiem pierw-
szego rzutu stosowanym w gruzlicy, wprowadzonym do lecznictwa w latach 50tych
ubieglego stulecia. Jest pro-lekiem, ktéry do aktywacji in vivo wymaga katalazy-
-peroksydazy bakteryjnej (KatG) [56]. Jego aktywnos¢ przeciwpratkowa opiera si¢
na hamowaniu syntezy kwaséw mykolowych wchodzacych w sktad $ciany komor-
kowej Mycobacterium tuberculosis, cho¢ jego doktadny mechanizm dziatania nie
zostal ostatecznie potwierdzony [57, 58]. Od czasu wprowadzenia leku na rynek,
notuje si¢ wzrastajacg opornosc¢ szczepow na izoniazyd oraz polaczenia izoniazydu
z innymi lekami pierwszego i drugiego rzutu, co stwarza duzy problem terapeu-
tyczny [59, 60].
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O« _NH
X7 NH,

N
=
N

Rysunek 7. Izoniazyd
Figure 7. Izoniazide

Majac na uwadze powyzsze, autorzy wielu prac dotyczacych aktywnosci prze-
ciwpratkowej pochodnych hydrazydu kwasu nikotynowego, modyfikuja grupe
hydrazydowsa innymi grupami funkcyjnymi, probujac zachowaé wlasciwosci prze-
ciwgruzlicze, jednocze$nie redukujac negatywne skutki uboczne i problem opor-
nosci szczepéw na INH [61-64]. W opublikowanej w 2015 roku pracy, Eldehna
i in. [65] zsyntetyzowali 18 pochodnych izoniazydu i przebadali ich aktywnos¢
przeciwko Mycobacterium tuberculosis. Najwyzsza aktywnos$¢ przeciwpratkowa
potwierdzono dla pochodnych hydrazydu kwasu 2-oksoindolino-(6-(4-fluoro-
fenylo))-2-metylonikotynowego (Rys. 8). Dla zwigzkow 31 i 32 potwierdzono MIC
na poziomie odpowiednio 12,5 oraz 6,25 pg/ml wobec referencyjnych wartosci dla
izoniazydu 0,75 pg/ml i pirazynamidu 3,21 pg/ml. Oba zwiazki nie wykazaly tok-
sycznosci w testach przeprowadzonych na liniach komérkowych HT-29 raka jelita
grubego oraz and PC-3 raka prostaty. Syntez¢ zwigzkéw 31 i 32 zaprezento-
wano ponizej na Schemacie 9 .

(31: R-Cl, 32: R - Br)

Rysunek 8. Pochodne hydrazydu kwasu 2-oksoindolino-(6-(4-fluorofenylo))-2-metylonikotynowego 31, 32
Figure 8. Derivatives of 2-oxoindolidine-(6-(4-fluorophenyl))-2-methylnicotinic acid hydrazide 31, 32
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Schemat 9.  Synteza pochodnych hydrazydu kwasu 2-oksoindolino-(6-(4-fluorofenylo))-2-metylonikotyno-
wego 31, 32

Scheme 9. Synthesis of 2-oxoindolidine-(6-(4-fluorophenyl))-2-methylnicotinic acid hydrazide derivatives
31,32

2.2. POCHODNE TIENYLO-PIRYMIDYNY

Pochodne pirymidyn przejawiajg szeroki zakres aktywnosci biologicznej, takie
jak: przeciw-nowotworowe, przeciwbolowe, przeciwzapalne [66-68] jak réwniez
przeciwpratkowe [69-71]. W roku 2015 zespdt E. Verbitskiego opublikowal dane
dotyczace aktywnosci pochodnych tienylo-pirymidyn przeciwko szczepom Myco-
bacterium tuberculosis H37Rv [72]. Sposroéd 32 nowych mono-tienylo i di-tienylo
podstawionych pochodnych pirymidyny, 4 wykazaly aktywno$¢ przeciwpratkowa
na poziomie podobnym do izoniazydu. Wartosci MIC dla poszczegdlnych zwiaz-
kow i substancji referencyjnej zestawiono ponizej w tabeli (Tab. 1).
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Tabela 1. Poréwnanie warto$ci minimalnego stezenia hamujacego dla najbardziej aktywnych pochodnych
tienylo-pirymidyny
Table 1. Comparison of minimal inhibitory concentration among the most active thienylpirymidine
derivatives
35 36 37 38
5-bromo-4- 4-(2,2’-5-bitio- 5-(1-benzotiofen- 5-(1-benzotiofen-
(2-tiofeno) feno 5-(2-tiofeno) 3-ylo)-4-(2,2’- -3-ylo)-4-(5-fe-
pirymidyna pirymidyna bi-tiofen-5-ylo)- nylo-tiofen-2-ylo)
pirymidyna pirymidyna

zwigzek INH

MIC pg/ml 0,7 0,7 0,37 0,15 0,1

Minimalne stezenie hamujace wyznaczone dla pozostalych zwigzkéw wahato
sie od 3,0 do 12,5 pug/ml. Przy obiecujacych wynikach potwierdzajacych aktywnos¢
przeciwpratkowa zwigzkéw 37 i 38, nie uzyskano satysfakcjonujacych rezultatow
w testach toksycznosci in vivo. Natomiast dla pochodnych 35 i 36 potwierdzono
toksyczno$¢ w wysokich dawkach. Niemniej, pochodne tiofenopirymidyny sg inte-
resujaca grupg zwiazkow aktywnych wobec Mycobacterium tuberculosis, ktorych
dalsze badania mogg przynie$¢ obiecujgce rezultaty. Synteze przykladowych zwigz-
kéw 35-38 zaprezentowano na Schematach 10a i 10b ponizej:

Br

N Br NI N
O QL — Ll
N S R \/ R
33 34

35R:H

36 R: 2 -tiofen

Schemat 10a. Synteza pochodnych tienylopirymidyny 35, 36
Scheme 10a. Synthesis of thienylpirymidine derivatives 35, 36



NAJNOWSZE KIERUNKI POSZUKIWAN CZASTECZEK O AKTYWNOSCI PRZECIWPRATKOWE] 51

Br benzo[b]tien27yl

NI N Pd(PPh,),, K,CO,
§ g

N/ \ S R 1,4-dioksan, H,O

37 R: 2 -tiofen
38 R: CgH5

Schemat 10b. Synteza pochodnych tienylopirymidyny 37, 38
Scheme 10b. Synthesis of thienylpirymidine derivatives 37, 38

2.3. POCHODNE IMIDAZO-TIADIAZOLO-BENZIMIDAZOLU

Jak wykazano powyzej, uktady heterocykliczne sg intensywnie eksploatowanym
kierunkiem poszukiwan nowych lekéw, w tym przeciwgruzliczych. Heterocykliczny
uklad 1,3,4-tiadiazolu jest obecny w kilku lekach przeciwbakteryjnych, wprowadzo-
nych juz do lecznictwa (pochodna sulfonamidowa: sulfametizol, antybiotyk beta-
laktamowy z grupy cefalosporyn: cefazolina) [73]. Aktywno$¢ przeciwko szczepom
mykobakteryjnym potwierdzono dla pochodnych 1,3,4-tiadiazolu w polaczeniu
z imidazolem [74, 75] oraz 1,3,4-tiadiazolowych pochodnych piperazynylo fluoro-
chinolonéw [76] i sulfonamidéw [77]. Natomiast, pochodne benzimidazolu gtéwnie
znane z aktywnosci przeciwpasozytniczej (albendazol, mebendazol), réwniez wyka-
zujg zdolnosci hamowania wzrostu Mycobacterium tuberculosis [78-80]. Wykorzy-
stujac wszystkie powyzsze ugrupowania heterocykliczne (imidazol, 1,3,4-tiadiazol
oraz benzimidazol) Ramprasad i wspolautorzy, zsyntetyzowali pochodne imida-
z0[2,1-b][1,3,4]tiadiazolo-benzimidazolu (Rys. 9 oraz Tab. 2) o aktywnosci prze-
ciwpratkowej [73]. Az 7 pochodnych (44a-g) uzyskalo zadowalajgce aktywnosé
przeciwko Mycobacterium tuberculosis H37Rv (MIC 3,125 ug/ml, w odniesieniu do
INH 0,1 oraz EMB 3,13), co przedstawiono w tabeli ponizej.

Tabela 2. Lista podstawnikow dla pochodnych imidazo-tiadiazolo-benzimidazolu
Table 2. List of substituents for imidazo-thiadiazo-benzimidazole derivatives
R' R’ R’
44a 4-CH,-CH, OCH, Cl
44b 4-CI-CH, CH, H
44c 4-Cl-CH, F H
44d 4-CH,-CH, cl H
44e 4-CH,-CH, ol cl
44f CH, Cl Cl
44g CH, CH, H
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R3

mﬂ{@

Rysunek 9. Wzor ogdlny pochodnych imidazo[2,1-b] [1,3,4]tiadiazolo-benzimidazolu
Figure 9. General formula for imidazo[2,1-b] [1,3,4]tiadiazo-benzimidazole derivatives

W pierwszym etapie syntezy pochodnych 44a-g powstaje 1,3,4-tiadiazolo-
-2-amina z odpowiednim podstawnikiem w pozycji C5. Nastepnie w reakcji
z a-halogeno-acetofenonem powstaja, podstawione w pozycji 2, 6-aryloimidazo-
[2,1-b][1,3,4]tiadiazole (41). Ostatnim etapem syntezy jest reakcja Vilsmeier'a-Hac-
Ka pomiedzy otrzymanymi tiadiazolami a podstawiong o-fenylodiaming. Ogdlny
schemat syntezy pochodnych 44a-g przedstawiono ponizej na Schemacie 11.

B

chlorek acelylu N—N ©)j\ ' N\N
e 74 A\ 2
/k /k R1/4 »\NH etanol R1_<S/I;N>_®7R
2

s
39 40 41 Rs
o
N - N\ N
POCIy ~N Na,$,04
DMF R1_</ /IQ b \©: }\I\N N :
SN Tow Ry~ s R
SN
42 43 44 a-g

Schemat 11.  Synteza pochodnych pochodnych imidazo-tiadiazolo-benzimidazolu 44 a-g
Scheme 11.  Synthesis of imidazo-thiadiazole-benzimidazole derivatives 44 a-g

2.4. PIRYMIDYNOWE POCHODNE BENZOKUMARYN

Kumaryny, czyli pochodne benzo-a-piranu, sa zwigzkami wystepujacymi
w naturze, gtéwnie w roélinach. Ich naturalne i syntetyczne pochodne znalazly
wiele zastosowann w naukach farmacuetycznych jako leki przeciwnowotworowe,
antybakteryjne, przeciwkrzepliwe, réwniez jako inhibitory lipooksygenazy oraz
cyklooksygenazy [81]. Pirymidynowe pochodne kumaryn wykazaly dzialanie
przeciwbolowe, przeciwbakteryjne, rozluzniajace naczynia krwionosne, przeciw-
nowotworowe [82-86]. Biorgc pod uwage fakt, ze wiele lekéw przeciwgruzliczych
to pochodne pirydynowe lub pirazynowe (izoniazyd, klofazymina, pirazynamid)
Reddy i wspodtautorzy podjeli sie syntezy pirymidynowych pochodnych benzokuma-
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ryn [87]. Otrzymano 15 nowych zwigzkow, z ktorych jeden 46 wykazal znamienng
aktywno$¢ przeciwpratkowa wobec Mycobacterium tuberculosis H37Rv (MIC 0,05
pg/ml w poréwnianiu do MIC 0,02 pg/ml dla izoniazydu). Profil toksycznosci
dla zwiagzku badanego 46 i leku referencyjnego byt podobny. Synteze 46 przeprowa-
dzono kondensujac podstawione benzokumaryny z chlorkiem 2-(4-fluorofenylo)
acetamidyny (Schemat 12).

):©/

i
DMF

45 46

Schemat 12.  Schemat syntezy zwiazku 46
Scheme 12.  Scheme of synthesis compound 46

PODSUMOWANIE

Dane literaturowe potwierdzaja narastajaca liczbe przypadkéw zachorowan na
gruzlice, znaczny wzrost lekoopornosci pratkéw. Przy braku nowych skutecznych
lekéw przeciwpratkowych, prowadzone s3 intensywne badania nad opracowaniem
nowej, efektywnej terapii przeciwko Mycobacterium tuberculosis. W niniejszym
artykule opisano stan wiedzy na temat czgsteczek bedacych w III i II fazie badan
klinicznych, jak réwniez dokonano przegladu wybranych, najnowszych doniesien
na temat zwigzkow bedacych w fazie badan podstawowych. Przedstawiono syntezy,
ogolne mechanizmy dziatania oraz aktywnosci poszczegdlnych zwigzkéw. Przeana-
lizowane dane literaturowe ukazujg aktualne kierunki poszukiwan nowych lekow
w terapii gruzlicy, wskazujg na wazno$¢ tego problemu oraz mozliwo$¢ szybkiego
wprowadzenia lekow bedacych w ostatniej fazie badan klinicznych do rutynowej
terapii przeciwpratkowe;j.
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ABSTRACT

Although polyamines (PA) belong to relatively simple aliphatic substances, their role
in life processes of animals and plants is of key importance [1-5]. The group of the most
important amines, called biogenic ones includes:

Spermine (Spm): HN(CH,),NH(CH,) NH(CH,),NH,

Spermidine (Spd): H,N(CH,),NH(CH,) NH,

Putrescine (Put): H N(CH,) NH,.

Of secondary importance are homologues of biogenic amines, occurring in lower
contents in living organisms [2, 6-8]:

1,3-diaminopropan: H N(CH,) NH,

Cadaverine: H N(CH,).NH,

Homospermidine: H,N(CH,) NH(CH,), NH,

Norspermine (3,3,3-tet): H,N(CH,),NH(CH,),NH(CH,),NH,

Thermospermine: H N(CH,), NH(CH,) NH(CH,),NH,

Caldopentamine: H N(CH,),NH(CH,),NH(CH,),NH(CH,),NH,.

The first polyamine discovered in a living organism was tetramine, a spermine cry-
stallised out of sperm in 1678 by Van Leewenkeuk [9]. Putrescine was discovered in the
end of the 19th century in microbes and then triamine: spermidine was discovered in the
beginning of the 20th century [2]. Later studies have shown that in animal cells spermi-
dine and spermine occur at elevated levels, while in prokaryotes spermidine and putre-
scine contents are dominant. Putrescine, spermidine, 1,3-diaminopropan, homospermi-
dine, norspermidine, and norspermine have been found in many gramnegative bacteria
and algae [7, 10, 11].

Total concentration of PA in living organisms is on the order of millimols, however,
the concentration of free polyamines is much lower. A low level of free amines follows
from the fact that they are involved in noncovalent interactions with biomolecules occur-
ring in living organisms such as nucleic acids, proteins, or phospholipids. High concen-
trations of non-bonded polyamines have been detected first of all in young molecules in
the process of growth, in particular in rapidly proliferating cancer cells [6, 12]. Elevated
levels of free polyamines have been observed, e.g. in breast, colon, lung, prostate, and
skin tumours, accompanied by changed levels of enzymes responsible for biosynthesis and
catabolism of polyamines.

Because of the increased level of free polyamines and a tendency of their interaction
with nucleic acids and other bioligands, these compounds have become objects of intense
study [1, 13-19]. There is no doubt that the regulation of biosynthesis of polyamines and
catabolism is one of the most important pathways in the search strategy for chemopreven-
tion and chemotherapeutic drugs [14, 15, 20-36]. The present state of knowledge of these
processes, their significance in biological systems, and their application in medicine are
presented in subsequent sections of this chapter.

Keywords: poliaminy, aminy biogenne, zwiazki kompleksowe, nowotwory
Stowa kluczowe: polyamines, biogenic amines, coordination compounds, tumors
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WYKAZ STOSOWANYCH SYMBOLI I OZNACZEN

PA - poliaminy

Spm - spermina

Spd - spermidyna

Put - putrescyna

3,3,3-tet - norspermina

SSAT - Nl-acetylotransferyne spermidyny/sperminy
FAD - dinukleotyd flawinonikotynowy
APAO - oksydaza N1-acetylopoliaminowa
SMO - oksydaza sperminy

GPC1 - glipikan 1

ODC - dekarboksylaza ornityny

NMSC - nowotwor zlodliwy skory

DFMO - a-difluorometylornityna

PSA - swoisty antygen sterczowy
BBR3464 - azotan trojplatyny

ROS - reaktywne czynniki oksydacyjne
ID50 - dawka infekcyjna

cis-DDP - cis-diaminodichloroplatyna (II)
HSC-3 - komorki nowotworu jamy ustnej
BENSpm - NI,N11-bis(etylo)norspermina
CPENSpm - Nl-cyklo-propylometylo-N11-etylonorspermina
JIMT-1 - komorki raka piersi

L56BR-C1 - komorki raka piersi
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WPROWADZENIE

Poliaminy (PA) pomimo faktu, ze naleza do relatywnie prostych organicznych
alifatycznych substancji, odgrywaja kluczowa role w wielu procesach zyciowych
zaréwno organizmdéw zwierzecych, jak i roslinnych [1-5]. Do najbardziej rozpo-
wszechnionych amin tzw. amin biogennych zaliczane sa:

spermina (Spm): H,N(CH,),NH(CH,), NH(CH,),NH,

spermidyna (Spd): H,N(CH,),NH(CH,) ,NH,

putrescyna (Put): H,N(CH,),NH,.

Drugorzedna rol¢ w organizmach odgrywaja wystepujace w mniejszych ilos-
ciach homologi amin biogennych:

1,3-diaminopropan: H,N(CH,),NH,

kadaweryna: H,N(CH,).NH,

homospermidyna: H,N(CH,), NH(CH,) NH,

norspermina (3,3,3-tet): H,N(CH,),NH(CH,),NH(CH,),NH,

termospermina: H,N(CH,),NH(CH,),NH(CH,) NH,

kaldopentamina: H,N(CH,),NH(CH,),NH(CH,),NH(CH,),NH, [2,6-8].

Pierwszg odkryta w organizmie zywym poliaming byla tetramina - spermina
wykrystalizowana ze spermy w 1678 roku przez Van Leewenkeuka [9]. Putrescyne
odkryto pod koniec XIX wieku w mikrobach, a triamine spermidyne dopiero na
poczatku XX wieku [2]. Pézniejsze badania wykazaly, Ze w komorkach zwierzecych
wystepuje przede wszystkim spermidyna oraz spermina, natomiast w prokariota
obserwuje si¢ zwiekszony poziom spermidyny oraz putrescyny. Putrescyne, sper-
midyne, 1,3-diaminopropan, homospermidyne, norspermidyne oraz norspermine
znaleziono takze w wielu bakteriach gram-ujemnych oraz algach [7, 10, 11].

Catkowite stezenie PA w organizmach jest rzedu milimoli, jednakze stezenie
wolnych poliamin jest znaczaco nizsze. Niski poziom wolnych amin wynika z faktu,
ze oddzialuja one niekowalencyjnie z bioczasteczkami wystepujacymi w orga-
nizmach zywych, takimi jak: kwasy nukleinowe, bialka czy fosfolipidy. Wysokie
stezenie niezwigzanych poliamin stwierdzono przede wszystkim w komorkach
mlodych, rozwijajacych sie, zwlaszcza w szybko rozmnazajacych sie komodrkach
nowotworowych [6, 12]. Efekt ten zaobserwowano miedzy innymi w nowotworach
piersi, okreznicy, pluc, prostaty oraz skory, odnotowujac jednoczesnie zmieniony
poziom enzymdw odpowiadajacych za procesy biosyntezy i katabolizmu poliamin.
To wlasnie wzrost stezenia tych substancji w stanach chorobowych, a takze tenden-
cja do oddziatywan z kwasami nukleinowymi oraz innymi bioligandami jest gtéwna
przyczyng, ze poliaminy staly sie w ostatnich latach obiektem intensywnych badan
[1, 13-19]. Nie ulega watpliwosci, ze regulacja stezenia poliamin, jak réwniez ich
biosyntezy i katabolizmu jest jedna z wazniejszych drog w strategii poszukiwan che-
mioterapeutykow [14, 15, 20-36].
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1. POLIAMINY W ORGANIZMACH ZYWYCH

Poliaminy wystepuja praktycznie we wszystkich organizmach zywych, jednakze
ich poziom uzalezniony jest od gatunku, rodzaju tkanki, a zwlaszcza wieku komorek
[10, 14, 37-43]. Organem, w ktérym wykryto najwyzsze st¢zenie poliamin (2 mM
spermidyny i 4 mM sperminy) jest trzustka [10]. Duze ilosci poliamin (sperminy
i spermidyny) wykryto réwniez w nerkach, $ledzionie, watrobie, ptucach, a takze
w nasieniu [7, 20]. Spermidyna i jej analogi s takze obecne w duzych ilosciach w
centralnym uktadzie nerwowym, stad spermidyna nazywana byla neurydyna. Na
uwage zastuguje fakt, ze spermidyna nie jest rozmieszczona rownomiernie w caltym
ukladzie nerwowym, a jej duza koncentracja znajduje si¢ w substancji biatej moézgu.
Zaobserwowano takze nietypowy wzrost stezenia spermidyny i sperminy w mozgu
wraz z wiekiem organizmu [37, 38]. Podobna sytuacja jak w ukladzie nerwowym
(rézne stezenie aminy w tej samej tkance) wystepuje w przypadku skory. Przepro-
wadzone badania metodg chromatografii cieczowej oraz badania fluorescencyjne
wykazaly duzo wyzsze stezenie spermidyny i sperminy w naskoérku niz w skorze
wlasciwej. Regularne pomiary zmian poziomu PA w skorze sg istotne w kontroli
zdrowia pacjentéw chorych na choroby dermatologiczne [44]. Ponadto, niewielkg
ilo§¢ amin biogennych znaleziono w krwi, a takze w moczu (putrescyna i spermi-
dyna), gdzie wzrost ich poziomu jest sygnalem informujacym o stanach chorobo-
wych [39].

Wzrost stezenia poliamin obserwuje si¢ takze u 0séb chorych na mukowiscy-
dozeg, gdzie najprawdopodobniej spermidyna i produkty jej metabolicznego roz-
ktadu majg znaczenie w patogenezie dysfunkcji membran komérkowych [45].

Na uwage zastuguje fakt, ze poliaminy, substancje o charakterze silnie zasado-
wym, wykazuja duze powinowactwo do protonu. Wzrasta ono wraz z wydluzeniem
tancucha metylenowego aminy. W warunkach fizjologicznych przy pH okolo 7,
aminy biogenne sg catkowicie sprotonowane. Aminy posiadajace tancuch metyle-
nowy krotszy od trzech, w warunkach biologicznych moga by¢ czesciowo zdepro-
tonowane, a co za tym idzie, wykazuja mniejsze powinowactwo do polianionéw niz
aminy biogenne [46].

Z punktu widzenia farmakologicznego poliaminy sg substancjami toksycznymi
[15], jednakze przy odpowiednim stezeniu pelnig szereg pozytywnych funkcji,
Rysunek 1. Zwigzki te oddzialuja z calymi komoérkami, organellami komérkowymi,
kwasami nukleinowymi, a takze biorg udzial w wielu reakcjach metabolicznych
[5, 47]. Poliaminy katalizujg i kontroluja biosynteze kwaséw nukleinowych oraz
bialek, a takze sa bezposrednio odpowiedzialne za przebieg syntezy makroczastecz-
kowej, ktéra ma miejsce podczas wzrostu komorek (synteza DNA stymulowana jest
przez spermidyne) [42]. Silnie zasadowe poliaminy maja wysokie powinowactwo
do zwigzkéw anionowych stad ich zdolnos¢ do laczenia si¢ z kwasami nukleino-
wymi. Poliaminy oddzialujgc z grupami fosforanowymi polinukleotydéw zapobie-
gaja denaturacji i $cinaniu oraz stabilizujg strukture kwasu nukleinowego [6, 10,
48, 49]. Ponadto wykazuja tendencj¢ do inicjowania metylacji t-RNA in vitro oraz
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zapobiegaja enzymatycznej degradacji i uszkodzeniom promieniotwoérczym rybo-
somow [10, 39]. Wazna biologiczng rolg poliamin jest wplyw na stopient upakowa-
nia DNA w bakteriofagu [50, 51]. PA biogenne wywieraja réwniez istotng role na
funkcjonowanie membran biologicznych (spermina stabilizuje dziatanie membran
w bakteriach), gdzie efektywnos$¢ dziatania PA uzalezniona jest przede wszystkim
od dodatniego fadunku tancucha aminy (im wyzszy tadunek tym lepsza stabiliza-
cja). Bardzo wazng konsekwencja przytaczenia PA do podwdjnej czesci membran
jest efekt ochrony przed lipidowg peroksydacjg. Poliaminy biogenne modulujg takze
synteze triacylogliceroli niezbednych do budowy membran [24-26, 41, 47]. Spermi-
dyna wystepujaca rowniez w bakteriach dziala antymutagennie [42].

stabilizacja DNA
oddzialywania
receptor - ligand modulacja
struktury chromatyny
dzialanie .
kanaléw jonowych transkrypcja
migracja BIOAMINY translacja
wigzanie ATP stabilizacja mRNA
stabilizacja .
t duk b
membran ransdukcja sygnatlu
wzrost komoérek

i proliferacja
Rysunek 1. Rola amin biogennych w organizmach zywych
Figure 1. Role of biogenic amines in living organisms

Niektore poliaminy sg prekursorami aminokwaséw, ktére powstajg przez
deaminacje oksydacyjng amin. Jednym z takich aminokwaséw (pochodnych amin)
jest putreanina — naturalny skltadnik mézgu kregowcow [40].
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Droga biosyntezy poliamin w organizmach zywych. (Enzymy uczestniczace w biosyntezie: 1 -
dekarboksylaza argininy; 2 — ureohydrolaza agmatyny; 3 - dekarboksylaza ornityny; 4 - syntetaza
S-adenozylometioniny; 5 — dekarboksylaza, S-adenozylometioniny; 6 — syntetaza spermidyny; 7 —

The pathway of polyamine synthesis in living organisms. The enzymes involved are: 1 - arginine
decarboxylase, 2 — agmatine ureohydrolase, 3 - ornithine decarboxylase, 4 - S-adenosylmethionine
synthase, 5 - S-adenosylmethionine decarboxylase, 6 — spermidine synthase, 7 - spermine



AMINY BIOGENNE W ASPEKCIE ICH ROLI W ORGANIZMACH ZYWYCH 65

Droga biosyntezy poliamin po raz pierwszy okreslona zostala na podstawie
badan mikroorganizméw. Opracowany w pdzniejszym czasie schemat biosyntezy
poliamin dla ssakéw okazal si¢ niemal identyczny (Rys. 2). W bakteriach (np.:
Escherichia Coli) oraz w roélinach putrescyna syntetyzowana jest na dwoch réwno-
leglych drogach:

1) z ornityny w wyniku jej dekarboksylacji w obecnosci dekarboksylazy orni-

tyny,

2) z argininy w procesie dekarboksylacji do agmatyny, ktéra nastepnie ulega
hydrolizowaniu przy udziale ureohydrolazy agmatyny bezposrednio do
putrescyny i mocznika lub poprzez produkt posredni N-karbamylo-1,4-dia-
minobutan.

Katabolizm poliamin w organizmach zwierzecych jest procesem dwuetapo-
wym kontrolowanym przez enzymy N1-acetylotransferyne spermidyny/sperminy
(SSAT) [52-57]. Enzymy te powodujg, ze acetylowane poliaminy stajg si¢ substra-
tami do dalszej konwersji spermidyny do putrescyny. SSAT katalizuje powstawanie
N1-acetylosperminy lub N1-acetylospermidyny poprzez transfer grupy acetylowej
z acetylo co-enzymu A do pozycji N1 spermidyny lub sperminy. W drugim etapie
szlaku syntezy powstaje peroksymalny dinukleotyd flawinonikotynowy (FAD), kto-
rego stezenie jest bezposrednio uzaleznione od oksydazy N1-acetylopoliaminowe;j
(APAO) [58-63]. APAO jest to enzym, ktéry odpowiada za utworzenie spermidyny
lub sperminy, 3-aceto-aminopropanalu i H,O, [60, 61, 64-66]. Alternatywnie sper-
mina moze by¢ utleniana bezposrednio z powrotem do spermidyny przy udziale
oksydazy sperminy (SMO), ktdra jest enzymem zaleznym od FAD [65-67]. Co
istotne, indukcja SMO zostala zarejestrowana w stanach zapalnych powigzanych
z nowotworami okreznicy oraz pluc i sugeruje sie, ze redukeja poziomu SMO moze
stanowi¢ cel w strategii zapobigania chorobom nowotworowym [68-72]. Efektem
ubocznym reakcji utleniania jest generowanie toksycznego nadtlenku wodoru
(H,0,). Czasteczki H,O, odgrywaja istotng role w procesie uszkodzenia DNA, co
miedzy innymi skutkuje wzrostem katabolizmu poliamin. Ponadto, znaczne obni-
zenie poziomu wewnatrzkomoérkowych poliamin, ktére towarzyszy katabolizmowi
zostaje zahamowane poprzez wzrot poziomu inhibitoréw tego procesu [40].

W przypadku transportu poliamin w organizmach zwierzecych sugeruje, ze
w pierwszym etapie PA wnikajg do wnetrza komorki poprzez membrane transpor-
tujaca, gdzie nastepuje ich gwaltowna akumulacja. Proces ten zasilany jest przez
potencjal blony. Taki system transportu pozwala wyjasni¢ pozornie wysokie, catko-
wite stezenie wewnatrzkomoérkowych poliamin, pomimo faktu, ze rzeczywista ilos¢
wolnych PA uwazana jest za relatywnie niskg [73-75]. Inny model transportu polia-
min zaktada zwigzanie sperminy z siarczanem heparanu i glipikanem 1 (GPC1),
ktore petnig role czynnika transportujgcego amine do wnetrz komérki [70, 73, 74].

Zaréwno enzymy jak réwniez syntetyzowane aminy (zwlaszcza putrescyna)
stanowig bezposredni target w celu zahamowania syntezy poliamin w chorobach,
w ktorych ich wzrost jest obserwowany (zwlaszcza w chorobach nowotworowych).
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2. POLIAMINY JAKO MARKERY NOWOTWOROWE

choroby nowotworowe po chorobach ukladu krazenia stanowia gtéwna przy-
czyne zgondw w krajach rozwinietych [76]. Od dawna wiadomo, Ze wzrost stanow
zapalnych oraz syntezy poliamin zwiazany jest z rozwojem wewnatrznablonkowego
nowotworu (intraepithelial neoplasia), ktory jest jednym z czynnikéw ryzyka roz-
woju raka u ludzi. Istnieje bardzo bogata literatura opisujgca zaleznos¢ pomiedzy
wzrostem poziomu stezenia PA a chorobami nowotworowymi, ktéra sugeruje zwia-
zek pomiedzy indukowaniem biosyntezy PA i rozwojem komoérek nowotworowych
[1, 70, 77]. Jak zauwazono, metabolizm poliamin jest integralnym skladnikiem
mechanizmu karcenogenezy w tkankach nablonkowych. Rozwoj choroby nowo-
tworowej to proces wieloetapowy, podczas ktorego nastepuja przemiany powo-
dujace progresywne zmiany od normalnych, zdrowych komoérek do zlosliwych
komorek nowotworowych. W przypadku gdy zakres stanéw zapalnych jest niere-
gularny, to odpowiedz komérkowa powoduje zmiany prowadzace do chronicznych
stanow zapalnych, w ktérych ogniska zapalne s3 zdominowane przez makrofagi,
ktdre wydzielaja mediatory reakeji zapalnej. Tego typu procesy powoduja generowa-
nie czynnikdéw wzrostu oraz cytokinezy, jak rowniez reaktywnych zwigzkow tlenu
i azotu, ktore sg odpowiedzialne za zniszczenie DNA [78, 79].

U os6b z chorobg nowotworowa zaobserwowano znaczny wzrost stezenia
poliamin we krwi i moczu, jednakze dokladne okreslenie ilosci definiujacej stan
chorobowy nie jest mozliwe, gdyz ich zawartos¢ uzalezniona jest od aktywno$ci oraz
stopnia zaawansowania nowotworu [10, 15, 39, 80, 81]. W wielu odmianach raka, np.
przy raku zofadka, trzustki, a takze w raku piersi, stezenie poliamin praktycznie nie
ulega zmianie (zaobserwowano wzrost stezenia spermidyny w moczu tylko u 20%
pacjentow oraz sperminy tylko u 25% badanych), podczas gdy w nowotworach zto-
sliwych ptuc wzrost stezenia amin wykryto juz u okoto 50% chorych, a w przypadku
raka drég rodnych, prostaty czy tez pecherza moczowego zmiany poziomu poliamin
obserwowane sg prawie u 90% przebadanych pacjentéw [20, 43, 72]. Pomiary zawar-
tosci sperminy i spermidyny w moczu i we krwi w wielu przypadkach ulatwiaja
diagnoze i ocene stanéw chorobowych oraz umozliwiaja monitorowanie procesu
leczenia. Zaobserwowano znaczny spadek poziomu PA w pierwszym tygodniu od
rozpoczecia chemioterapii w przypadku, kiedy leczenie jest skuteczne [15, 43, 82].
Stwierdzono réwniez, ze analogi amin biogennych (spermidyny i sperminy) inhi-
bituja wzrost guzkow rakowych w ukladach modelowych, a takze majg dzialanie
antymalaryczne. Pochodne tego typu otrzymuje si¢ gtéwnie na drodze reakcji Mit-
sunobu (reakcja pomiedzy alkoholem, a aktywowang aming dajgcg w rezultacie
chiralng pochodng poliaminy) [83]. Komoérki posiadajg bardzo rozwiniete mecha-
nizmy regulujace prawidlowy wewnatrzkomoérkowy poziom PA, a rozregulowanie
tego metabolizmu (biosyntezy i katabolizmu), a takze transportu ma kluczowe zna-
czenie dla wzrostu komoérek. Wzrost poziomu poliamin (wynikajacy ze zwigkszenia
ich syntezy) odnotowywany jest takze jako efekt standw zapalnych oraz wzmozonej
proliferacji wynikajacej z gwaltownego wzrostu komérek nowotworowych [84].
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W latach 60-tych Russell and Snyder po raz pierwszy zaobserwowali wysokie
stezenie enzymu dekarboksylazy ornityny (ODC) w chorobach nowotworowych
[85]. Aktywnos¢ ODC oraz wysoki poziom PA byl réwniez obserwowany w przy-
padku genetycznych predyspozycji do wystepowania raka okreznicy [86]. Pio-
nierskie prace majace na celu skorelowanie wysokiego poziomu amin biogennych
i wystepowania czynnikéw rakotwoérczych skory wykazaly, ze ODC jest konieczny
i wystarczajacy dla wywotania nowotworéw u myszy [71]. Stwierdzono réwniez,
ze poziom ODC podnosi si¢ w przypadku wystepowania nowotworu ztosliwego
skory (NMSC) [87]. Ponadto indukcja ODC i wzrost poziomu PA jest $cisle zwia-
zana z rakiem piersi [16, 88] i rakiem zoladka [17]. Na uwage zastuguje fakt, ze
réwniez inne enzymy, takie jak syntetaza sperminy i syntetaza spermidyny sa $ci-
$le zwigzane z powstawaniem nowotworéw u ludzi. Takze enzymy biorace udzial
w procesie katabolizmu sg polaczone tymi procesami. Wzrost dzialania SMO jest
obserwowany w stanach zapalnych zwigzanych z chorobami nowotworowymi, np.
infekcji i w konsekwencji powstawaniu raka przewodu pokarmowego (Helicobacter
pylori) [89]. Infekcja ta réwniez powoduje rozregulowanie ekspresji SMO w wyniku
czego wzrasta poziom zniszczenia DNA i apoptozy. Zaobserwowano, Ze usunigcie
z organizmu czynnika zapalnego skorelowane jest z redukcja ekspresji SMO [90].
Badania wykazaly, Ze obnizenie poziomu SMO moze skutkowa¢ obnizeniem stanéw
zapalnych wywotanych przez H. pylori i w konsekwencji zahamowaniem rozwoju
raka zofadka. Stwierdzono takze podwyzszony poziom ekspresji SMO w tkankach
pobranych od pacjentdéw z rakiem prostaty w poréwnaniu do probek zdrowych tka-
nek prostaty [91], a takze we wrzodziejacym zapaleniu okreznicy, ktére jest czynni-
kiem zwiekszajacym ryzyko wystapienia raka okreznicy [92].

Wprowadzenie do ukladu odpowiednich inhibitoréw, np. biosyntezy dekarbok-
sylazy ornityny, obniza poziom amin biogennych w organizmie. Szczegdlne znacze-
nie znalazta otrzymana w 1978 roku a-difluorometylornityna (DFMO). Wyrazne
wstrzymanie replikacji komoérek po zastosowaniu DFMO (lub podobnych inhibito-
réw) stwarza potencjalne mozliwosci terapeutyczne w chorobach nowotworowych.

Ingerowanie w metabolizm poliamin (poprzez stosowanie inhibitoréw syn-
tezy czy aktywatoréw katabolizmu) wydaje si¢ zasadne w przypadku zapobiegania
stanom zapalnym odpowiedzialnym za powstawanie nowotwordw (Rys. 3). Proby
kliniczne stosowania difluoromethylornithine (DFMO) (Rys. 4) selektywnego inhi-
bitora syntezy poliamin, pokazuja, Ze po roku podawania rozmiar powiekszonego
gruczotu krokowego oraz swoistego antygenu sterczowego (PSA) zmniejszyly sie
o polowe u 0s6b obcigzonych genetycznie tym typem nowotworu. Podobne zasto-
sowanie kombinacji DFMO i sulindaku (niesterydowego leku przeciwzapalnego)
u 0s6b w pierwszym stadium nowotworu jelita grubego spowodowalo po 3 latach
stosowania redukcje komorek nowotworowych o 70% [1, 93, 94].
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3. ZASTOSOWANIE KOMPLEKSOW POLIAMIN W MEDYCYNIE

Wiekszos$¢ stosowanych terapeutycznie lekéw to z natury zwigzki organiczne,
podczas gdy metale w zwigzkach koordynacyjnych czy metaloorganicznych oferuja
znacznie szerszg roznorodno$¢ chemiczna i co za tym idzie potencjalnie wigksze
zastosowanie terapeutyczne [4]. Zwlaszcza w leczeniu ztosliwych form nowotworéow
stosowanie lekéw nieorganicznych ma olbrzymie znaczenie. Ich aktywnos¢ polega
glownie na specyficznym oddziatywaniu z DNA, co prowadzi do zniszczenia i osta-
tecznie $mierci komorki [96-102].

Zwigzki koordynacyjne platyny odgrywaja kluczowa role w procesach chemio-
terapii od roku 1978, kiedy to cisplatyna (cis-diaminadichloroplatyna (II)) zostata
wprowadzona w Stanach Zjednoczonych do leczenia jako czynnik chemioterapeu-
tyczny [103]. Pomimo faktu, ze zsyntetyzowano tysigce monojadrowych analogéow
cisplatyny jako potencjalnych lekéw antynowotworowych to tylko dwa karbopla-
tyna i oksaliplatyna znalazly szersze zastosowanie kliniczne w leczeniu nowotwo-
réw, podczas gdy pozostale nie potwierdzily zakladanych wlasciwosci leczniczych
[96, 103-115].

Wiasciwosci przeciwnowotworowe kompleksow platyny sa zwigzane z selek-
tywna reakcja z DNA poprzez tworzenie si¢ systeméw mostkowych z udzialem
donorowych atoméw N(7) i N(1) [105, 116], co wplywa na procesy replikacji
i transkrypcji. W ostatnich latach oprécz badan nad zwigzkami monojadrowymi
platyny rozpoczeto badania zwigzkéw polijadrowych zawierajacych w swej struk-
turze 2 lub 3 centra metaliczne. W przypadku tego typu zwigzkdw oczekuje si¢
wigkszej cytotoksycznosci z powodu mniej naprawialnych uszkodzen DNA. Wsréd
tych zwigzkéw wielojadrowe kompleksy platyny, zawierajgce mostkujace polia-
miny, stanowig nowa klase zwiazkéw o potencjalnie lepszej charakterystyce anty-
nowotorowej, niz te dotad stosowane (Rys. 5) [106, 109, 111, 116]. Wprowadzenie
biogennej aminy do struktur komplekséw platynowych powoduje znaczne zwiek-
szenie ich efektywnosci cytotoksycznych [109, 111, 117, 118]. Dimery nowej klasy
komplekséw, w poréwnaniu do ich monomerycznych analogéw, charakteryzujg sie
szerszym zakresem aktywnosci wynikajagcym z mozliwosci tworzenia si¢ nietypo-
wych wewnetrznych i zewnetrznych polaczen krzyzowych wewnatrz helisy DNA
[106, 109]. Co ciekawe, nawet mate réznice w strukturze poliamin prowadzi¢ moga
do istotnych zmian w cytotoksycznych wlasciwosciach ich kompleksow z platyna.
Obok zaleznosci struktura-aktywnos¢, cytotoksyczna efektywnos¢ bioczasteczek
zalezy réwniez od fadunku, elastycznosci i oddzialywan niekowalencyjnych [102,
109]. Wiele z polifunkcjonalnych chelatéw zawierajacych di, tri czy tez tetraaminy
jako czynniki mostkujace sa obecnie obiektem intensywnych prac [117, 119-128].
Jeden ze zwigzkéw polijadrowych platyny(II) BBR3464, przeszed! pozytywnie testy
kliniczne (Rys. 5) [119] i w najblizszym czasie bedzie wprowadzony jako terapeu-
tyk. Badano réwniez aktywno$¢ cytotoksyczng nowych komplekséw poliamin
z platyng(IV) [116, 120, 121]. Terapeutyczne mozliwosci komplekséw platyny(IV)
w relacji do platyny(II) sa podobne, poniewaz, jak si¢ to sugeruje, in vivo naste-
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puje redukcja jonow Pt(IV) do Pt(II). W poszukiwaniach specyfikéw antynowo-
tworowych lepsza rozpuszczalno$¢ w wodzie zwigzkéw platyny(IV) ma ogromne
znaczenie [110]. Intensywny rozwdj nowoczesnych terapeutykéw antyrakowych
o szerokim farmakologicznym spektrum dzialania, taczacych wysoki profil terapeu-
tyczny z niska toksycznoscig polijadrowych komplekséw platyny daja duze nadzieje
na zastgpienie takich lekéw jak cisplatyna i karboplatyna w chorobach, w ktérych
wykazuja one niska skuteczno$¢. Aminy biogenne putrescyna, spermidyna i sper-
mina oraz ich N-alkilowane odpowiedniki sg stosowane w szczegdlnosci jako ligandy
mostkujace w kompleksach Pt(II) ale takze z Pd(II) [107, 109, 110, 125, 129-142]
Stwierdzono, ze ID50 kompleksow palladu(II) z puterescyna i spermidyna jest duzo
lepsze niz dla cis-DDP, jednak warto$¢ ta jest wyraznie gorsza dla sperminy, co kore-
sponduje z faktem, Ze ta ostatnia amina nie moze wywofa¢ zmian konformacyjnych
DNA [107, 108]. Wzrost aktywnosci przeciwnowotworowej zwiazkow, w ktorych
podstawiono Pd(II) w miejsce Pt(II) jest dos¢ dokladnie opisywana w literaturze
[143-146]. Szereg trijadrowych komplekséw poliamin z Pt(I) i Pd(II) zsyntety-
zowano w celu uzyskania informacji o zaleznosci struktura/aktywnos¢ w aspekcie
ich potencjalnej wlasciwosci cytotoksycznej [147]. Kompleks palladu w wigkszym
stopniu niz kompleks platyny redukuje komoérkowa aktywnos$¢ dekarboksylazy
ornityny [148]. Wsrod rozpoznanych funkcji poliamin w procesach, w ukladach
zywych, wplywajacych na wzrost, réznicowanie czy $mier¢ komorek zwrdcié nalezy
uwage na ochrone kwasu nukleinowego przed uszkodzeniem w wyniku dziatania
reaktywnych czynnikéw oksydacyjnych (ROS) generowanych przez réznego typu
substancje, takze przez jony metali przejsciowych: Cu(Il), Fe(II) [149-151]. Zaob-
serwowano takze znacznie mniej wyrazny spadek w Zywotnosci komdrek dla kultur
traktowanych kompleksem BBR3464 niz dla tych, gdzie zastosowano cis-platyne. Ta
réznica w cytotoksycznosci jest wynikiem szybszej wewnatrzkomoérkowej akumula-
cji wigzania do DNA trijadrowego kompleksu w poréwnaniu do cis-platyny [144].
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Rysunek 5. Kompleksy PA wykazujace aktywnos¢ antynowotworowg [95]
Figure 5. Polyamine-transition metal complexes with antitumour activity [95]

Zwigzki polijadrowe daly bardzo obiecujace rezultaty w kierunku leczenia
raka trzustki, ptuc, jajnikéw i czerniaka, lecz ze wzgledu na rozlegly metabolizm
oraz nieodwracalny proces laczenia si¢ z biatkami znajdujacymi sie¢ w osoczu krwi
zostaly odrzucone w II fazie testow klinicznych [152-154].
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Badano takze efekt cytotoksyczny chelatu dijadrowego Pd(II) sperminy
(PdCL),(Spm) (Rys. 6), na linie komdrek nowotworu jamy ustnej (HSC-3) [109].
Uzyskane wyniki potwierdzily wzrost aktywnosci cytotoksycznej podstawionych
zwigzkéw PA(II) w pordwnaniu do kompleksu Pt(IT) [155].

HN N

I R4
Cl Cl K)
Rysunek 6. Wz6r chelatu dijagdrowego Pd(II) sperminy (PdCL,),(Spm)
Figure 6. Tentetive mode of coordination in (PdCL,),(Spm)

Kompleksy Pd(II) sg zwykle bardzo labilne i ich deaktywacja przez izomeryzacje¢
cis/trans jest malo prawdopodobna. Wprowadzona do kompleksu spermina tworzy
bardzo silne polaczenia chelatowe z Pd(II), ze wzgledu na duzy efekt chelatowania
[132], narzucajac koordynacje cis ligandom labilnym, takim jak CI’, zapobiegajac
dezaktywacji. Przeciwnie dezaktywacja w wyniku oddzialywania ze skladnikami
komoérkowymi innymi niz DNA w wyniku wysokiej labilnosci obserwowanej dla
kompleksow Pd(II) jest mozliwa.

Mozna zaobserwowa¢ znacznie wiekszy zakres ligandow ulegajacych wymia-
nie w przypadku komplekséw Pd(II) niz dla analogicznych form z Pt(II). Istotny
jest fakt, Ze wewnatrz komoérki (PdCL,),(Spm) (Rys. 6) ulega szybkiej hydrolizie, co
umozliwia powstawanie uwodnionych indywiduéw oddzialujacych intensywniej
z innymi skfadnikami komérkowymi (np. z tiolami) wcze$niej niz z DNA. Pomimo
ze szybko$¢ wymiany wody dla Pd(H,0);" jest 106 razy wyzsza niz dla Pt(H,0);"
[132, 141], dla innych ukladéw kompleksy Pd(II) oraz Pt(II) moga wykazywac iden-
tyczng szybkos¢ wymiany ligandow [156-158].

Analogi poliamin N1,N11-bis(etylo)norspermina (BENSpm), N1-cyklo-pro-
pylometylo-N11-etylonorspermina (CPENSpm) jak réwniez zsyntetyzowane
dwujadrowe kopleksy Pd,BENSpm (Pd-BENSpm), Pt,CPENSpm (Pt-CPENSpm)
i Pd,Spm (Pd-Spm) byly badane na linii komoérkowej nablonka gruczotu piersio-
wego MCF-10A oraz na liniach komoérkowych raka piersi JIMT-1iL56BR-C1 w celu
okreslenia ich aktywno$ci. Uzyskane wyniki wykazaly, ze przylaczenie palladu do
BENSpm skutkuje zwickszeniem cytotoksycznosci w przeciwienstwie do skomplek-
sowania platyny CPENSpm, w wyniku ktérego nastepuje redukeja cytotoksycznosci.
Ponadto Pd-BENSpm bylo najbardziej efektywnym zwigzkiem niszczacym DNA
i obnizajagcym populacje tworzenia kolonii komdrek. Z drugiej strony Pt-CPEN-
Spm oraz Pd-Spm wykazuja mniejsza toksycznos$¢ we wszystkich testach. Pd-Spm
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skutecznie redukuje poziom komoérkowych glutationianéw, ktére prawdopodobnie
wystepuja w konsekwencji ich metabolicznej dezaktywacji poprzez przytaczenie
do ich czesci endogenicznych tioli. W przypadku zdrowych komorek zwiazki te sg
duzo mniej czule jako czynniki dzialajace niz w stosunku do komorek zdrowych.
Tworzenie wielu polaczen typu cross-links z DNA prowadzi do znieksztalcenia
czasteczki DNA. Kluczowe procesy biologiczne takie jak replikacja i transkrypcja
DNA s3 hamowane, co skutkuje nieprawidiowa synteza bialek i w konsekwencji
zahamowaniem proliferacji komdrek nowotworowych [159]. Problemy zwigzane z
wystepowaniem efektow ubocznych takich jak neurotoksycznos¢, nefrotoksyczno$é
oraz rozszerzanie sie nabytej odpornosci na leki naleza do gléwnych czynnikow
limitujacych prawidlowy proces leczenia za pomoca cis-platyny, ktore w przypadku
zwiazkow polijadrowych zawierajacych w swej budowie mostkujace aminy sg znacz-
nie obnizone [160].

UWAGI KONCOWE

Nie ulega watpliwosci, ze poliaminy nalezg do substancji odgrywajacych klu-
czowa role w wielu procesach zyciowych. Catkowite stezenie PA w organizmach jest
rzedu milimoli, jednakze stezenie wolnych poliamin jest relatywnie niskie. Wyso-
kie stezenie niezwigzanych poliamin obserwowane jest w komoérkach mtodych
w tym komorkach nowotworowych pozwala na detekcje stanéw chorobowych oraz
postepu leczenia poprzez badanie stezenia PA w moczu i krwi, a regulacja stezenia
poliamin, ich biosyntezy i katabolizmu jest jedng z wazniejszych drog w strategii
poszukiwan chemioterapeutykéw. Ingerowanie w metabolizm poliamin (poprzez
stosowanie inhibitoréw syntezy czy aktywatoréw katabolizmu) wydaje sie zasadne
w przypadku zapobiegania stanom zapalnym odpowiedzialnym za powstawanie
nowotwordw. Ponadto stwierdzono, ze wielojadrowe kompleksy platyny, zawiera-
jace mostkujace poliaminy, stanowig nowa klase zwigzkéw o potencjalnie lepszej
charakterystyce antynowotorowej niz stosowane dotad leki takie jak cis-platyna czy
karboksyplatyna. Wprowadzenie biogennej aminy do struktur komplekséw platy-
nowych powoduje znaczne zwiekszenie ich efektywnosci cytotoksycznych.
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ABSTRACT

clinical chemistry is the science on the border of the two disciplines: medicine
and chemistry. It is defined as the application of the chemistry in the study of bio-
logical samples in order to diagnose, treat, cure diseases as well as in monitoring
and prognosis [1]. Development of clinical chemistry is dated on the 19th century.
Biuret test, and a method for detection of sugar in the urine were then described,
also blood gases were extracted [13, 17]. In the mid of 19th century blood could
be analyzed for the presence of potassium, sodium, phosphorus and calcium [31].
In the second half of 19th century Duboscq built first colorimeter. This model was
widely adapted in laboratories and was in use till the 20-ties of 20th century [44].
Colorimetry also became the most popular technique in the clinical chemistry. In
the 80ties of 19th century was developed a method for estimating the concentra-
tion of creatinine and detection of bilirubin [36, 39]. Increasing number of avail-
able laboratory tests resulted in the separation laboratory diagnostic as a distinguish
branch of science. At the beginning of 20th century has been introduced quantita-
tive analytical methods for determination of ammonia, urea, creatinine, cholesterol,
uric acid, nitrogen, phosphorus, and chloride in biological fluids as well as measure-
ments of blood gases. In 1930 was introduced clinical enzymology with the first
method for assessing the activity of alkaline phosphatase. In the mid of 20th century
in the medical laboratories routinely were measured amylase, lipase, acid and alka-
line phosphatase, phosphocreatine kinase, alanine and asparagine aminotransfer-
ases [78, 79]. Development of electrical engineering and computing resulted with
intensive development of laboratory instruments. First automated spectrophotom-
eter was invented in 1957 (Autoanalyzer, Technicon company). In 1970, Automatic
Clinical Analyzer f. Du Pont was able to perform determinations in any configura-
tions not as so far in the series [99].

Keywords: clinical chemistry, glucose, protein, enzymes, colorimetry
Stowa kluczowe: chemia kliniczna, glukoza, biatko, enzymy, kolorymetria
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Chemia kliniczna jest naukg z pogranicza dwdch dyscyplin, medycyny i chemii.
Moze by¢ definiowana jako zastosowanie metodyki chemicznej w badaniu mate-
rialu biologicznego w celu diagnostyki, leczenia chordb, monitorowania ich prze-
biegu oraz prognozowania [1]. O ile poczatki alchemii w medycynie datujg sie na
starozytno$¢ to intensywny rozwoj chemii klinicznej obserwujemy w czasach nam
wspolczesnych. Wigze sie to z postepem w biologii, chemii i fizyce ale tez w inzynie-
rii, programowaniu komputerowym, nanotechnologiach.

Opisujac rozwdj metod analitycznych w chemii klinicznej nie sposéb nie wspo-
mnie¢ o paru kluczowych postaciach. Phillippus Aureolus Theophrastus Bombastus
von Hohenheim (1493-1541) znany jako Paracelsus, jako pierwszy probowatl pola-
czy¢ dwie dyscypliny naukowe: chemie, a wlasciwie alchemig i medycyne. Medycyna
chemiczna, znana tez jako jatrochemia lub chemiatria (1atpdg (iatros) — to po grecku
lekarz) skupiala si¢ gtéwnie na leczeniu choréb za pomocg zwiazkéw chemicznych.
Paracelsus rozwingl takze techniki ilo$ciowego wykonywania badan ogélnych
moczu.[2] Johann Babtist van Helmont (1579-1644) flamandzki lekarz i chemik,
uwazany za tworce chemii fizjologicznej zwrécil uwage na proces trawienia, ktory
wedtug niego byl wynikiem naturalnej fermentacji. Wprowadzit jako pierwszy poje-
cie ,gaz” i ,wegla gaz” (dwutlenek wegla) [3]. Badania nad trawieniem i sokami
trawiennymi kontynuowal jego uczen Franciscus Sylvius wlasc. Francois Deleboe,
(delaBoé) (1614-1672), natomiast odkrycie dwutlenku wegla przypisywane jest tez
Josephowi Blackowi (1728-1799), szkockiemu chemikowi. Wielki wktad w rozwdj
chemii klinicznej wniost angielski fizyk, chemik, filozof i przyrodnik Robert Boyle
(1629-1691). Uzyl terminu ,analizy” aby opisa¢ reakcje chemiczne, dzigki kto-
rym poszczegélne substancje moga by¢ oddzielone od siebie i usystematyzowat je.
Wprowadzit tez definicje pierwiastka chemicznego, a takze uzyt wskaznikéw w celu
odrdznienia kwasow od zasad. Rozwingl chemiczng analize¢ jako$ciowg i jako pierw-
szy opisal chemiczng analize krwi [4]. W II potowie XVIII wieku droge rozwoju
chemii wytyczali Karl Wilhelm Scheele (1742-1786) - pierwszy zsyntetyzowat gli-
cerol, Joseph Priestley (1733-1804) odkrywca m.in. tlenu, amoniaku i tlenku wegla,
Antoine Laurent Lavoisier (1743-1794) — wyjasnit nature procesu oddychania i kon-
cepcje utleniania, oraz Justus von Liebig (1803-1873) - zapoczatkowal ilo$ciowy
analize elementarng [5]. W XVII w. belgijski lekarz i chemik Johann Baptista van
Helmont pierwszy raz wprowadzil do badania moczu analize wagowg [6]. W roku
1694 Holender Dekker Federik Leiden zaobserwowal, Ze mocz zawierajacy biatko
tworzy osady, gdy gotuje sie go z dodatkiem kwasu octowego [7, 8]. Dzigki odkryciu
Leidena badanie moczu stalo si¢ bardziej wartosciowe i przydatne w diagnozowaniu
choroéb. Angielski lekarz Thomas Willis w 1674 r. od$wiezyl wiedze starozytnych
Grekéw, Chinczykow, Egipcjan czy Hindusow i wprowadzil do éwczesnej diagno-
styki test smaku moczu [9]. Test ten pozwalal odrézni¢ wielomocz towarzyszacy
cukrzycy od moczéwki prostej [8]. W 1776 r. Mattew Dobson udowodnil, ze stodki
smak moczu i surowicy krwi chorych na cukrzyce jest spowodowany obecnoscig
cukru [9]. W 1789 r. Antoine Frangois de Fourcroy odkrywa cholesterol. W XIX
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wieku swdj poczatek majg tez pierwsze prace badawcze nad enzymami. W 1835 r.
Theodor Ambrose Hubert Schwann donidst o obecnosci pepsyny w soku Zotadko-
wym, a dziesie¢ lat pozniej Louis Mialhe odkryl amylaze w slinie. W 1846 r. Claude
Bernard demonstruje jak w soku trzustkowym trawiona jest skrobia. Trzydziesci lat
pozniej Wilhelm Friedrich Kithne po raz pierwszy izoluje trypsyne.

Bardzo intensywny rozwoj chemii klinicznej w latach 30. XIX w. doprowadzit
do wyodrebnienia diagnostyki laboratoryjnej jako osobnej galezi nauki. W 1830 r.
Gerardus Mulder dokonat pierwszej analizy pierwiastkowej biatek, a trzy lata poz-
niej reakcja biuretowa zostala opisana przez Ferdinanda Rosego. Rose do roztworu
biatka jajka dodal siarczanu miedzi(II) oraz wodorotlenku potasowego, co spowo-
dowalo powstanie fioletowego zabarwienia roztworu [10]. W roku 1857 opisat ja
niezaleznie polski fizjolog Gustaw Piotrowski stad czasami nazywano ja reakcja
Piotrowskiego [11]. W roku 1844 Johann Florian Heller opisal test wykrywajacy
obecnos¢ albuminy w moczu [4]. Po dodaniu do moczu stezonego kwasu azotowego
na granicy plyndéw powstaje bialy pierscien, ktdry swiadczy o obecnosci albuminy
w badanym materiale [12]. Test ten nazwano od nazwiska odkrywcy testem pier-
$cieniowym Hellera.

W 1837 r. Theodor Ludwig Wilhelm von Bischoff postugujac si¢ analizami bio-
chemicznymi ustalil, ze we krwi obecny jest wolny tlen i wolny dwutlenek wegla.
Natomiast fizyk berlinski Heinrich Gustav Magnus za pomocg aparatu prézniowego
Toricellego ekstrahowat lotne sktadniki (gazy) krwi i wykazal we krwi tetniczej,
a takze zylnej obecnos¢ tlenu, dwutlenku wegla i azotu. Naukowiec ten udowodnit,
ze we krwi tetniczej przewaza tlen a w zylnej dwutlenek wegla [3].

W 1838 r. George Owen Rees wykazal obecnos¢ glukozy we krwi cukrzykow
i wyizolowal ja w postaci krysztaléw [13]. W 1841 r. Karl August Trommer opraco-
wal metode wykrywania cukru w moczu. W metodzie tej cukry redukujg kationy
miedzi Cu”* same utleniajgc sic do kwaséw aldonowych (np. glukoza utlenia sie
do kwasu glukonowego). Nie miafa ona jednak tak szerokiego zastosowania jak jej
modyfikacja, ktérg w 1849 r. rozpowszechnit niemiecki chemik Hermann Chry-
stian von Fehling [14, 15]. Przeprowadza si¢ ja przy uzyciu odczynnika Fehlinga
tj. kationow miedzi(II) kompleksowanych anionami winianowymi. Pojawienie si¢
czerwonego osadu tlenku miedzi(I) oznacza pozytywny wynik proby [5].

W 1844 r. Max Joseph von Pettenkofer pierwszy opisal proces wykrywania
kwasow zotciowych [16]. Test nazywany od nazwiska odkrywcy polegal na reakcji
kwaséw zoélciowych z hydroksymetylofurfuralem - powstajacym w czasie dzialania
stezonego kwasu siarkowego na sacharoze [17, 18]. Pojawienie si¢ barwy czerwonej
lub fioletowej §wiadczyto o obecnosci w probee kwasow zoétciowych [19, 20].

W 1847 r. lekarz i chemik Henry Bence Jones publikuje opis patologicznego
biatka w moczu, ktore jest obecne u niektérych pacjentéw z chorobami uktadu
kostnego (szpiczakiem mnogim) [4]. Metoda wykrywania tzw. lekkich tancuchow
immunoglobulin opracowana zostala przez kolegéw Bence Jonesa - doktoréow
MaclIntyre'a i Watsona. Zauwazyli oni, ze mocz jednego z pacjentéw jest opalizu-
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jacy. Badajac ten mocz zauwazyli bialkowy osad wytracony po podgrzaniu do temp.
60°C. Po dalszym podgrzaniu osad rozpuscit sie, a schlodzenie moczu do temp.
60°C spowodowalo ponowne pojawienie si¢ osadu. Ze wzgledu na niemoznos¢
identyfikacji biatka wspomniani powyzej lekarze wystali probke moczu do dr Bence
Jonesa, ktory zweryfikowat oraz opublikowal ich odkrycie, w koncu biatko nazwano
jego nazwiskiem [21].

W 1850 r. Carl Schmidt przeprowadzil pierwszg analize krwi, ktdra pozwolita
ustali¢ zawarto$¢ skladnikow organicznych i nieorganicznych [22]. Schmidt anali-
zowal krew pod katem obecnosci potasu, sodu, fosforu i wapnia. Odkryl, ze wigksze
stezenie potasu znajduje wewnatrz komorki, natomiast séd w wyzszym stezeniu
obecny jest w osoczu [23]. W 1854 r. Hermann Welcker zapoczatkowal badania nad
oznaczaniem barwnika krwi [22]. Nazwanie barwnika krwi hemoglobing i oznacza-
nia jej stezen nastapilo dopiero w latach 1864-65 dzigki pracy Felixa Hoppe-Seylera
[24].

W 1868 r. Max Jaffe zauwazyl, ze po dodaniu cynku mocz gorgczkujacych
pacjentéw wykazuje silng, zielona fluorescencje [25]. Reagujacy w ten sposdb zwia-
zek nazwano urobiling. Jaffe stwierdzit takze, ze jest ona obecna réwniez w moczu
pacjentéw zdrowych, lecz w innym stezeniu. Spostrzezenie to przyczynilo sie do
podjecia proby okreslania granic prawidlowych dla niektérych skfadnikéw fizjolo-
gicznych moczu [14]. W 1886 r. Jaffé opracowal metode szacowania stezenia kreaty-
niny z uzyciem pikrynianu. W wyniku reakeji pikryniandw z kreatyning w srodowi-
sku alkalicznym powstaje pochodna 2,4,6,-trinitro-cykloheksadienu o zabarwieniu
z0lto-czerwonym. Intensywno$¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do steze-
nia kreatyniny [26].

W 1884 r. Paul Ehrlich opisal reakcje bilirubiny z kwasem p-diazobenzeno-
sulfonowym i zastosowal ja do wykrywania bilirubiny w moczu [27]. W 1913 r.
A. A. Hymens van den Bergh i J. Snapper uzyli tego testu do wykazania obecnos$ci
bilirubiny w surowicy krwi [28]. Bilirubina z dwuazowym kwasem sulfanilowym
(odczynnik dwuazowy Ehrlicha) tworzy barwng pochodng azobilirubine. Intensyw-
no$¢ czerwonego zabarwienia jest proporcjonalna do ilosci bilirubiny w surowicy
krwi. Trzy lata pézniej van den Bergh i P. Muller odkryli dwie formy bilirubiny: bez-
posrednia - reagujaca od razu z odczynnikiem Ehrlicha oraz tzw. bilirubine posred-
nig, ktora reagowala z odczynnikiem Ehrlicha po dodaniu do probki metanolu [29].
W 1901 r. Ehrlich wprowadzit metode z p-dimetyloaminobenzaldehydem w obec-
nosci kwasu solnego, ktory daje zabarwienie czerwone w tescie na obecno$¢ urobi-
linogenu w moczu. W 1925 r. Adrianus Johannes Leonardus Terwen opisal metode
oznaczania urobilinogenu w stolcu [30]. W 1933 r. Armand J. Quick zaproponowat
test z kwasem hipurowym , aby oceni¢ funkcjonowanie watroby. Test oparty byl na
reakcji sprzegania w watrobie egzogennego benzoesanu sodu z glicyna, w konse-
kwencji czego powstaje kwas hipurowy, ktéry nastepnie wydalany jest z moczem
[31].
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Otto Knut Folin (1867-1934) szwedzki profesor biochemii opracowal w latach
1904-1922 ilo$ciowe metody analityczne dla mocznika, amoniaku, kreatyniny,
kwasu moczowego, azotu, fosforu i chlorkéw. Folin zaproponowal oznaczanie
mocznika za pomocg chlorku magnezu a kwasu moczowego przez stracanie siar-
czanem amonu i mianowanie osadu rozpuszczajac go kwasem [32]. Kreatynina
w alkalicznym roztworze kwasu pikrynowego daje zabarwienie czerwone. Folin
wprowadzil do chemii klinicznej kolorymetrig, mierzac zabarwienia probek kreaty-
niny z odczynnikiem Jaffego w odniesieniu do zabarwienia roztworéw kreatyniny
o znanym stezeniu przy uzyciu kolorymetru Duboscqa [33, 34]. Folin opracowat tez
pierwsze wartosci prawidfowe dla kwasu moczowego we krwi, azotu mocznikowego
oraz biatka w surowicy krwi [35]. Folin i Hsien Wu w 1919 r. opracowali metode
wykrywania cukru poprzez redukcje kwasu wolframowego w probee pelnej krwi,
ktdra nastepnie filtrowano [36]. W 1923 r. swoja metode oznaczania cukru wpro-
wadzili Hans Christian Hagedorn i Briger Norman Jensen. W metodzie tej cukier
redukuje zelazicyjanek do zelazocyjanku a nadmiar zelazicyjanku oznacza si¢ jodo-
metrycznie miareczkujgc tiosiarczanem [37].

W 1906 r. Richard Bauer wprowadzil test tolerancji galaktozy z podaniem jej
doustnie. Wykazal, ze jest ona obecna w moczu po okoto 5 godzinach od podania
[38]. Mocz pobrany od pacjenta badano metodami jako$ciowymi Fehlinga, Bene-
dicta i Nylandera. Brak cukru w moczu $wiadczyl o wyniku negatywnym calego
testu, gdy zas stwierdzano jego obecnos¢ wowczas nalezato go oznaczy¢ ilosciowo
przy uzyciu polarymetru [39].

Metody oznaczania sodu i potasu opracowane przez Benjamina Kramera i Fre-
dericka E Tisdalla byly bardzo czasochlonne i niedokladne. W przypadku potasu
zasada metody polegata na wytraceniu potasu z surowicy jako azotynokobaltanu
sodowo-potasowego i miareczkowaniu osadu nadmanganianem. Natomiast sod
wytracano jako piroantymonian po czym oznaczano jodometrycznie antymon [33].
Przelomem okazalo sie stworzenie fotometru ptomieniowego. Chlorki w ptynach
biologicznych okreslane byly ilosciowo po dodaniu stezonego azotanu srebra, ktory
wytracal je z badanego plynu ustrojowego. W 1921 r. J.C. Whitehorn zastosowal ta
procedure z uzyciem kwasu wolframowego, a nastepnie filtrowal krew petna [40].

W celu okreslenia stezenia wapnia uzywano metody Kramera-Tisdalla, ktéra
nastepnie zostala zmodyfikowana przez E.P. Clarka i J.B. Collipa w 1925 r. [41].
Zasada metody polegata na wytrgceniu wapnia szczawianem amonowym. Wytra-
cony szczawian wapnia rozpuszczat si¢ w kwasie siarkowym. Uwolniony przy tym
kwas szczawiowy oznaczano manganometrycznie. Technike ta kontynuowano i stan-
daryzowano przez nastepne 40 lat [42]. W 1922 r. Willey Glover Denis opracowala
pierwsza metode laboratoryjng pozwalajaca na oznaczenie magnezu w surowicy
krwi, osoczu i krwi pelnej. Metoda polegata na usunieciu wapnia jako szczawianu,
nastgpnie wytraceniu magnezu w postaci fosforanu amonowo-magnezowego.
W powstatym osadzie oznaczano kwas fosforowy kolorymetrycznie i z niego obli-
czano zawarto$¢ magnezu [43]. W oznaczeniach fosforu nieorganicznego wykorzy-
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stywano kwas molibdenowy. Postepem bylo wprowadzenie w 1921 r. przez Cyrusa
H. Fiske i Yellapragda Subbarowa kwasu alfa- aminonaftolosulfonowego jako czyn-
nika redukujgcego a powstajgce niebieskie zabarwienie poréwnywano koloryme-
trycznie z zabarwieniem roztworéw wzorcowych [44]. Metoda ta stosowana byla
w laboratoriach az do poczatku XXI wieku.

W 1939 r. Edward Joseph Conway i Robert Cooke opracowali pierwsza metode
laboratoryjng oznaczania amoniaku we krwi. Zasada oznaczenia polegata na wypar-
ciu amoniaku przez nasycony roztwdr weglanu potasu i zwigzanie go przez kwas
borowy, a nastepnie miareczkowanie boranu amonowego kwasem siarkowym
wobec wskaznika Ma Zanzaga [45].

W 1902 r. Joseph Barcroft i John Scott Haldane wprowadzili pojecie ,,gazo-
metria” dla pomiaru gazéw obecnych we krwi [46, 47]. Pierwsze satysfakcjonujace
oznaczenie pH krwi nastapilo w 1912 r. z uzyciem elektrody wodorowej przez Karla
Hasselbalcha i Christiana Lundsgaarda [48] oraz Leonora Michaelisa i W. Davidoffa
[49]. Dziesie¢ lat pozniej Glenn E. Cullen opisat kolorymetryczng metode¢ oznacza-
nia pH w osoczu [50, 51]. Donald Dexter Van Slyke (1883-1971) uzyl jako pierwszy
w 1917 r. gazometru wlasnej konstrukeji w celu okreslenia catkowitego dwutlenku
wegla, tlenu i tlenku wegla we krwi petnej [52]. Probke krwi zakwaszano a uwol-
niony dwutlenek wegla przedostawal si¢ do komory, w ktdrej wytworzono préznie.
Pézniej gaz sprezano do cisnienia atmosferycznego i mierzono jego objetos¢ [49].

Pierwsze metody okreslenia stezenia biatka bazowaly na procedurach Johana
Kjeldahl’a. Do diagnostyki wprowadzili je w 1920 r. Glenn E. Cullen i Donald D. Van
Slyke [53]. Zwiazki organiczne spalano kwasem siarkowym(VI) w obecno$ci kata-
lizatora (jony miedzi). Uwolniony amoniak z powstalego siarczanu amonowego
oznaczano przy pomocy miareczkowania [54].

Bialko ostrej fazy (CRP) opisali po raz pierwszy w 1930 r. William Smith Tillett
i Thomas Francis jr [55]. Przez ponad 50 lat CRP bylo oznaczane przede wszystkim
dla potrzeb diagnostyki choréb reumatycznych przy uzyciu metody immunodyfuzji
radialnej, ktdra byla czasochtonna, wynik otrzymywano dopiero po 48 godzinach.
W drugiej polowie lat 80-tych przy uzyciu metod immunoturbidymetrycznych
czas oczekiwania na wynik skrocit sie do kilkunastu minut. Kolejnym etapem byto
zwiekszenie czulo$ci oznaczenn CRP (tzw. metody wysokiej czutosci (ang. high sen-
sitivity)) poprzez wykorzystanie czastek lateksu optaszczonych przeciwciatami [56].

W 1910 r. metode¢ oznaczania cholesterolu we krwi bazujaca na reakeji Karla
Theodora Liebermanna-H. Burcharda opisal A. Grigaut. Cholesterol w obecnosci
kwasu siarkowego i bezwodnika kwasu octowego tworzy zielony kwas monosulfo-
nowy bicholestadienu [57]. Natomiast bezposrednia metode chemicznego oznacza-
nia triglicerydow opisat dopiero w 1957 r. Emile Van Handel i Donald Zilversmit.
Po ekstrakeji lipidéw i usunieciu fosfolipidéw z ekstraktu, hydrolizuje sie triglice-
rydy do gliceryny i wolnych kwaséw ttuszczowych. Powstajaca gliceryne oznacza
sie kolorymetrycznie. W metodzie do ekstrakcji wykorzystuje si¢ chloroform a do
absorpcji kwas krzemowy [58].
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W 1930 r. Hubert Davenport Kay dal poczatek enzymologii klinicznej opraco-
wujac pierwsza metode oceny aktywnodci fosfatazy alkalicznej. Jako substratu uzyt
czystego krystalicznego f-glicerofosforanu sodu o pH 7,6 [59]. Dwa lata pdzniej
L.S.Cherry i L.A. Crandall opracowali metody pomiaru aktywnosci lipazy w suro-
wicy krwi. Najczesciej uzywanym substratem do oznaczania aktywnosci lipaz
byla oliwa z oliwek zawierajaca trioleinian glicerolu. Zawiesing oliwy inkubowano
z probka materiatu biologicznego. Ilos¢ uwolnionych kwaséw tluszczowych ozna-
czano przez miareczkowanie tugiem potasowym w obecnosci fenoloftaleiny jako
wskaznika [60].

W 1938 r. Michael Samogyi rozwinagl metody oznaczania amylazy w surowicy
i moczu. Zasada metody oparta jest na okresleniu czasu potrzebnego do rozkladu
skrobi z zaadsorbowanym na powierzchni jodem (niebieska barwa roztworu) przez
obecna w badanym materiale biologicznym diastaz¢ (amylaze) do niskoczasteczko-
wych dekstryn (roztwor bezbarwny) [61]. W tym samym roku Alexander B. Gut-
man i Ethel B. Gutman opracowali pierwszy test pozwalajacy okresli¢ aktywno$¢
fosfatazy kwasnej w surowicy krwi. Jako substratu uzyli fenylofosforanu [62]. Do
1948 r. w laboratoriach medycznych rutynowo oznaczano tylko cztery enzymy:
amylaze i lipaze w diagnostyce ostrego zapalenia trzustki, fosfataz¢ kwasna stuzaca
jako wskaznik przy diagnozowaniu raka prostaty oraz fosfataze¢ alkaliczna wyko-
rzystywang w diagnostyce zoltaczek lub zmian w ukladzie kostnym [63]. Inten-
sywny rozwoj enzymologii klinicznej przypadt na polowe XX w. W 1954 r. Stephen
A. Kuby i wspolpracownicy opracowali metode oznaczania kinazy fosfokreatynowej
(CPK) [64]. W roku 1955 Arthur Karmen wprowadzil metoda oznaczania aktyw-
noéci aminotransferazy asparaginowej (AST), a Felix Wroblewski i John S. LaDue
wprowadzili metode oznaczania aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT).
AST katalizuje reakcje¢ L-asparaginianu i a-ketoglutaranu, w wyniku ktdrej powstaje
szczawiooctan i L-glutaminian. Natomiast ALT katalizuje przeniesienie grupy ami-
nowej od L-alaniny do a-ketoglutaranu z utworzeniem L-glutaminianu i pirogro-
nianu [65]. Metody te, po modyfikacjach, dalej zalecane sg przez IFCC (Interna-
tional Federation of Clinical Chemistry). W tym samym roku Wroblewski i LaDue
wprowadzili metod¢ oznaczania dehydrogenazy mleczanowej (LDH), ktéra réwniez
jest dalej zalecana przez IFCC. Dehydrogenaza mleczanowa katalizuje konwersje
pirogronianu do mleczanu. Jednoczesnie czasteczka NADH utlenia sie do czgsteczki
NAD+. W roku 1960 oznaczono takze aktywnos$¢ gamma-glutamylotranspeptydazy
(GGT) [66]. GGT katalizuje przeniesienie grupy y-glutamylowej z L-y-glutamylo-3-
karboksy-4-nitroanilidu na glicyloglicyne, w wyniku czego powstaje L-y-glutamylo-
glicyloglicyna i zo6lto zabarwiony 5-amino-4-nitrobenzoesan. Szybko$¢ przyrostu
absorbancji mierzona przy dlugosci fali 405 nm jest proporcjonalna do aktywnosci
GGT. Metoda ta tez jest obecnie powszechnie wykorzystywana.

Poczatki endokrynologii laboratoryjnej to przelom XIX i XX w. — w latach
1898-1902 John Jacob Abel i Jokichi Takamine wyizolowali po raz pierwszy aktywna
epinefryne (adrenaling). Pierwszg metode jej oznaczania (fluorymetryczng) zapro-
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ponowal Alf Lund w 1949 . [67, 68]. W 1938 r. Frank Herbert Shaw wyizolowal przy
uzyciu tlenku glinu katecholaminy z materiatu biologicznego i opisal wystepowanie
tych substancji we krwi i moczu ludzkim. W 1938 r. Nancy Helen Callow i Robert
Kenneth Callow opisali wystepowanie 17-ketosterydéw w moczu [69], a dwa lata
pdzniej tym samym problemem zajeli si¢ A.E. Holtroff i F.C. Koch. Naukowcy wyko-
rzystali w tym celu reakcje Zimmermana, ktory 1935 roku zauwazyl, ze 17-keto-
sterydy z m-dinitrobenzenem w zasadowym roztworze alkoholu zabarwiaja si¢ na
kolor czerwony [70]. 17-hydroksykortykosterydy nie byly oznaczane w laborato-
riach az do 1950 ., kiedy to Curt C. Porter i Robert H. Silber opisali reakcje kolory-
metryczng z fenylohydrazyng [71]. W 1919 r. Edward Calvin Kendall jako pierwszy
wyizolowal tyroksyne, a jej budowe chemiczng odkryt Charles Robert Harington
w 1926 1. [72]. W 1937 r. Ernest Birger Sandell i Izaak Maurits Kolthoff przedstawili
czulg metode¢ pomiaru jodu [73], a w 1939 r. Virginia Trevorrow zademonstrowalta,
ze jod we krwi wystepuje w dwoch formach: organicznej i nieorganicznej [74].
Druga polowa XX w. to szybki rozwoj diagnostyki hormonalnej jednak zwigzany
z postepami w immunologii i immunochemii.

Podobna sytuacja ma miejsce w toksykologii. Pierwsze metody ilosciowego
oznaczania alkoholu we krwi pojawily si¢ na poczatku dwudziestego stulecia, ale
dopiero metoda Erika Widmarka, opublikowana w 1920 roku, upowszechnita sie na
calym $wiecie i byla stosowana w laboratoriach do konca lat 90. XX w. [75]. Zawarty
we krwi alkohol, w warunkach izotermicznych w szczelnie zamknietej kolbie Wid-
marka ulega oddestylowaniu do mianowanego roztworu dichromianu potasu w ste-
zonym kwasie siarkowym(VI). Mieszanina chromowa utlenia alkohol do kwasu
octowego. Nieprzereagowang chromianke miareczkuje si¢ tioglikolem sodu [55].
Obecnie wiekszos¢ toksycznych zwiazkow oznaczana jest metodami immunoche-
micznymi lub przy pomocy chromatografii i spektrometrii mas.

Poczatkowo objetosci krwi lub surowicy jakich uzywano do wykonania poje-
dynczego oznaczenia byly ogromne. W latach 40. XIX w. na oznaczenie albuminy
potrzebowano 180 ml krwi, glukozy 360 ml, kwasu moczowego 65 ml [30]. Na
przetomie XIX i XX w. uzywanie probki mniejszej niz 1 ml do badan rutynowych
w chemii klinicznej byto ewenementem. Oznaczenie kwasu moczowego wymagalo
pobrania 15-25 ml krwi, mocznik oznaczano z prébki o objetosci 10 ml, ale satys-
fakcjonujace wyniki mozna bylo uzyskac juz z objetosci 3 ml [10]. Na oznaczenie
jonéw sodowych i potasowych zuzywano po 5 ml surowicy na kazdy [30], oraz
w pézniejszych latach po 2 ml na oznaczenie jonéw wapniowych i magnezowych
[33]. Jednak szybko zauwazono koniecznos¢ stosowania metod, ktore wykorzy-
stywalyby mniejsza objetos¢ krwi. Wigzalo si¢ to tez ze stale rozszerzanym pane-
lem dostepnych badan, co powodowalo pobieranie wiekszych objetosci materiatu
przy ograniczonej dostepnosci materiatu biologicznego u dzieci i matych zwierzat
doswiadczalnych. Ponadto koniecznos¢ czestego pobierania krwi nawet u dorostych
mogta doprowadzi¢ do anemii. Jednym z prekursoréw opracowywania mikrometod
byt Ivar Christian Bang (1869-1918), ktéry wprowadzit do diagnostyki laboratoryj-
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nej pierwsze mikrometody oznaczania glukozy, azotu pozabialkowego, mocznika,
oraz separowania albumin i globulin, ktére wymagaty pobrania tylko 0,1-0,2 ml
krwi na jedno oznaczenie. Jednak zmniejszenie objetosci probek w rutynowych
w oznaczeniach laboratoryjnych do 0,1-1,0 ml krwi na oznaczenie jednego para-
metru wymagalo nie tylko specjalnych technik, ale i aparatéw, ktére wprowadzono
powszechnie dopiero w latach 50. XX w. [10].

Przed wprowadzeniem do rutynowych oznaczen metod kolorymetrycznych
bardzo czgsto bazowano na ocenie wizualnej koloru badanej probki przez porow-
nywanie go z zabarwieniem standardéw o znanym stezeniu. Sposoby te byly bardzo
niedoktadne i subiektywne — w duzej mierze zalezaly od indywidualnych predys-
pozycji. Na poczatku XX w. intensywnie rozwijano metody kolorymetryczne, ktore
pozwolity na obiektywne, powtarzalne, a takze szybkie i stosunkowo latwe ozna-
czanie coraz wiekszej liczby sktadnikéw krwi i innych plynéw ustrojowych [52].
Pierwszy kolorymetr zostal opracowany w 1854 r. przez Julesa Duboscqa. Tego typu
instrumenty byly produkowane jeszcze w latach dwudziestych XX w. Celem ozna-
czen kolorymetrycznych bylo zréwnanie barwy badanego roztworu z barwa roz-
tworu wzorcowego. W kolorymetrze Duboscqa realizowano to zalozenie poprzez
przez zmiang grubos$ci warstwy roztworu badanego. Do jednej probéwki (cylindra)
wlewano roztwoér wzorca o znanym stezeniu, do drugiej roztwdr badany. W obu
probowkach zanurzano szklane walce. Glebsze zanurzenie walca lub podniesienie
probowki, zmniejszalo grubos¢ warstwy miedzy dnem probowki a koricem walca,
a tym samym grubos¢ warstwy roztworu przez jaka przechodzilo kierowane od gory
na walce $wiatlo. Zabarwienie probéwek obserwowano na odpowiednio umieszczo-
nym lusterku pod probéwkami. Ze znanego stgzenia roztworu wzorcowego i sto-
sunku grubosci warstw roztworéw, mozna bylo wyliczy¢ stezenie nieznanego roz-
tworu. Istnialy tez kolorymetry klinowe, w ktdrych zmiana grubosci warstwy cieczy
zmieniana byta przez wsuwanie klina (kolorymetry Helliga) oraz kolorymetry w kto-
rych doprowadzano do zréwnania barwy roztworéw poprzez rozcienczenie probki
badanej (hemoglobinometr Sahliego). Kolorymetry fotometryczne wprowadzono
do uzytku w latach trzydziestych XX wieku. W 1939 r. William H. Summerson stwo-
rzyt urzadzenie z podwojnymi fotokomoérkami i kuwetami typu ,test- tube”, punk-
tem zerowym i skalg absorbancji od 0 do 1.00. Aparat nazwano Klett-Summerson.
W 1940 r. zostal wykorzystany do oznaczen po raz pierwszy spektrofotometr zbu-
dowany przez Edwina D. Colemana, a rok pdzniej Henry ,Howard” Cary i Arnold
O. Beckman zbudowali spektrofotometr Beckman DU. Model ten znalazt szerokie
zastosowanie w badaniach biochemicznych [49]. Az do czaséw obecnych pomiary
kolorymetryczne s standardem w analizach chemii klinicznej. Wraz z rozwojem
elektrotechniki a nastepnie komputeryzacja nastepowaly kolejne etapy rozwoju
laboratoryjnego instrumentarium - w 1957 roku wprowadzono do uzytku pierwszy
zautomatyzowany spektrofotometr (Autoanalyzer firmy Technicon), a w 1970 roku
Automatic Clinical Analyzer f. Du Pont zapoczatkowujac nowa ere w diagnostyce
laboratoryjnej — wykonywanie oznaczen w dowolnych konfiguracjach, a nie jak do
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tej pory w seriach [76]. Duza wydajno$¢ kolejnych generacji automatéw spowo-
dowala zanik malych pracowni i rozwdj duzych laboratoriéw, z reguly daleko od
pacjenta. Odpowiedzig na kliniczng potrzebe skrocenia czasu oczekiwania na wynik
jest rozwoj diagnostyki wykonywanej przy pacjencie przez lekarzy lub pielegniarki.
W ten sposéb historia zatacza kolo, cho¢ obecnie samodzielnie wykonywana dia-
gnostyka in vitro wydaje si¢ by¢ dla lekarzy ztem koniecznym.

Ogromny wzrost liczby parametréw wykonywanych w laboratoriach diagno-
stycznych w ostatnich latach nie wynika z rozwoju metod chemicznych. Raczej jest
efektem wprowadzania pod koniec XX wieku do diagnostyki laboratoryjnej metod
tizykochemicznych - jak wysokosprawna chromatografia cieczowa, elektroforeza
kapilarna, spektrometria masowa, oraz immunochemicznych bazujacych na reak-
cjach antygen przeciwcialo. Nowe mozliwoséci diagnostyczne pozwalajg na ocene
funkcjonowania organizmu w szerszym konteksécie, w ramach tzw. biologii systemo-
wej — proteomiki czy metabolomiki. Karty tej historii dopiero si¢ otwieraja.
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ABSTRACT

Microorganisms synthesize several monomeric chemical structures that are not found elsewhere in
nature, e.g. muramic acid (an amino sugar) and D-amino acids (D-alanine and D-glutamic acid) are ubiquitous
in bacterial peptidoglycan (PG). Characteristic sugars (e.g. heptoses) and 3-hydroxylated fatty acids are found in
the endotoxin (lipopolysaccharide, LPS) of gram-negative bacteria [1].

The best way to protect against environment contamination is microbial control. Methods in current
use for monitoring microorganisms mainly include culture and direct microscopy. However, several factors,
including samples collection, growth conditions, incubation temperature and interaction between different
organisms all affected the culture results.

Additionally, culture based methods can detect only viable organisms and they are also time consuming,
sometimes taking days or weeks.

However, since both living and dead microorganisms express irritating and toxic structures, they should
all be taken into consideration.

Muramic acid has been suggested for use as a chemical marker in gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) determination of bacterial peptidoglycan [2]. While 3-hydroxylated fatty acids are the best proposition
for use as a chemical markers in gas chromatography-mass spectrometry determination of bacterial lipopolysac-
charide (endotoxin) of gram-negative bacteria in both clinical and environmental samples [38]. Two derivatives
have been applied, including the trimethylsilyl (TMS) and pentafluorobenzoyl (PFBO) derivatives [80].

Both derivatives (TMS and PFBO) have been proven suitable for use with GC-ion-trap tandem MS [3].

The aim of our proposition is trial of application of gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
method as an alternative or complement to culturing, microscopy and other assays for detection, characteri-
zation and monitoring of microbial contamination of environment (e.g. water, air, air-conditioning systems),
contamination of biochemical and food production chain processes, packaging for foodstuffs etc. by analysis of
bacterial 3-hydroxylated fatty acids as a biochemical markers.

A method is described for the quantitation of methyl esters of 3-hydroxyacids, markers of bacterial lipopo-
lysaccharide (endotoxin), as trimethylsilyl or pentafluorobenzoyl derivatives using GC/MS method.

The described methods are quick and simple, can be applied for monitoring microbial contamination
directly, without prior culturing, in complex environmental samples.

This method can be also applied for testing processes of cleaning and disinfections on packaging materials
or on both packaging materials/foodstuffs in order to decrease their microbial load and thus to ensure better
shelf-life.

[1]  Z. Mielniczuk, K. Bal, Spektrometria mas w badaniach skazen mikrobiologicznych $rodowiska. Czes¢ I.
Kwas muraminowy jako biomarker $cian komérkowych bakterii, Wiad. Chem., 2012, 66, 445.

[2] K. Bal, L. Larsson, E. Mielniczuk, Z. Mielniczuk, Structure of muramic acid TMS derivative mass spec-
trum’s base ion (m/z=185) used for quantification of bacterial peptidoglycan, J. Microbiol. Meth., 2002,
48, 267.

[3] A.Saraf, L. Larsson, Identification of microorganisms by mass spectrometry, Advances in Mass Spectro-
metry, 1998, 14, 449.

[38] Z.Mielniczuk, E. Mielniczuk, L. Larsson, Gas chromatography-mass spectrometry methods for analysis
of 2- and 3-hydroxylated fatty acids: Application for endotoxin measurement, J. Microbiol. Meth., 1993,
17,91.

[80] Z.Mielniczuk, S. Alugupalli, E. Mielniczuk, L. Larsson, Gas chromatography-mass spectrometry of lipo-
polysaccharide 3-hydroxy fatty acids: comparison of pentafluorobenzoyl and trimethylsilyl methyl ester

derivatives, J. Chromatogr., 1992, 623, 115.
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WSTEP

Kontrole skazen mikrobiologicznych szeroko rozumianego $rodowiska natu-
ralnego mozna prowadzi¢ metodami klasycznymi, takimi jak np. immunologicz-
nymi [radioimmunologicznymi (RIA), immunofluorescencyjnymi (IF), immuno-
enzymatycznymi (ELISA)] lub genetycznymi polegajacymi na identyfikacji $cisle
dobranego fragmentu materialu genetycznego z uzyciem techniki ,Polymerase
Chain Reaction” (PCR), jak réwniez poprzez hodowle drobnoustrojéw na pozyw-
kach potaczonych z badaniami mikroskopowymi. Metody oparte na hodowli sa
pracochlonne i do uzyskania wyniku wymagaja co najmniej kilku dni, a nawet
kilku tygodni. Ponadto pozwalaja wykry¢ tylko Zywe organizmy, a jak wiadomo
zaréwno zywe jak martwe mikroorganizmy posiadaja toksyczne struktury i dlatego
obie formy powinny by¢ brane pod uwage podczas monitorowania skazen mikro-
biologicznych. Alternatywna do w/w metod moze by¢ zastosowanie chromatografii
gazowej i spektrometrii mas (GC/MS) do monitorowania unikalnych markeréw
chemicznych bakterii, a tym samym do wykrywania skazen mikrobiologicznych
w otoczeniu (np. w powietrzu, wodzie, kurzu) [1-3].

Wszystkie bakterie majg stosunkowo prosta budowe i sa osloniete blong
komorkowg. Komorki bakterii (z wyjatkiem Mycoplasmatales i Archaebacterie) oto-
czone s3 lezaca na zewnatrz blony, §ciang komorkowa tworzaca szkielet zewnetrzny
decydujacy m.in. o ksztalcie komoérki. Jednym z wazniejszych sktadnikéw $cian
komorkowych bakterii gram-ujemnych jest zewnetrzna oslona zbudowana z bia-
tek oraz lipopolisacharydu [4, 5]. Lipopolisacharyd (LPS), ktorego brakuje u bak-
terii gram-dodatnich, jest endotoksyng stanowigcg amfifilowy integralny skladnik
zewnetrznej blony komadrkowej ostony bakterii gram-ujemnych, gdzie tworzy on
zlozone struktury z biatkami i fosfolipidami.

Ze wzgledu na wazng role jaka $ciana komérkowa odgrywa w funkcjach zycio-
wych bakterii oraz zZe wlasnie ona zawiera wiele unikalnych zwigzkéw chemicznych,
ponizej, w duzym uproszczeniu opisana zostala budowa chemiczna lipopolisacha-
rydu, sktadnika §ciany komdrkowej bakterii gram-ujemnych.



SPEKTROMETRIA MAS W BADANIACH SKAZEN MIKROBIOLOGICZNYCH SRODOWISKA. CZESC 11 99

1. STRUKTURA CHEMICZNA LIPOPOLISACHARYDU
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Rysunek 1. Schemat struktury lipopolisacharydu bakterii gram-ujemnych [6], po modyfikacjach
Figure 1. Schematic structure of the lipopolysaccharide of gram-negative bacteria, [6] after modifications

Duza, kompleksowa makrostruktura LPS, przedstawiona schematycznie na
Rysunku 1 sklada sie z trzech czgéci: pierwszej, zewnetrznej, zbudowanej z wielo-
cukréw, odpowiedzialnej za swoisto$¢ antygenowsa (tzw. tancuch O-swoisty); jest
to najbardziej wyeksponowana na zewnatrz cze$¢ LPS [7], charakteryzujaca sie
znaczng zmiennos$cig. Fragment ten zbudowany jest z powtarzajacych si¢ od 20 do
40 jednostek, z ktoérych kazda skfada si¢ z jednej do siedmiu czasteczek cukrow.

Druga cze$¢ stanowi oligosacharydowy rdzen LPS, ktéry zawiera dwa rzadko
spotykane cukry: kwas 2-keto-3-deoksyoktanowy (KDO), wystepujacy we wszyst-
kich lipopolisacharydach, (jest on ogniwem faczagcym wielocukier z lipidem A),
oraz siedmio weglowy cukier, heptoze.

KDO jest zwigzkiem bardzo rzadko wystepujacym w przyrodzie i poza lipopo-
lisacharydami mozna go znalez¢ w nielicznych roslinach i glonach. Wigzanie KDO
z lipidem A jest bardzo slabe i moze ulega¢ hydrolizie kwasnej w bardzo umiarko-
wanych warunkach [8].

Trzecig czedcig LPS jest wlasnie lipid A. Jest to najmniej zmienna czes¢ LPS,
odpowiedzialna za jego toksyczne oddziatywanie. Lipid A zawiera rdzen cukrowy
zlozony z dwdch reszt czasteczek N-acetylo-p-glukozoaminy (GIcNAc) potaczo-
nych ze soba wigzaniem beta-1,6 [9]. Do tego kompleksu, przytaczone sa dwie grupy
fosforylowe [10] i cztery kwasy tluszczowe (Rys. 2). Sg to kwasy nie zawierajace
grupy hydroksylowej, 3-hydroksy- oraz bardzo rzadko kwasy 2-hydroksyttusz-
czowe, o dlugosci tanicucha od 10 do 20 atoméw wegla, polaczonych z GlcNAc wig-
zaniem estrowym lub amidowym [11]. Sktad kwaséw tluszczowych LPS jest charak-
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terystyczny dla paleczek gram-ujemnych, i moze by¢ uzyty jako chemiczny marker
przydatny do ich wykrywania, a nawet identyfikacji [12, 13]. Chemiczng strukture
lipidu A E. coli przedstawiono na Rysunku 2.

Rysunek 2. Struktura chemiczna lipidu A E. coli [5], po modyfikacjach
Figure 2. Chemical structure of the lipid A of E. coli, [5], after modifications

2. FUNKCJE BIOLOGICZNE LIPOPOLISACHARYDU

Zewnetrzna warstwa oslony komorkowej bakterii gram-ujemnych stanowi
doskonaly, nieprzepuszczalng bariere dla wielu substancji [14, 15]. W roku 1952
Westphal i Liideritz i in. [16] wyizolowali skfadnik toksyczny z pateczek Salmonella,
Serratia i Vibro. Autorzy stwierdzili, ze zawiera on zawsze wielocukier oraz lipid
(stad: lipopolisacharyd, LPS), powigzane z grupa fosforanows, ktéra bardzo zmie-
nia reaktywno$¢ obu skladnikéw. Lipopolisacharyd bedacy najbardziej wysunietg
czescig skltadowa zewnetrznej warstwy ostony komorkowej bierze udzial w wielu
czynnosciach zyciowych bakterii. M.in. pelni zasadniczg role w zachowaniu ksztattu
bakterii iich ochronie przed czynnikami zewnetrznymi. Lipopolisacharydy réznych
gatunkow bakterii gram-ujemnych posiadajg bardzo podobng strukture chemiczna.
Przedmiotem najliczniejszych badan byt LPS z paleczek Salmonella [9].

Lipopolisacharyd - z biologicznego punktu widzenia endotoksyna — spelnia,
jak wspomniano wyzej, wiele bardzo waznych funkcji zyciowych bakterii gram-
-ujemnych. Czes¢ wielocukrowa, a zwlaszcza fancuch O-specyficzny nadaje bakterii
swoisto$¢ antygenowa. LPS warunkuje tez wlasciwosci pasozytnicze i chorobotwor-
cze bakterii, wplywa na wrazliwo$¢ komorek na dziatanie antybiotykéw i licznych
czynnikow chemicznych. Jego obecno$¢ ttumaczy wiekszo$¢ réznic pomiedzy bak-
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teriami gram-ujemnymi i gram-dodatnimi. Najistotniejsza wlasciwos$cia endotok-
syny jest zdolno$¢ do wywolywania zaréwno u ludzi jak i u zwierzat goraczki oraz
objawdw wstrzgsu (zaburzenia krazenia powodujace nieprawidtowe funkcjonowa-
nie wielu narzagdéw prowadzace do $mierci) [17].

Endotoksyny w mniejszych ilosciach, oddzialywaja korzystnie na organizm
przez stymulacje jego ogolnej odpornosci na zakazenia bakteryjne, wirusowe,
a takze wykazuja dzialanie nekrozujace w stosunku do tkanek nowotworowych.
Zdaniem wielu badaczy, kontakt z endotoksynami ma istotne znaczenie dla prawi-
diowego rozwoju i funkcjonowania uktadu odpornosciowego.

Podanie osobie zdrowej, LPS np. w ilo$ci 4 ng/kg masy ciala powoduje wytwa-
rzanie i uwalnianie mediatoréw stanu zapalnego jako czynnika nekrozy nowotworéw
(TNEF-a), cytokin (w tym interleukiny 1, 6 i 8), rodnikéw tlenowych (tlen atomowy,
nadtlenek wodoru, tlenek azotu) oraz lipidow, jak prostaglandyna E2 i tromboksan
A2 [18, 19]. Pobudzone przez LPS makrofagi wytwarzaja mediatory stanu zapal-
nego w umiarkowanej ilosci, ktére stymulujg korzystne reakcje organizmu, jak stany
podgoraczkowe, pobudzenie ukladu odpornosciowego, czy tez niszczenie drobno-
ustrojow. W ciezkich zakazeniach, endotoksyny sa gromadzone w duzych ilosciach
we krwi, co stymuluje uwalnianie przez makrofagi mediatoréw w obrebie calego
ustroju. Efektem tego dzialania s reakcje niepozadane, takie jak wysoka goraczka,
znaczne obnizenie ci$nienia krwi, wewnatrznaczyniowe wykrzepianie krwi, wstrzas
zagrazajacy zyciu. Obserwacje te zostaly potwierdzone po zsyntetyzowaniu lipidu A
i przebadaniu jego aktywnosci biologicznej [20, 21].

Przebywanie w srodowisku o wysokim stezeniu endotoksyn, (np. w pomieszcze-
niach o niedostatecznej lub wadliwej wentylacji jak w szkolach, szpitalach, biurach,
rzezniach, farmach hodowlanych, fabrykach tekstylnych, przy skazeniu bakteriami
wody uzywanej do klimatyzacji ), moze by¢ przyczyng wielu schorzen gérnych drég
oddechowych, np. alergii, czy przewleklych niezytow oskrzeli [22, 23]. Uwaza sie, ze
stezenie LPS w powietrzu (kurzu) w iloéci 0,1-0,2 mg/m” jest stezeniem krytycznym
wywolujacym w/w objawy [24].

Instytucje oraz firmy np. farmaceutyczne, zajmujace si¢ hodowla tkankowa,
inzynierig genetyczng, czy tez produkcjg lekow, przyjmuja dopuszczalne stezenie
endotoksyn w produkcie koncowym na poziomie 0,025 ng/ml (25 pg/ml). Kurz
obecny praktycznie wszedzie w normalnym $rodowisku, jest ztozong mieszaning
zwigzkow organicznych i nieorganicznych, przy czym jego sktad zalezy od srodowi-
ska. Endotoksyny pochodzace z bakterii gram-ujemnych obecnych w kurzu, wydaja
sie by¢ gtéwnymi skfadnikami odpowiedzialnymi za zaburzenia uktadu oddecho-
wego [25, 26].
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3. METODY OZNACZANIA LIPOPOLISACHARYDOW

W wielu krajach oficjalnie uznang metodg stwierdzania obecnosci lipopo-
lisacharydu jest test pirogenny z wykorzystaniem krolikéw. Jest on jednak malo
dokladny i kosztowny [27].

Stezenie lipopolisacharydéw w srodowisku jest oznaczane gldéwnie testem
LAY’ (Limulus amebocyte lysate test). LAL jest wodnym wyciagiem z komorek krwi
(amebocytes) kraba morskiego, ,Limulus polyphemus” [28].

Lipopolisacharyd aktywuje kaskadowa reakcje krzepniecia LAL, prowadzac do
utworzenia zelu. Stopien zelowania LAL pozostaje w $cistym zwigzku z ilo$cig LPS
w badanej probee [29]. Spektrofotometryczny pomiar pozwala na okreslenie zawar-
tosci LPS o stezeniu powyzej 1 pg/ml [30].

Polaczona metoda LAL z testem immunoenzymatycznym (ang. Enzyme-Lin-
ked Immunosorbent Assay, ELISA) obniza prog wykrywania LPS do stezenia ponizej
1 pg/ml [31]. Metoda LAL znalazta m.in. zastosowanie kliniczne do szybkiej dia-
gnostyki zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych [32].

Wiadomo jednak, ze wiele innych substancji niz LPS, m.in. peptydoglikan,
dekstrany, niektdre bialka oraz polinukleotydy, aktywujg reakcje LAL, natomiast
inne: typu elektrolitéw, hormondw, czy antybiotykéw, moga ja hamowa¢ [33].

W roku 1978, Iwanaga i in. [34], wprowadzili, a w 1983 r. Harris i in. [35] ulep-
szyli kolorymetryczng metode iloSciowego oznaczania endotoksyn uzywajac syn-
tetycznego peptydu (S-2423) jako substratu dodawanego do badanej probki inku-
bowanej uprzednio z LAL. W trakcie zachodzacej reakeji, z substratu wydziela si¢
zabarwiona na z6lto p-nitroanilina, ktdrej absorbancja mierzona przy 405 nm jest
proporcjonalna do zawartosci endotoksyn.

Te klasyczne techniki biochemiczne sg czgsto niedostatecznie selektywne, pra-
cochlonne i ilo§ciowo nieprecyzyjne. Poréwnanie oznaczania lipopolisacharydow
w kurzu znajdujacym si¢ w pomieszczeniach produkeyjnych zakladéw drobiar-
skich metoda chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC/MC)
i metodg LAL [36], wykazaly niewielka korelacje pomiedzy zastosowanymi meto-
dami. Wyzsze warto$ci stezen uzyskiwano przy stosowaniu metody GC/MS. Ciagle
udoskonalanie testu LAL pozwala jednak uzyskiwac lepsze korelacje z GC-MS [37].
Ponizej poréwnano niektére cechy testu Limulus z metodg GC/MS:

Limulus GC/MS
czuloéé wysoka (pg/ml) umiarkowana (ng/w probce)
swoisto$¢ umiarkowana wysoka
pomiar »wolny” LPS catkowita ilo$¢ LPS

Chromatografia gazowa (GC), sprz¢zona najczesciej ze spektometria mas
(MS) jest szczegdlnie uzyteczng metoda do wykrywania i oznaczania ilo$ciowego
markeréw chemicznych bakterii [1], w tym kwaséw 3-hydroksy ttuszczowych cha-
rakterystycznych markeréw lipopolisacharydéw (endotoksyn) skfadnikéw $cian
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komorkowych bakterii gram-ujemnych. Wysoka czulos¢ i specyficzno$¢ tego
ukladu analitycznego umozliwia oznaczenie markeréw bezposrednio w probkach
klinicznych i srodowiskowych, bez uprzedniej, czesto dlugiej hodowli. Pozwala
wykrywa¢ zanieczyszczenia bakteriami w tak skomplikowanych prébkach jak np.
kurz z powietrza [38, 39], w probkach materiatéw klinicznych [40], czy tez glebie
[41].

Przygotowanie probki do badan jest proste i nie wymaga czgsto pracochtonnej
i dlugotrwalej hodowli bakterii. Sktada sie ono z kilku nastepujacych etapdw:

1. wydzielenie pojedynczych markeréw chemicznych ze zlozonej matrycy

materialu wyjsciowego, poprzez hydrolize metanolowym roztworem HCI
i ekstrakcje wytworzonych estrow metylowych kwasow ttuszczowych hek-
sanem [42].

2. przeprowadzenie estréw metylowych w pochodne trimetylosililowe umoz-
liwiajgce wykonanie analizy metoda GC-MS. Etap ten prowadzi do obnize-
nia polarnosci zwigzkow, zwieksza ich stabilno$¢ oraz wykrywalnos¢.

Najczesciej stosowana metoda jonizacji probek jest metoda ,electron impact”
(EI) z zastosowaniem kwadrupolowego detektora. Stosuje si¢ rowniez pochodne
pentafluorobenzoilowe (PFBO). Do ich detekcji wymagana jest ujemna jonizacja
chemiczna (CI") z zastosowaniem metanu, izobutanu lub amoniaku jako gazu joni-
zujacego.

Detekcje zwigzkdéw mozna prowadzi¢ metodg SIM (monitorowanie pojedyn-
czych jonéw) lub metoda SCAN (TIC, pomiar calkowitego pradu jonowego). Do
obliczen ilosciowych najczesciej stosuje si¢ kwas 3-OH tridekanowy (3-OH C13:0)
nie wystepujacy w strukturach bakterii.

Reakcje tworzenia pochodnych kwaséw 3-hydroksytluszczowych przebiegaja
wedlug nastepujacych schematow:

1. pochodne trimetylosililowe estroéw metylowych (Me/TMS):

CH30H BSTFA
R-CH-CH3-COOH —————— R-CH-CH2COOCH3
| HCI |
OH OH

R-CH-CH3-COOCH3

OSi(CH3)3

BSTFA = N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid

Sii(CH:;)s
o

CF3-C = N-Si-(CH3)3

R = rodnik alkilowy
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2. pochodne pentafluorobenzoilowe estréw metylowych (Me/PFBO):

0

CH30H . ” -

R-CH-CH2-COOH ———— = R-CH-CH3COOCH3 C-C—=CeFs
! HCl |
OH OH

44444 = R-CH-CH-COOCHj3

0-C-CgFs

0]

R = rodnik alkilowy

4. PRZYKLADY ZASTOSOWANIA CHROMATOGRAFII
I SPEKTROMETRII MAS W BADANIACH LIPOPOLISACHARYDOW

Metoda GC/MS, jak wspomniano wyzej, mozliwe jest wykrywanie i oznacze-
nie ilo$ciowe, markeréw chemicznych $cian komdrkowych bakterii gram-ujemnych
jakimi sg kwasy 3-hydroksytluszczowe. Zwiazki te byly wykrywane we wszystkich
lipopolisacharydach. Juz we wczesnych latach sze$¢dziesiatych uwazano, ze chroma-
tografia gazowa moze by¢ zastosowana do charakteryzowania bakterii gram-ujem-
nych, poprzez analize kwasow tluszczowych, bedgcych sktadnikami ich komoérek
[43].

Od tego czasu opublikowano wiele prac dotyczacych klasyfikacji i identyfikacji
bakterii na podstawie skltadu kwaséw tluszczowych [44, 45]. Kwasy te oznaczano
réwniez metodg chromatografii cieczowej [46] oraz gazowej polaczonej ze spektro-
metrig mas (GC/MS) [47-49].

Oznaczanie tych kwaséw prowadzi bezposrednio do okre$lenia stezenia LPS
w badanym materiale [50, 51]. Z dokladniejszych badan wynika, ze w czystych
hodowlach sg to gtéwnie kwasy (R) 3-hydroksytluszczowe [52], potaczone w lipi-
dzie A z glukozaming zaréwno wigzaniem estrowym jak i amidowym. Kwasy tego
typu sg zwigzkami nie spotykanymi w naturze. Blizsze okreslenie jako$ciowe i ilos-
ciowe skladu kwaséw tluszczowych pozwala na ocene nie tylko ilosci LPS, ale réw-
niez rodzaju lub gatunku bakterii [53]. Sktad kwasow tluszczowych lipopolisachary-
doéw niektérych bakterii gram-ujemnych podaje Wilkinson [54].

Ocena profilu kwaséw organicznych wydzielanych z komdrek bakteryjnych jest
szczegolnie istotna w przypadku koniecznosci szybkiej identyfikacji i klasyfikacji
np. wolno rosngcych bakterii lub paleczek niefermentacyjnych [55-58].

Niewielkie ilo$ci kwasow 3-hydroksytluszczowych byly wykrywane we frak-
cjach fosfolipidéw $cian komorkowych Mycobacterium [59].

Ogolnie, w/w kwasy tluszczowe zawarte w LPS stanowig od 15 do 22% catkowi-
tej ilosci kwasow ttuszczowych komorki bakteryjnej [60].



SPEKTROMETRIA MAS W BADANIACH SKAZEN MIKROBIOLOGICZNYCH SRODOWISKA. CZESC 11 105

Nalezy nadmieni¢, iz w naturze rozpowszechnione s réwniez kwasy 2-hydrok-
sytluszczowe, ale najczgsciej pochodzenia niebakteryjnego. Wystepuja one np.
w grzybach i jarzynach [61, 62].

W strukturze LPS wystepuja 3-hydroksykwasy tluszczowe zawierajace najcze-
$ciej od 10 do 18 atomoéw wegla. Kwasy te moga by¢ uzyte jako chemiczne markery
endotoksyn w $rodowisku naturalnym [63]. Zawartos¢ endotoksyn byta badana
w probkach powietrza i kurzu pobranego z kabin samolotéw pasazerskich w cza-
sie rejsu. Stwierdzono iz stezenie endotoksyn w tych przypadkach bylo wyzsze niz
w probkach pobranych z pomieszczen mieszkalnych i biur. Byly to kwasy o dlugosci
tancucha od C10:0 do C18:0. Oznaczenia prowadzono metodg chromatografii gazo-
wej sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas typu pulapki jonowej oraz testem
LAL [64].

Larsson i in. [65, 66] badali metodg spektrometrii mas stezenie endotoksyn
w powietrzu pomieszczen dla palaczy i niepalgcych. Stezenie endotoksyn w pokoju
dla palaczy byto 120 razy wigksze anizeli w pomieszczeniu dla niepalacych. Autorzy
stwierdzaja, ze tego rodzaju badania moga przyczynic¢ si¢ do wyjasnienia genezy
choréb gérnych drog oddechowych u palaczy.

Park i in. [67] metoda GC/MS badali stezenia endotoksyn w pomieszczeniach
wolnostojacych doméw (sypialnia, kuchnia, bawialnia, duzy pokéj) w ktdrych
przebywaly dzieci chore na astme oraz alergie. Autorzy stwierdzili roznice zaréwno
w stezeniu jak i dlugosci fancucha kwasow 3-hydroksytluszczowch w zaleznosci
od pomieszczenia. Kurz w kuchni zawieral najwyzsza koncentracje kwasu 3-OH
C:10 i wykazywal najwyzsza aktywnos$¢ endotoksyn (mierzong testem LAL). Kurz
w sypialni charakteryzowal si¢ duza zawartoscia dtugotancuchowych 3-OH kwasow
i niskg specyticzng aktywnoscig endotoksyn.

Pomorska i in. [68] stosujac metode chromatografii gazowej sprzezona z tan-
demowg spektrometrig mas typu putapki jonowej (GC/MS/MS) zbadali powietrze
(kurz organiczny) z 22 pomieszczen dla zwierzat (owiec, $win, koni, kréw, drobiu jak
réwniez stodol) na obecno$¢ endotoksyn. Najwigksze ich stezenie (,,airborne endo-
toxin”, LPS) stwierdzono w pomieszczeniach dla owiec, najmniejsze w stodotach.
Zostalo to potwierdzone testem LAL. We wszystkich jednak przypadkach przekro-
czony zostal podawany przez réznych autoréw limit stezenia endotoksyn wynoszacy
0,1 mu g/m’ co moze stwarzaé zagrozenie dla uktadu oddechowego zaréwno ludzi
jak i zwierzat.
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Rysunek 3. Chromatogramy jonowe probki klinicznej zanieczyszczonej bakteriami otrzymane przez analize
GC/MS pochodnych Me/PFBO (A) lub Me/TMS (B) estréw metylowych kwaséw 3-hydroksy [80]
Figure 3. Ton chromatograms of pharmacological samples contaminated with bacteria obtained by GC/MS

analysis of Me/PFBO (A) or Me/TMS (B) derivatives of methyl esters of 3-hydroxyacids[80]

Na Rysunku 3 przedstawiono chromatogramy jonowe (SIM) pochodnych
Me/PFBO, (A) oraz pochodnych trimetylosililowych (TMS) estréw metylowych

Me/TMS

, (B) kwasow 3-hydroksy tluszczowych probki klinicznej zanieczyszczonej

bakteriami.

Do

rozdzialu kwaséw najczesciej stosowanymi kolumnami sg kwarcowe

kolumny kapilarne o dtugosci 15-30 m i $rednicy wewnetrznej 0,25 mm, ze zwig-
zang fazg stacjonarng o grubosci filmu 0,25 um (np. CP-Sil 5 CB-MS, SE-54, OV-1).
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5. PRZYKEADOWE WIDMA MAS POCHODNYCH KWASOW
3-HYDROKSYTLUSZCZOWYCH
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Rysunek 4.  Widmo mas kwasu 3-hydroksymirystynowego — gtéwnego sktadnika LPS E. coli - jako pochodnej
Me/TMS (A) lub Me/PFBO (B) [80]

Figure 4. Mass spectrum of 3-hydroxy myristic acid - the main component of LPS of E. coli - a derivative of
Me/TMS (A) or Me/PFBO (B) [80]

Rysunek 4 przedstawia widma mas kwasu 3-hydroksymirystynowego — gtow-
nego skfadnika LPS E. coli - jako pochodnej Me/TMS (A) lub Me/PFBO (B). Przy-
ktadowo zaznaczono réwniez fragmentacje zwigzku.

Widma mas pochodnych Me/TMS kwaséw 3-hyroksytluszczowych charak-
teryzuja si¢ dwoma bardzo silnymi jonami: jeden o stosunku m/z réwnym M-15,
zwigzany z utratg grupy metylowej (np. dla kwasu 3-OH 14:0 jest to jon 315), i drugi
o wartoséci m/z réwnym 175, (wystepujacy we wszystkich kwasach 3- hydroksytlusz-
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czowych) zwigzany z rozerwaniem wigzania mi¢dzy czwartym a pigtym weglem
w czasteczce. Jon m/z = 73 wystepuje we wszystkich pochodnych TMS (nie tylko
w kwasach) i jest zwiazany z grupg -(CH,),Si. W zakresie wyzszych mas wystepuje
jon m/z 257 (M-73), zwigzany utratg grupy -(CH,),Si.

Dla pochodnej Me/PFBO kwasu 3-OH C14:0 w widmie mas wystepuje inten-
sywny jon m/z = 452.

6. ZASTOSOWANIA PRAKTYCZNE

6.1. OBLICZANIE ZAWAROSCI LIPOPOLISACHARYDU W PROBKACH
(DLA POCHODNYCH ME/TMS)

Latwo mozna oznaczy¢ lipopolisacharydy zawarte w materiale wyjsciowym
w stezeniu kilku nanogramoéw. Dotyczy to obu rodzajéw pochodnych: Me/TMS
oraz Me/PFBO.

Krzywe kalibracyjne dla oznaczania LPS E.coli w zakresie stezenn do 600 ng
(stosujac jako marker E. coli kwas 3-OH 14:0 i standard wewnetrzny kwas 3-OH
13:0) charakteryzuja si¢ rownaniami:

dla pochodnych Me/TMS:  y=(4,7x - 54,4)10°

dla pochodnych Me/PFBO: y=(3,9x - 50,6)10"°

gdzie:

x = zawarto$¢ LPS w prdbce,

y = stosunek pola jonu oznaczanego kwasu do pola jonu wzorca wewnetrznego

Wspotczynnik korelacji w obu przypadkach wynosit 0,9937.

Minimum detekeji wynosito odpowiednio 3 pg dla pochodnych Me/TMS oraz
1 pg dla Me/PFBO, przy stosunku sygnalu do szumu wynoszacym 4. Warto$ci te
otrzymano w rutynowych warunkach analitycznych, przy monitorowaniu jonéw
metodg SIM.

Przy obliczaniu zawartosci endotoksyn w srodowisku, przyjeto zalozenie, ze
1 mol lipidu A zawiera 4 mole 3-hydroksykwasow [20] oraz ze $redni ci¢zar cza-
steczkowy LPS wynosi 8000 [69, 70].

Kolejnos¢ obliczen:

1. obliczenie ilosci moli 3-hydroksylowanego kwasu (3-OHK) w prébce:

wedlug wzoru:

pole jonu m/z 175 danego kwasu x 50 x 10

3-OHK = pole jonu m/z 175 standardu wewnetrznego

cigzar czasteczkowy kwasu

gdzie: pola jonéw m/z 175 mierzone przez GC/MS,
50 x 10" iloé¢ wzorca (IS) dodanego do prébki — 50 ng kwasu 3-OH 13:0
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Ciezar czasteczkowy kwaséw 3-hydroksylowych (mole):

kwas: 10:0 12:0 13:0 14:0 16:0 18:0

mole: 188 216 244 272 300 328

2. obliczenie sumy moli wszystkich kwaséw w préobcee (S3-OHK)

3. obliczenie ilo$ci moli LPS (IMLPS)
IMLPS = S3-OHK/4
gdzie: 4 jest (umowng) ilo$cig czasteczek kwasow w czasteczce LPS

4. obliczenie ilosci ng LPS w probcee
LPS(ng) = IMLPS x 8000

Przyktad obliczen:

Stezenie lipopolisacharydéw oznaczano w prébce zebranej na filtrze Millipore
0,45 mm zasysajac przez 2 godziny kurz (ok. 3 mg) z powietrza w laboratorium,
prozniowa pompka wodng. Wykryto nastepujace kwasy 3-hydroksttuszczowe:

C12:0 C14:0 C16:0 C18:0

pola kwaséw w jednostkach umownych wynosity odpowiednio:
166 305 405 113

pole standardu wewnetrznego (kwas 3-OH C13:0) : 294

ilo$¢ moli poszczegdlnych kwasow (3-OHK):
0,13 0,19 0,23 0,06

suma moli wszystkich kwaséow (S3-OHK) : 0.61
iloé¢ moli LPS (IMLPS): 0,15
obliczona zawarto$¢ LPS w probcee: 1200 ng

Chromatogramy jonowe otrzymano z liofilizowanej prébki klinicznej, po prze-
prowadzeniu hydroksykwaséw do pochodnych Me/TMS i Me/PFBO. Probka zawie-
rala kwasy: 3-OH 12:0, 3-OH 14:0, 3-OH 16:0 i 3-OH 18:0, zidentyfikowane metoda
GC/MS w uktadzie SCN. Obliczona ilo§¢ LPS w probce wynosita, 576 ng, dla
pochodnych Me/PFBO i 776 ng dla pochodnych Me/TMS.

Podobne postgpowanie analityczne zastosowano w przypadku analizy probek
kurzu pobranych z odkurzacza z pomieszczen mieszkalnych, komputera oraz wody
pitnej w Lund, Szwecja [38].
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Najwyzsza zawartos¢ LPS stwierdzono w kurzu zebranym z komputera
(ok. 350 ng/mg kurzu) oraz z pokoju rekreacyjnego (ok. 170 ng/mg). Zawarto$¢ LPS
w wodzie pitnej byta bardzo niska (ok. 25 ng/100 ml).

We wszystkich przypadkach dominowal kwas 3-hydroksypalmitynowy (3-OH
16:0), stanowigcy srednio 50% zawarto$ci wszystkich kwasow, charakterystyczny dla
Pseudomonas cepatia, wystepujacych powszechnie w glebie, wodzie oraz mikro $ro-
dowisku szpitalnym. W wodzie stwierdzono ponadto znaczne ilosci kwasu 3-hydro-
symirystynowego (3-OH 14:0), charakterystycznego np. dla pateczek Salmonella.

Zawarto$¢ procentowa LPS oznaczona w 1 mg suchej masy bakterii H. pylori,
P, mirabilis i E. coli. wynosita odpowiednio: 0,20, 0,82, 0,43% (1972, 8213 i 4291 ng/mg)
przy stosunku jak 1,0: 4,1: 2,2. Najwiecej LPS posiada wiec P. mirabilis.

W przypadku lipidu A H. pylori (NCTC 11637) dominujacym kwasem jest
3-hydroksystearynowy (3-OH 18:0), przy czym udzialy procentowe kwaséw 3-OH
wynosity odpowiednio: dla 3-OH 14:0, (0,9%), 3-OH 16:0, (31,6%) oraz 3-OH 18:0,
(67,5%). Nalezy nadmieni¢, ze stezenie LPS w H. pylori jest zalezne od szczepu bak-
terii, natomiast udzialy procentowe poszczegélnych kwaséw ulegaja jedynie bardzo
malym wahaniom (wlasne nie publikowane dane [71]).

Dla E. colii P. mirabilis, dominujacym jest kwas 3-hydroksymirystynowy (3-OH
14:0) stanowigcy ponad 99% kwaséw 3-hydrosyttuszczowych.

PODSUMOWANIE

Wiele symptomoéw chorobowych (np. alergie, astma i inne) moze by¢ wywota-
nych wdychaniem mikroorganizméw obecnych w §rodowisku. Proby powigzania
niektorych objawoéw klinicznych, z zawarto$cig LPS w kurzu wdychanym z powie-
trzem jest zjawiskiem opisanym w literaturze [72-74]. Symptomy te zwigzane s3
z okreslonymi bakteriami zawierajagcymi struktury chemiczne warunkujace ich
aktywno$¢ biologiczng. Sg one czesto bardzo skomplikowane, unikalne, nie wyste-
pujace nigdzie indziej w naturze, ztozone z polaczonych ze sobg monomerycznych
sktadnikéw zwanych markerami chemicznymi.

Chromatografia gazowa polaczona ze spektrometrig mas (GC/MS) pozwala na
wykrywanie i identyfikacje tych markerdw, co czesto umozliwia okreslenie sktadu
mikrobiologicznego analizowanej probki [75].

Lipopolisacharyd (LPS), jest przykladem zlozonej struktury zawierajacej kwasy
3-hydroksytluszczowe, ktore sa chemicznymi markerami prawie wszystkich bakterii
gram-ujemnych.

Sposréd wielu metod, chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria
mas (GC/MS), wydaje sie by¢ najdogodniejsza metodg analityczng dla wykrywania
i oznaczania ilo$ciowego kwasow ttuszczowych [76]. Analiza kwasow 3-hydroksy-
ttuszczowych metodg GC/MS, pozwala na doktadne ilosciowe oznaczenie endo-
toksyn nawet w skomplikowanych prébkach pobranych ze srodowiska. Kwasy te sa
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sktadnikami lipidu A, ktory jest czescig struktury LPS odpowiedzialnego za efekt
endotoksyczny [77].

Sktad kwaséw 3-OH jest rézny dla poszczegdlnych bakterii, a analiza GC/MS
moze dostarczy¢ informacji o pochodzeniu LPS. Na przyklad. kwas 3-OH 14:0 jest
dominujacym w paleczkach z rodziny Enterobacteriaceae, (E. coli, P. mirabilis), pod-
czas gdy 3-OH 10:0, 3-OH 12:0, i 3-OH 16:0 w pateczkach gram-ujemnych z rodziny
Pseudomonadaceae, a 3-OH 18:0 w H.pylori. W niektorych bakteriach identyfiko-
wane byly réwniez kwasy 3-hydroksytluszczowe z nieparzysta liczbg atomow wegla
[78]. Informacje uzyskane metodg GC/MS moga by¢ przydatne np. dla okreslenia
pochodzenia zanieczyszczenia bakteriami gram-ujemnymi.

Uwolnienie kwaséw ttuszczowych z LPS mozna osiggna¢ stosujac zaréwno
hydrolize kwasowa, jak i zasadowg. Obie metody uwalniaja kwasy z wigzan estro-
wych jak i amidowych, ktérymi sa polaczone z glukozoaming. Z wielu wzgledow
takich jak tworzace sie artefakty, czy tez dtuzsza procedure, preferowana jest hydro-
liza metanolowym roztworem chlorowodoru. Hydroliza i przeprowadzenie kwa-
séw do estrow metylowych, zachodza w tym samym etapie przygotowania probki
[79-81]. Do ilosciowego oznaczania LPS metoda GC/MS konieczne jest jeszcze
przeprowadzenie kwaséw 3-hydroksytluszczowych w pochodne Me/TMS lub Me/
PFBO.

Pochodne TMS byly badane wczeéniej [82], przy czym minimum detekcji LPS
(metodg EI'), wynosito ok. 100 ng w 1 ml badanej probki. Sonesson [83] wykazal, ze
stosujac pochodne PFBO w analizie GC/MS metoda CI', mozliwe jest wykrywanie
1 ng (107 g) LPS w prébce wyjsciowej. Czuto$¢ metody CI” zastosowanej do analizy
pochodnych Me/PFBO nie odbiegata od podawanej w literaturze [83], tzn. 1 ng LPS
w probce wyjsciowej jest wykrywalny w rutynowych warunkach analizy.

Roéznica w czuloéci metod (CI') i (EI'), przy zastosowaniu pochodnych
Me/PFBO lub Me/TMS, okazala si¢ mniejsza niz przypuszczano. Szczegélnie jest
to widoczne dla kwasu 3-OH 14:0, gdzie oznaczane ilosci byly takie same dla obu
rodzajéw pochodnych. Wyzsze wartosci iloSciowe uzyskiwano dla pochodnej
Me/TMS kwasu 3-OH 18:0 w poréwnaniu z pochodng Me/PFBO. Z doswiadczen
wlasnych wynika réwniez, ze w celu uzyskania maksymalnej czulosci i powtarzal-
noéci opisywanej metody zalecane jest:

1. uzycie szkla (gtéwnie probdwek) z nieaktywna powierzchnig oraz nakretek

z teflonowymi podktadami,

2. unikanie zanieczyszczen zwigzkami pochodzacymi z detergentéw, odczyn-
nikéw itp., w trakcie przygotowywania probki,

3. uzycie szklanego wkiadu w dozowniku chromatografu gazowego, ktéry
powinien by¢ dezaktywowany i czyszczony regularnie, szczegdlnie przy
nowej serii oznaczen, ze spodziewanymi, matymi stezeniami markeréw
w probce,

4. uzycie krotkiego odcinka kolumny (ok. 0,5-1 m), od strony dozownika,
ktéry powinien by¢ wymieniany po serii oznaczen, w celu unikniecia
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adsorpcji, i/lub rozkladu probki na aktywnej powierzchni kolumny pokry-
tej czasteczkami zweglonego materiatu, gtéwnie z weglowodoréw, jak np.
heksan, uzywanych jako rozpuszczalnikow,

5. zrédlo jonéw spektrometru masowego powinno by¢ rutynowo czyszczone,

6. do kazdej serii oznaczen powinna by¢ dolaczona ,Slepa” proba tylko

z odczynnikéw przechodzaca przez wszystkie etapy przygotowania wlasci-
wej probki. Pozwala to nie tylko na ocen¢ ,,czystosci” procedury, ale réwniez
stanu aparatury.

Jednakze, przygotowanie pochodnych Me/TMS jest latwiejsze, reakcja jest
szybka (15 min. w 80°C), oraz nie wymaga dodatkowych ekstrakeji, jak w przy-
padku pochodnych Me/PFBO. Dodatkowa korzyscig jest bardzo niski poziom szu-
mow analitycznych w przypadku oznaczania pochodnych Me/TMS, nawet wowczas
gdy analizowano bardzo mate ilosci LPS.

Stwierdzong prawidlowoscig jest takze fakt dluzszej pracy wldkna (korzysci
ekonomiczne) w zrodle jonéw spektrometru mas pracujgcego w trybie jonizacji
dodatniej EI" anizeli w trybie ujemnej jonizacji chemicznej CI'.

Kwasy 3-OH (poza LPS) byty wykrywane w fosfolipidach np. w grupie Flavo-
bacterium - Cytophaga [84], jak réwniez w bardzo matych ilo$ciach w lipidach $cian
komoérkowych Mycobacterium [85]. Dane o wystepowaniu tych kwaséw w rdznych
rodzajach bakterii gram-ujemnych podaje Wilkinson [86].

Zastosowanie metody GC/MS umozliwia ich rozréznienie przez wykrywanie
charakterystycznych dla nich jonéw.

Pochodne Me/TMS kwasoéw 3-OH sa wykrywane przez rejestrowanie jonu
m/z = 175. Wystepowanie okreslonych jonéw w widmie mas dla pochodnych
Me/PFBO uzyskanych metoda CI zalezy od temperatury zrédla jonéw, czego nie
obserwowano dla pochodnych Me/TMS analizowanych metoda EI".

Obserwowany byl jednak cz¢$ciowy rozktad probki podczas reakeji przeprowa-
dzanej w 150°C w czasie 1 godziny.

Reakcja powstawania pochodnych Me/TMS zachodzi po ogrzewaniu prébki
w 80°C przez 15 minut.

Oba rodzaje pochodnych sa chemicznie stabilne podczas przechowywania
przez kilka tygodni w temperaturze 4°C (dane nie publikowane).

Poréwnanie oznaczenn LPS metoda GC/MS z polaczonym testem koloryme-
trycznym i Limulus, wykazato, ze np. w kurzu wystepuja inne niz LPS aktywne
substancje [87]. Dla ilosciowego oznaczania kwasow 3-hydroksytluszczowych nie-
zbedne jest uzycie standardu wewnetrznego. Jako najbardziej przydatne okazaly sie
kwasy: 3-hydroksynonanowy (3-OH 9:0) [83] oraz 3-hydroksytridekanowy (3-OH
13:0) [80, 81]. Obydwa zwigzki zawieraja nieparzysta liczbe atomoéw wegla, posiadaja
identyczne wlasciwosci chemiczne jak oznaczane kwasy co powoduje, ze dodane w
okreslonej, zawsze tej samej ilosci do probki, przechodzg przez wszystkie etapy jej
przygotowania, podobnie jak kwasy zawarte w prébce.
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E. coli jest pewnego rodzaju standardem, naturalng florag naszego organizmu,
ale z drugiej strony sg szczepy chorobotworcze wywolujace np. biegunki u dzieci.
Drobnoustroj ten wystepuje powszechnie w naszym srodowisku i jest wskaznikiem
jego skazenia (miano coli), posrednio wskazujac na wystepowanie innych bakterii.

P. mirabilis, z klinicznego punktu widzenia jest wazny w przypadku zakazenia
drég moczowych. Bardzo rozpowszechniony w szpitalach (zakazenia wewnatrzsz-
pitalne), fatwo namnaza si¢. Czesta przyczyng zakazen moze by¢ np. cewnikowanie,
stad wazna jest kontrola bakteriologiczna uzywanego sprzetu medycznego, ptynow
itd.

P. aeruginosa moze powodowac powiktania np. w leczeniu ran pooperacyjnych.

H. pylori jest drobnoustrojem, klinicznie zwigzanym z chorobg wrzodowa
zoladka i dwunastnicy zaréwno u dorostych jak i dzieci. Jest on bardzo intensywnie
badany przez wiele o$rodkéw naukowych na $wiecie, stad wynika potrzeba opra-
cowania nowych, czutych metod jego wykrywania i identyfikacji. Metoda GC/MS
i bardzo charakterystyczne spektrum kwaséw LPS tej bakterii (m.in. wyjatkowa
dominacja kwasu 3-OH 18:0) wydaje si¢ by¢ idealna do osiagniecia tego celu [88].
Metoda GC/MS moze stuzy¢ do wczesnego i szybkiego wykrycia skazenia bakte-
riami urzadzen produkcyjnych, reaktoréw, surowcow itp. uzywanych w procesach
biotechnologicznych, fermentacyjnych w przemysle farmaceutycznym, czy tez spo-
Zywczym.

Wezesne wykrycie skazenia bakteriami, jeszcze przed rozpoczeciem procesu
technologicznego, moze przynosi¢ wymierne korzysci ekonomiczne przyczyniajac
sie do zmniejszenia strat finansowych przez uniknigcie strat w produkeji, czy tez
poprawe jakosci wyrobu gotowego.

Nalezy nadmieni¢, ze niedostateczna kontrola bakteriologiczna moze prowa-
dzi¢ nie tylko do obnizenia jako$ci wytwarzanego produktu czy nawet jego calkowi-
tego zniszczenia, ale moze stanowi¢ zagrozenie dla personelu i srodowiska.

Obecnie ciagle jeszcze stosowane metody kontroli bakteriologicznej opieraja
sie gtéwnie na hodowlach badanych prébek i réznego rodzaju testach biochemicz-
nych co moze trwac od kilku godzin do kilku dni.

Rosnace zagrozenie skazen bakteriami szpitali, sanatoriow, $rodowiska (np.
wody), Zzywnosci, powoduje, Ze istnieje zapotrzebowanie na opracowanie nowych,
czulych i szybkich metod oceny mikrobiologicznej wyzej wymienionych zagrozo-
nych obszaréw. Metoda GC/MS oznaczania specyficznych markeréw $cian komor-
kowych bakterii, moze by¢ zastosowana do wykrywania zakazen bakteryjnych
u ludzi. Wykrywanie markeréw chemicznych metoda GC/MS moze znalez¢ zasto-
sowanie takze do oceny mikrobiologicznej zanieczyszczenia systemow wentylacyj-
nych i klimatyzacyjnych.

Pomiary te mogg by¢ wykonane bezpo$rednio z pobranej probki, bez uprzed-
niej, czesto dlugiej i trudnej hodowli bakterii.
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Ogdlnie mozna powiedzie¢, ze markeréw chemicznych bakterii nalezy szuka¢
przede wszystkim tam, gdzie w normalnych warunkach, skazenie bakteriami nie
powinno mie¢ miejsca.

Zastosowanie chromatografii gazowej i spektrometrii mas jako metody ana-
litycznej w mikrobiologii jest jedynie alternatywa do innych biologicznych metod
badania drobnoustrojéw. Moze stanowi¢ podstawe do znalezienia korelacji pomie-
dzy np. wdychaniem organicznego kurzu z okreslonego srodowiska, a wystepuja-
cymi objawami klinicznymi.

Mozna przewidywac, ze dalszy rozwdj zastosowania metody GC/MS do wykry-
wania i ilo§ciowego oznaczania markeréw chemicznych $cian komoérkowych bakte-
rii moze znalez¢ zastosowanie np. do:

a) szybkiego wykrywania zakazen bakteryjnych u ludzi,

b) oceny mikrobiologicznej skazen proceséw fermentacyjnych i biochemicz-

nych w przemysle farmaceutycznym i spozywczym,

¢) oceny mikrobiologicznej zanieczyszczenia srodowiska naturalnego, (wody,

powietrza), szpitalnego i sanatoryjnego, plynéw infuzyjnych, dializacyj-
nych, hodowli tkankowych,

d) oceny mikrobiologicznej zanieczyszczenia systemoéw wentylacyjnych i kli-

matyzacyjnych.
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SPRAWOZDANIE KOMITETU GROWNEGO OLIMPIADY CHEMICZNE]
Z ORGANIZAC]I OLIMPIADY CHEMICZNE] W ROKU 2015

W roku szkolnym 2015 odbyt sie II i III etap 61. Olimpiady Chemicznej oraz
I etap 62. Olimpiady Chemicznej. Olimpiada Chemiczna organizowana jest na
podstawie umowy z Ministerstwem Edukacji Narodowej i finansowana ze srodkow
przekazanych przez to Ministerstwo.

Zgodnie z uchwala Zarzadu Giéwnego Polskiego Towarzystwa Chemicznego
zczerwca 2014 r. od 1 wrze$nia 2014 r. pracami Komitetu Gtéwnego Olimpiady Che-
micznej kieruje Prezydium w skladzie: prof. dr hab. Marek Orlik - przewodniczacy,
prof. dr hab. Aleksandra Misicka-Kesik — wiceprzewodniczaca, dr hab. Ewa Pobozy
- sekretarz naukowy oraz mgr Wanda Szelaggowska — kierownik organizacyjny.

Etap II odbyt si¢ w trzynastu miejscowosciach bedacych siedzibami Komitetow
Okregowych, 301 31 stycznia 2015 r. Uczniowie mieli do rozwiazania pig¢ zadan teo-
retycznych oraz jedno zadanie laboratoryjne. Do III etapu (finalu) Komitet Gléwny
zakwalifikowal dziewieédziesieciu dwdch uczniow z czterdziestu pieciu szkot.

Finalowe zawody III etapu odbyly sie 10 i 11 kwietnia 2015 r. w Warszawie.
Zawody laboratoryjne przeprowadzone zostaly w pracowniach Wydzialu Chemicz-
nego Politechniki Warszawskiej, a zawody teoretyczne w salach Wydzialu Che-
mii Uniwersytetu Warszawskiego. W czesci teoretycznej zawodnicy rozwigzywali
5 zadan, a w czesci laboratoryjnej - 2 zadania, dotyczace jakosciowej i ilosciowej
analizy chemicznej.

Po sprawdzeniu prac Komitet Gtéwny wylonit 32 laureatéw (tabela 2), w tym
4 reprezentantéw Polski na 47. Miedzynarodowa Olimpiad¢ Chemiczng, ktéra
odbyla si¢ w Baku (Azerbejdzan) w dniach 20-29 lipca 2015 r. Wszyscy czterej
zawodnicy zdobyli medale: Michal Kopyt zdobyt medal zloty, Michal Gala i Karol
Rzad - medale srebrne, a Damian Jedrzejowski — medal brgzowy. Zawodnikiem
rezerwowym byl Michal Kostrzanowski.

Wszystkie zadania (wraz z przyktadowymi rozwigzaniami) z poszczegolnych
etapow oraz z Olimpiady Miedzynarodowej zamieszczone sa na naszej stronie inter-
netowej http://www.olchem.edu.pl.

Laureaci, nauczyciele i dyrektorzy szkoél zostali zaproszeni na uroczyste zakon-
czenie Olimpiady, ktére odbyto si¢ 20 czerwca 2015 r. w Auli Wydziatu Chemii Uni-
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wersytetu Warszawskiego. Uroczysto$¢ te zaszczycili swoja obecnoscig znakomici
goscie, ktorzy wspierali Komitet Gldwny zaréwno w pracy, jak i finansowo w nagra-
dzaniu laureatow. Byli nimi przedstawiciele:

Ministerstwa Edukacji Narodowej: p. mgr Beata Kosiec, naczelnik Wydziatu
Wspierania Szans Edukacyjnych,

wladz Warszawy: p. mgr Malgorzata Zuber-Zielicz, przewodniczaca Komisji
Edukacji i Rodziny, radna m. st. Warszawy,

Polskiej Akademii Nauk: prof. dr hab. Elzbieta Frackowiak - wiceprezes PAN,
prof. dr hab. Robert Hotyst - dyrektor Instytutu Chemii Fizycznej PAN, dr Piotr
Lipkowski - zastepca dyrektora Instytutu Chemii Organicznej PAN oraz prof. dr
hab. Marek C. Chmielewski z IChO PAN, byly wiceprezes PAN,

Polskiego Towarzystwa Chemicznego: prof. dr hab. Michat Cyranski, repre-
zentujacy Zarzad Gléwny PTCh oraz prof. dr hab. Adam Pron - przewodniczacy
Oddzialu Warszawskiego PTCh,

Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego: dziekan, prof. dr hab. Pawet
Kulesza oraz prodziekani - prof. dr hab. Zbigniew Stojek i dr hab. Andrzej Kudelski,
a takze prof. dr hab. Ewa Bulska - dyrektor Centrum Nauk Biologiczno-Chemicz-
nych Uniwersytetu

Warszawskiego oraz prof. dr hab. Marek T. Krygowski, emerytowany profesor
Wydzialu, laureat pierwszych dwdch krajowych Olimpiad Chemicznych,

Kolegium Miedzywydzialowych Indywidualnych Studiéw Matematyczno-
-Przyrodniczych Uniwersytetu Warszawskiego, w osobie dyrektora, prof. dr hab.
Andrzeja Twardowskiego, reprezentujacego takze Wydzial Fizyki UW,

Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej, w osobie dziekana, prof. dr
hab. inz. Zbigniewa Brzdzki oraz prodziekanéw: prof. dr hab. inz. Elzbiety Malinow-
skiej i dr inz. Andrzeja Krolikowskiego, a takze dr hab. inz. Michala Fedorynskiego,
prof. PW,

Wydzialu Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu, w osobie
reprezentujacego wladze Wydziatu oraz Komitet Okregowy Olimpiady Chemicznej
w Poznaniu prof. dr hab. Lechostawa Lomozika.

Obecni byli takze dziatacze olimpijscy, cztonkowie Komitetu Gtéwnego Olim-
piady Chemicznej i zespotu redagujacego zadania konkursowe - wieloletnia sekre-
tarz naukowa, dr Malgorzata Jelinska (Wydzial Chemii UW) oraz nowi czlonkowie
Komitetu Gltéwnego: prof. dr hab. Jozef Mieczkowski (Wydzial Chemii UW, prze-
wodniczacy Komitetu Okregowego Olimpiady Chemicznej w Warszawie), dr hab.
inz. Janusz Zachara, prof. PW oraz dr Andrzej Zywocitiski z IChF PAN.
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Przewodniczacy Komitetu Gléwnego Olimpiady Chemicznej, prof. dr hab.
Marek Orlik wreczyt laureatom oraz ich nauczycielom (tabela 2) dyplomy i nagrody
od Komitetu Gléwnego Olimpiady Chemicznej. Nagrodami tymi byly: dla zwy-
ciezcy i drugiego w kolejnosci zawodnika — laptopy Asus, a dla pozostatych zawod-
nikéw - tablety firmy Samsung, kamery JVC, iPody shuffle firmy Apple oraz dyski
zewnetrzne firmy Western Digital. Wszyscy laureaci otrzymali takze ksigzki poda-
rowane przez Polskie Towarzystwo Chemiczne i Wydawnictwo Naukowe PWN
oraz pamigtkowe pamieci USB 8GB. Tradycyjnie przyznane zostaly tez nagrody
specjalne. Najlepsze wyniki finalowe nagrodzone zostaly kamerami SONY, ktore
otrzymali: Michal Gala - od Prezesa spétki Novichem, Damian Jedrzejowski - od
Dziekana Wydzialu Chemicznego PW, a Karol Rzad - od Dziekana Wydzialu Che-
mii UW. Dyrektor Instytutu Chemii Fizycznej PAN, prof. dr. hab. Robert Hotlyst
wreczyl specjalne nagrody pieni¢zne za najlepiej rozwigzane zadania z chemii
fizycznej: Michalowi Kostrzanowskiemu, Bartlomiejowi Banasiowi i Sebastianowi
Kaczorowi, za$ za najlepiej rozwigzane zadania z chemii organicznej wicedyrektor
IChO PAN, dr Piotr Lipkowski, wreczyt takie nagrody Michalowi Kopytowi, Woj-
ciechowi Jankowskiemu i Karolowi Rzagdowi.

Nagrodzony zostal takze najmlodszy laureat, Wojciech Jankowski, uczen trze-
ciej klasy Gimnazjum nr 24 w Gdyni, ktéry otrzymal kamer¢ SONY od Dziekana
Wydzialu Chemii UAM.

Dzigki hojnosci sponsordéw wartosciowe upominki: ekskluzywne pidra Parkera
z dedykacjg, pamieci USB 8 GB oraz ksigzki: ,,Akademicki zbiér zadan z chemii
ogodlnej” autorstwa K.M. Pazdry, A. Rola-Noworyty i ,,Laboratorium w szufladzie”,
piora A. Gumkowskiej otrzymali takze nauczyciele laureatéw. Specjalne podzigko-
wania otrzymali takze wspierajacy organizacj¢ zawodéw niedawni laureaci Olim-
piady, a obecnie studenci réznych uczelni.

Zgodnie z milg tradycjg, cztonkom polskiej reprezentacji na Olimpiade Miedzy-
narodowg flage Polski, wraz z zyczeniami powodzenia na zawodach w Baku, przeka-
zal Wojciech Lyczek, zloty medalista ubiegtorocznej 46. IChO w Hanoi.

Wszyscy finalisci (uczestnicy III etapu) i laureaci otrzymali wystawione przez
Komitet Gléwny zaswiadczenia, ktére zwalniajg z nota najwyzsza z egzaminu matu-
ralnego oraz sa podstawa do skorzystania z odpowiednich uprawnien przy przyjmo-
waniu na I rok studiéw wyzszych.

Po zakonczeniu czesci oficjalnej wszyscy obecni zostali zaproszeni do Starej
Biblioteki Wydzialu Chemii UW na okolicznosciowy poczestunek.

Przygotowania do zawodéw 62. Olimpiady chemicznej rozpoczely sie juz po
zakoniczeniu finalu 61.0.Ch.. Tak jak w latach poprzednich, podczas uroczystosci
zakoniczenia 61 Olimpiady obecnym zostaly rozdane foldery z zadaniami wstep-
nymi a nastepnie zostaly one rozestane do szkdt i jednocze$nie umieszczone w wersji
elektronicznej na stronie internetowej Olimpiady: www.olchem.edu.pl. Zaintereso-
wani uczniowie mogli indywidualnie rozpocza¢ rozwigzywanie zadan jeszcze przed
wakacjami, uzupelniajac swoje wiadomosci i rozwijajac umiejetnosci na podstawie
zalecanej literatury oraz korzystajac z konsultacji nauczycieli i starszych kolegow.
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Podobnie jak w ubieglym roku do 24 pazdziernika 2015 r. wszyscy chetni
musieli zarejestrowa¢ si¢ na stronie internetowej Olimpiady i zarazem przekazaé
rozwigzania zadan (obowigzkowych, przygotowujgcych do I etapu zawodow) z cze-
$ci A swojemu nauczycielowi. W roku 2015 zarejestrowato sie 1114 zawodnikéw
z 304 szkol. Nauczyciele, po sprawdzeniu prawidlowosci rozwigzan, przesytali je
do odpowiednich Komitetéow Okregowych. Na podstawie potwierdzonych przez
nauczycieli rozwigzanych zadan etapu wstepnego 937 uczniéw z 253 szkdt zostalo
zakwalifikowanych do etapu pierwszego.

Etap I odbyl sie 28 listopada 2015 r. w kilkunastu wigkszych miastach Polski,
pod nadzorem komisji powotanych przez Komitety Okregowe. Zawodnicy rozwia-
zywali 5 zadan teoretycznych. Na podstawie uzyskanych wynikéw Komitet Glowny
zakwalifikowal do nastepnego (II) etapu 381 zawodnikow ze 148 szkdl. Zawody te
odbeda sie 29 i 30 stycznia 2016 roku w uczelniach bedacych siedzibami Komitetow
Okregowych.

Lista dodatkowych sponsoréw 61. Olimpiady Chemicznej:

Dyrektor Instytutu Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk

2. Dyrektor Instytutu Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk

3. Dziekan Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego

4. Dziekan Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej

5. Dziekan Wydzialu Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza

oraz firmy: PKN ORLEN, NOVICHEM, GRUPA AZOTY, SYNTHOS oraz
Oficyna Edukacyjna Krzysztof Pazdro.

—

A
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chemical innovations
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SPRAWOZDANIE Z 47. MIEDZYNARODOWE] OLIMPIADY

Ch CHEMICZNEJ] W BAKU (AZERBEJDZAN) 20-29.07.2015 R.

47. Miedzynarodowa Olimpiada Chemiczna (IChO) odbyta si¢ w dniach
20-29.07.2015 r. w Baku. Wzigto w niej udziat 290 zawodnikéw z 75 krajow: Arabii
Saudyjskiej, Argentyny, Australii, Austrii, Azerbejdzanu, Belgii, Biatorusi, Brazylii,
Bulgarii, Chin, Chorwacji, Cypru, Czarnogdry, Czech, Danii, Estonii, Finlandii,
Francji, Gruzji, Grecji, Hiszpanii, Holandii, Indii, Indonezji, Iranu, Irlandii, Islan-
dii, Izraela, Japonii, Kanady, Kazachstanu, Kirgistanu, Korei Ptd., Kostaryki, Kuby,
Liechtensteinu, Litwy, Lotwy, Macedonii (Fyrom), Malezji, Meksyku, Motdawii,
Mongolii, Niemiec, Nigerii, Norwegii, Nowej Zelandii, Omanu (po raz pierwszy),
Pakistanu, Peru, Polski, Portugalii, Rosji, Rumunii, Salwadoru, Serbii, Singapuru,
Stowacji, Stowenii, Stanéw Zjednoczonych Ameryki Péinocnej, Syrii, Szwajcarii,
Szwecji, Tadzykistanu, Tajlandii, Tajwanu, Turcji, Turkmenistanu, Ukrainy, Uru-
gwaju, Uzbekistanu, Wegier, Wielkiej Brytanii, Wietnamu i Wloch. Obecni byli
réwniez obserwatorzy z 4 krajow: Egiptu, Filipin, Republiki Potudniowej Afryki
i Liechtensteinu, w zwigzku z zamiarem przystagpienia lub powrotu do uczestnictwa
tych krajow w przyszlych olimpiadach miedzynarodowych. Oznacza to, ze liczba
krajow uczestniczacych w tegorocznej IChO byla taka sama, jak w roku ubieglym.
Uwage zwrdcita nieobecnos¢ reprezentacji Armenii.

Gléwnym organizatorem tegorocznej IChO byt usytuowany w Baku oddzial
Panstwowego Moskiewskiego Uniwersytetu im. Lomonosowa, co w praktyce ozna-
czalo zapewnienie opieki merytorycznej (w tym - autorstwa zadan) przez zespol
moskiewski, przy pozostawieniu kwestii organizacyjnych uniwersytetowi w Baku.
Finansowanie IChO zapewnili: Ministerstwo Edukacji oraz Ministerstwo Mlodziezy
i Sportu Republiki Azerbejdzanu, Pafistwowe Przedsiebiorstwo Naftowe Republiki
Azerbejdzanu (SOCAR) oraz Centrum Heydara Aliyeva.

Sklad polskiej reprezentacji na IChO zostal wyloniony przez Komitet Gtéwny
Olimpiady Chemicznej zgodnie z algorytmem obejmujacym wyniki obecnej
i poprzednich krajowych Olimpiad, z uwzglednieniem ewentualnych osiagni¢¢ na
poprzednich IChO. Polska reprezentacje tworzyli nastepujacy zawodnicy:

Michal Gala - z IT klasy I LO im. E. Dembowskiego w Gliwicach (nauczyciel:
mgr Katarzyna Czapla), zwycig¢zca 61. Krajowej Olimpiady Chemicznej

Karol Jakub Rzad — z IIT klasy LO II LO im. Mieszka I w Szczecinie (nauczy-
ciel: mgr Teresa Kotogrecka-Bajek), laureat 2. miejsca w 61., 4. miejsca w 60.
i wyrdzniony (36. miejsce) w 59. Krajowej Olimpiadzie Chemicznej, zdobywca
srebrnego medalu na 46. Miedzynarodowej Olimpiadzie Chemicznej w Hanoi.
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Damian Pawel Jedrzejowski — z ITI klasy V LO im. A. Witkowskiego w Krako-
wie (nauczyciel: dr Wojciech Przybylski), laureat 3. miejsca w 61. Krajowej Olim-
piadzie Chemiczne;j.

Michal Kopyt - z ITI klasy IT LO im. K. Morawskiego w Przemyslu (nauczyciel:
mgr inz. Marian Sztaba), laureat 6. miejsca w 61. Krajowej Olimpiadzie Chemicznej
i 19. miejsca w 59. Krajowej Olimpiadzie.

Komitet Giéwny Olimpiady Chemicznej powierzyt funkcje opiekunéw naszej
reprezentacji (i zarazem - cztonkéw Miedzynarodowego Jury) dwom pracownikom
naukowym Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego: prof. dr. hab. Markowi
Orlikowi (przewodniczagcemu KG Olimpiady Chemicznej) i prof. dr hab. Aleksan-
drze Misickiej-Kesik (wiceprzewodniczacej KG).

Jak co roku, dla wyjezdzajacej do Azerbejdzanu grupy i jednego zawodnika
rezerwowego — Michala Kostrzanowskiego z III klasy I LO im. Wtadystawa Jagielly
w Krasnymstawie (laureata 4. miejsca w 61. Krajowej Olimpiadzie), Komitet Gtéwny
Olimpiady Chemicznej zorganizowal w dniach: 22.06-3.07 br. obdz przygotowaw-
czy, w trakcie ktérego przerobione zostaly wszystkie przystane przez organizatoréow
IChO zadania teoretyczne i laboratoryjne oraz przedyskutowane wybrane zagad-
nienia dodatkowe. Zaangazowani w to byli pracownicy naukowi Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego i Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej,
w wigkszo$ci — autorzy zadan na zawody Krajowej Olimpiady.

Zawody Miedzynarodowej Olimpiady Chemicznej odbywaly sie w Baku, na
terenie lokalnego oddzialu Panstwowego Moskiewskiego Instytutu im. Lomono-
sowa (czes¢ laboratoryjna — 23 lipca i cze$¢ teoretyczna — 25 lipca). Jak zwykle,
zawodnicy otrzymali teksty zadan przettumaczone wczesniej przez opiekunéw na
swoje jezyki narodowe, po ustaleniu ostatecznych tresci zadan przez Migdzynaro-
dowe Jury (opiekunéw wszystkich ekip narodowych). Na czas dyskusji i ttumacze-
nia zadan (21-25 lipca) cztonkowie Miedzynarodowego Jury zostali przewiezieni
do polozonego ok. 220 km od Baku kompleksu hotelowego w podkaukaskiej miej-
scowosci Gabala.

Motywem przewodnim tegorocznej IChO byto hasto: Life is a huge lab (,,Zycie
to ogromne laboratorium”). Organizatorzy tegorocznej IChO przewidzieli 3 zadania
laboratoryjne i 8 zadan teoretycznych.

Tematyka zadan laboratoryjnych byla nastepujgca:

Zadanie 1 ( chemia organiczna): Selektywne bromowanie katalityczne

Zadanie 2 (chemia analityczna): Analiza sktadu roztworu soli chromu i wanadu

Zadanie 3 (chemia fizyczna): Kinetyczna metoda oznaczania leku - diklofenaku
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Tematyka zadan teoretycznych byla nastepujaca:

Zadanie 1 Nowe i stare czynniki chtodnicze - charakterystyka

(chemia fizyczna i technologia): termodynamiczna

Zadanie 2 Sprzezone reakcje chemiczne — aspekty kinetyczne i

(chemia fizyczna): termodynamiczne

Zadanie 3 Réwnowagi tworzenia komplekséw z dwoma centrami wigzacymi
(chemia ogélna i nieorganiczna): - konkurencja i kooperacja

Zadanie 4 Diagnoza skfadu i struktury pofaczenia siarki z fosforem
(chemia nieorganiczna)

Zadanie 5 Oznaczanie glukozy i fruktozy w soku owocowym

(chemia analityczna):

Zadanie 6: Otrzymywanie skladnikoéw zapachowych chleba z piperydyny
(chemia organiczna):

Zadanie 7 Struktura i synteza peletieryny - alkaloidu z owocow granatu
(chemia organiczna):

Zadanie 8 Metody utylizacji plam ropy

(chemia organiczna i chemia

srodowiska):

Samo zestawienie tematdéw zadan nie ujawnia nowatorskiego charakteru obec-
nej IChO, szczegoélnie w odniesieniu do sposobu wykonywania zadan laboratoryj-
nych. Wymagaly one bowiem postugiwania si¢ bardziej niz zwykle zaawansowanym
sprzetem, w tym — samodzielnego zestawienia aparatury do destylacji pod obni-
zonym ci$nieniem, pomiaréw spektrofotometrycznych w warunkach termostatycz-
nych i opracowywania danych eksperymentalnych z uzyciem arkusza kalkulacyj-
nego Excel.

Zgodnie z Regulaminem IChO, zlote medale Miedzynarodowe Jury przyznaje
8-12% zawodnikow, srebrne: 18-22 % i brazowe: 28-32% zawodnikow. Ze wzgledu
na oceniany przez Miedzynarodowe Jury jako bardzo wysoki stopien trudnosci
zadan, w tym roku przyznano stosunkowo duzo, bo 35 medali zlotych, ponadto
63 srebrne i 91 brazowych oraz 10 wyrdznien (dla oséb pozostajacych tuz za pula
medalowg).

Niewatpliwymi zwyciezcami tegorocznej IChO sg zawodnicy chinscy, ktérzy
zajeli cztery pierwsze miejsca w klasyfikacji indywidualnej. Najlepszy nasz zawod-
nik, takze zdobywca ztotego medalu, zajal miejsce 11.

Oto zestawienie wynikéw naszych zawodnikéw (fot. 1):

Michal Kopyt - zloty medal (11. miejsce w klasyfikacji indywidualne;j)

Karol Jakub Rzad - srebrny medal (39. miejsce w klasyfikacji indywidualnej)

Michal Lukasz Gala - srebrny medal (58. miejsce w klasytikacji indywidualnej)

Damian Pawel Jedrzejowski — brazowy medal (147. miejsce w klasyfikacji
indywidualnej)

Wryniki te oznaczaja, iz przyjeta przez Komitet Gtéwny strategia przygotowywa-
nia zawodnikéw na IChO poprzez zapewnienie odpowiedniego poziomu zadan na
Krajowej Olimpiadzie jest zasadniczo stuszna, cho¢ oczywiscie wskazane jest wzmo-
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zenie staran dla podwyzszania kwalifikacji przyszlych zawodnikdw, aby wyniki takie
jak powyzsze lub lepsze zdarzaly si¢ czgsciej. Trzeba zarazem zdawacé sobie sprawe
z rosngcej, ze wzgledu na stale narastajaca liczbe krajow uczestniczacych w IChO,
konkurencji, przy tradycyjnie wysokim poziomie zawodnikéw z krajéw azjatyc-
kich, takich jak Chiny, Korea Pd., Tajwan, czy Singapur. Warto tez zwroci¢ uwage
na rosnacy liczbe zawodnikéw azjatyckiego pochodzenia reprezentujacych takie
kraje, jak USA, Kanade, Australie, Nowa Zelandig, a ostatnio nawet niektdre kraje
europejskie. Istnieje przekonanie, ze sukcesy tych zawodnikow sg wynikiem przede
wszystkim ich pracowitosci i cierpliwosci - cech kultywowanych i konsekwentnie
egzekwowanych w procesie wychowawczym przez ich konserwatywne rodziny. Bez
tej konstatacji i bez zrozumienia tego zasadniczego, a dajacego do myslenia nad
kondycja naszej cywilizacji, zwiazku przyczynowo-skutkowego, prowadzenie roz-
wazan o roli samych tylko programéw szkolnych i poziomu zadan konkursowych
w sukcesach olimpijskich moze prowadzi¢ do zaledwie uproszczonych wnioskdow.
O dojrzatosci zwyciezcy tegorocznej IChO, Chinczyka Yifu Ouyanga, moze $wiad-
czy¢ jego, skierowana do audytorium po otrzymaniu zlotego medalu, emanujaca
skromno$cig wypowiedz: ,jestem przekonany, ze jeden egzamin to nie jest pelny
egzamin i ze czg$¢ zycia to nie jest cale zycie”, nagrodzona owacjg na stojaco.

W nieoficjalnej klasyfikacji medalowej zwyciezcami, obok Chin, s3: Korea Pid.
i Tajwan, ktorych druzyny zdobyly réwniez 4 ztote medale. 2 zlote medale i 2 srebrne
zdobyty takie kraje, jak: Japonia, Indie i Rosja. 2 zlote medale, 1 srebrny i 1 brazowy
zdobyli zawodnicy z Rumunii. 1 zloty medal i 3 srebrne przypadly Singapurowi,
Tajlandii, USA, Turcji oraz Republice Czeskiej. Polska, z 1 zlotym, 2 srebrnymi
i 1 brazowym medalem, znalazla si¢ w nastepnej grupie, razem z Serbig, Iranem,
Wietnamem, Kazachstanem i Sfowacja.

Oproécz zawoddw organizatorzy IChO zapewnili zawodnikom liczne atrakcje
i wycieczki, w trakcie ktorych pozostawali pod zyczliwg opiekg Tamilli Mamma-
dovej, absolwentki filologii Uniwersytetu w Baku, studiujacej literature rosyjska
i jezyk polski jako drugi jezyk obcy. Réwniez cztonkowie Miedzynarodowego Jury,
miedzy zebraniami i pracg nad tlumaczeniem zadan, mieli moznos$¢ poznac rézne
interesujace miejsca, jak np. teren wykopalisk archeologicznych w poblizu Gabali,
cho¢ najbardziej interesujace wydaje si¢ malownicze Baku, z powodzeniem faczace
nowoczesng i staromiejska zabudowe (fot. 2 i 3), w ktorej mozna dopatrzy¢ sie dzia-
talnosci polskich architektow z przetomu XIX i XX wieku.

Wiecej informacji o 47. IChO, wiacznie z pelna lista nagrodzonych medalami
zawodnikow i oficjalnym raportem organizatoréw, zawartych jest na stronie inter-
netowej: http://icho2015.msu.az/

Ze wzgledu na odwolanie przez organizatoréw planowanej na rok 2016
olimpiady w Kazaniu (Rosja) powstal powazny problem z lokalizacja nastepnej,
48. IChO. Upowazniony przez Miedzynarodowe Jury Komitet Sterujacy przyjat
propozycje Pakistanu, aby w 2016 r. Olimpiada odbyta si¢ w Karaczi. Jednak, na
podstawie negatywnej rekomendacji naszego Ministerstwa Spraw Zagranicznych
w kwestii jakichkolwiek podrézy do Pakistanu i réwniez negatywnej, pisemnej opi-
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nii Ministerstwa Edukacji Narodowej, wydanej w trosce o bezpieczenstwo zawodni-
kow, Prezydium Komitetu Gléwnego Olimpiady podjeto w grudniu 2015 r. decyzje
0 nieuczestniczeniu naszej reprezentacji w 48. IChO.

W STATE LA RSITY 1:: Wil U

Fot. 1. Polscy medalisci 47. IChO. Od lewej: Damian Pawet Jedrzejowski (bragzowy medal), Karol Jakub Rzad
(srebrny medal), Michal Kopyt (zloty medal), Michat Lukasz Gala (srebrny medal).

Fot. 2. Panorama Baku z widokiem na nowoczesne wiezowce w ksztalcie ptomieni.

Fot. 3. Staromiejska czg$¢ Baku
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INFORMACJE REDAKCJI ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2016

Redakcja miesiecznika PTChem ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze
wysoko$¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomos$ci Chemicznych” za 2016 r. bedzie wyno-
sifa 231 zt dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych. Dla
cztonkéw PTChem 20 zI. Nalezno$¢ za prenumerate prosimy przekazywac na konto:

Bank PEKAO SA
Oddzial we Wroctawiu
pl. Powstaiicéw SL. 9, 50-950 Wroctaw
Redakcja ,Wiadomosci Chemiczne”
NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata ,Wiadomosci Chemicznych” dla czlonkéw PTChem, polaczona

z oplata skladek czlonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia sie nastepujaco:

- prenumerata ,Wiadomoséci Chemicznych” na rok 2016 wraz ze skladka

czlonkowska, w ramach ktorej dostarczany jest ,,Orbital”, wynosi 70 zi
(sktadka - 50 z1, prenumerata - 20 zt);

- emeryci, doktoranci oraz studenci placg 35 zt (skladka - 15 zI, prenume-

rata — 20 zI); a nauczyciele szkoél $rednich i podstawowych ptaca 40 zi
(sktadka - 20 zt, prenumerata - 20 z).

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

PTChem Warszawa, ul. Freta 16
Bank BGZ
542030 0045 1110 0000 0261 6290
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WYROZNIONE PRACE DOKTORSKIE LUB HABILITACYJNE

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

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

W notce biograficznej autora poza standardowymi informacjami powinny
zosta¢ zamieszczone nastepujace dane: termin obrony pracy doktorskiej lub kolo-
kwium habilitacyjnego, Rada Wydzialu, przed ktora toczyt si¢ przewod, nazwisko
promotora (dotyczy rozpraw doktorskich) oraz nazwiska recenzentow.

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

PODZIEKOWANIA ZA OKAZANA POMOC I WSPARCIE FINANSOWE
UDZIELONE ,WIADOMOSCIOM CHEMICZNYM” W ROKU 2015

W imieniu Komitetu Redakcyjnego ,, Wiadomosci Chemicznych” sktadam ser-
deczne podziekowania za okazang pomoc i wsparcie finansowe udzielone w roku
2015. Podziekowania kieruje do:

o prof. dra hab. inz. Andrzeja Trochimczuka, Dziekana Wydzialu Chemicz-

nego Politechniki Wroclawskiej,

+ prof. dra hab. Adama Jezierskiego, Prorektora Uniwersytetu Wroclawskiego,

o prof. dra hab. Andrzeja Jezowskiego, Dyrektora Instytutu Niskich Tempera-

tur i Badan Strukturalnych PAN we Wroclawiu,

o prof. dra hab. Pawla Kuleszy, Dzekana Wydzialu Chemiii Uniwersytetu

Warszawskiego,
o prof. dra hab. Anny Trzeciak, Dziekan Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Wroclawskiego.

Jednoczesnie apeluj¢ do Dziekanow wydziatéw chemicznych wyzszych uczelni
oraz Kierownikéw innych jednostek chemicznych o wsparcie finansowe naszego
czasopisma.

prof. dr hab. Zdzistaw Latajka
Redaktor Naczelny
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Autor zdjecia: Arkadiusz Ziclek, Warszawa

hS Instytut Chemii Organicznej
Polskiej Akademii Nauk

28-30 wrzes$nia 2016, Warszawa

IX Sympozjum:
Warszawa
NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE 2016
IN CHEMISTRY, PHYSICS
AND BIOLOGICAL SCIENCES

informacje: http://www.icho.edu.pl/SympNMR2016/home.html
kontakt: ichokmrj@icho.edu.pl

Zaproszenie do wygloszenia wykladu plenarnego przyjeli dotychczas:

Prof. Gerd Buntkowsky (Technical University of Darmstadt, Germany)
Prof. Lorenzo Di Bari (University of Pisa, Italy)

Prof. Marco Geppi (University of Pisa, Italy)

Prof. Karol Jackowski (University of Warsaw, Poland)

Prof. Leszek Krolicki (Medical University of Warsaw, Poland)

Prof. Zdzislaw Lalowicz (Institute of Nuclear Physics PAS, Krakow, Poland)
Prof. Radek Marek (Masaryk University, Brno, Czech Republic)

Dr. Michal Repisky (University of Tromsa, Norway)

Wazne daty:

Rejestracja.........c....... 15.07.2016
Oplata.....c.coeeererveuennne 30.07.2016
Abstrakty........c.ccc...... 26.08.2016

Do udziatu w Sympozjum zapraszamy nie tylko specjalistow
z dziedziny magnetycznego rezonansu jqadrowego, ale wszystkich naukowcow
wykorzystujqgcych te metode w swoich badaniach.
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IX* Symposium: ,,Nuclear Magnetic Resonance in
Chemistry, Physics and Biological Sciences”

Warszawa, September 28"-30", 2016
Organizer: Institute of Organic Chemistry, Polish Academy of Sciences, Warszawa

The aim of the Symposium is to provide a forum for discussion among NMR
spectroscopists working in chemistry, physics, biology, medicine and related fields
of research. The programme will cover all areas of nuclear magnetic resonance, inc-
luding novel experimental applications as well as theoretical approaches to deter-
mine the structure, structure-function relationships and other properties of organic
and bioorganic systems.

Warszawa
2016

Info: dr Marta Bugaj-Zar¢bska (secretary)

Institute of Organic Chemistry PAS

Kasprzaka 44/52, 01-224 Warsaw, Poland

phone: +48 22 343 20 14

fax +48 22 632 66 81

e-mail: ichokmrj@icho.edu.pl

Home page: http://www.icho.edu.pl/SympNMR2016/home.html


mailto:ichokmrj@icho.edu.pl
http://www.icho.edu.pl/SympNMR2016/home.html
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IX Sympozjum: ,,Nuclear Magnetic Resonance
in Chemistry, Physics and Biological Sciences”

Warszawa, 28-30 wrzesnia 2016
Organizator: Instytut Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk, Warszawa

Interdyscyplinarne Sympozjum o zasiggu miedzynarodowym. Program
naukowy konferencji obejmuje badania strukturalne zwigzkéw chemicznych, bada-
nie zaleznosci struktury i funkcji uktadéw o znaczeniu biologicznym, zastosowanie
nowoczesnych technik eksperymentalnych MRJ w chemii, fizyce, naukach biolo-
gicznych i medycynie.

Warszawa
2016

Info: dr Marta Bugaj-Zarebska (sekretarz)

Instytut Chemii Organicznej PAN

ul. Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa

tel. (22) 343 20 14

fax (22) 632 66 81

e-mail: ichokmrj@icho.edu.pl

Strona domowa Sympozjum: http://www.icho.edu.pl/SympNMR2016/home.html


mailto:ichokmrj@icho.edu.pl
http://www.icho.edu.pl/SympNMR2016/home.html
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X Kopernikahskie o

® Seminarium Doktoranckie ORIVERSFET
UNIWERSYTET 21 - 24 czerwca 2016, Bachotek k. Brodnicy MIKOEAJA KOPERNIKA
MIKOLAJA KOPERNIKA W TORUNIU
W TORUNIU Wydziat Chemii

Serdecznie zapraszamy Doktorantéw oraz Mlodych Doktoréw do wziecia
udzialu w

X Kopernikanskim Seminarium Doktoranckim,

ktére odbedzie sie w dniach 21-24 czerwca 2016 roku w Osrodku Konferen-
cyjno-Wypoczynkowy Bachotek k. Brodnicy. Organizatorem seminarium jest
Wydzial Chemii Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu.

Konferencja jest skierowana do doktorantéw i miodych doktoréw reprezen-
tujacych uczelnie wyzsze z calej Polski, realizujacych swoje badania w zakresie
nauk chemicznych, biologicznych i medycznych, a takze fizycznych i technicznych.
Zamierzeniem Seminarium jest utworzenie platformy wymiany wiedzy i doswiad-
czenn naukowych oraz nawigzanie kontaktéw i zapoczgtkowanie wspdlpracy mie-
dzyuczelnianej juz na poczatku kariery naukowej. Na najlepszych czekajg nagrody.
W programie oprocz sesji naukowych mamy do zaoferowania wiele atrakcyjnych
imprez towarzyszacych.

Zapraszamy do odwiedzenia strony internetowej konferencji www.ksd.umk.pl
i kontaktu za posrednictwem poczty elektronicznej: ksd@chem.umk.pl.
Zachecamy do uczestnictwa i liczymy na Panstwa obecnos¢.

Laczymy pozdrowienia
Komitet Organizacyjny X KSD



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

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

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

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

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

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

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

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

cena 15 zt

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Ksigzki wysytamy na koszt zamawiajacego. Zamowienia prosimy kiero-
wac pod adresem: Redakcja ,,Wiadomo$ci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroctaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



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

1. Informacje ogolne

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

o Po uzyskaniu pozytywnej wstepnej oceny wszystkie prace s3 recenzowane przez co najmniej dwoch nie-
zaleznych recenzentéw, zgodnie ze wskazéwkami zawartymi w broszurze informacyjnej Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publika-
cje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf.

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

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

« Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, ze tzw. ,,ghostwiting” (kto§ wnidst znaczacy wkiad w powstanie
publikacji, a nie zostal przedstawiony jako wspotautor lub tez nie zostal wymieniony w podziekowaniu
zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udzial autora jest znikomy lub tez w ogéle nie miat


http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf

miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) sg przejawem nierzetelnosci naukowej. Wszelkie prze-
jawy nierzetelnosci naukowej, tamania i naruszania zasad etyki obowigzujacej w nauce beda ujawniane,
wiacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autoréw.

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

3. Koszty

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

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

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz ,,Habilitacje”, Redakcja nie posiada
srodkéw na finansowanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zleca-
jacymi druk.

4. Informacje szczegotowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

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

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

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

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

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

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

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

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

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

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

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

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

- spis tresci pracy z zastosowaniem nastepujacego podziatu:

Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdziatu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.


1.Tytul

Uwagi koncowe

Podziekowanie

Pi$miennictwo cytowane

» Kolejne strony pracy powinny zawierac:

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

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

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

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

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

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

w formacie pdf, doc, jpg, tiff.

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

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

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

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

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

o Pi$miennictwo cytowane

Pi$miennictwo nalezy zestawi¢ numerycznie wedlug kolejnosci cytowania w tekscie, nalezy cytowaé

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

W przypadku artykuléw z czasopism tradycyjnych, opis powinien zawiera¢ kolejno nastepujace ele-

menty: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw), skrét tytulu czasopisma zgodny z przyjetymi normami,

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

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

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

W przypadku ksigzek najprostszy opis powinien zawiera¢: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw),

tytul ksigzki, nazwe wydawcy, miejsce wydania, rok wydania, np.

[1] J. Malinowski, Tytut ksigzki, PWN, Warszawa, 2004.

[2] W. Kowalski, Tytut ksigzki, Volumed, Wroclaw, 1999

W przypadku zasobow Internetowych najprostszy opis powinien zawiera¢: inicjaly imion i nazwisko

autora (autoréw), tytul (artykulu) dokumentu online, [dostep], wydawca, [data dostepu]. Warunki

dostepu, np.

[7] J. Kowalski, Tytut artykutu. [online], wydawca, [dostep: 2010-05-20]. Dostepny w Internecie:

http://www...........

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowac w celu przeslania pracy do Redakcji
Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej nalezy przestaé
jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakgji.
Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag Recenzenta oraz Redakcji nalezy prze-
sta¢ ostateczng wersje pracy w nastgpujacej postaci:
o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakgji;
« 1 plik zawierajacy krétkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy (kazda notka do 150 wyra-
zOw powinna zawiera¢: tytul naukowy, miejsce pracy oraz inne wazne informacje o autorze);
« pliki zawierajace zdjecia portretowe autoréw, w nazwie powinny wskazywac autora, ktérego zdjecie
dotyczy (dobrowolne, przestanie plikow jest jednoznaczne ze zgoda na jego opublikowanie);
o 1 plik zawierajacy: strone tytulows, streszczenie (abstrakt), stowa kluczowe, podpisy pod rysunki,
tabele, schematy (wszystko w obu wersjach jezykowych); jesli zachodzi potrzeba to rowniez oddzielne
pliki z rysunkami, schematami, tabelami (zob. Tabele, rysunki, fotografie).


Wiad.Chem

Prace nie odpowiadajgce wyzej wymienionym wymaganiom nie bedg przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrotéow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania
korekty artykulu i jego zwrotu do Redakeji w ciggu kilku dni od otrzymania.

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

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

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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