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ABSTRACT

The purpose of this article was a presentation of the state of the art in the search
of the periodic system for matter in nanoscale. It was preceded by a history of the
discovery of traditional periodic table of the elements just to bring out the possible
analogies to help in the analysis. Finally, the ,,road map” by Tomalia and Khanna
[D.A. Tomalia, S.N. Khanna, Chem. Rev., 2016, 116, 2705] leading to a future perio-
dic system unifying nanoscience was presented.

Keywords: periodic table, precursors and discoveres, matter in nanoscale, road map,
clusters, hard matter, soft matter

Slowa Kkluczowe: uktad okresowy pierwiastkow, prekursorzy i odkrywcy, nanomate-
ria, mapa drogowa, klastery, twarda materia, migkka materia
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WPROWADZENIE

Prawo okresowosci, ktérego odkrycie nalezy do najwazniejszych osiggnieé
w chemii, glosi, Ze wlasciwosci chemiczne i fizyczne pierwiastkéw zmieniajg sie
w systematyczny i przewidywalny sposdb, kiedy utozy si¢ je wedtug wzrastajacej
liczby atomowej. Wynika stad, ze okresowo$¢ — jako prawo przyrody - jest naturalng
cechg Wszech$wiata. Najdobitniej mozna jg wyrazi¢ w formie uktadu okresowego,
ktory przedstawia w sposob uporzadkowany fundamentalne zaleznosci pomiedzy
pierwiastkami. Jednak szybko rozwijajaca si¢ nauka o obiektach nanometrycznych
takze pilnie potrzebuje konsolidacji wokot jakiejs ,,ikony”, paradygmatu - po to, zeby
nie stala si¢ jedynie zbiorem danych rosnacych w sposéb lawinowy i chaotyczny, ale
zeby miata pelny walor naukowy. Poszukuje si¢ wiec dla niej ukladu okresowego,
ktory, podobnie jak tradycyjny uktad okresowy, bedzie miat atrybut przewidywal-
nosci. Materiatem budulcowym w skali nanometrycznej sa formy zlozone z kilku,
kilkunastu az do kilkuset atomow, ktére nazwano sztucznymi atomami albo supera-
tomami. Ten dobrze zdefiniowany zbidr zachowuje si¢ czasem jak system tradycyj-
nych atomow, przejawiajac rowniez wlasciwosci kolektywne.

Aby zbudowa¢ nowy uklad okresowy, pomocne moze by¢ siegniecie do genezy
powstawania ,,klasycznego” ukladu i informacji, ktdre ze sobg niesie.

1. TRADYCYJNY UKLAD OKRESOWY

Istnieje wiele form graficznych ilustrujacych prawo okresowosci. Sposrod roz-
nych sposobéw prezentacji tego prawa najpopularniejszym jest dwuwymiarowa
tablica.

Nalezy podkresli¢, ze od powstania pelnego ukladu okresowego, czyli od prawie
150 lat, korzysci czerpie z niego nie tylko chemia czy fizyka, ale takze inne nauki, jak
na przyklad kosmologia, biologia, medycyna czy geologia. Konsoliduje on zaréwno
calg wiedze przyrodniczg, jak i nauki stosowane; znane sg tablice mineralogéw, bio-
logdw, a nawet artystow.

Co wigcej, uktad okresowy stat si¢ inspiracja nie tylko dla przyrodnikéw, ale
zostal przejety takze przez popkulture, co §wiadczy o jego atrakcyjnosci nie tylko
naukowej. Znane s piosenki, wiersze a takze réznego rodzaju gadzety zwigzane
z ukladem okresowym (Rys. 3).

Obecnie jedynie ,wybrzeze potudniowe” tablicy ukladu okresowego opartego
na liczbie porzadkowej jako fundamencie jest dostepne dla nowych pierwiastkow
(Rys. 1d). Znanych jest 118 pierwiastkdw zajmujacych 7 okreséw; 90 z nich jest trwa-
tych i stanowi podstawe funkcjonowania zaréwno $wiata biologicznego, jak i aktyw-
nosci czlowieka (np. materialy). Ostatnie zsyntezowane i nazwane pierwiastki to:
nihonium (Nh, Z = 113), flerow (Fl, Z = 114), moscovium (Mc, Z = 115), liwermor
(Lv, Z = 116), tennessine (Ts, Z = 117) i oganesson (Og, Z = 118). Przewiduje sig, ze
nastepny, czyli 6smy okres oprocz atoméw pierwiastkow o podpowtokach elektro-
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nowych s, pid, bedzie posiadal roéwniez pierwiastki 6f, a takze po raz pierwszy takie,
ktore beda rozbudowywaly podpowtoke 5¢g (Rys. 1d).

Rysunek 1. Przyklady form graficznych przedstawiajacych prawo okresowosci: a) galaktyka chemiczna,
b) tarcza, c) drzewo, d) tablica
Figure 1. Examples of graphic forms illustrating the periodic law: a) chemical galaxy, b) target, c) tree, d) table
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Rysunek 2. Tablica geologéw. Obszar zajmowany przez pierwiastek odpowiada jego zawartosci na powierz-
chni Ziemi [1]. Efekt przypomina architekture Gaudiego

Figure 2. Table of geologists. The area of an element is equivalent to its content in the surface of the earth [1].
The effect resembles Gaudi architecture

Rysunek 3. Przyklady obecnosci tablicy pierwiastkow w popkulturze
Figure 3. Examples of periodic table in popular culture

Przewidywalnos¢ jest najwazniejszym atrybutem ukladu okresowego. To
znaczy, ze znajac polozenie pierwiastka w ukladzie okresowym i tendencje zmian
w grupach i okresach, mozemy okresli¢ jego wlasciwosci (Rys. 4).
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Rysunek 4. Zmiany réznych wielkosci fizycznych i chemicznych w grupach i okresach ukladu Mendelejewa.
Strzatki wskazujg kierunki wzrostu

Figure 4. Changes of various physical and chemical data in groups and periods of Mendeleev’s system.
Arrows point to the growth direction

Znane s3 trzy glowne formy tablic ukladu okresowego (Rys. 5): krétka, sred-
niodluga oraz dluga. Kazda z nich ma swoje zalety, ale réwniez ograniczenia. Naj-
starsza, czyli tzw. tablica krétka, pamigtajaca czasy odkrywcow, utozona wediug
podzialu na grupy i podgrupy, uzywana byla do niedawna prawie wylacznie, ale
i dzi$ jest stosowana przez fizykow.

Rysunek 5. Trzy podstawowe formy tablicy ukladu okresowego: a) krotka, b) sredniodtuga, c) dluga
Figure 5. Three basic forms of the periodic table: a) short, b) medium-long, c) long
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Obecnie najpopularniejsza wsrod chemikow jest tzw. forma $redniodluga
(Rys. 5b).

Uwaza sie, ze ukfad okresowy, ktérego pelna forma powstawala przez 10 lat
(1860-1870), ma przynajmniej trzech prekursoréw tego odkrycia i sze$ciu nieza-
leznych odkrywcéw [2]. Pierwszym z nich byl angielski lekarz William Prout, autor
hipotezy, ze masy atomowe pierwiastkow sa wielokrotno$cia masy atomu wodoru.

William Prout Johann Ddobereiner Leopold Gmelin

Rysunek 6. Prekursorzy uktadu okresowego
Figure 6. Precursors of the periodic system

Mimo iz ta hipoteza nie zostala przyjeta entuzjastycznie przez swiat naukowy,
to dzigki niej zaczeto bardzo dokladnie wyznacza¢ masy atomowe pierwiastkow,
zeby moc ja potwierdzi¢ (lub jej zaprzeczy¢). Innego waznego odkrycia dokonat
w latach dwudziestych XIX wieku niemiecki chemik Johann Dé&bereiner, ktéry
zauwazyl, ze niektore pierwiastki (na przyklad Li, Na, K albo Cl, Br, I) tworzg tzw.
triady, czyli uklady, w ktérych masa pierwiastka srodkowego réwna si¢ $redniej
arytmetycznej dwdch sasiednich. Co wigcej, dotyczyto to takze wielu innych wlasci-
wosci; pierwiastek srodkowy mial cechy posrednie pomiedzy dwoma pozostatymi.
Ostatni z prekursoréw to Leopold Gmelin, ktéry réwniez poszukiwal triad i znalazt
ich wiecej, gdyz zbadal wlasciwosci znacznie wigkszej ilosci pierwiastkéw anizeli
Dobereiner [2].
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Rysunek 7. Odkrywcy ukladu okresowego
Figure 7. Discoverers of the periodic system

Jako pierwszy prawo okresowos$ci odkryt francuski geolog, Alexandre de Chan-
courtois (Rys. 7). Ulozyt on pierwiastki wedlug wzrastajacej masy atomowej w postac
tzw. $ruby tellurycznej w taki sposob, ze te o podobnych wilasciwosciach lezaly na
prostej (Rys. 8). Niestety, swoje odkrycie opublikowal w czasopismie geologicznym,
ktére czytato niewielu uczonych o innych specjalnosciach, a ponadto wydawca nie
zamie$cit w artykule rysunku ze wzgledu na problemy z jego reprodukeja. Z tych
powodow niewielu pamieta o tym, ze pierwszym odkrywca ukladu okresowego byt
Alexandre de Chancourtois.
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Rysunek 8.  Sruba telluryczna de Chancourtois
Figure 8. Telluric Screw by de Chancourtois

Kolejnym uczonym zajmujacym si¢ okresowos$cia wilasciwosci pierwiastkow
byt Anglik, John Newlands. Zaobserwowal on, ze pierwiastki mozna utozy¢ w taki
sposob, ze co 6smy ma podobne wlasciwosci. Jak wiemy, jest to prawdziwe w dwéch
okresach: drugim i trzecim. W analogii do muzyki nazwal to odkrycie prawem
oktaw. Ze wzgledu na fakt, ze nie byl on zbyt dobrze znany w dwczesnym $wiecie
naukowym, zignorowano t¢ informacje, ironicznie sugerujac ulozenie pierwiastkow
alfabetycznie.

Rysunek 9.  Prawo oktaw Newlandsa
Figure 9. The law of octaves by Newlands

Anglik William Olding zawarl w swojej tablicy az 57 pierwiastkow i pozostawil
kilka pustych miejsc dla pierwiastkow jeszcze nieodkrytych. Jak wiadomo, to ostat-
nie przypisuje sie najczesciej jedynie Mendelejewowi [2].

Wsréd odkrywcow prawa okresowosci niewatpliwie najbardziej ekstra-
waganckg wyobraznig odznaczal si¢ Gustavus Hinrichs, Dunczyk mieszkajacy
w Stanach Zjednoczonych [2]. Ulozyl on pierwiastki tworzgce dzisiejsze grupy na
prostych w postaci szprych kola. Nalezy podkresli¢, ze juz Hinrichs zauwazyl, ze
chociaz tellur jest ciezszy od jodu, nalezy ze wzgledu na wtasciwosci umiesci¢ go
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wsrod tlenowcow. Jednak to przestawienie pierwiastkéw réwniez przypisuje sie
Mendelejewowi.

Rysunek 10. Uktad okresowy Hinrichsa
Figure 10.  Periodic system by Hinrichs

Kolejnym odkrywcg byl niemiecki chemik, Julius Lothar Meyer. Jego tablica
bardzo przypomina ukfad Dymitra Mendelejewa, a pojawienie si¢ obu uktadéw
dzielilo jedynie kilka miesi¢cy. Lothar Meyer opart analize pierwiastkow na wlasci-
wosciach fizykochemicznych, takich jak na przyklad, objetos¢ atomowa (iloraz
masy i gestosci) czy temperatura topnienia. Pierwiastki podobne ukfadaty si¢ na
krzywych w miejscach ekstremalnych. Lothar Meyer pozostawil w swojej tablicy
réwniez puste miejsca dla pierwiastkéw nieodkrytych oraz zamienil polozenie tel-
luru i jodu.

Dlaczego wobec tego pamietamy przede wszystkim uklad okresowy jako dzieto
Mendelejewa, ostatniego z odkrywcow? Jak zauwazyl Eric Scerri, amerykanski
historyk i filozof chemii, uktad okresowy, ktdry zaproponowal w 1869 roku Dymitr
Mendelejew, mial najwieksze znaczenie, gdyz wyrdznial sie sposrdéd pozostatych
swojg glebig. Mendelejew nadal mu podstawy filozoficzne, nawigzujac do pojecia
pierwiastka podanego przez Arystotelesa. Wedlug tego ostatniego istota pierwiast-
kow byta abstrakcyjna. U Mendelejewa istota pierwiastka nie ulegafa zatarciu nawet
w jego polaczeniach z innymi pierwiastkami a znakiem, ,,odciskiem” materialnym
danego pierwiastka w zwigzku byla jego masa. Tak wiec w HgO nie ma rteci, bo jest
to zwigzek dwoch pierwiastkow, ale pozostaje istota rteci (pierwiastek abstrakeyjny,
nieobserwowalny). Sladem materialnym jest masa atomowa rteci w tym zwigzku.
Rozwazania nad abstrakcyjnoscia pierwiastkow byly dla Mendelejewa wazniejsze
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od dowodéw eksperymentalnych, gdyz pozwolily mu bez wahania uzna¢, ze uktad
okresowy dotyczy pierwiastkow abstrakcyjnych, a zatem mozna na przyklad posta-
wic tellur przed jodem.

Dzisiejszy uklad oparty na liczbie porzadkowej jako podstawie systematyki
wyjasnia m.in. przyczyne umieszczenia telluru przed jodem i kobaltu przed niklem.
Jednak aby to si¢ dokonalo, potrzeba bylto wiele sukceséw fizyki i chemii z konca
XIX i poczatku XX wieku, takich jak m.in. odkrycie elektronu czy zlozonosci
(podzielno$ci) atomu, izotopoéw, powstanie teorii kwantowej atomu oraz zakazu
Pauliego. Do tej pory nie ma jednak zgody pomiedzy fizykami a chemikami m.in.
w sprawie umieszczenia wodoru i helu. Wodér tworzy jony jednododatnie - tak jak
litowce, ale i jednoujemne - jak chlorowce. Byly réwniez propozycje umieszczenia
wodoru nad weglem ze wzgledu na podobne (w polowie) zapelnienie powtoki. Hel
ze wzgledu na konfiguracje 1s” jest dla fizykéw berylowcem (Rys. 11), co jest nie do
przyjecia dla chemikéw, gdyz jest to pierwiastek o wlasciwo$ciach gazu szlachet-
nego. Z tego powodu czesto wybiera sie dla tych pierwiastkow miejsce ponad zwartg
czescig uktadu.

Rysunek 11. Lewostopniowa tablica Janeta z umieszczonymi wodorem i helem w grupach odpowiednio litow-
cow i berylowcow

Figure 11.  Left-step table by Janet with hydrogen and helium in the alkali metal and alkaline earth metal
groups, respectively

Innym przykladem dyskusji nad umiejscowieniem pierwiastkow w ukladzie
okresowym jest grupa trzecia, w ktorej w wiekszosci tablic kolejnos¢ jest zgodna
z zaleceniami UPAC, czyli Sc, Y, La, Ac. Jednak, jak si¢ okazuje, lutet (Lu) i lorens
(Lr) posiadajg konfiguracje elektronowa nf'“nd'ns’, czyli sa de facto pierwiastkami
d-elektronowymi. Jesli konsekwentnie uklad okresowy jest utozony wedtug konfigu-
racji elektronowej, lutet i lorens powinny by¢ umieszczone w grupie trzeciej ukladu
jako ciezsze analogi skandu i itru. Fragment dtugiej formy tablicy oraz tablice sred-
niodlugg z prawidlowym umieszczeniem pierwiastkow grupy trzeciej podano na
Rysunku 12.
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Rysunek 12. Forma $redniodtuga tablicy ukladu okresowego z prawidlowo umieszczonymi pierwiastkami
grupy skandowcow
Figure 12.  Medium-long form of periodic table with correctly placed elements for scandium group

Czy wobec tego istnieje idealny ukiad okresowy akceptowany przez wszyst-
kich? Jesli prawo okresowosci istnieje i wyraza si¢ w obiektywnym usytuowaniu
pierwiastkow, to powinna by¢ jedna klasyfikacja periodyczna. Jak dotad takiej nie
znaleziono, cho¢ badania ukladu nadal trwaja.

2. OD PIKO- DO NANOPERIODYCZNOSCI

Utworzenie ,,starego” ukladu bylo efektem pracy wielu uczonych. Powstawat
on stopniowo w ciggu kilkudziesieciu lat, przede wszystkim dzigki badaczom, kto-
rych nazywamy dzisiaj prekursorami (Prout, Débereiner, Gmelin) oraz szesciu rze-
czywistym odkrywcom (Chancourtois, Newlands, Olding, Hinrichs, Lothar Meyer
i Mendelejew) [2]. Chociaz mineto prawie 150 lat od jego powstania, dyskusja nad
tradycyjnym ukladem okresowym wciaz trwa. Jednoczesnie istnieje $wiadomos¢
potrzeby uporzadkowania lawinowo rosnacej ilosci nowo zsyntezowanych form
nanometrycznych (10~ m). Obiekty te, chociaz powstale z atoméw, czyli form piko-
metrycznych (1072 m), réznig sie znaczaco od nich wiasciwosciami. Fulereny sg
dobitnym przyktadem, ze klastery weglowe to rzeczywiscie co$ innego niz diament
czy grafit. Stad niezbedne jest znalezienie nowego paradygmatu, czyli zbioru pojeé
tworzacych podstawy nauki dla form o rozmiarach nano. Bedzie on uporzadko-
wanym sposobem widzenia $wiata w skali nanometrycznej podobnie jak tablica
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Mendelejewa dla wielko$ci atomowych. Taki paradygmat pozwolitby dziata¢ celowo
przez projektowanie zwigzkéw dla konkretnych potrzeb.

W ostatnich dziesiecioleciach duzy postep nastgpil w dziedzinie nauki o kla-
sterach, czyli grupach atomoéw o wielko$ciach nano potaczonych bezposrednio ze
sobg i tworzacych pewna forme zamknietg materii (nazwe ,klaster” zaproponowat
wybitny chemik amerykanski, Albert Cotton). Czy istnieje szansa na uklad okre-
sowy dla takich klasteréw, przewidujacy a priori ich wlasciwosci? Jak go poszukiwa¢
i czy historia odkrycia ukladu okresowego dla atomdéw pierwiastkdw moze nam
w tym pomoc?

2.1. SUPERATOMY NASLADUJA PIERWIASTKI UKEADU MENDELEJEWA.
LICZENIE ATOMOW I ELEKTRONOW

Za pierwszy krok w tym kierunku mozna uzna¢ fascynujgce odkrycie podobien-
stwa wlasciwoséci pewnych klasteréw do atomoéw pierwiastkow tradycyjnej tablicy.
Klaster zsyntezowany przez cztowieka posiadajacy cechy atomoéw pierwiastkow kla-
sycznego ukladu okresowego, czyli majacy wlasciwos¢ ich nasladowania, nazwany
zostal sztucznym atomem badz superatomem. Nazwe ta zaproponowali Castleman
i Khanna [3]. Superatomy to jednostkowe bloki budulcowe poszukiwanego nowego
ukltadu okresowego, podobnie jak atomy to bloki budulcowe pierwiastkow tablicy
Mendelejewa. Nasladowanie wla$ciwosci tradycyjnych atomdéw oznacza, ze musi
istnie¢ hierarchia przekazu informacji od poziomu pikoskali do nanoskali i dalej,
czyli: jadro > poziom atomowy (elektrony) - czasteczka - skala subnano - nano >
mikro - makro.

Otrzymano juz klastery o wlasciwosciach helowcéw, chlorowcéw, berylowcow
czy litowcow (tab. 1). To, co byto marzeniem alchemikoéw, czyli transformacje pier-
wiastkow, realizowane jest we wspodtczesnych laboratoriach.

Tabela 1. Przyktady czasteczek dwuatomowych oraz klasteréw nasladujacych wlasciwosci pojedynczych
atomow, jonow i prostych zwigzkow
Table 1. Examples of the diatomic molecules and clusters mimicking properties of single atoms, ions and

simple compounds

Forma dwuatomowa Nasladowany atom (jon) Klaster Nas'(lja(:l:v;ﬁg:)t om

ZrO Pd ALC SiC

ZrO" Pd* ALO™ CO

ZrO” Pd VNa, Mn

we Pt VNa, Mn

wC Pt Al, berylowce
TiO™ Ni- Al chlorowce
MoC” Ru” Al gazy szlachetne
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Forma dwuatomowa Nasladowany atom (jon) Klaster Nasl?dowany atom
(jon, grupa)
Ag, metale alkaliczne
Cu, metale alkaliczne

Jak sie okazalo, w poszukiwaniu ukladu okresowego dla §wiata nano, podobnie
jak to miato miejsce w klasycznym ukladzie, wazne s mate kroki. Jednym z nich
byto znalezienie korelacji wlasciwosci pomiedzy izoelektronowym atomem pier-
wiastka i czgsteczkg innego pierwiastka (Tab. 1). Badania widm fotoelektronowych
ujemnie naladowanych metali Ni', Pd’, Pt oraz izoelektronowych form czasteczek
dwuatomowych wykazaly, ze czasteczki otrzymane w plazmie moga nasladowac
atomy pierwiastkow. Przez wnikliwg analize widm fotoelektronowych autorzy roz-
szerzyli ten wniosek na superatomy (klastery) [4].

Dwuatomowe czasteczki ZrO, WC, TiO czy MoC sg izowalencyjne odpowied-
nio z Pd, Pt, Nii Ru (Tab. 1). Na przyktad okazalo sig, ze ilo§¢ energii potrzebna do
usunigcia elektronu z TiO, zwigzku o sumarycznej liczbie 10 elektronéw walencyj-
nych (4 elektrony tytanu + 6 elektronéw tlenu), jest taka sama jak ilo$¢ potrzebna do
usuniecia elektronu z atomu niklu, ktéry posiada réwniez 10 elektronéw walencyj-
nych (8 elektronéw d i 2 elektrony s).

Kolejnym przykladem efektu nasladowania cech pierwiastkdw przez izowalen-
cyjne formy dwuatomowe jest reakcja palladu oraz ZrO z propanem [5].

Rysunek 13.  Fragment rysunku widm spektometrii mas kationu palladowego i tlenku cyrkonu powstalych
in situ w reakcjach z propanem. Oprac. na podstawie [5]

Figure 13. A fragment of the image of the mass spectrometry spectra of a palladium cation and zirconium
oxide formed in situ in the reaction of propane; the drawing based on [5]

Powstate formy ZrO" i Pd" utworzone in situ w fazie gazowej (mieszanina
tlenu i helu) z odparowanego metalicznego cyrkonu i palladu reaguja z propanem
dajagc podobne widmo masowe. To sugeruje podobienstwo struktur elektronowych
i whasciwosci katalitycznych [5]. Cyrkon ma konfiguracje [Kr] 5s°4d’, a pallad [Kr]
5s5’4d’. Temu pierwszemu brakuje do konfiguracji powloki walencyjnej palladu
6 elektrondw. Wprowadzenie w miejsce cyrkonu tlenku cyrkonu ZrO (konf. tlenu
[He] 2s°2p"), dostarcza brakujace 6 elektronéw. W ten sposéb zastapimy pallad
znacznie (500-krotnie) tanszym zwigzkiem (naturalnie przy zalozeniu, ze odpo-
wiedni klaster zlozony z ZrO rzeczywiscie bedzie nasladowal pallad). Patrzagc na
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tradycyjny uklad okresowy, mozna przewidzie¢, jaka kombinacja atoméw (elek-
tronéw) w klasterze bedzie nasladowa¢ inne atomy pierwiastkow. W ten sposob
mozna zrobi¢ krok w kierunku ,,przewidywalnos$ci’, czyli najwazniejszego atrybutu
starego ukfadu. Obliczajac ilosci elektrondéw, mozna bedzie zaprojektowaé klaster
o konkretnych wlasciwosciach pierwiastka z tablicy Mendelejewa przez wybor jego
wielkosci, sktadu i fadunku.

Jak wspomniano, liczac elektrony walencyjne, mozna przewidzie¢, jakie ich
kombinacje dadzg klaster o wybranych wiasciwo$ciach. Platyna jest bardzo droga,
a my jezdzimy samochodami z katalizatorami platynowymi, ktdre przyspieszajg
reakcje toksycznych spalin samochodowych (CO, CH, czy NO,) do produktéw
mniej ucigzliwych dla $rodowiska (CO,, N, czy H,0). Gdyby zamiast platyny mozna
byto zastosowa¢ klaster weglika wolframu (Tab. 1), oszczednosci bytyby znaczne.

Metoda spektroskopii fotoelektronowej stwierdzono, ze ilo§¢ energii wyma-
gana do usunigcia elektronéw z wspomnianej wczesniej czasteczki TiO jest taka
sama jak ta wymagana dla izowalencyjnego Ni. To samo dotyczy ZrO i Pd, WC
i Pt. Tak wiec przyszte formy klasterowe zlozone z TiO, ZrO i WC powinny by¢
superatomami nasladujacymi ,tradycyjne” pierwiastki - odpowiednio Ni, Pd i Pt,
czyli ich mimetykami. Jak wspomniano, odkrycie nasladowania wlasciwosci trady-
cyjnych pierwiastkow przez superatomy moze w przysztosci prowadzi¢ do znacznie
tanszych materialéw majacych wielorakie zastosowanie, np. jako nowe zrédla ener-
gii, bardziej efektywne metody usuwania zanieczyszczen srodowiska czy jako kata-
lizatory. Jak wykazano, klastery beda mogly zastepowac bardzo drogie, a potrzebne
pierwiastki tradycyjnego ukladu okresowego. Ta wspolczesna alchemia reprezentuje
bardzo praktyczng ide¢ ekonomiczna, czyli zastgpienie drogiego materiatu tanim.

Inng formga obliczania ilosci elektronéw w tradycyjnych atomach, prowadzaca
do otrzymywania trwalych ukladow, jest funkcjonujaca w nauce reguta oktetu [6].
Glosi ona, ze atomy lgczg sie¢ w zwigzki w ten sposob, zeby kazdy z nich dyspono-
wal 8 elektronami na ostatniej powtoce. W efekcie kazdy z nich, na przyktad NaCl
o budowie jonowej (Na" i Cl), przybiera konfiguracje gazu szlachetnego, ktérego
- jak wiadomo - cechuje wyjatkowa trwalos¢. W ostatniej dekadzie okazalo sig, ze
mozna otrzymac superchlorowce, na przyktad NaCl, o powinowactwie elektrono-
wym silniejszym niz chlor (Cl = 3,7 J/mol), jeden z najbardziej elektroujemnych
pierwiastkow. Co wigcej, przez zamiane sodu na metal przej$ciowy, a chloru na H,
O, CN otrzymuje si¢ formy chemiczne o jeszcze silniejszym powinowactwie elek-
tronowym, np MnO,. Jak wida¢ (Rys. 14), istnieja superhalogeny niezawierajace
metalu ani halogenkéw, na przyklad BO, (powinowactwo elektronowe 4,3 J/mol).
Dodajac jon metalu np. zlota do superchlorowca BO, otrzymuje si¢ Au(BO,) , czyli
hiperhalogeny, formy nawet bardziej elektroujemne niz superhalogeny (Rys. 14).
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Rysunek 14. Powinowactwo elektronowe [J/mol] hiperhalogenu Au(BO,), jako funkcja n. Dla poréwnania po-
kazano réwniez powinowactwo superhalogenu (BO,) oraz halogenu (Cl). Oprac. na podstawie [6]

Figure 14.  Electronic affinity [J/mole] of [Au(BO,), ] hyperhalogen as a function of n. Affinity of (BO,)
superhalogen, and (Cl) halogen were shown for comparison. Based on [6]

Tak wiec do rodziny superchlorowcéw moga dotaczy¢ klastery, ktorych wzory
chemiczne niewiele maja wspdlnego z pierwiastkami grupy 17 (Rys. 14).

Rysunek 15. Fragment tablicy Mendelejewa z grupa superhalogenéw. Oprac. na podstawie [6]
Figure 15.  Fragment of the Mendeleev table with a group of superhalogen. Based on [6]

Innym przykladem, w ktérych obowiazuje obliczanie elektrondw, jest tzw.
regula 18 elektronéw. Wedlug niej uklady zawierajace w sumie 18 elektronow
walencyjnych sa trwale. Reguta ta zwana regula gazu szlachetnego, sprawdza si¢
przede wszystkim dla karbonylkéw metali, na przyktad Mo(CO), i zwigzkéw meta-
loorganicznych, czego przykladem jest Cr(C H,),.Obowigzuje ona réwniez w pew-
nych klasterach, na przyktad TaAu,,, WAu,,,WSi, ,, CrSi,, czy w formach powsta-
tych poprzez zamknigcie metalu przej$ciowego w klasterze np. Ti@Si .. Klastery
krzemowe i germanowe zawierajace metale przejSciowe moga znalez¢ zastosowanie
w elektronice.
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W przewidywaniu struktur klasteréw z niedoborem elektrondw, takich jak
borany, ale réwniez glinowodory, znalazly zastosowanie reguty Wadea-Mingosa
[7]. Reguly te pozwalajg przewidywac strukture klastera przez obliczanie elektro-
néw wigzan w jego ,szkielecie” [7]. Na przyklad Al H, - glinowodér spetniajacy
te reguly tworzy bardzo trwaly klaster i podejmowane s3 proby zastosowania tego
zwigzku jako materialu do przechowania wodoru [6].

2.2. PARAMETRY KRYTYCZNE SUPERATOMOW

Poszukiwanie nowego ukladu okresowego wiaze si¢ ze znalezieniem tzw. para-
metrow krytycznych (zmiennych) okreslajacych superatomy. Na podstawie obszer-
nego materialu dos§wiadczalnego stwierdzono, ze wlasciwosci klastera zalezg od sze-
$ciu zmiennych. Sg to: 1) rozmiar, 2) ksztalt, 3) chemia powierzchni, 4) sztywnos¢/
gietko$¢, 5) architektura, 6) sklad chemiczny [8].

Znaczy to, ze wlasciwoéci klastera zmieniajg si¢ okresowo i sa zalezne od
powyzszych parametréow. Ponadto nalezy pamigtaé, ze klastery maja wiecej para-
metréw zmiennych niz atomy, gdyz maja dwie skale dlugos$ci: wewngtrzklasterowg
i miedzyklasterowa.

Tak wigc superatomy jako znacznie bardziej skomplikowane uktady niz atomy
skali pikometrycznej moga wykazywac zaskakujace wlasciwosci. Przykltadowo mate
klastery zlota z zewnetrzng warstwa metalu zwigzang z glutationem [Au, (GSH) ]
wykazuja interesujace wilasciwosci emisyjne [9]. By¢ moze najbardziej spektaku-
larng cechg takich klasterdw jest ta, ze wlasciwosci materiatéw zalezg od ich rozmia-
réw w nanoskali. Na przyktad temperatura topnienia, fluorescencja, przewodnictwo
elektryczne, magnetyzm czy reaktywno$¢ sg funkcjami wielkoéci form nano.

Przyktadem zaleznosci wlasciwosci od wielkosci klastera jest temperatura top-
nienia klasteréw zlota (Rys. 16).
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Rysunek 16. Temperatury topnienia klasterow ztota jako funkcja ich wielkoséci. Oprac. na podstawie [8]
Figure 16.  Melting temperature of gold clusters as a function of their size. Based on [8]

Jak mozna zauwazy¢, w malych klasterach zlota zaleznosci sg wyrazniej zazna-
czone. Od wielkosci klastera zlota zalezy réwniez cytotoksycznos¢ — inna wazna
wlasciwo$¢ materii. Jest ona duza dla matych klasterow zlota, niewielka albo zadna
dla klasterow wigkszych [10]. W tym miejscu warto zacytowac stowa A.S. Edding-
tona: ,,SadziliSmy, ze skoro znamy jeden, znamy i dwa, poniewaz jeden i jeden to
dwa. Teraz widzimy, ze musimy dowiedzie¢ si¢ wiele na temat »i«”.

Reasumujac, zaobserwowano , Ze materia w skali nanometrycznej moze
powiela¢ zachowania atomoéw pierwiastkow tradycyjnego ukladu okresowego, co
doprowadzilo do przyjecia wniosku, Ze istnieje hierarchia informacji przekazywana
poczawszy od jadra atomowego przez powtoki elektronowe atoméw az do ukladow
nanometrycznych i (prawdopodobnie) wyzej [8].

Wydawalo sie, ze dobrym pomystem ilustrujacym owo nasladownictwo bedzie
utworzenie trzeciego wymiaru tablicy ukladu okresowego, w ktorym nowa os bedzie
zawiera¢ odpowiednie klastery (Rys. 151 17).
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Rysunek 17. Uklad okresowy, w ktérym trzeci wymiar ilustruje mimetyczne wladciwosci klasteréw w stosunku
do tradycyjnych atomoéw pierwiastkow

Figure 17.  The periodic table in which the third dimension illustrates the mimetic properties of clusters
towards traditional elements

Ponadto procz nasladowania wlasciwos$ci znaleziono sze$¢ parametréw zmien-
nych (krytycznych) okreslajacych formy nano. Wiaze si¢ to z faktem, ze w klaste-
rach, oprocz ich wewnetrznej budowy (konfiguracje elektronowe poszczegélnych
atomow), istniejg rowniez oddzialywania miedzyatomowe.

2.3. BUDOWA POWEOKOWA KLASTEROW. MODEL JELLIUM. LICZBY MAGICZNE

Kolejnym waznym krokiem prowadzacym do konstrukeji uktadu okresowego
dla form nanometrycznych jest obserwacja, ze w analogii do powtok jadrowych
czy elektronowych w atomach réwniez klastery posiadaja budowe powlokowa. Jak
mozna zauwazy¢, materia organizuje si¢ w pewnym porzadku, przez tworzenie tzw.
blokéw budulcowych - w przypadku materii subatomowej sa to nukleony (protony
i neutrony), natomiast w atomach organizacja przebiega przez dodanie kolejnych
elektronéw w powloce az do jej wypelnienia.

Atomy, czyli bloki budulcowe chemii ciala stalego, wpisuja sie w tradycyjny
uklad okresowy ilustrujacy prawo okresowosci. Klastery mozna uzna¢ za forme
posrednia pomiedzy atomami a materialem makroskopowym [8]. Jak sie okazalo,
trwalo$¢ superatomow jest zréznicowana. Pewne klastery sa trwalsze, mniej reak-
tywne, trudniejsze do utlenienia niz inne klastery.

Okazuje si¢ réwniez, ze podobnie jak dla skali atomowej, klasterom, czyli blo-
kom budulcowym nanoskali, mozna przypisaé tzw. liczby magiczne atoméw czy
elektronow. Jak wiadomo, liczby magiczne nukleonéw w jadrze atomowym to 2,
8, 28, 50, 82, 126, a elektronéw w powlokach to 2, 10, 18, 36, 54. Jak stwierdzono,
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klastery o liczbach magicznych atoméw i/lub elektronéw 2, 8, 18, 20, 40... posiadaja
wyjatkowa trwalos¢ [11]. Liczby te odpowiadajg zamknietym powlokom klastera.
Tak wigc ,klastery magiczne” powstajg przez wypelnienie powlok elektronowych,
atomowych lub jednych i drugich w danym klasterze. W zrozumieniu wtasciwosci
klasteréw pomogta obserwacja klasteréw glinu. Okazalo si¢, ze klaster ztozony z 13
atomow glinu (Al = ilo$¢ elektronéw walencyjnych: 13 x 3 = 39) byl reaktywny
w stosunku do tlenu, natomiast klaster Al', (liczba elektronéw 40) byl niereaktywny.
Liczba elektronéw walencyjnych jest wigc wazng wskazéwka w przewidywaniu
trwalosci klastera.

W celu opisu klasterow pod katem wyjasnienia ich zréznicowanych wtasci-
wosci Knight i wspotpracownicy [12] zaproponowali tzw. model ,,jellium” (zelka).
Model ten dobrze opisuje wlasciwosci matych klasteréw ztozonych z 2-100 atomoéw.
Na podstawie tego modelu udalo si¢ wyjasnic¢ i zrozumie¢ wiele czynnikéw, ktore
rzadza wlasciwosciami klasterow. W modelu ,,jellium” fadunek dodatni jondw jest
réwnomiernie rozlozony, tzn. wykazuje jednakowa gestos¢, a elektrony obsadzajg
orbitale w kolejno$ci podanej na Rysunku 18. Regula ,jellium” glosi, ze warunkiem
zwigkszonej trwato$ci klastera sa zamkniete powloki elektronowe (liczby magiczne).
Regula ta bazujgca na modelu ,,jellium’, potwierdzona zaréwno eksperymentalnie,
jak i teoretycznie, dotyczy fazy gazowej malych klasteréw. Ponadto zaklada istnienie
sferycznych powlok elektronowych (Rys. 18).

Rysunek 18. Kolejno$¢ powlok w atomie (a) i klasterze (b) wg modelu ,,jellium”. Oprac. na podstawie 3]
Figure 18. The order of shells in an atom (a) and cluster (b) according to the ,,jellium” model. Based on [3]

Przykladem funkcjonowania modelu ,jellium” jest poréwnanie chloru oraz
jonu chlorkowego z klasterami odpowiednio Al , oraz Al (Rys. 19).
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Rysunek 19. a) Atom chloru (17 elektron6w) i nasladujacy jego whasciwosci klaster glinu Al , (39 elektronéw)
oba o konfiguracji s’p’; b) bardzo trwale formy chemiczne: jon chlorkowy CI” i anion klastera
glinu Al ; o liczbach magicznych elektronéw odpowiednio Cl” (18-konfiguracja argonu) oraz kla-
stera (39 elektronéw + 1). Oprac. na podstawie [13]

Figure 19. a) Chlorine atom (17 electrons) and mimicking its properties aluminium cluster Al , (39 elec-
trons) both of s’p’ configuration; b) very stable chemical forms: chlorine anion Cl (18-argon atom
configuration) and magic aluminium cluster anion (39 + 1 electrons). Based on [13]

Zatem w modelu ,jellium” (,,zelka”) — podobnie jak w przypadku atomu pier-
wiastka w tablicy Mendelejewa — nawigzuje si¢ do konfiguracji i powtok elektrono-
wych. Juz od poczatku XX wieku wiadomo, ze atom kazdego pierwiastka ma unika-
towy zestaw skladnikéw jadra (protondéw i neutronéw) oraz elektronéw. Na zasadzie
analogii przewiduje si¢, Ze kazdy nanomaterial bedzie miat swéj zbior parametréow
krytycznych , a pewne uktady o liczbach magicznych elektronéw i/lub atoméw beda
trwalsze od innych.

Jak wspomniano wcze$niej, model ten funkcjonuje dla matych klasteréw. Dla
duzych klasterow (1500-22 000) preferowany jest opis budowy zwigzkéw modelem
rdzen-powloka o symetrii ikosaedru i kubooktaedru (Rys. 20, zobacz takze Rys. 16 ).
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ikosaedr kubooktaedr

Rysunek 20. Budowa duzych klasteréw nie opisywanych modelem ,,jellium”
Figure 20. Structure of large clusters not described with ,jellium” model

Swiadczy to o tym, ze wraz ze wzrostem klastera kolejny dodany atom powo-
duje dynamiczne zmiany prowadzace w efekcie do transformacji strukturalne;j.
Okazuje sig, ze klastery moga by¢ réwniez stabilizowane przez ligandy (vide infra).
Zalezy to zaré6wno od liczby liganddéw, jak i wielkosci rdzenia metalicznego klastera.
Moze zdarzy¢ si¢ rowniez tak, ze jesli liczba elektrondw walencyjnych nie odpo-
wiada zamknietej powloce elektronowej, to czes$¢ elektronéw moze by¢ zuzyta do
tworzenia wigzan kowalencyjnych z ligandem i w ten sposdb calos¢ bedzie miata
magiczng liczbe elektronéw. Na przyklad w klasterze Al, Cp*, (gdzie Cp¥, pentame-
tylocyklopentadienyl) (Rys. 21) tylko 38 atomdw glinu tworzy rdzen, a zewnetrzna
powloka zfozona jest z 12 atoméw glinu zwigzanych z ligandem organicznym. Tak
wiec Al Cp*, = AL (AICp*) , [14].

Rysunek 21.  Struktura klastera Al, Cp* ,. Oprac. na podstawie [14]
Figure 21.  Structure of Al, Cp* , cluster (Cp*- cyclopentadienyl). Based on [14]
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Ilo$¢ elektronéw glinu w calym klasterze Al Cp*, (38 x 3 + 12 x 2) = 138
jest liczbg magiczng. Takze w innych klasterach np. Al H wartosci n i m moga sie
zmienia¢ az do osiagniecia trwalych ukladéw. Jak podano wczeéniej, wieksza trwa-
to$¢ klasterom zapewniajg ligandy. Te ,,pokryte” ligandami klastery w wiekszosci
przypadkow zachowuja strukture taka jak w fazie gazowej. Ogoélnie rzecz ujmujac,
wspolng cechg tych modeli jest zaleznos$¢ trwalosci od liczb magicznych elektrondw,
atomow badz jednych i drugich.

2.4. REAKTYWNOSC SUPERATOMOW

Su w 2013 roku badal teoretycznie seri¢ superatoméw o wzorze ogoélnym
[ALX]"", gdzie X oznaczalo kolejno badane wszystkie halogenki [15]. Natomiast
Huang wraz z innymi [16], analizujagc uktad AL, odkryl, ze mozna zsyntezowac
zwiazki z pierwsza grupg pierwiastkow klasycznego ukiadu okresowego o wzorze
ogdélnym MAL (M-Li, Na, K). Okazuje sig, ze wigzanie M-Al jest silne i ma charakter
wigzania kowalencyjnego. Znaleziono, ze najtrwalszy jest klaster NaAl , gdyz inne
maja tendencje do polimeryzacji. Ponadto stwierdzono, ze NaAl jest dobrym kandy-
datem na material w optyce nieliniowej. AL, posiada konfiguracje 1S°1P°1D"252P".
W zwigzkach MAL najbardziej zewnetrzny elektron s potasowca moze by¢ prze-
niesiony do klastera. Przez umieszczanie metalu alkalicznego w réznych miejscach
zbadano geometrie MAL i otrzymano kilka wariantéw geometrycznych (Rys. 22).

Rysunek 22.  Modele struktur obliczonych teoretycznie dla uktadéw MAL (M- metal alkaliczny) (a-d) oraz dla
poréwnania klaster Al . Ciemna kulka przedstawia metal alkaliczny. Oprac. na podstawie ref. [16]

Figure 22. Models of calculated MAL (M-alkali metal) structures (a-d). Al, cluster for comparison. Dark ball
represents alkali metal. Based on [16])

Wprawdzie réznice energetyczne tych wieloscianéw sg niewielkie, jednak auto-
rzy wybrali model a) jako najbardziej prawdopodobny. Wynika to stad, ze chociaz
klastery glinowe majg tendencje do agregacji, to spos$rdd pokazanych na Rysunku 22
najmniejsza taka tendencje wykazuje NaAl. Poczynione obliczenia wykazaly, ze
sposrod badanych litowcow orbital 3s sodu jest najbardziej podobny energetycz-
nie do Al, co prowadzi do ich lepszego nakladania, a przez to mniejszej agregacji
klasteréw. Co wiecej, stwierdzono, Ze pierwsza hiperpolaryzowalnos¢ 3, (warto$¢
wspolczynnika beta zero) jest najnizsza dla NaAl, co wskazuje, ze NaAl moze by¢
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blokiem budulcowym do konstrukcji materiatéw w optyce nieliniowej. ZwiazKki te sa
trwate w temperaturze do 300 K.

Latwo zauwazy¢, ze podobnie jak w chemii atoméw, ktore tworzg czgsteczki,
tak i klastery reagujg ze soba, dajgc czasteczki superatomowe. Co wiecej, w ana-
logii do tradycyjnych atomoéw reaktywnos$¢ superatoméw jest oparta na zdolnosci
delokalizacji elektronéw i tworzeniu tzw. orbitali superatomowych. Kolejnos¢ ich
zapelniania wyglada nastepujgco: 1S°, 1P°, 1D", 2%, 1F"...

Zbadano, ze klastery superalkaliczne [Cu,]™ i [Ag,]", nasladujgce alkalia (Cu
i Ag maja konfiguracje d'%4s' czyli podobnie jak litowce posiadajg jeden elektron
wigcej niz zamknieta powloka), reaguja w fazie gazowej z chlorem wedlug mechani-
zmu harpunowego, czyli przerzucajac elektron na chlor i tworzac inny klaster:

[Cu,]” + Cl, = [Cu,Cl]” + Cl, czyli tak, jak alkalia: K + Br, = KBr + Br [17].

Reasumujac, fascynujace w klasterach jest to, ze posiadajac pewien okreslony
sktad chemiczny, zachowuja sie jak tradycyjne atomy pikoskali. W takim przypadku
ich wlasciwosci fizykochemiczne, chemia powierzchni i liczby magiczne moga
nasladowa¢ rézne grupy tradycyjnego uktadu okresowego, np. gazy szlachetne,
metale alkaliczne, metale ziem alkalicznych, halogeny, fosfor. Nalezy doda¢, ze
podobne wlasciwosci zauwazono dla okreslonych zwigzkow organicznych, na przy-
kiad nanodendrymeroéw (vide infra).

Jak to bywa w nauce, zaprojektowane metodami teoretycznymi i zrealizowane
eksperymentalnie klastery spowodowaly powstanie nowych pytan. Na przykfad jak
mozna wkomponowa¢ klastery nasladujgce chlorowce w tradycyjny dwuwymia-
rowy uklad okresowy, gdy jest ich znacznie wigcej od tych ostatnich. Nie wiemy
ponadto, gdzie w hierarchii superatoméw postawic fulleren C,. Jaki atom z klasycz-
nego ukladu on nasladuje? W stanie stalym fullereny sa stabo powiazane, tak jak
gazy szlachetne, ale w przeciwienstwie do tych ostatnich - sg reaktywne.

3. PROBY KLASYFIKACJI SUPERATOMOW

Jedna z pierwszych prob uporzadkowania lawinowo rosnacej liczby zsynte-
zowanych superatomow jest ich podziat na specjalne oraz ogélne [13], co mozna
okresli¢ réwniez jako superatomy proste i zlozone. Superatomy specjalne (proste)
s3 to trwale klastery metaliczne opisywane modelem ,,jellium”. Superatomy ogdlne
(zlozone) to te dotowane niemetalem lub stabilizowane ligandem.

3.1. KLASTERY SPECJALNE (WYJATKOWE, PROSTE)
Superatomy specjalne to klastery atomdéw metali, ktdre w zaleznosci od liczby

elektronéw walencyjnych nasladujg poszczegdlne grupy tradycyjnego ukltadu okre-
sowego: 1. superatomowe gazy szlachetne (gr. 18); 2. superhalogeny (gr. 17); 3. super-
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alkalia (gr. 1); 4. supermetale ziem alkalicznych (gr. 2); 5. superatomy magnetyczne
- grupy pierwiastkow przej$ciowych.

Klastery specjalne nasladujace grupe 18 (gazy szlachetne) to na przyktad, wspo-
mniane wczesniej formy klasterowe glinu Al ; (13 x 3 + 1) o zamknietej powtoce
i liczbie magicznej 40, dobrze opisywane modelem jellium. Gazy szlachetne sa
nasladowane rowniez przez klastery heterometaliczne na przyklad te o liczbie
magicznej 20: ALMg, (5x3+2x2+ 1) i ALBi (5% 3 +5).

Superatomy, posiadajace jeden elektron wiecej niz ma zamknieta powloka,
nazywaja sie superalkaliami. Na przyklad M,O (gdzie M = Li, Na, K; 3 x 1 + 6) maja
wlasciwosci metali alkalicznych. Klastery M, O posiadajg 9 elektronéw walencyjnych
na orbitalach: 1S°1P*1P*2S', czyli tak jak w alkaliach znajduje si¢ tu ,,nadmiarowy”
elektron na podpowtoce s. Jak wspomniano, takze klastery Cu, czy Ag, (konfigu-
racja Cu [Ar]3d"4s', a Ag [Kr]4d'’5s'; 1 x 8 + 1) nasladujg whasciwosci litowcow.

Przyktadem klastera nasladujacego metale ziem alkalicznych jest Al, (14 x 3
= 42). Preferuje on +2 stopien utlenienia (liczbe elektrondéw glinu 40) czyli takze
»magiczng”

Do kategorii superatoméw specjalnych naleza réwniez superatomy magne-
tyczne. S to uklady heterometaliczne zawierajagce we wzorze przynajmniej jeden
atom metalu przej$ciowego. Mozna je réwniez opisa¢ w analogii do struktury elek-
tronowej izolowanych atomdéw zaréwno tej nisko- jak i wysokospinowe;j [8, 18].

Stwierdzono, ze klastery o wzorach Na,V, (Cs,V) i odpowiednio VNa; (VCs.)
s3 mimetyczne z manganem.

3.2. SUPERATOMY OGOLNE (UOGOLNIONE, ZLOZONE)

Do tej kategorii naleza klastery metal-niemetal, metal-ligand oraz wspo-
mniane wczeéniej klastery izowalencyjne. Moga one nasladowa¢ zaréwno pier-
wiastek, jak i zwigzek chemiczny (tab. 1). Na przyklad klaster AL C nasladuje SiC,
a AL O - CO. Przykladami klasteréw uogélnionych jest rowniez rodzina Al H_ [13]
czy Ti,C ,. Ogdlnie, grupa M,C , posiada strukture dodekaedru (dwunasto$cianu).
Formy te majg niski potencjal jonizacji, tak charakterystyczny dla metali alkalicz-
nych. Ich trwalos¢ jest wzmocniona duzg réznicg pomiedzy poziomami elektrono-
wymi HOMO-LUMO oraz niskim powinowactwem elektronowym. Ponadto czgsto
zewnetrzng powierzchnie klastera tworzg formy kompleksowe M-L (Rys. 21). Szcze-
golnie duzo przykladéw tej stabilizacji znalez¢ mozna dla klasterow ztota, gdzie
warstwe zewnetrzng stanowig kompleksy zlota z pochodnymi tioli, np. [Au,(SR),,],
[Au,,,(SR), ] [9, 19].

Wiréd klasterow ogdlnych spotyka sie rowniez bardziej skomplikowane przy-
padki, gdy zamiast pojedynczego atomu wprowadzona jest do sieci cata grupa ato-
mow, np. klaster [NijTe (PEt,),][C, |, PEt,-trietylofosfina. Klaster ten krystalizuje
w sieci typu NaCl, w ktérym C_| przyjmuje role akceptora elektronu. Czes$¢ ,,katio-
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nowa’, bogata w elektrony, ma rozmiary i ksztatty poréwnywalne z fulerenem (anio-
nem; Rys. 23) [19, 20]. Sa to znane materialy stosowane w elektronice.

Rysunek 23. Budowa klastera molekularnego [Ni, Te (PEt,),][C |, (PEt, trojetylofosfina). Oprac. na podstawie
[20]
Figure 23. Structure of [Ni,Te (PEt,),][C,,], (PEt, triethylphisphine) molecular crystal. Based on [20]

Zwiazki tego typu sa dobrymi przewodnikami elektrycznosci. Co wigcej, zmie-
niajgc cze$¢ kationowg, mozna stopniowo modyfikowac ich wlasciwosci elektryczne
i magnetyczne i w ten sposob dostosowywac je do zalozonych celow.

Tak wigc rodzina superatomow powigksza sie i powstaja nowe o coraz bardziej
skomplikowanych wzorach. Jak wspomniano wcze$niej, nowe klastery by¢ moze
zastapia cenne, rzadkie metale, np. pallad. Inng wazng $ciezkg zastosowan sg mate-
rialy do optyki nieliniowej, ktéra z kolei ma ogromne zastosowanie w elektronice.
(Optyka nieliniowa to dzial optyki obejmujacy zjawiska spowodowane dziataniami
fal o natezeniu znacznie przekraczajacym typowe zrodla. Inaczej niz w optyce linio-
wej, tu wlasciwosci optyczne osrodka zalezg od natezenia padajacego swiatta. Efek-
tem tego zjawiska jest np. generacja drugiej harmonicznej czy nieliniowa zmiana
wspoétczynnika zatamania $wiatla).

3.3. SUPERATOMY TWARDE I MIEKKIE

Tradycyjny ukltad okresowy obejmuje materie atomow, czyli jej blokéw budul-
cowych. Poszukiwany uklad okresowy dotyczy nanomaterialéw, w ktérym blokami
sg klastery. Same zbudowane z atoméw tworzg trzeci wymiar tablicy Mendelejewa
(Rys. 17). Jednakze z powodu dynamicznie rosnacego $wiata klasteréw trudno jest
fizycznie ,,upakowa¢” je ponad powierzchnig tablicy. Ponadto wszystkie rysunki
pokazuja jedynie fakt, ze klastery nasladujg pierwiastki starego ukltadu. Jest to bar-
dzo wazna cecha klaster6w, ale nie jedyna.

By¢ moze najbardziej interesujace jest to, ze, budujac nowy uklad okresowy,
mozna bedzie réwniez przewidywac wlasciwosci, a wlasnie przewidywalnos¢ jest
najwazniejszym atrybutem starego ukladu okresowego.
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Czy mozna bedzie zbudowaé podobny ukiad okresowy, czyli ,konstrukeje”
oparta na nanomaterialach systematyzujaca wiedze dotyczacg obiektow o rozmia-
rach nano?

W tym celu nanomateria podzielona zostala na dwa rodzaje: twarda, czyli zto-
zong z pierwiastkow tradycyjnego ukladu okresowego, fulereny i nanorurki, oraz
miekka, czyli zwigzki organiczne [8].

Rysunek 24. Przyklady materii twardej T (klaster glinu) i migkkiej M (dendrymer). Oba rodzaje posiadaja
okre$lone whasciwosci wynikajace z 6 parametréw krytycznych

Figure 24.  Examples of hard (aluminium cluster) and soft (dendrimer) matter. Both exhibit defined proper-
ties emerging from 6 critical parameters

Z kolei materie twardg i miekkg podzielono na kategorie, czyli dyskretne (tzn.
nieciaggle) zbiory zawierajace klastery o podobnych wlasciwosciach. Podziatu tego
dokonano wedtug takich kryteriow, jak: dobrze zdefiniowane struktura i stechiome-
tria, wlasciwos$ci nasladowania atomow i okresowos¢ wystepujacych cech. Aktualnie
znanych jest 12 takich zbioréw (kategorii), po szes¢ dla materii twardej i migkkiej,
ale w miare rozwoju nanonauki bedzie ich przybywa¢ [21]. Z grupy twardych supe-
ratomo6w (T) najdokladniej zbadane zostaly nastepujgcych kategorie:

1. Klastery metali o wlasciwosciach gazéw szlachetnych i halogenéw, metali
alkalicznych oraz metali ziem alkalicznych.

Nanokrysztaly halkogenidow, czyli siarczkow, selenkow i tellurkéw metali.
Nanokrysztaly tlenkéw metali o wlasciwosciach metali alkalicznych.
Nanoczgstki krzemionki, SiO,.

Fulereny.

Nanorurki.

Wymieniona twarda materia ma juz znaczace zastosowanie. Na przyklad
klastery metali o wielkosciach nano moga stuzy¢ jako supermagnesy, katalizatory

AN
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w fotonice oraz terapii fotodynamicznej. Chalkogenidy oraz tlenki metali wykorzy-
stywane sg jako materialy fluorescencyjne, SiO, w teranostyce, a fulereny i nanorurki
odpowiednio do zamykania (enkapsulacji) lekéw, w teranostyce i w elektronice [8]
(teranostyka to kombinacja stéw ,terapia” i , diagnostyka’, czyli zintegrowany sys-
tem, ktory diagnozuje, leczy i monitoruje).

Znamy takze sze$¢ kategorii materii migkkiej (M):

Dendrymery.
Nanolateksy.

Micelle polimerowe.
Biatka.

Powtoki biatkowe wirusa.
Kwasy nukleinowe.

Wszystkle znane kategorie superatomdéw migkkich takze maja szerokie zastoso-
wanie. Na przyklad dendrymery stosowane sg w enkapsulacji lekéw, obrazowaniu,
katalizie, fotonice. Polimery nanolateksowe i micele polimerowe stosuje si¢ w nano-
medycynie, biatka i powtoki biatkowe wirusa do zamykania lekéw w nanomedycy-
nie i katalizie, a kwasy nukleinowe do terapii genowe;.

Sposrod materii miekkiej najlepiej zbadane zostaly dendrymery (fac. dendron
— drzewo). To polimery o regularnej, rozgalezionej budowie, zbudowane z przyta-
czanych sekwencyjnie meréw (Rys. 24b). Dendrymer to twdr symetryczny orga-
nizujacy sie wokot tzw rdzenia czyli pojedynczej grupy oraz powloki wewnetrznej
i powierzchniowej (Rys. 25). Makroczgsteczki w formie dendrymeru posiadajg
strukture rdzen—powloka, ztozong z monomeréw (generacji).

AN AN e

Rysunek 25. Powstawanie kolejnych generacji (G od 0 do5) w dendrymerze
Figure 25.  The formation of the subsequent generations (G from 0 to 5) in dendrimer

Teoretycznie mozna przewidzie¢ wielko$¢ a wigc i mase dendrymeru. Ta ostat-
nia podwaja sie przy powstawaniu kolejnej generacji. Dendrymery s3 zaréwno ela-
styczne, jak i sztywne. Ich wlasciwosci zmieniaja si¢ okresowo i s3 funkcja dane;j
generacji. Czasem uwaza si¢ je za sztuczne bialka. Juz teraz stosuje sie¢ dendrymery
w biomedycynie. Mozna zobaczy¢ analogie pomiedzy pikoskalowa powtoka elektro-
nowa atomu i nanoskalowymi powlokami monomeréw (generacje). Wypelnianie
powtoki monomerowej w dendrymerze nastgpuje tak samo, jak powtoki elektrono-
wej w atomie. W obu przypadkach do calkowitego wypelnienia potrzeba elektro-
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néw dla materii twardej (T) lub monomeréw dla materii migkkiej (M) o liczbach
odpowiadajgcych liczbom magicznym. Dendrymery o niewypelnionej powloce
zewnetrznej s, podobnie jak tradycyjne atomy reaktywne, w przeciwienstwie do
tych z wypelniong powlokg zewnetrzng. W efekcie podobnie jak zbudowano kla-
syczny uklad okresowy dla pierwiastkéw oparty na liczbie porzadkowej i okre-
sach, tak mozna zbudowa¢ uklad okresowy dendrymerowy oparty na generacjach
(powtokach monomerowych), od ktérych zaleza wiasciwosci danego dendrymeru
(lepkos¢, gestos¢, powierzchnia etc.). Liczby atomowe, liczby elektrondw i masy ato-
mowe pierwiastkdw mozna odnies$¢ do liczby dendrymeru, liczby jednostek mono-
merycznych i masy czasteczkowej dendrymeru.

Z tego wynika, ze dendrymery to superatomy nasladujace tradycyjne atomy.
Naleza do grupy miekkich superatomow, gdyz posiadajg architekture podobna do
atomow tzn: rdzen, powloki oraz liczby magiczne do przewidywania wypetnienia
poszczegdlnych powltok. Podobnie jak twarde superatomy takze podlegaja kontroli
wymienionych 6 parametréw krytycznych. Co najciekawsze, moga stuzy¢ jako wzo-
rzec (templat) do otrzymania twardych superatoméw (nanoklasteréw metali), dla
utworzenia zbioru ,atom do atomu” [8,22]. Czyli migkki superatom jest matryca
(wzorcem) dla utworzenia twardego superatomu! [23]. Zamkniecie (enkapsulacja)
soli metalu przez dendrymer i redukcja jonu metalu w jego wnetrzu daje zerowarto-
$ciowe nanoklastery metali [8].

Tak wiec podzial twardych superatomdw na kategorie, na podstawie ich podo-
bienistwa do tradycyjnych pierwiastkéw (superhalogeny, supergazy szlachetne itd.),
ma swoja analogie w migkkich superatomach [8].

4. ,,MAPA DROGOWA” DLA NOWEGO UKLADU OKRESOWEGO
(TOMALIA I KHANNA)

Z podanych kategorii twardych i migkkich superatoméw mozna utworzy¢ trzy
biblioteki w kombinacji reagentéw twardy-twardy, twardy—miekki i miekki-migkki
[8]. Dla wielu z tych kombinacji otrzymano juz nowe formy (nanozwiazki) o dobrze
zdefiniowanych stechiometriach, a bogactwo materiatu eksperymentalnego pozwo-
lito ustali¢ pewne trendy we wlasciwoéciach tych form. Takie efekty pozwolily
w oparciu o znalezione reguly ustali¢ réwniez ,,nanoperiodyczno$¢” tych wlasciwo-
$ci zaréwno dla miekkich, jak i twardych nanopierwiastkow i ich zwiazkow. Percec
iin. [24] podali jako pierwsi przyktad tablic nanoperiodycznych, ktére moga stuzy¢
do przewidywania form dendrymeréw, powstatych z nanopierwiastkéw typu pierw-
szego materii miekkiej , bazujgc na ich rozmiarach, ksztaltach i chemii powierzchni.

Reasumujgc: utworzono 12 kategorii form nano (superatomow), ktore podzie-
lono na 6 twardych i 6 miekkich. Z nanopierwiastkéw powstajg zwigzki typu
twardy-twardy, twardy-miekki i miekki-miekki. Bazujac na znalezionych dyskret-
nych cechach nanopierwiastkow i ich zwiazkdéw, zaobserwowano pewne trendy we
wlasciwosciach. Efektem jest pierwsza tablica Perceca, na podstawie ktérej mozna
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przewidzie¢ struktury powstalych dendrymeréw dla pewnych dendronéw w opar-
ciu o ich rozmiar, ksztalt i chemie powierzchni. Przewidywania te wykazuja doklad-
no$¢ 85-93% [8].

Tak wiec wychodzac z tradycyjnego ukladu okresowego, idac dalej przez kate-
gorie nanopierwiastkow, tworzone sg nanozwigzki. Nastepnie badane sa trendy w
ich wtasciwosciach, z ktérych wyprowadzono pewne reguly i w ten sposob umiej-
scowione zostaja w konkretnym miejscu budowanej tablicy. Prawdopodobnie aby
wszystko ogarngé, nalezy zbudowac wiecej niz jedng tablice. Przeto stoi przed nami
zadanie, ktére wymaga sporego nakladu pracy. Wida¢ juz zarysy catej konstrukeji,
ale do konca jeszcze dluga droga. Wydaje sie, ze najwazniejsze to wérdd wielu form
zauwazy¢ gtéwne trendy i sformutowac reguly.

Na podstawie wiedzy, ktéra aktualnie istnieje, skonstruowano ,,map¢” powsta-
wania ukladu okresowego dla nanomaterii [8].

Rysunek 26. ,,Mapa drogowa” prowadzaca do konstrukeji przyszlego ukladu okresowego dla materii w skali
nano, wersja uproszczona. Oprac. na podstawie [8]

Figure 26. »Road map” leading to construction of the future periodic system for matter in nanoscale, simpli-
fied version [8]

Na przedstawionym rysunku tatwo zauwazy¢, ze droga do powstania ukfadu
okresowego dla form nano jest jeszcze daleka. Podobnie jak to ma miejsce w kla-
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sycznym ukladzie okresowym, ktory jak wykazano wczesniej, mimo 150-letniej
historii nie jest jeszcze poznany do konca i w tym przypadku wida¢, jak daleko
jeste$my od celu. Co wiecej, pomimo tego wielkiego zadania, ktore stoi przed nami,
juz zaczyna wylaniac¢ sie kolejne — zwigzane z tzw. metamateriatami [8]. Metamate-
riaty, formy o wielko$ci rzedu 10~ m nie wystepuja w $wiecie naturalnym i wykazuja
specyficzne wlasciwosci. W metamateriatach role atomow przejmuja tzw. metako-
morki. W materialach tradycyjnych oddzialywanie atomoéw z polami elektrycznym
i magnetycznym jak réwniez z fotonami jest zalezne od ich sktadu chemicznego,
natomiast efekty oddzialywan metaatomoéw z promieniowaniem elektromagnetycz-
nym nie maja zwiazku z ich sktadem chemicznym. Ponadto metamaterialy wyka-
zujg ujemny wspotczynnik zalamania §wiatta. Zaobserwowano, ze pewne klastery
zlota (ok. 100 nm) mogg zachowywac si¢ jak metaatomy. Wydaje sig, ze superatomy
mogg stac si¢ prekursorami (blokami budulcowymi) dla metaatomdw.

ZAMIAST ZAKONCZENIA

Potrzeba badan nad konstrukcjg ukfadu okresowego dla skali nano wynika
z tych samych przestanek, ktdre towarzyszyly odkrywcom pierwszego uktadu okre-
sowego — czyli poszukiwanie, poznawanie, wprowadzanie elementéw porzadku
i proby konsolidacji zgromadzonej wiedzy prowadzace rowniez do jej wykorzystania
w praktyce. Zwiezle ujal to wspolczesny badacz kanadyijski, Fernando Dufour, ktéry
stwierdzit: ,Uklad okresowy to ziarno piasku Archimedesa. Zrozumie¢ ziarno, to
zrozumie¢ Wszechswiat”. Wprawdzie nowy ukfad dotyczy¢ bedzie materii wytwo-
rzonej przez cztowieka, ale niewatpliwie bedzie on réwniez jej ,ziarnem piasku
Archimedesa” Do konstrukeji uktadu dla klasteréw potrzebnych jest wiele nowych
przykltadéw form powstalych z materiatéw typu: twardy—twardy, miekki-miekki
oraz twardy-miekki. Problem w tym, ze wciaz poszukuje si¢ sprawnych technik
syntezy klasteréw, gdzie projektowanie oddolne (teoretyczne, bottom-up) spotka sie
z ,0dgoérng” synteza w fazie gazowej, a nastepnie w stalej (fop-down). Tak wlasnie
zsyntezowano fulereny, gdy makroskopowe iloéci C,, powstaly w gazie obojetnym o
niskim ci$nieniu po odparowaniu w tuku elektrycznym grafitu i dodaniu rozpusz-
czalnika. Wydaje sie, ze, jak pisze Puru Jena [6], synergia pomiedzy metodami teo-
retycznymi a eksperymentem powinna da¢ nam trwale klastery, a wraz z nimi nowe
materialy potrzebne do budowy nanouktadu okresowego. Aktualnie powstajg juz
uklady okresowe dla konkretnych kategorii materii nanometrycznej (np. dendry-
merd6w), ale nie mozna wykluczy¢ powstania w przysztosci jednego ukladu.

Istnieje przekonanie, ze stan wiedzy na temat przysztego uktadu okresowego dla
form o rozmiarach nano sytuuje dzisiejsza nauke na etapie triad Dobereinera, czyli
kilkadziesigt lat przed powstaniem pelnego ukladu okresowego. Niemniej przed-
stawione w niniejszej pracy kroki, wiacznie z wytyczong mapg drogowa, pozwalaja
patrzec z (ostroznym) optymizmem na zadanie, ktére przed nami stoi.
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ABSTRACT

The secondary structure of the proteins can be divided into a-helix, fsheet and
reverse turns. A reverse turn is defined as a site where a polypeptide chain reverses
its overall direction. It leads the chain to fold back on itself by almost 180°. Ano-
ther condition for defining this motif is the amount of amino acid residues invo-
lved in forming the turn that can not be greater then six and polypeptide chain in
this region can not be in helical conformation [1]. Turns are classified as: y-turn,
B-turn, a-turn and 7-turn, which are formed by 3-, 4-, 5- and 6- amino acid residues,
respectively. Turns defined as “closed” are stabilized by intramolecular hydrogen
bonds between the main chain carbonyl group from the first residue and the main
chain amide group from the last residue in the turn. This results in formation of
7-, 10-, 13- and 16-membered pseudo-rings, respectively (Fig. 1, Fig. 2). The other
group of turns also stabilized by hydrogen bond, but conversely between the main
chain amide group of the first residue and the carbonyl group of the last residue, are
O-turn (2-residues, 8-membered pseudo-ring) and e-turn (3-residues, 11-membe-
red pseudo-ring) (Fig. 2) [10-13]. These are seldom found in proteins. Turns are
considered irregular structures due to the lack of clearly defined torsion angle pre-
ferences. because of that, each of the turn types can be further divided into several
different subtypes (Table 1, 2 and 3) [1, 15, 31]. The “open” type structures are not
stabilized by hydrogen bonds, but C_-C_ distance between the first and the last resi-
due in main chain is up to 10 A [10]. As turns can be found mostly on the surface
of the proteins they play the important role in folding processes, thus enabling the
formation of the tertiary structure [2]. The turns are also responsible for the inte-
ractions between proteins, recognition processes and ligand-receptor interactions
[3-8]. In the following article, the classification and characterization of the turn
types is described. The particular attention was given to the y and f§ turns, as these
are most commonly found in proteins structure.

Keywords: reverse turn, hydrogen bond, conformation, dihedral angle
Stowa kluczowe: skret zwrotny, wigzanie wodorowe, konformacja, kgt dwuscienny
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WPROWADZENIE

Skrety zwrotne, obok a-helisy i f-harmonijki, nalezg do trzech gléwnych ele-
mentdw struktury drugorzedowej biatek. Skret zwrotny jest definiowany jako frag-
ment fancucha polipeptydowego, w ktérym tanicuch ten zakreca o 180° tym samym
zmieniajagc swoj kierunek. Liczba aminokwaséw zaangazowanych w tworzenie
skretu nie moze przekraczaé szesciu, a tancuch peptydowy nie moze mie¢, w tym
fragmencie, budowy helikalnej [1]. Ze wzgledu na fakt, iz skrety zwykle wystepuja
na powierzchni struktur biatkowych pelnia one duza role w procesach fatdowania
umozliwiajac, miedzy innymi powstawanie struktury trzeciorzedowej biatka [2].
Skrety sa takze odpowiedzialne za oddzialywania pomiedzy czasteczkami pepty-
déw, procesy rozpoznawania czasteczkowego i oddzialywania typu ligand-receptor
[3-8]. W ponizszym artykule przedstawiona zostanie klasyfikacja i charakterystyka
poszczegdlnych typow skretéw zwrotnych ze szczegdlnym uwzglednieniem skretow
y i B, ktore najczesciej wystepuja w strukturach peptydow.

1. RODZAJE SKRETOW ZWROTNYCH

W zaleznosci od liczby reszt aminokwasowych wchodzacych w skiad struktury
zwrotnej wyrdznia si¢ cztery podstawowe typy skretow. Najmniejszym elementem
sg y-skrety zbudowane z trzech reszt aminokwasowych, nastepnie w kolejnosci
wymienic¢ nalezy skrety 8 zbudowane z czterech, a z pieciu i 7 z szesciu reszt amino-
kwasowych (Rys. 1) [9].

Rysunek 1. Schematy struktur zwrotnych wystepujacych w tanicuchach polipeptydowych
Figure 1. Schematic structure of reverse turns in polypeptide chains

Skrety zwrotne w peptydach bardzo czesto stabilizowane sg poprzez wewnatrz-
czasteczkowe wigzania wodorowe tworzace sie pomiedzy atomem tlenu grupy
karbonylowej pierwszej reszty aminokwasowej (fragment i) oraz atomami wodoru
z grup amidowych kolejnych reszt aminokwasowych (fragment i+n, gdzie n = 1-5)
(Rys. 2). W wyniku stabilizacji skretoéw poprzez wigzania wewnatrzczasteczkowe
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tworza si¢ pseudopierscienie kolejno: siedmiocztonowe dla skretéw y, dziesiecio-
czlonowe dla f3, trzynastoczlonowe dla « i szesnastocztonowe dla 7. Skrety zwrotne
stabilizowane wigzaniami wodorowymi nazywany ,zamknietymi”. W strukturach
zwrotnych ,,otwartych” nie wystepuje stabilizacja poprzez wewnatrzczasteczkowe
oddzialywania a podstawg ich wyrdznienia jest odleglos¢ pomiedzy atomem wegla
(Ca(i)) w pierwszej reszcie aminokwasowej (i) a atomem wegla (Ca(i+n)) ostatniej
tworzacej skret reszty (i+n) w tancuchu peptydowym. Odlegtos$¢ ta powinna by¢
mniejsza niz 10 A [10].

Rysunek 2. Typy skretéw zwrotnych z zaznaczonymi kierunkami tworzenia wewnatrzczasteczkowych wigzan
wodorowych
Figure 2. Types of reverse turns with selected orientations of forming intramolecular hydrogen bonds

Odrebng rodzine skretéw zwrotnych, bardzo rzadko obserwowang w pep-
tydach, stanowia skrety, w ktérych stabilizujace wiazanie wodorowe tworzy si¢
pomiedzy atomem wodoru grupy amidowej we fragmencie i, a atomem tlenu grupy
karbonylowej w kolejnym fragmencie tancucha: i+1 dla §-skretu (dwie reszty ami-
nokwasowe, o$miocztonowy pseudopierscienn) oraz i+2 dla e-skretu (trzy reszty
aminokwasowe, jedenastocztonowy pseudopierscienn) (Rys. 2) [10, 11]. Obecnos¢
0-skretow w strukturze peptydow zostala zaobserwowana, migdzy innymi w 1988
roku w strukturze krystalicznej cyklicznego pentapeptydu cyclo(Gly-L-Pro-D-Phe-
-L-Ala-L-Pro) [12], a takze potwierdzona w badaniach konformacyjnych tripeptydu
zawierajacego cis-proline przeprowadzonych przez Nagarajama [13]. Skrety zwrotne
to struktury nieregularne, dlatego tez kazdy z ich typéw podzielony jest dodatkowo
na szereg podtypow, za gtéwne kryterium podzialu biorgc warto$ci odpowiednich
katow torsyjnych w resztach aminokwasowych tworzacych dany skret oraz odle-
glosci pomiedzy atomami. Do najczesciej wystepujacych skretéw w strukturach
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peptydow zalicza sie skrety typu y i 5. Sa to takze najlepiej poznane, obok a-helisy
i B-harmonijki, elementy struktury drugorzedowej peptydow.

2. SKRETY ZWROTNE TYPU y

Skrety y zbudowane sg z trzech reszt aminokwasowych (Rys. 3). Zblizenie si¢
w przestrzeni atomu tlenu grupy karbonylowej fragmentu i oraz atomu wodoru
z grupy amidowej fragmentu i+2, pozwala na utworzenie wewnatrzczasteczkowego
wigzania wodorowego, ktore stabilizuje powstaly skret zwrotny. Skutkiem utworze-
nia wigzania jest powstanie pseudopierscienia siedmiocztonowego. Charakterystyki
y-skretow w oparciu o warto$ci katéw torsyjnych (@, V) jako pierwsi dokonali
w swojej pracy z 1972 roku Némethy i Printz [14].

i+1 . P ¥ - skret
R. Ml el M e [ - skret
(I)i+1
H/N R j+3
i
R

Rysunek 3. Struktury y i -skretu stabilizowane poprzez wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe
Figure 3. Structures of y and f8-turns stabilized by intramolecular hydrogen bonds

Istniejg dwa typy y-skretow: klasyczny i odwrdcony [15]. Rdznice miedzy nimi
wynikajg z konformacji taiicucha peptydowego. W klasycznym y-skrecie wartosé
kata dwusciennego @, , zawiera si¢ w zakresie od 70° do 85° a warto$¢ kata ¥, |
w zakresie —60° do -70°, co powoduje, ze podstawnik R we fragmencie i+1 znaj-
duje si¢ na pozycji aksjalnej w utworzonym pseudopiersceniu (Tab. 1). Odwroé-
cony y-skret charakteryzuje si¢ wartodcig kata @, , od -70° do -85° oraz katem ¥, ,
w zakresie 60° do 70°, co prowadzi do ekwatorialnej orientacji podstawnika R we
fragmencie i+1.

Tabela 1. Wartosci katéow torsyjnych charakterystyczne dla skretéw zwrotnych typu y [15]

Table 1. The geometric parameters of y-turn types [15]
Klasyczny skret y Odwrdcony skret y
70° do 85° -70° do -85°

¥ -60° do -70° 60° do 70°
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Klasyczny skret y Odwrécony skret y

podstawnik R na pozycji «,

3.SKRETY ZWROTNE TYPU 3

Najczesciej wystepujacymi i najlepiej poznanymi elementami umozliwiajg-
cymi zwrot w tancuchach polipeptydowych sg skrety . Tworzg je cztery kolejne
reszty aminokwasowe zdefiniowane na pozycjach i, i+1, i+2, i+3 (Rys. 3). Odleglos¢
pomiedzy atomami wegla Ca(i) i Ca(i+3) nie przekracza wartosci 7,0 A, a tanicuch
polipeptydowy na tym odcinku nie jest w utozeniu heliakalnym [16]. Jako pierwszy
opisal i sklasyfikowat skrety typu 8 Venkatachalam w 1968 roku [17]. Rozpoznane
przez niego struktury drugorzedowe byly stabilizowane wiazaniami wodorowymi
utworzonymi pomiedzy atomem tlenu grupy karbonylowej we fragmencie i oraz
protonem amidowym we fragmencie i+3, co pozwolilo na utworzenie pseudopier-
$cienia dziesiecioczlonowego. Jak zostalo pdzniej zauwazone i opisane, mogg istnie¢
takze skrety zwrotne typu ,otwartego”. Okoto 25% wszystkich skretéw zwrotnych
typu 8, w badanych przez Lewisa i wspolpracownikéw peptydach, nalezy do tego
rodzaju struktur [18].

Skrety zwrotne typu 3 dzielimy na kilka grup ze wzgledu na rézne wartosci
katéw torsyjnych @, ¥, @, ,, ¥, ,, uwzgledniajac takze odlegtosci pomiedzy ato-
mem Ca(i) i Ca(i+3). llos¢ grup i kryteria klasyfikacji zmienialy sie, poczawszy od
klasyfikacji dokonanej przez Venkatachalama [17] dzielacej skrety na sze$¢ grup:
L, II, I1I oraz ich lustrzane odbicia I, IT; III}, poprzez prace Lewisa [18], w ktorych
rozszerza on ilo$¢ grup do dziesigciu (I, I, IL, IT; III, IIT; IV, V, VI, VII), konczac na
pracy Richardsona z 1981 roku, w ktdrej zredukowat on ilo§¢ grup do siedmiu (I, I;
IT, IT, VIa, VIb, IV) zauwazajac, ze struktury definiowane jako skrety III oraz VII
majg budowe tozsama z 310-helisg [19]. W 1988 roku Wilmot i Thornton wpro-
wadzili nowg klase f skretow, klase VIII. Obecnie uznaje si¢ podzial, sprecyzowany
w 1994 roku przez Hutchinsona i Thorntona, na dziewie¢ grup: I, I II, I, IV, VIal,
VIa2, VIb oraz VIII [1, 20-22]. W ponizszej tabeli (Tab. 2) znajdujg si¢ wartosci
katéw dwusciennych oraz odlegtosci pomiedzy atomami Ca(i) i Ca(i+3) charakte-
ryzujace kazdg z wyszczegdlnionych grup skretéw typu S.
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Tabela 2. Kryteria podziatu skretow zwrotnych typu f3 [1]

Table 2. The geometric parameters of -turn types [1]
Tvp Wartosci katow dwusciennych [°] Odle‘gl'oéé pf)mi?dazy
o, v, o, v, Ca(i) i Ca(i+3) [A]
I -60 -30 -90 0 4,6
r 60 30 90 9 4,6
I -60 120 80 0 4,6
r 60 120 -80 0 4,6
v -61 10 -53 17 7,2
Vlal -60 120 -90 0 3,4 (8,8)
VIa2 -120 120 -60 0 3,7 (8,5)
VIb -135 135 -75 160 6,0 (9,8)
VIII -60 -30 -120 120 6,3

Warunki strukturalne okreslone dla skretow typu L, T} II, IT" i VIII sg zgodne
z 0golng definicja skretu B. Odstepstwa sg widoczne dla pozostatych typéw skre-
tow (wartosci odleglosci pomiedzy atomami wegla w pozycjach o wzigte w nawiasy
w Tabeli 2). Zauwazono, ze jedynie, gdy na pozycji i+2 w tancuchu peptydowym
znajduje sie prolina odlegtos¢ Ca(i) i Ca(i+3) jest mniejsza niz 7 A, w innych przy-
padkach odleglos¢ znacznie odbiega od tej zdefiniowanej. Dla skretéw nalezacych
do typu IV odleglos¢ ta jest nieznacznie przekroczona.

Ze wzgledu na fakt, iz skrety zwrotne wystepuja na powierzchni struktur bial-
kowych i majg bezposredni kontakt z rozpuszczalnikiem, w ktérym biatko sie znaj-
duje, istnieje preferencja co do rodzaju aminokwaséw wchodzacych w skfad skre-
tow. W przypadku f3 skretéw buduja je czesciej aminokwasy posiadajace hydrofilowe
tancuchy boczne. Przeanalizowanie 205 tancuchéw biatkowych przez Hutchinsona
i Thorntona, pod katem wystepowania w ich strukturze skretéw zwrotnych, pozwo-
lito na stwierdzenie, ze do najczesciej wystepujacych w tym elemencie struktural-
nym aminokwasow naleza: asparagina, kwas asparaginowy, prolina oraz glicyna
[20-22]. Czesto$¢ wystepowania konkretnych aminokwaséw na odpowiednich
pozycjach w taiicuchu znacznie rézni sie w obrebie poszczegdlnych grup skretow .

W grupie I, na pozycji i istnieje bardzo silna preferencja. Faworyzowane sg ami-
nokwasy posiadajace fancuchy boczne mogace tworzy¢ wigzania wodorowe dodat-
kowo stabilizujace strukture skretu, nalezg do nich: asparagina, kwas asparaginowy;,
cysteina i seryna. Do czgsto wystepujacych na tej pozycji aminokwasow zalicza si¢
takze histydyne oraz proline. Prolina wystepuje natomiast najczesciej na drugiej
pozycji, i+1, ze wzgledu na ograniczenie wartosci kata @ do -60°. Réwniez kwas
glutaminowy oraz seryna czgsto pojawiaja sie na tej pozycji. Tworzace si¢ wigzanie
wodorowe z udziatem ich tancuchéw bocznych stabilizuje kat @. Na pozycji i+2 pre-
ferowane sg: asparagina, kwas asparaginowy, seryna i treonina, a na i+3 najczesciej
wystepujacym aminokwasem jest glicyna.
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W typie II skretéw nie obserwuje sie silnej preferencji do zajmowania przez
aminokwasy pozycji i. Cz¢sto wystepuja tu prolina oraz tyrozyna, ale jak dotad nie
wyjasniono przyczyn tego faktu. Silna preferencja wystepuje natomiast przy zaj-
mowaniu kolejnej pozycji, i+1, i tu najczesciej pojawia si¢ prolina (z tych samych
wzgledow co w skrecie typu I) oraz lizyna. Pozycja i+2 jest zdominowana przez
glicyne i asparagine, a we fragmencie i+3 najczesciej wystepujacymi aminokwasami
s3: cysteina, seryna, lizyna.

W skretach typu VIII na pierwszej pozycji najczgsciej obserwuje si¢ proline
oraz glicyne. Tak jak w typie I, prolina najczesciej zajmuje rowniez pozycje i+1.
Kwas asparaginowy i asparagina najchetniej wystepuja na pozycji i+2, ze wzgledu na
fakt tworzenia si¢ wigzania wodorowego pomiedzy atomem tlenu w fanicuchu bocz-
nym aminokwasu a atomem wodoru z taiicucha gléwnego znajdujacego si¢ zaraz za
strukturg skretu, na pozycji i+4 [23]. Wigzanie wodorowe moze takze powstawacd
z udzialem protonu grupy amidowej reszty i+3. Co ciekawe wykazano, ze na tej
pozycji faworyzowane sg bardziej hydrofobowe aminokwasy takie jak: fenyloala-
nina, walina oraz izoleucyna [24, 25]. Na i+3 najczesciej wystepujacym aminokwa-
sem jest prolina.

Tyrozyna, rzadziej walina i izoleucyna sg preferowane na pierwszej pozycji
w skrecie typu I Kolejna pozycja zdominowana jest przez cztery aminokwasy: aspa-
raging, kwas asparaginowy, glicyne oraz histydyne. Glicyna jest takze najczesciej
wystepujacym aminokwasem na pozycji i+2. Pozycja i+3 najczesciej zajmowana jest
przez lizyne. Skrety f typu I’ wraz z I’ czgsto wchodza w sklad wigkszego elementu
strukturalnego jakim sg tzw. struktury spinki do wloséw [26]. Dla tych drugich
podobnie jak dla I’ preferencja zajmowania pozycji w taicuchu jest nastepujaca:
na pozycji i — tyrozyna oraz walina, i+1 - glicyna, i+2 - asparagina, seryna, kwas
asparaginowy, fragment i+3 pozostaje bez wyraznych preferencji.

Pozostale grupy skretéw f3 wystepuja bardzo rzadko w strukturach biatek, dla-
tego nie ustalono dla nich preferencji co do ich budowy [20-22].

Jedynie 42% skretéw S wystepuje niezaleznie, cz¢sciej zwigzane s w tzw. skrety
wielokrotne, w ktorych skret ma co najmniej jeden aminokwas wspdlny z nastep-
nym skretem. Skrety podwdjne, zbudowane z pieciu reszt aminokwasowych, sg naj-
czesciej wystepujacymi strukturami w biatkach. Skrety zostaja utworzone pomiedzy
pierwszym i czwartym aminokwasem oraz pomig¢dzy drugim i pigtym. Najczesciej
wystepujacymi kombinacjami sa polaczenia skretow I z IV (wystepuje przyktadowo
w strukturze proteazy asparaginianowej [27]), I z I (tworzy strukture ,,zaburzonej
310 helisy” w biatku Bencea-Jonesa [28]) oraz bardzo rzadko wystepujacy typ Via
z IV (w strukturze erytrokruoryny [29]). Skrety wielokrotne zbudowane z wiekszej
liczby B-skretow wystepuja o wiele rzadziej [21, 22].
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4. SKRTETY ZWROTNE TYPU «

Wiréd skretdw a nalezy wyréznic ich dwa gléwne rodzaje. Jeden rodzaj wyste-
puje w strukturze a-helisy. Idealna a-helisa zbudowana jest z powtarzajacych si¢
skretow, nazwanych klasycznymi lub ,,a-helikalnymi o skretami”. Na kazdy skret
przypada 3,6 reszt aminokwasowych, katy torsyjne w tancuchu peptydowym wyno-
sza okolo @ -58°, W -47°. Struktura helisy, stabilizowana jest dzieki wiazaniom
wodorowym tworzacym sie pomiedzy amidowym atomem wodoru we fragmen-
cie i+4 oraz atomem tlenu grupy karbonylowej we fragmencie i [30]. Ze wzgledu
na fakt, ze okoto 30% bialek globularnych posiada strukture heliakalng, tego typu
skrety wystepuja czesto w strukturze drugorzedowej peptydow.

Znacznie mniej spotykana w peptydach jest rodzina skretéw zwrotnych o izo-
lowanych, nie przyjmujacych konformacji charakterystycznej dla « helisy. Skrety te
zbudowane sg z pigciu aminokwaséw a do ich opisu i charakterystyki stuza warto-
$ci sze$ciu katéw torsyjnych: ©,_ , ¥, , @, , ¥, , D, ,, ¥, .. Tak jak w przypadkach
wczesniej opisanych typow skretdw zwrotnych, odlegto$¢ pomigdzy atomami wegla
Ca(i) i Ca(i+4) nie powinna przekracza¢ 7,0 A. W dziewieciu, wyréznionych przez
Pavona i wspélpracownikéw, typach skretéw a odlegloéé ta jest mniejsza niz 7,0 A,
a ponadto odleglo$¢ pomiedzy atomem O(i) i N(i+4) jest mniejsza niz 3,5 A, co
umozliwia tworzenie wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego i powstanie
pseudopierscienia trzynastoczlonowego (Tab. 3). Tak jak w przypadku f-skretow,
istniejg a-skrety, ktore nie sg stabilizowane wigzaniami wodorowymi. Przedstawione
i scharakteryzowane w tabeli 3, rodzaje izolowanych skretow a zostaly znalezione
na podstawie analizy 190 struktur bialkowych (Ygcznie 221 tancuchéw polipepty-
dowych) wzietych z bazy PDB (baza danych zawierajaca informacje o strukturze
przestrzennej biatek i kwaséw nukleinowych, ang. Protein Data Bank) [31].

Stwierdzono, ze ogromna wigkszo$¢ a-skretéw izolowanych, tworzy sie w tan-
cuchach peptydowych, w ktérym wszystkie wigzania peptydowe, wchodzace w sktad
skretu zwrotnego, posiadaja konfiguracje trans. Skrety te ze wzgledu na swoja
budowe (konformacje tanicucha peptydowego) zostaly podzielone na cztery grupy,
przy czym kolejne cztery grupy stanowig ich odbicia lustrzane. Typ I-a, i typ II-«,,
(Y =R, L; Z = S, U) odpowiadaja w przyblizeniu powtarzajagcemu si¢ motywowi
strukturalnemu w helisie prawo- (R) lub lewoskretnej (L). Symbole S i U w opisie
skretu oznaczaja kolejno skret w ksztalcie $ruby (ang. screw-like) i skret w ksztalcie
litry U (ang. U like). Dziewiaty wyrdézniony typ skretow to I-a, ktéry odpowiada
grupie struktur posiadajacych jedno wigzanie peptydowe, konkretnie wigzanie
pomiedzy i+1 oraz i+2 aminokwasem, o konfiguracji cis. Lanicuch peptydowy we
fragmencie tego skretu biegnie zgodnie z ruchem wskazowek zegara i przyjmuje
ksztalt srubowy. Charakterystyczng cechg tego typu skretu jest wystepowanie pro-
liny na pozycji i+2.
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Tabela 3. Kryteria podziatu skretéw zwrotnych typu « [31]

Table 3. The geometric parameters of a-turn types [31]
Wartoéci katéw dwusciennych [°] Odleglos¢ Odleglos¢
T pomiedzy pomiedzy
yp ®[+I y11'4»1 (DHZ ‘I,HZ ®[+3 ‘IIH»,? C(x(l) i QC‘X(1+4) 0(1) i E\I(1+4)
(A] [A]
Ly -60 -29 72 -29 -96 -20 5,81 2,64
Lo g 48 42 67 33 70 32 6,31 2,91
-ty 59 | 129 88 -16 -91 -32 6,26 3,24
M-a 53 -137 -95 81 57 38 5,13 2,78
Lay, 59 | -157 -67 -29 -68 -39 3,99 2,66
Lo, -61 158 64 37 62 39 4,00 2,73
M-acy, 54 39 67 -5 -125 -34 3,02 1,91
M-a, -65 -20 -90 16 86 37 3,92 3,08
L-a. -103 143 -85 2 -54 -39 3,96 1,50

Analiza czesto$ci wystepowania konkretnych aminokwaséw naturalnych
w strukturach skretéw zwrotnych wykazala duza preferencje do wystepowania pro-
liny na pozycji i+1, kwasu glutaminowego na pozycji i+2 oraz cysteiny, treoniny
i kwasu glutaminowego na pozycji i+3. Prolina natomiast nigdy nie wystepowata
jako czwarty aminokwas w skrecie « [31]. Jak podkreslaja autorzy pracy z 1996 roku
przeprowadzenie wiarygodnej analizy statystycznej majacej wskaza¢ dystrybucje
aminokwasoéw na poszczegdlnych pozycjach w skrecie typu «, nie byla mozliwa
ze wzgledu na niewielkg liczbe tego typu struktur w bialkach. Pézniejsze badania
statystyczne, przeprowadzone w 2004 roku, na znacznie wigkszej liczbie biatek
(531 bialek, 555 tancuchéw polipeptydowych), potwierdzily preferencje wystepo-
wania proliny na drugiej pozycji skretu co dodatkowo przyczynia sie do tworzenia
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego [32].

Wewnatrz duzego skretu typu a bardzo czgsto obserwuje si¢ tworzenie mniej-
szych struktur stabilizowanych wewnatrzczasteczkowymi wigzaniami. Naleza do
nich przede wszystkim skrety 8 (typu L, I i III oraz ich odbicia lustrzane) i rzadziej
skrety y. Przykladowo typ II-aLS zawiera w sobie strukture odpowiadajaca skre-
towi y odwréconemu z wartosciami odpowiednich katow @ -95°1 ¥ 81° pomiedzy
fragmentem i+1 oraz i+3 [31]. Badania prowadzone na wiekszej bazie peptydow
wykazaly, ze 38% skretéw o przyjmuje konformacje, ktdre umozliwiaja dodatkowe
oddziatywania wewnatrzczasteczkowe skutkujace powstaniem mniejszych (bardziej
ciasnych) skretow zwrotnych w obrebie ich struktury [32].

Odrebne zagadnienie stanowi konkurencyjne tworzenie si¢ skretéw « i skretow
S w bialkach. Tej tematyce zostalo poswieconych wiele prac, przede wszystkim te
dotyczace analizy konformacyjnej peptydow bazujace na obliczeniach kwantowo-
-mechanicznych i analizie statystycznej [33-35]. Schreiber wraz ze wspotpracowni-
kami przeprowadzili bardzo dokladng analiz¢ konformacyjng modelowych pepty-
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dow (tancuch jednego peptydu zbudowany z glicyny, drugiego z alaniny) opierajac
sie na obliczeniach teoretycznych z wykorzystaniem metody ab initio MO (teoria
orbitali molekularnych, ang. Molecular Orbitals) i DFT (teoria funkcjonatu gesto-
$ci, ang. Density Functional Theory) [35]. Wyniki wskazaly na wieksza tendencje do
tworzenia si¢ podwojnych skretéw zwrotnych typu 8 niz do tworzenia skretow a.
Ponadto w niewielkiej liczbie znalezionych konformeréw zauwazono tworzenie sie,
stabilizujgcego skret «, wigzania wodorowego pomiedzy aminokwasem i oraz i+4.

5. SKRTETY ZWROTNE TYPU n

Na skret zwrotny typu 7 sktada si¢ szes¢ kolejnych aminokwasdéw, a stabilizu-
jace je wigzanie wodorowe tworzy si¢ pomiedzy atomem tlenu grupy karbonylowe;
we fragmencie i oraz atomem wodoru grupy amidowej we fragmencie i+5. Jako
pierwszy skret tego typu zostal zaobserwowany przez Watsona w strukturze krysta-
licznej mioglobiny [36]. W 1980 roku, Schellman zauwazyt, ze a-helisy na C-kon-
cach sg czesto zakonczone charakterystycznym motywem, na ktory skladaja sie dwa
wigzania wodorowe utworzone pomie¢dzy fragmentami i — i+5 oraz i+1 - i+4, przy
czym aminokwas na pozycji piatej (i+4) wystepuje w konformacji charakterystycz-
nej dla lewoskretnej o helisy («,) [37]. Strukture t3 nazwano motywem Schellmana
lub ,,spinaczem do papieru” [38]. Jak wykazaly pozniejsze badania, prawoskretne o
helisy generalnie zakoriczone sg skretami zwrotnymi typu 7, w ktérych aminokwas
na pozycji pigtej przyjmuje konformacje «, . Tym aminokwasem najczeéciej jest gli-
cyna lub rzadko asparagina [39, 40].

W pierwszych pracach poswigconych m-skretom rozpoznawano je dzigki
wystepowaniu charakterystycznego wiazania wodorowego stabilizujacego cala
strukture oraz opisywano je na podstawie konformacji aminokwasu na pozycji i+4
w skrecie [41]. Desgupta, w kompleksowej pracy z 2008 roku, podjat sie klasyfikacji
i usystematyzowania wiedzy na temat budowy skretow 7 [42]. Podzielil on skrety na
dwa gléwne rodzaje: m-skrety stabilizowane wiagzaniami wodorowymi (n-HB) oraz
te, w ktorych nie ma takich oddzialywan (m-NHB) (Rys. 4). Dodatkowo zauwazyt,
ze skrety mogg wystepowac jako ukfady izolowane lub wchodzi¢ w sktad wiekszych
struktur drugorzedowych. Skrety, ktére znajdujg sie na zakonczeniach a helisy two-
rzg motyw Schellmana (SCH) (Rys. 4c i 4d). Typowy motyw Schellmana, widoczny
na Rysunku 4c, posiada dwa wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe: jedno cha-
rakterystyczne dla skretu 7, drugie dla skretu  (SCH. ;). Do rzadko wystepujacych
systemOw nalezy motyw Schellmana bez wewnetrznego, dodatkowego wigzania
wodorowego, a tym samym bez skretu § (SCH ) (Rys. 4d).
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Rysunek 4. Schematy réznych typéw skretéw zwrotnych 7: a) izolowany n-skret (7-HB), wszystkie amino-
kwasy od i do i+5 uczestnicza w tworzeniu skretu zwrotnego (T); b) 7-skret niestabilizowany wig-
zaniem wodorowym (7-NHB); c) typowy motyw Schellmana (SCH, ;) z dodatkowym wigzaniem
wodorowym pomiedzy drugim i pigtym aminokwasem w strukturze; aminokwasy na pozycjach
od i do i+2 posiadaja konformacje charakterystyczng dla a-helisy (H); d) motyw Schellmana bez
wigzania wodorowego stabilizujacego skret zwrotny typu 8 (SCH ) [42]

Figure 4. Schematic representations of different types of 7-turns: a) isolated 7-turn (7-HB), with i to i+5
residues in turn (T); b) non-hydrogen bonded 7-turn (7-NHB); c) typical Schellman motif
(SCH, ;) with additional hydrogen bond linking i+1 and i+4 positions, i to i+2 position are in
helical conformation (H); d) Schellman motif without additional hydrogen bond stabilized S-turn
(SCH ) [42]

Autorzy pracy z 2008 roku, korzystajac z programu DSSP (algorytm stuzacy
do przewidywania obecno$ci wigzan wodorowych w strukturach peptydowych
[43], ang. Dictionary of Secondary Structure of Proteins) przeanalizowali, pod katem
wystepowania skretow 7, struktury kilku tysiecy bialek, korzystajac z ich koordynat
atomowych zebranych w bazie PDB. Na podstawie analizy konformacyjnej poszcze-
golnych aminokwasow, w zaleznosci od warto$ciach katéw torsyjnych @ i ¥ oraz
odlegtosci pomiedzy atomami Ca(i) i Ca(i+5), dokonali oni podziatu typow skre-
tow 7 na liczne podtypy [42].

Przeprowadzona analiza czesto$ci wystepowania aminokwasow w strukturach
skretow zwrotnych wykazala duzg preferencje do wystepowania proliny na pozy-
cji i+1 zaréwno w 7-HB jak i 7-NHB. W skrecie 7-NHB na danej pozycji czesto
wystepuja takze: asparagina, kwas asparaginowy, seryna i treonina, a na pozycji i+3
preferowane sg prolina oraz glicyna. Glicyna jest najcze$ciej wystepujacym amino-
kwasem na pozycji i+4 w obu typach opisywanych skretow ze wzgledu na przyjmo-
wang konformacje charakterystyczng dla lewoskretnej helisy [42].

Skret m jest najdluzszym z wyrdéznionych skretéw zwrotnych. Sktada si¢ na
niego sze$¢ reszt aminokwasowych, cztery z nich stanowia srodkowy fragment
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skretu. To powoduje, ze wewnatrz skretu moze dochodzi¢ do wielu oddzialywan,
ktore skutkuja powstaniem mniejszych uktadéw drugorzedowych, najczesciej skre-
tow typu f oraz a. Na Rysunku 5 przedstawiono schematycznie wszystkie mozliwe
wigzania wodorowe, ktore mogg dodatkowo utworzy¢ sie wewngtrz skretu typu 7.

Rysunek 5. Schemat wigzan wodorowych, ktére moga utworzy¢ si¢ wewnatrz skretu 7-HB; a) wigzania stabi-
lizujace P-skrety b) a-skrety [42]

Figure 5. Schematic representation of hydrogen bonds inside 7-HB turns encompassing multiple a) - and
b) a-turns [42]

PODSUMOWANIE

Skrety zwrotne sg najmniejszymi elementami struktury drugorzedowej bialek.
Obok a-helisy i f-harmonijki to skrety typu f 1 y najczesciej wystepuja w biatkach.
Ich rola w wielu procesach biologicznych i fizjologicznych, jest bardzo duza co zwia-
zane jest z faktem, iz wystepuja one na powierzchniach struktur biatkowych. Ze
wzgledu na role jakg pelnig skrety zwrotne, naukowcy z wielu dziedzin (chemicy,
biolodzy, biochemicy i lekarze) zaczeli je badaé i opisywaé. Wazne stalo si¢ nie tylko
zbadanie samych skretéw zwrotnych i ich dokladnej roli, ale takze poznanie mozli-
wosci nasladowania ich budowy i funkcji. W artykule - jego pierwszej czesci, przed-
stawiona zostala charakterystyka poszczegdlnych rodzajow skretéw zwrotnych
ze szczegdlnym uwzglednieniem ich budowy. Druga czg§¢ artykutu poswigcona
zostanie omdwieniu zagadnien zwigzanych z nasladowaniem budowy, konformacji
struktur zwrotnych przez ich mimetyki.
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ABSTRACT

The natural acetylenic products containing at least one a carbon-carbon tri-
ple bond, are important class of compounds widely distributed in the environment.
Development of spectroscopic techniques and methods for the isolation of metabo-
lites allowed the extraction of natural acetylenic compounds. The most of these sub-
stances have been obtained from marine organisms, such as: cyanobacteria, algae
and sponges. The next source of metabolites are herbal plants, which were used in
the Chinese traditional medicine. A many of them show interesting biological acti-
vity. The first isolated natural compound possessing an acetylenic unit was dehydro-
matricaria ester, which was obtained from rhizome European goldenrod (Solidago
virgaurea). To present day have been found and researched more than 2000 natural
acetylenic metabolites.

Due to the chemical structure, natural acetylenic compounds were divided into
six groups: peptides, aromatic compounds, enediyne antibiotics, sterols, caroteno-
ids, and poliacetylenic compounds .

This article focuses natural acetylenic substances, which exhibit interesting bio-
logical properties, particularly anticancer ones. The review presents many of such
metabolites, including fatty alcohols, ketones, acids, ethers, and carotenoids.

Keywords: natural products, acetylenic derivatives, cytotoxicity
Stowa kluczowe: produkty naturalne, pochodne acetylenowe, cytotoksycznos¢
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WSTEP

Acetylenowe zwigzki pochodzenia naturalnego sa szeroko rozpowszechnione
w przyrodzie. Substancje te sa glownie produktami metabolizmu organizmoéw
morskich: migczakow, ostonic, glonéw, mikroalg i gabek. Wyodrebniono je takze
z bakterii glebowych, mchéw, porostéw, grzybow oraz z réznych czesci morfotycz-
nych roslin, takich jak: korzenie, licie lub nasiona. Metabolity zawierajace wigzanie
potrojne charakteryzuja si¢ szerokim spektrum aktywnosci biologicznej obejmu-
jacym dzialanie: przeciwbakteryjne przeciwnowotworowe, przeciwpierwotniakowe
oraz przeciwgrzybicze [1, 2].

Najprostszy zwigzek organiczny zawierajacy wigzanie potrdjne, etyn, zostal
otrzymany przez Edmunda Davy w 1836 roku. Jednak jego strukture chemiczng oraz
wlasciwosci jako pierwszy opisat francuski chemik Marcellin Berthelot w 1860 roku.
On takze wprowadzit nazwe acetylen [3].

W 1826 roku z klgczy nawloci pospolitej (Solidago virgaurea) wyizolowano
ester metylowy kwasu dehydrorumiankowego 1, pierwszy naturalny zwigzek ace-
tylenowy, ktory zawiera trzy wigzania potrdjne [4]. Francuski badacz Léon-Albert
Arnaud w 1892 roku z nasion z6ttej sliwki (Ximenia americana) wyodrebnit kolejng
pochodng, kwas tarirynowy 2.

= = = ¢} (¢}
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Stwierdzono, ze zwigzek 2 dziala przeciwgrzybiczo w stosunku do drozdzaka
Candida albicans, dla ktérego warto$¢ IC,) wynosi 1,04 ug/ml, ale nie wykazuje
dzialania przeciwnowotworowego wobec ludzkich linii komérek nowotworowych,
takich jak komorki: piersi (BT-549), gruczolakoraka jajnika (SK-OV-3) oraz czer-
niaka (SK-MEL) [5].

W latach 1960-1980 wraz z rozwojem technik spektroskopowych oraz metod
izolacji metabolitéw nastapil przetom w badaniach naturalnych zwigzkow acetyle-
nowych. Do dnia dzisiejszego opisano ponad 2000 metabolitéw zawierajacych, co
najmniej jedno wigzanie potrdjne. Ze wzgledu na budowe chemiczng naturalne
zwigzki acetylenowe podzielono na sze$¢ grup [1, 2, 6, 7]: zwiazki peptydowe,
zwiazki aromatyczne, antybiotyki enodiynowe, sterole, karotenoidy i zwigzki polia-
cetylenowe.

1. ZWIAZKI PEPTYDOWE
Acetylenowe zwiazki peptydowe, wytwarzane gldwnie przez sinice Lyngbya

majuscula, ze wzgledu na réznice w strukturze chemicznej podzielono na dwie pod-
grupy. Pierwszg stanowia lipopeptydy o budowie liniowej, ktore zawierajg w swojej
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strukturze naturalne aminokwasy polaczone z fancuchami kwaséw tluszczowych
posiadajacych wigzanie potrdjne. Do drugiej naleza depsipeptydy posiadajace
cykliczny pierscienn zbudowany z reszt aminokwaséw oraz kwaséw hydroksykar-
boksylowych, w tym kwaséw hydroksyacetylenowych [1].

Przedstawicielem lipopeptydéw jest apramid G 3 wyodrebniony z sinic Lyng-
bya majuscula wystepujacych u wybrzezy Apra Harbor na wyspie Guam [1, 6].

A AR
-

3

Pochodna 3 charakteryzuje si¢ wysoka cytotoksycznoscia wobec komoérek
ludzkich nowotwor6w jamy ustnej (KB) oraz gruczolakoraka okreznicy (LoVo), dla
ktorych wartosci IC,, wynosza odpowiednio 33 ng/ml oraz 11 ng/ml [1, 6, 8].

Z tego samego rodzaju sinic zebranych na plazy Boca del Drago w Panamie
uzyskano dragonamid 4, wykazujacy dzialanie przeciwnowotworowe wobec linii
ludzkich komoérek nowotworéw pluc (A549), gruczolakoraka okreznicy (HT-29),
czerniaka (SK-MEL-28) oraz mysiej biataczki (P338) [6, 9].

_ 0 N o ~~ o
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Jednym z pierwszych zwigzkéw depsipeptydowych byt kulolid 5, wyodrebniony
w 1996 roku ze §limakéw Philinopsis speciosa. W jego strukturze oprdocz reszt ami-
nokwasow wystepuja amidy kwaséw L-2-hydroksy-3-fenylopropionowego oraz
R-2,2-dimetylo-3-hydroksy-7-oktynowego [10].

H

Pochodna 5 wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe wobec linii komérek
mysich biataczek P338 oraz L-1210, dla ktérych wartoéci ID, wynosza odpowied-
nio 2,1 pg/ml1i0,7 ug/ml [10].


https://www.google.pl/search?q=Philinopsis+speciosa&sa=X&nfpr=1&biw=1366&bih=631&tbm=isch&tbo=u&source=univ&ved=0CCoQsARqFQoTCPX_vMOotscCFaMRcgodBI0N4Q
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Do depsipeptyddw nalezy réwniez pitipeptolid A 6, otrzymany z sinic Lyngbya
majuscula zyjacych w jaskiniach Piti Bomb Holes w archipelagu Guam [11]. Zwig-
zek 6 posiada niskg aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komorek raka jelita grubego
LoVo, wykazuje jednak wysokie dzialanie przeciwbakteryjne oraz stymuluje dziala-
nie elastazy, enzymu hydrolizujacego wigzanie peptydowe [1, 6].

2. ZWIAZKI AROMATYCZNE

Aromatyczne zwigzki acetylenowe sg produktami metabolizmu wtdrnego,
typowego dla roélin wyzszych, grzybéw i bakterii. W swojej strukturze zawieraja
jeden lub kilka pierscieni aromatycznych oraz sprze¢zony uklad wigzan potrdjnych.
Do tej grupy nalezy kapilina 7, wyizolowana z bylicy wlosowatej (Artemisia capilla-
ris) w 1956 roku.

Wykazano, ze pochodna acetylenowa 7 dziata przeciwgrzybiczo, przeciwzapal-
nie oraz posiada wlasciwosci hamujace aktywno$¢ rakotwodrczego wirusa Epsteina-
-Barr [6, 12]. Dodatkowo kapilina 7 zapobiega apoptozie hepatocytéw wywolane;
przez transformujacy czynnik wzrostu TGF-beta 1. Dowiedziono, ze zwigzek 7
w stezeniach w zakresie 1-10 uM wykazuje aktywnos¢ cytotoksyczng wobec ludz-
kich linii komorek nowotwordéw trzustki (MIA), krtani (HEp-2), ptuc (A549) oraz
gruczolakoraka jelita grubego (HT-29) [13]. Mechanizm dzialania przeciwnowo-
tworowego kapiliny 7 polega na zahamowaniu cyklu komérkowego pomiedzy fazg
G2 a fazg M, w wyniku czego nie zachodzi proces mitozy a komorka jest kierowana
na droge apoptozy [13].

W chinskiej oraz koreanskiej medycynie ludowej jako lek przeciwgoraczkowy
i przeciwzapalny, od ponad 2000 lat wykorzystywana jest bulwa korzeniowa Aspa-
ragus cochinchinensis [6, 14]. Z bulwy tej wyizolowano dwie pochodne acetylenowe:
asparenydiol 10 oraz 3-metoksyasparenydiol 11, ktore wykazujg aktywnos¢ cyto-
toksyczng wobec ludzkiej linii komdrek nowotworu jamy ustnej (KB), raka jelita
grubego (Col-2), raka prostaty (LNCaP) oraz komérek strukturalnych $rédblonka
naczyniowego (HUVEC), dla ktérych wartosci IC, mieszczg si¢ w zakresie 4-20 ug/ml
(6, 15].
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Jedna z roélin wykorzystywanych w chinskiej i japoniskiej medycynie ludowej
jest Atractylodes lancea, ktorej klacze stosowano w leczeniu zaburzen gastrycznych
m.in. dyspepsji funkcjonalnej [6, 16]. Wyizolowana z tego klacza pochodna 12
powoduje zmniejszenie aktywnosci enzymoéw odpowiedzialnych za proces zapalny.
Wartosci IC,  oznaczone wobec 5-lipooksygenazy oraz cyklooksygenazy-1 wynosity
odpowiednio 3,4 uM oraz 1,1 pM [6].

— — OCH;
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// OH

Wilasciwosci przeciwnowotworowe oraz przeciwdrobnoustrojowe wykazuja
ekstrakty pochodzace z siedmiu gatunkéw zlocienia krzewiastego (Argyranthe-
mum frutescens). Z korzenia tej roéliny wyizolowano cztery acetylenowe pochodne
13-16, ktore wykazujg aktywnos¢ przeciwnowotworowg. Wartosci IC_ dla zwigz-
kow 14116 wobec linii komdrek HeLa i HEp-2 mieszcza sie w zakresie 18-30 ug/ml.
Natomiast zwigzek 15 charakteryzuje si¢ znaczaca aktywnoscia przeciwbakteryjna
wobec bakterii Gram-dodatnich oraz umiarkowanym wptywem na bakterie Gram-
-ujemne [6, 17].

13 R1 = OCOOCHzCH(CH3)2, R2: COOH, R3 = OCH3, R4: CH3
14 Rl = OAC, R2: COOCH}, R3 = OH, R4: CH3

15 R[ = OAC, R2: COOCH}, R3 = OCH;, R4: CH3

16 R[ = OAC, R2: COOCH}, R3 =H, R4: CH3

Z korzeni dziegielu Angelica japonica wyizolowano kilka acetylenowych zwiaz-
kow aromatycznych wykazujacych szerokie spektrum dzialania biologicznego,
takie jak: przeciwdrobnoustrojowe, przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, a takze
hepato- oraz nefroprotekcyjne. Chloroformowy ekstrakt uzyskany z wysuszonych
korzeni dziggielu posiada wysoka aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec komorek linii
gruczolakoraka zolagdka (MK-1), ktdra jest zwigzana z wystepowaniem w roélinie
furanokumarynowych pochodnych falkarindiolu - japoangeloléw A-D [6, 18].
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Najbardziej aktywnym jest japoangelol B 17, ktory wykazuje takze dzialanie
wobec komorek nowotwordw szyjki macicy (HeLa) oraz skory (B16F10) [6].
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Bogatym zrédtem acetylenowych pochodnych o charakterze aromatycznym
jest nie tylko krdlestwo roslin, ale takze prymitywne zwierz¢ta wodne. Z gabek
rodzaju Spongia sp. wystepujacych w wodach Potudniowego Pacyfiku w okolicach
wysp Vanuatu wyodrebniono makrolidowy 13-czlonowy zwiazek o nazwie spongi-
depsyna 18, ktéry wykazuje wlasciwosci cytotoksyczne wobec linii mysich komérek
wildkniakomigsaka (WEHI-164) oraz linii makrofagéw mysich J774.A1 o warto$-
ciach IC, mieszczacych sie w zakresie od 0,42-0,56 uM [6, 19].

3. ANTYBIOTYKI ENODIYNOWE

Antybiotyki enodiynowe naleza do jednych z najsilniej dzialajacych zwigzkow
przeciwnowotworowych i przeciwbakteryjnych. Niezwykte wlasciwosci biologiczne
tych zwigzkow wynikaja z obecno$ci w ich strukturze chemicznej wysoce niena-
syconego pierscienia makrocyklicznego zawierajacego dwa wigzania potrojne oraz
jedno wigzanie podwdjne w ukladzie sprzezonym [20]. Ze wzgledu na wielkos$¢
pier$cienia makrocyklicznego antybiotyki podzielono na dwie podgrupy: posiada-
jace 9- i 10-cztonowy pierscien enodiynowy.

Zwigzki zawierajace 9-czlonowy pierscien w temperaturze pokojowej ulegaja
samorzutnejcykloaromatyzacji,ztego powoduprzewaznie potaczonesa z czgscig biat-
kowg (apoproteing), ktdra stabilizuje antybiotyk. Do tej podgrupy zwigzkow nalezy
neokarcynostatyna,pierwszyantybiotykenodiynowywyizolowanyzeszczepubakterii
Streptomyces carzinostaticus, wystepujacy jako kompleks o sktadzie 1:1 chromofor 19
z apoproteing [21]. Obydwa fragmenty neokarcynostatyny sa polaczone ze sobg
niekowalencyjnym oddzialywaniem i mozna je fatwo oddzieli¢ od siebie poprzez
ekstrakcje [22, 23]. Czg$¢ chromoforowa odpowiada za wlasciwosci przeciwnowo-
tworowe, natomiast apoproteina jest zdolna do rozktadu histonéw na krétkie pep-
tydy i w ten sposob ulatwia dostep chromoforu do fanicucha DNA [22].

OH

19
Neokarcynostatyna wykazuje wysokg aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec bak-
terii Gram-dodatnich, dla ktérych wartosci MIC mieszcza sie w przedziale 5-32 g/
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ml. Antybiotyk charakteryzuje si¢ réwniez wysokim dzialaniem cytotoksycznym
wobec komorek watrobiaka ztosliwego oraz bialaczek. Warto$¢ IC, in vitro dla neo-
karcynostatyny wobec mysiej linii komorek czerniaka (B16) wynosi 1,1 pg/ml [24].
W badaniach in vivo stwierdzono, ze dawka 0,8-3,2 mg/kg powoduje zahamowanie
wzrostu komorek mysiej biataczki o 30-80%, przy 100% przezywalnosci myszy. Nie-
stety badania kliniczne nad wprowadzeniem antybiotyku do leczenia nowotworu
zakonczyly sie na drugiej fazie ze wzgledu na liczne skutki uboczne terapii [25].

Zwigzek o nazwie N1999A2 20 zawiera 9-cztonowy pierscien makrocykliczny,
ale jako jedyny w tej grupie pochodnych nie jest zwigzany z apoproteing [6, 26].
Pochodna 20 rézni sie od neokarcynostatyny brakiem reszty cukrowej oraz wyka-
zuje wyzszg stabilno$¢ w roztworach wodnych. Podobnie jak pozostale antybiotyki
enodiynowe charakteryzuje si¢ silnym dzialaniem przeciwnowotworowym oraz
przeciwbakteryjnym. Wyznaczone dla niego wartosci IC,, wobec réznych linii
komérek nowotworowych mieszczg sie w zakresie 10° nM-10nM [26].

Do grupy antybiotykéw enodiynowych zawierajagcych 10-cztonowy piers-
cienn makrocykliczny nalezy siedem rodzin zwigzkéw. Nie zawieraja one w swojej
budowie apoproteiny oraz s3 bardziej stabilne w roztworze wodnym niz pochodne
9-cztonowe [22].

Do najwazniejszych antybiotykow tej grupy zalicza sie rodzine kalicheamycyn
21a-b, ktore zostaly wyizolowane z bakterii glebowych Micromonospora echinospora
ssp. calichensis. Dodanie jodku sodu do pozywki bakteryjnej umozliwito otrzyma-
nie jodowych pochodnych kalicheamcyny 21c-21g, ktére w pozycji R2 zamiast
atomu bromu zawieraja atom jodu [27]. Charakterystycznym elementem budowy
zwiazkow 21a-g jest bicykliczny uklad, ktory jest polaczony z metylotrisulfidem za
pomoca linkera zawierajacego wigzanie podwojne [28, 29].
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21c Kalicheamycyna ([31') Ry =E,Ry=1,R3=D, Ry = CH(CH3), HsC
21d Kalicheamycyna (y;') Ry =E, Ry =1, Ry =D, Rs = CH,CHj
21e Kalicheamycyna (81') R1=E,Ry,=1,R3=D, Ry = CH,CH3
21f Kalicheamycyna (o) Ry =E, Ry =1, Ry =H, Ry = CH,CHg 0"/ E
21g Kalicheamycyna (a3') Ri1=H,Ry;=1,R3=D, Ry = CH,CH3 NH
Ry”™

H3C
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Kalicheamycyny 21a-g w stezeniach ponizej 31 pg/ml wykazuja bardzo silne
dziatanie wobec bakterii Gram-dodatnich [30]. Ponadto w testach in vivo stwier-
dzono, ze dawka 0,5-1,5 mg/kg powoduje zahamowanie rozwoju mysich linii
komorek biataczki P388 1 L1210 [22].

Antybiotyki enodiynowe ze wzgledu na wysoka aktywno$¢ przeciwnowotwo-
rowg oraz przeciwbakteryjng wcigz budza duze zainteresowanie naukowcow. W ostat-
nich latach otrzymano wiele syntetycznych pochodnych zawierajacych enodiynowy
pierscien makrocykliczny. W 2005 roku z pateczek Cladonia uncialis pozyskano nowy
antybiotyk zawierajacy 9-czlonowy pierscien makrocykliczny uncialamycyne 22
[31].

Zwigzek 22 zawiera w swojej strukturze dwa aktywne biologicznie uklady: pier-
$cien enodiynowy oraz uklad antracyklinowy. Niestety ze wzgledu na niska wydaj-
nos¢ izolacji do tej pory nie oznaczono konfiguracji absolutnej atomu wegla C-26.
Uncialamycyna 22 wykazuje wysoka aktywno$¢ in vitro wobec bakterii Staphylococ-
cus aureus, Escherichia coli i Burkholderia cepacia, natomiast nie jest aktywna wobec
drozdzy [32].

4. STEROLE

Sterolami nazywamy wszystkie zwiazki zawierajace skondensowany uklad czte-
rech pierscieni oraz grupe hydroksylowa w pozycji C-3. Z tkanek roslin i zwierzat
pozyskano kilkaset roznych steroli, w tym kilkadziesigt pochodnych acetylenowych.

Bogatym Zrédlem sterolowych zwigzkow acetylenowych sg gabki Gellius sp.,
z ktérych wyodrebniono m.in. gelliusterole A-D 23-24 [33].
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23a R=H,R;=0H 24a R=H
23b R,R;=0 24b R=O0OH

Gelliusterole A-B 23a-b przy atomie wegla C-17 zawierajg podstawnik 1-metylo-
-3-pentynowy, natomiast w pozycji C-7 odpowiednio grupe hydroksylowg lub kar-
bonylowa. W gelliusterolu C 24a i gelliusterolu D 24b w pozycji C-17 znajduje si¢
odpowiednio podstawnik 1,5-dimetylo-3-heksynowy lub 1,5-dimetylo-5-hydroksy-
-3-heksynowy. Wszystkie steroidowe pochodne 23a-b i 24a-b wykazujg aktywnos¢
cytotoksyczng wobec ludzkich linii komérek nowotworéw ptuc (A549), gruczola-
koraka jelita (HT-29), czerniaka (SK-MEL-28), raka prostaty (DU-145) oraz mysiej
biataczki (P388). Najwyzszg aktywnos¢ wobec linii HT-29 posiada gelliusterol C 24a
(IC,, = 0,5 pg/ml [6, 33]).

Ze szczepu bakterii Cladosporium colocasiae wyizolowano dwa acetylenowe
sterole 25a-b, ktdre réznig si¢ od gelliusteroli 24a-b obecnoscig przy atomie wegla
C-7 grupy hydroksylowej zamiast grupy karbonylowej [34].

25a R=H
25b R=0OH

Stwierdzono, ze zwigzek 25a wobec bakterii laseczki siennej (Bacillus subti-
lis) wykazuje ponad 2,5-krotnie wyzsza aktywno$¢ od ciprofloksacyny, natomiast
pochodna 25b nie dziala przeciwbakteryjnie. Obydwa zwigzki 25a i 25b wykazuja
aktywno$¢ antyproliferacyjng wobec ludzkich linii komoérek nowotworéw piersi
(SK-BR-3), trzustki (PANC-1) oraz bialaczki promielocytarnej (HL-60) [34].

Eskobaryny A i B 26a-b pozyskano z korzenia Calliandra californica, wiecznie
zielonego drzewa rosngcego w Baja Kalifornia w Meksyku [7].
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26a R=CHO
26b R =CH,OH

Warto$¢ MIC wobec bakterii Gram-dodatnich Mycobacterium tuberculosis
otrzymana dla eskobaryny 26a jest osiem razy nizsza od wartosci oznaczonej dla
ryfampicyny. Zwigzki 26a-b charakteryzuja si¢ takze wysoka aktywnoscig przeciw-
nowotworowg wobec ludzkich linii nowotworéw: jelita (HCT-15), piersi (MCF-7),
biataczki (K-562 CML), centralnego systemu nerwowego (U-251 Glio) oraz pro-
staty (PC-3) [7, 35].

5. KAROTENOIDY

Karotenoidy stanowia grupe wtérnych metabolitow wytwarzanych gtéwnie przez
skorupiaki morskie oraz glony. Zwiazki te zbudowane sa z jednostek izoprenowych
i zawierajg w swojej strukturze 40 atomow wegla, ich najwazniejszg rolg jest nada-
wanie barwy organizmom w ktdrych wystepuja, co umozliwia wabienie lub obrone
przed promieniowaniem UV.

Z wiciowca Euglena gracilis pozyskano diadinoksantyne A 27, ktéra dziata
jako pigment i nadaje planktonowi ztoto-brazowy kolor [7, 36]. Ten sam zwigzek
wystepuje w znacznych ilosciach w koralowcach Acropora japonica oraz malzach
Tridacna squamosa [37].

Pochodna 27 uczestniczy w szlaku metabolicznym chronigc mikrooganizmy
przed fotodestrukcja w wyniku nadmiernego naswietlania komorek [36].

Dziatanie przeciwnowotworowe wobec linii komérek nowotworowych raka
szyjki macicy (HeLa) stwierdzono dla diadinochromu A 28, wyizolowanego ze stod-
kowodnych alg Peridinium bipes [1, 6].
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Halocynotiaksantyna 29a i jej acetylowa pochodna 29b wystepuje w Zachwach
Halocynthia roretzi, a takze w wielu rodzajach malz oraz ostryg [7].

RO 29b R=Ac

Zwigzek 29b wykazuje wysoka aktywnos¢ przeciwnowotworowa wobec ludz-
kich komorek bialaczki promielocytarnej (HL-60) oraz nerwiaka (GOTO), powo-
duje réwniez zahamowanie produkgji tkankowego antygenu polipeptydowego (tPA)
bedacego markerem proliferujacych komorek nabtonka [7].

Z gabek morskich Prianos osiros, zyjacych w Morzu Srédziemnym w okolicach
Pompejow, wyizolowano acetylenowy karotenoid 30. Zwigzek ten wykazuje wysoka
aktywno$¢ wobec linii komdrek nowotworu okreznicy (HCT-116), dla ktérego war-
to$¢ IC,, wynosi 4,38 pg/ml [1, 6].

6. ZWIAZKI POLIACETYLENOWE

Ze wzgledu na duza réznorodno$¢ strukturalng, zwigzki poliacetylenowe
stanowia najliczniejszg grupe naturalnych acetylenowych pochodnych. Zalicza
sie tu zwigzki z takimi grupami funkcyjnymi jak grupa karboksylowa, hydroksy-
lowa, aldehydowa i ketonowa oraz pochodne zawierajace pierscienie epoksydowe.
Zwigzki poliacetylenowe pozyskuje si¢ glownie z bakterii, grzybow, alg oraz korzeni,
lidci i nasion roélin [4].

Jednym z pierwszych opisanych zwigzkéw poliacetylenowych o charakterze
kwasu karboksylowego jest mykomycyna 31 wyizolowana w 1950 roku z promie-
niowcow (Actinomyces) z rodzaju Nocardia acidophilus.
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Pochodna 31 wykazuje wlasciwoséci tuberkulostatyczne, a takze dziala na
komorki pierwotnego nowotworu watrobowokomorkowego [2].

Dwa acetylenowe antybiotyki cepacyna A 32a i cepacyna B 32b pozyskane
z Gram-ujemnych bakterii Pseudomonas cepacia zawieraja w swojej strukturze
pierscien epoksydowy, ktory w reakcjach enzymatycznych ulegaja przeksztalceniu
w grupe hydroksylowa [6].

Pochodne 32a-b charakteryzujg si¢ wysoka aktywnos$cia przeciwbakteryjna
wobec bakterii gronkowca zlocistego (Staphylococcus aureus), jednak zwigzek 32b
wykazuje 4-krotnie wyzsza aktywno$¢ od kepacyny A 32a. Warto$ci MIC ozna-
czone dla pochodnej 32b wobec bakterii Gram-ujemnych mieszczg si¢ w przedziale
0,1-50 pg/ml [7].

Poliacetylenowe kwasy pozyskano réwniez z wielu gatunkéw grzybow. Z grzy-
béw workowych z rodzaju Phoma sp. wyizolowano kwasy fomallenowe A-C 33a-c,
ktére hamuja dziatanie bialka Fab, wystepujacego w organizmach prokariotycznych
i uczestniczacego w biosyntezie kwaséw tluszczowych [38, 39]. W grupie badanych
pochodnych 33a-c najwyzszym dzialaniem przeciwbakteryjnym charakteryzuje
sie kwas 33c, ktory w stezeniu 0,77 ug/ml powoduje zahamowanie wzrostu 50%
bakterii Staphylococcus aureus. Natomiast zwigzki 33a-b wykazuja dzialanie prze-
ciwbakteryjne wobec metycylinoopornych szczepow Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Haemophilus influenzae [38, 39].

//" i ;—n COOH P

X
Z COOH
Vi 34 O
33a X=0OH,n=4
33b X=H, n=6
X 33¢c X=H, n=7

Kwas (10E,14Z)-9-oksooktadeka-10,14-dien-12-ynowy 34 pozyskano z popu-
larnej kurki, czyli pieprznika jadalnego Cantharellus cibarius. Wykazano, ze jest on
agonistg receptora PPARy, ktéry odpowiada za proces réznicowania komorek ttusz-
czowych oraz wplywa na metabolizm glukozy. Dodatkowo pochodna 34 wplywa
na zmniejszenie ekspresji gendw kodujacych karboksykinaze fosfoenolopirogronia-
nowy oraz glukozo-6-fosfataze. Wyznaczona warto$¢ EC,; wobec genu kodujacego
receptor PPARy wynosi 1,88 uM [2, 40].

Z wystepujacych w Chinach grzyboéw jadalnych z rodzaju Hexagonia speciosa
wyizolowano spekiosyn B 35 o znacznej aktywno$ci wobec ludzkich linii komoérek
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nowotworowych, takich jak: piersi (MCF-7), okreznicy (SW480), bialaczki promie-
locytarnej (HL-60) oraz watrobiaka (SMMC-7721). Pochodna 35 wykazuje najwyz-
sze dzialanie wobec komérek HL-60 i SMMC-7721 o warto$ciach IC, wynoszacych
odpowiednio 0,23 uM i 0,70 uM [2].

OH
35

W 1992 roku z grzybéw Hydnum repandum otrzymano repandiol 36, zwiazek
zawierajacy dwa pier$cienie epoksydowe i wykazujacy wysoka aktywno$¢ wobec
wielu linii komoérek nowotworowych, takich jak: mysia biataczka (P388), mysi
nowotwor okreznicy (Colon 26) oraz gruczolakorak jelita grubego (DLD-1), dla
ktérych wartosci wspotczynnika ID,  wynosza odpowiednio 1,88 pg/ml, 0,30 pg/ml
10,66 pg/ml [4, 6, 40].

Oksirapentyna A 37 wyizolowana z grzybow Beauveria feline posiada wysoka
aktywno$¢ cytotoksyczng wobec linii komoérek nowotworu: piersi (T-47D) oraz
czerniakéw SK-Mel-5 i SK-Mel-28, dla ktérych wartoéci IC, wynosza odpowiednio
25 uM, 19 uM i 17 uM. Wazng wiasciwoscia pochodnej 37 jest brak dzialania tok-
sycznego wobec mysich komoérek $ledziony CD-1 (IC,, = 120 uM). Oksirapen-
tyna A 37 ogranicza wzrost bakterii z rodzaju Staphylococcus aureus, Bacillus sub-
tillis, Escherichia coli oraz Pseudomonas aeruginosa. W badaniach in vivo (model

mysi) zwigzek 37 w dawce 6,25 mg/kg powoduje $mier¢ 50% bakterii Streptococcus
faecalis [2].

Bogatym zrédlem zwigzkéw acetylenowych sg czerwone algi (Laurencia obtusa)
produkujace ponad 200 wtérnych metabolitow zawierajacych co najmniej jedno
wigzanie potréjne. Pochodne te posiadajg szerokie spektrum dzialania biologicz-
nego obejmujgcego aktywnos¢ antyproliferacyjng, przeciwbakteryjna, przeciwwi-
rusowa, przeciwgrzybicza, przeciwmalaryczng oraz antyoksydacyjng. Przykladem
acetylenowego zwigzku wyizolowanego z alg zawierajacego cykliczny uktad eterowy
jest trans-kumausyna 38 [1].
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Z alg z gatunku Liagora farinosa otrzymano kwas oktadek-5-yne-7Z,9Z,12Z-
-trienowy 39, ktdry jest nie tylko toksyczny dla ryb raf koralowych Eupomacentrus
leucostictus, ale rowniez wykazuje dzialanie przeciwzapalne poprzez hamowanie
aktywnosci cyklooksogenazy [41].

COOH YO

74

0.__O |
39 ﬁ/ (6)
Ko
40

Algi Caulerpa taxifolia, wystepujace w Morzu Srédziemnym, Oceanie Indyj-
skim oraz Morzu Karaibskim wytwarzaja kaulerpenyne 40, o wysokim dzialaniu
przeciwnowotworowym wobec linii komoérek nerwiaka mézgu (SK-N-SH) [1, 42].

Wazng grupe organizméw morskich stanowig gabki, ktére wytwarzaja naj-
wiecej wtérnych metabolitow sposrdd wszystkich bezkregowcow [41]. Z gatunku
Xestospongia testudinaria zyjacego w Chinach pozyskano ksestospongine 41, ktéra
charakteryzuje sie niskg cytotoksyczno$cig wobec ludzkich linii komérek nowotwo-
rowych zotadka (BGC-823), watroby (Bel-7402), nablonka jamy ustnej (KB) oraz
biataczki promielocytarnej (HL-60) [41].

H

H
o \ \
- WO\ \—\> )
a o) HO \ (CHp)o, /

(CHp)i—%
\:/ OH

42

Z gabek Strongylophora durissima (Petrosia sp.) wydzielono zwigzek poliace-
tylenowy 42, wykazujacy silng cytotoksycznos¢ wobec linii ludzkich komoérek raka
zoladka (NUGC) [6]. Z tego samego rodzaju gabek pozyskano réwniez dideoksype-
trosynol A 43 [43].

H H
X . o _
\g/\/ (CHy)e—= — (CHZ)GM

OH 43 OH

Wykazuje on cytotoksyczno$¢ wobec linii komdrek nowotworu pluc (A549),
jajnika (SK-OV-3), osrodkowego ukladu nerwowego (XF498), okreznicy (HCT15)
oraz czerniaka (SK-MEL-2) [6]. Zaobserwowano réwniez zahamowanie wzrostu
komorek ludzkiej biataczki (U937). Mechanizm dzialania pochodnej 43 polega na
aktywacji kaspazy-3 i kaspazy-9 oraz zwigkszeniu ekspresji proapoptycznego biatka
Bax. Wykazano réwniez spadek stezenia mRNA dla cyklooksygenazy 2 (COX-2),
jednoczesnie nie obserwujgc istotnych zmian poziomu mRNA dla cyklooksyge-
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nazy 1 (COX-1). Obnizenie ekspresji genu COX-2 jest czynnikiem powodujacym
zmniejszenie proliferacji komorek nowotworowych. Ponadto wykazano, ze zwia-
zek 43 zmniejsza aktywno$¢ telomerazy oraz ekspresje genu telomerazy odwrotne;j
transkryptazy (hTERT). Obserwowane efekty byly $cisle zwigzane z zastosowang
dawka [43].

Jednym z najwazniejszych zrodel zwigzkow acetylenowych jest korzen zen-
-szenia, ktéry od ponad 4000 lat jest wykorzystywany w chinskiej medycynie ludo-
wej jako panaceum na rdézne dolegliwosci. W badaniach wykazano, ze ekstrakt
z korzenia zen-szenia powoduje zahamowanie wzrostu komdrek mysiej biataczki
(L5178Y), mysiego miesaka (Sarcoma 180) oraz ludzkich komoérek nowotworu ptuc
(A498) i nerki (Caki-1). Ponadto surowy ekstrakt wykazuje wyzsza aktywno$¢ od
cis-platyny i 5-fluorouracylu [2, 4, 6, 7].

Wysoka aktywnos¢ ekstraktu zen-szenia zwigzana jest z wystegpowaniem w nim
takich zwigzkow jak: panaksydol 44, falkarinol 45 oraz falkarinodiol 46, ktérych
zawarto$¢ w suchej masie wynosi odpowiednio: 297 pg/g, 250 pg/gi320 pg/g. Boga-
tym zrédlem poliacetylenowych zwigzkéw 44-46 sg rowniez korzen marchwi, pie-
truszki, selera oraz natka pietruszki [6].

OH

Z
‘ = OH

6H 46

Pochodne 44-46 charakteryzuja si¢ wysoka aktywno$cig cytotoksyczna
wobec linii komodrek nowotworowych, takich jak: szyjki macicy (HeLa), bialaczki
(L-1210), piersi (MCF7) oraz pecherza moczowego (T24). W grupie badanych
zwigzkéw najwyzsze dzialanie wykazuje panaksydol 44, dla ktérego wartos¢ IC,
wobec komoérek mysiej biataczki (L-1210) wynosi 0,19 pM. Wazng wlasciwoscia
zwiazkow jest niska toksyczno$¢ wobec wielu typdw prawidlowych komérek [6].
Aktywno$¢ zwigzkow 44-46 wzgledem linii gruczolakoraka zoladka (MK-1) uklada
sie w nastepujacym porzadku: 44 > 45 > 46 [44]. Przypuszcza si¢, ze mechanizm
dziatania pochodnych 44-45 polega na indukcji apoptozy zaleznej od katalitycz-
nego rozpadu kinazy proteinowej C delta (PKC?), aktywacji kaspazy-3 oraz degra-
dacji polimerazy poli(ADP - rybozy) [6, 45]. Dodatkowo zwigzek 45 wykazuje
dziatanie przeciwzapalne poprzez hamowanie 5-lipooksygenazy, dwoch izoform
12-lipooksygenazy oraz 15-lipooksygenazy, majac jednoczesnie niewielki wptyw na
aktywno$¢ cyklooksygenazy. Badania prowadzone na szczurach dowodzg, ze dieta
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bogata w produkty zawierajace falkarinol 45 opdznia rozwoj przednowotworowych
zmian w jelicie grubym [6, 46].

PODSUMOWANIE

Poszukiwanie nowych substancji leczniczych czgsto zwiazane jest z wykorzy-
staniem zwigzkéw pochodzenia naturalnego o udokumentowanej, wysokiej aktyw-
nosci biologicznej. Pochodne acetylenowe zawierajace w swojej strukturze wigzanie
potrojne wegiel-wegiel stanowig obiekt zainteresowania badaczy na calym $wiecie.
Zwigzki tego typu sa wytwarzane, jako metabolity wtérne przez organizmy zywe
takie jak: bakterie, grzyby, rosliny wyzsze oraz organizmy morskie.

W przedstawionej pracy omoéwiono jedynie kilkadziesigt pochodnych acetyle-
nowych, ktore charakteryzuja si¢ zréznicowang strukturg chemiczng. Substancje te
wykazujg szerokie spektrum aktywnosci biologicznej obejmujacej dzialanie prze-
ciwnowotworowe, przeciwbakteryjne oraz przeciwgrzybicze.

PODZIEKOWANIE

Praca wykonana w ramach badan statutowych Slaskiego Uniwersytetu Medycz-
nego w Katowicach (KN'W-2-008/N/6/N).
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ABSTRACT

Understanding the characteristics, role and structure of nucleic acids allowed to
answer questions about the disease processes. Today, nucleic acids and their constituents
are tools, which are used by molecular biology in medicine and biotechnology. Antisense
and gene therapy are intensively developing methods for possible treating or preventing
disease. They use short fragments of DNA or RNA - oligonucleotides to silence the genes
expression. They are not the only ones that allow analytical chemists to obtain informa-
tion about the state of our body. Determination of modified nucleoside allows detection
of cancer, while analysis of nucleotides allows the estimation of strengthening the immune
system.

There is a great need of sensitive, selective and precise methods of separation of nuc-
leosides, nucleotides and oligonucleotides and their qualitative and quantitative analysis.
Consequently liquid chromatography (LC) is the most commonly used for analysis of
nucleic acid constituents. The most widely used modes of LC include Ion Exchange Chro-
matography (IEC) and Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography (RP
HPLC). Both techniques have their advantages and disadvantages in the analysis of nucle-
osides, nucleotides and oligonucleotides. In the case of IEC it is necessary to use high con-
centrations of the salt in the mobile phase or concentration gradients, which considerably
limits the possibility of using MS detection. RP HPLC can be coupled with MS detection
but only when volatile salts are mobile phase components. On the other hand there is a
significant problem is the lack of sufficient selectivity for the most polar nucleosides and
nucleotides. RP HPLC MS is still most often used in the determination of nucleosides and
nucleotides, due to its high sensitivity and a comprehensive qualitative analysis.

Another system used for the HPLC analysis of oligonucleotides is Ion Pair Reversed
Phase High Performance Liquid Chromatography (IP RP HPLC). These compounds can
not be analyzed by RP HPLC due to their high polarity. The advantage of IP RP HPLC is
selectivity, achieved by a suitable choice of mobile phase composition and the possibility
of using MS. A disadvantage of IP RP HPLC in the analysis of oligonucleotides is however
lower sensitivity compared to RP HPLC.

During the last few years Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (HILIC)
was applied for the separation of mixtures of nucleosides, nucleotides, oligonucleotides
extracted from a biological or food samples. The presented results demonstrate the useful-
ness of this method, however, the resolving power is limited due to the asymmetric peak
shape. On the other hand proper selection of the mobile and stationary phase can lead to
a high selectivity in the analysis of the most polar nucleosides, nucleotides and oligonuc-
leotides, which can not be separated by RP HPLC.

Keywords: nucleosides, nucleotides, oligonucleotides, liquid chromatography, sensitivity,
selectivity

Stowa kluczowe: nukleozydy, nukleotydy, oligonukleotydy, chromatografia cieczowa, czu-
tos¢, selektywnos¢
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WPROWADZENIE

Kwasy nukleinowe to zwiazki pelnigce funkcje zrédia informacji o budowie
i cechach kazdego organizmu zywego [1]. Stanowig one polimery, zbudowane
z mniejszych czastek (monomeréw), jakimi sa nukleotydy. Dla prawidlowego
funkcjonowania organizmdéw niezbedne s3 nie tylko kwasy nukleinowe, ale row-
niez zwigzki, ktére wchodzg w ich skfad, takie jak oligonukleotydy, nukleotydy
i nukleozydy [1]. Obecnie wszystkie z wymienionych grup zwigzkéw stanowia
wazne narzedzia, ktérymi postuguje sie biologia molekularna — przede wszystkim
w medycynie. Bada si¢ m.in. stezenie nukleozydéw w moczu, nukleotydéw w mleku
matki, plynie mézgowo-rdzeniowym, zywnosci, oraz zawartos¢ oligonukleotydow
lub matoczasteczkowych kwaséw nukleinowych w osoczu [2-9].

Nukleozydy to czasteczki sktadajace si¢ z cukru (rybozy lub deoksyrybozy)
oraz zasady azotowej (purynowej lub pirymidynowej). W kwasach nukleinowych
do zasad purynowych naleza: adenina (A) oraz guanina (G), natomiast do piry-
midynowych: tymina (T), cytozyna (C) i uracyl (U). Odgrywaja one bardzo wazna
role, gdyz sa prekursorami nukleotyddw, bioracych udziat w przenoszeniu informa-
cji genetycznej. Nukleozydy sa takze czasteczkami sygnatowymi i neuromodulato-
rami [1, 9].

Transportujacy kwas rybonukleinowy (tRNA) zawiera wiele zmodyfikowanych
nukleozyddéw, ktore powstaja w czasie potransktypcyjnej obrobki enzymatycznej
prekursorowego tRNA. S3 to gléwnie analogi urydyny (rybotymidyna, dihydroury-
dyna, czy pseudourydyna) i adenozyny (np. inozyna, 1-metyloinozyna, 7-metylo-
adenozyna) [1, 4, 9-12]. Modyfikacje nukleozydéw moga przyjmowaé charakter
prosty (np. redukcja, utlenianie, metylacja) lub ztozony, w wyniku ktorego powstaja
miedzy innymi nukleozydy hiperzmodyfikowane [4, 10-12]. Zmodyfikowane
nukleozydy uwalniane sa z tRNA w wyniku hydrolitycznej aktywnosci fosfataz
i rybonukleaz. Zwigzki te nie moga by¢ wlaczone do powtdrnej syntezy RNA, z tego
wzgledu krazg z krwig i trafiaja do moczu, z ktérym s3 wydalane z organizmu.
Wykazano, ze poziom stezenia potranskrypcyjnie zmodyfikowanych nukleozydow
w moczu jest uzytecznym parametrem w badaniu zmian RNA i metabolizmu biatek.
Zostaly one uznane za markery choréb nowotworowych [10-12].

Wazne funkcje w organizmie pelnia takze nukleotydy, ktdre s estrami kwasu
fosforowego i nukleozydu. Sa one monomerami kwaséw nukleinowych i biorg
udzial w przekazywaniu informacji genetycznej [1, 9]. Petnig ponadto kluczowg role
w procesach syntezy fosfolipidow, biatek i weglowodanéw. Adenozyno-5’-trifosfo-
ran (ATP) jest no$nikiem energii niezbednej do przebiegu wiekszo$ci procesow
przebiegajacych w komorce [1, 9]. Z kolei cykliczne fosfodiestry uczestnicza w szla-
kach przekazywania sygnaléw. Nukleotydy biorg takze posrednio udzial w regulacji
metabolizmu [1]. Ich obecnos$¢ oraz poziom stezenia musi by¢ monitorowany dla
takich celéw jak m. in.: ocena stanu ukladu sercowo-naczyniowego, oznaczanie
biomarkeréw stresu oksydacyjnego, badanie mikroorganizméw, analiza Zywnoéci,
suplementacji diety, mleka matek karmigcych oraz pltynu mézgowo-rdzeniowego
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[13-17]. Udowodniono ponadto, iz nukleotydy maja dziatanie immunostymulu-
jace, poprawiajace prace i wydolno$¢ ukladu odpornosciowego [18,19].

Poszczegdlne nukleotydy potaczone ze soba wigzaniami 3-5° fosfodiestro-
wymi tworza czgsteczki oligonukleotydow. Stanowig one zatem kroétkie, jedno-
niciowe fragmenty kwasu nukleinowego [1, 9]. W komorce wystepuja zwykle
w postaci krotkich czasteczek RNA, ktdre biorg udzial w regulacji ekspresji genow
(np. mikroRNA) lub sg pétproduktami rozktadu duzych czasteczek kwaséw nukle-
inowych [1]. Oligonukleotydy naturalnie wystepujace w organizmie majg zdolnos¢
do tworzenia duplekséw zaréwno z czasteczkg DNA (wlasciwosci antygenowe), jak
i RNA (wlasciwosci antysensowne). Sg one jednak trawione przez enzymy z grupy
nukleaz [1, 7, 9]. Z tego wzgledu syntezowane sa oligonukleotydy o zmodyfikowanej
strukturze, skladajace si¢ z 12-20 jednostek nukleotydowych. Zwigzki te zdolne sg
do wiazania si¢ z okreslonym fragmentem DNA, RNA, a nawet z bialkami [2, 3, 7].
Sekwencja zasad azotowych w oligonukleotydzie jest komplementarna do sekwencji
sensownej DNA lub mRNA, dlatego tez zwiazki te s nazywane oligonukleotydami
antysensownymi. Hamujg one procesy transkrypcji i translacji poprzez komple-
mentarne laczenie z fragmentami kwaséw nukleinowych. Dzieki temu staly sie
efektywnym narzedziem w regulacji ekspresji okreslonego genu [2, 3, 7, 8]. Mody-
fikacje strukturalne oligonukleotydéw antysensownych majg na celu zwigkszenie
ich biodostepnosci, odpornosci na dziatanie nukleaz, powinowactwa do wybranych
biomolekut [20]. Zdolno$¢ do hamowania ekspresji genow jest powodem ich wyko-
rzystywania w leczeniu wielu choréb. Ponad 40 z nich znajduje sie w réznych fazach
badan klinicznych, a 3 zostaly juz wprowadzone na rynek [2, 3, 21, 22]. Niezbedna
jest obecnie kontrola poziomu stezen zmodyfikowanych oligonukleotydéw lub ich
metabolitéw w osoczu.

Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, ze zwiazki budujgce kwasy nukleinowe sa
albo markerami stanu chorobowego (nukleozydy), albo substancjami zwigkszaja-
cymi odpornos¢ organizmu (nukleotydy), badz tez lekami, ktdre majg ten organizm
przed choroba broni¢ (oligonukleotydy) (Rys. 1). Mozliwo$¢ monitorowania zmian
chorobowych, zachodzacych w organizmie poprzez oznaczenie nukleozydoéw, jak
réwniez terapeutyczne zastosowanie oligonukleotydéw powoduje, iz niezbedne
staje sie ich oznaczanie w roznego typu matrycach. Prowadzi to do poszukiwania
nowych metod analizy. Powinny one charakteryzowaé si¢ krotkim czasem ana-
lizy, selektywno$cia, czuloécig i powtarzalnoscig. W analizie zwigzkéw budujgcych
kwasy nukleinowe powszechnie stosowane s3 techniki separacyjne, a zwlaszcza
chromatografia cieczowa [2, 8, 12].
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Rysunek 1. Struktura i rola zwigzkéw budujacych kwasy nukleinowe w organizmie
Figure 1. Structure and function of nucleic acids components

1. CHROMATOGRAFIA CIECZOWOWA W ANALIZIE NUKLEOZYDOW

Wspolczesnie poszukuje si¢ nowych metod analizy nukleozydéw, ktére umoz-
liwig pelng i szybka kontrole zmian nowotworowych zachodzacych w organizmie.
Obecnie jako metody analizy nukleozyddéw wykorzystywane sa chromatografia
cienkowarstwowa (ang. Thin Layer Chromatography, TLC), chromatografia gazowa
(ang. Gas Chromatography, GC), strefowa elektroforeza kapilarna (ang. Capillary
Zone Electrophoresis, CZE), micelarna elektroforeza kapilarna (ang. Micellar Elec-
trokinetic Capillary Chromatography, MEKC), elektrochromatografia kapilarna
(ang. Capillary Electrochromatography, CEC). Najpowszechniej wykorzystywana
jest jednak wysokosprawna chromatografia cieczcowa w uktadzie faz odwréconych
(ang. Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography, RP HPLC), jono-
wymienna (ang. Ion Exchange Chromatography, IEC), oddzialywan hydrofilowych
(ang. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography, HILIC) oraz par jonowych
(ang. Ion Pair Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography, IP RP
HPLC).

Chromatografia cieczowa pozwala na precyzyjng i szybka analize nukleozyddw.
W poréwnaniu z GC charakteryzuje ja szybkos¢ i prostota przygotowania probki,
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zwlaszcza w kontekscie derywatyzacji [23]. Odpowiedni dobér fazy stacjonarnej
i ruchomej powoduje, ze HPLC stanowi doskonaty uktad do rutynowych oznaczen
jakosciowych i ilosciowych [24]. Dokonujgc zmiany sily elucyjnej, pH fazy rucho-
mej oraz temperatury kolumny mozliwe jest selektywne rozdzielenie zmodyfikowa-
nych nukleozydéw w stosunkowo kroétkim czasie [23, 24].

Pierwsza probe oznaczenia potranskrypcyjnie zmodyfikowanych nukleozydéw
w moczu za pomocg RP HPLC podjat w 1975 r. Gehrke i wspdlpr. [25]. Z powodze-
niem zidentyfikowali oni nukleozydy w prébkach moczu oséb zdrowych i chorych
na raka.

W swoich badaniach Seidel, Liebich i in. [26, 27] wykorzystali RP HPLC do
oznaczenia zmodyfikowanych nukleozydéw jako markeréw choréb nowotworo-
wych w moczu kilkudziesieciu oséb. Udowodniono, iz w przypadku prébek pobra-
nych od o0séb chorujacych na nowotwdr stezenie zmodyfikowanych nukleozydow
jest podwyzszone w poréwnaniu do ich stezenia w moczu 0séb zdrowych [26, 27].

Stezenie nukleozydéw w moczu jest zalezne od zmian fizjologicznych zacho-
dzgcych w organizmie. W celu wyeliminowania substancji przeszkadzajacych
znajdujacych sie w probkach moczu, podczas analizy chromatograficznej stoso-
wana moze by¢ dwuwymiarowa chromatografia cieczowa [28]. Probka moczu jest
wstrzykiwana bezposrednio do pierwszej kolumny (pre-kolumny) i przeplukiwana
eluentem o wyzszym pH (5 mM roztwdr octanu amonu o pH = 7,5). Podczas tego
procesu sktadniki przeszkadzajace zostajg usuniete z prébki, poniewaz wyzsze pH
zwigksza oddzialywania polarnych analitéw z wypelnieniem kolumny chromato-
graficznej. Pozostale sktadniki probki s3 wymywane z pierwszej kolumny eluentem
o nizszym pH (np. mieszaning 5 mM roztwor octanu amonu pH = 4,5 i metanolu)
do kolumny analitycznej, w ktorej zachodzi wlasciwa analiza probki moczu. Dzigki
zastosowaniu takiego rozwigzania, ktdre jest proste i szybkie, zbedne jest zatezanie
i oczyszczanie probki [28].

Oznaczanie ilosciowe i jako$ciowe zmodyfikowanych nukleozydéw w prob-
kach biologicznych, takich jak mocz i osocze, jest najczesciej wykonywane przy uzy-
ciu RP-HPLC z detekcjg UV [29]. W przypadku analiz probek ztozonych ta metoda
detekeji okazuje si¢ niewystarczajaca, zwlaszcza do analizy jakosciowej podczas np.
koelucji kilku nukleozydéw. Sprze¢zenie chromatografii cieczowej ze spektrome-
trem mas (ang. Mass Spectrometry, MS) pozwala na kompleksowg analize ztozonej
matrycy biologicznej [29]. Ten sposéb detekcji zapewnia uzyskanie informacji na
temat mas czasteczkowych poszczegdlnych skladnikéw, co nie jest mozliwe przy
uzyciu detekcji UV. Dzieki temu mozliwa jest identyfikacja kolejnych modyfikacji
nukleozyddéw [29].

Metody te cechuje dobra rozdzielczo§¢ wzgledem analizowanych zwigzkow,
ktodra jest jednak nizsza w poréwnaniu do wynikéw uzyskiwanych przy uzyciu ultra
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. Ultra High Performance Liquid
Chromatography, UHPLC).
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Zhaoiin. [30] oznaczyli nukleozydy za pomocg HPLC oraz UHPLC w ukfadzie
faz odwrdconych. Jako detekcje stosowano spektrometri¢ mas. Analizy prowadzono
w takich samych warunkach (poza kolumna chromatograficzng), co umozliwito
poréwnanie obu metod. W rezultacie zastosowanie UHPLC doprowadzilo do roz-
dzielenia 92 nukleozydéw, w przeciwienstwie do 70 zwiazkow rozdzielonych za
pomoca konwencjonalnej chromatografii cieczowej. UHPLC umozliwita wykrycie
11000 zwiazkow, zas HPLC - tylko 8000. Stosowanie pierwszej z technik w analizie
zmodyfikowanych nukleozydéw cechuje wyzsza sprawno$¢, czutosé¢ oraz trzykrot-
nie krétszy czas analizy [30].

UHPLC MS stosowano takze w analizie 8-oksoguanozyny i 8-okso-2’-deok-
syguanozyny w probkach moczu [31]. Zwiazki te odgrywaja kluczows role w oksy-
dacyjnych uszkodzeniach DNA. Zastosowanie UHPLC pozwolito na opracowanie
szybkiej i precyzyjnej metody o granicy wykrywalnosci réwnej 1 nM. Zastosowanie
elucji gradientowej pozwolilo na rozdzielenie i oznaczenie kilkunastu nukleozydow
w czasie ponizej 10 minut w ukladzie faz odwrdconych przy zastosowaniu fazy
ruchomej, w sktad ktérej wchodzit bufor fosforanowy [31].

Technika IP RP HPLC réwniez umozliwia badanie probek pobranych z dolnych
drég moczowych w celu oceny zmian stezenia nukleotydéw i nukleozydéw [32].
Faza ruchoma w uktadzie IP RP HPLC wzbogacona jest w odczynnik do tworzenia
par jonowych. Mechanizm retencji jest wowczas zlozony: odczynnik do tworzenia
pary jonowej oddzialuje zaréwno ze sktadnikami badanej probki (dzieki temu maja
one wieksze powinowactwo do hydrofobowej fazy stacjonarnej), jak réwniez ulega
dynamicznej adsorpcji na powierzchni fazy stacjonarnej [33]. Anality sa wowczas
zatrzymywane na dynamicznie zmodyfikowanej powierzchni wypetnienia kolumny.

Guanozyna i adenozyna majg bardzo polarny charakter, przez co sa zatrzy-
mywane na powierzchni niepolarnych faz stacjonarnych w niewielkim stopniu lub
w ogole. Z tego wzgledu w sklad fazy ruchomej wchodzg bufory o pH ok. 6. Dzigki
temu nukleozydy nie posiadajg tadunku, co skutkuje zwiekszeniem ich retencji. Jed-
nakze dochodzi do niekorzystnego oddzialtywania miedzy analizowanymi nukle-
ozydami, a resztkowymi silanolami, co prowadzi do pogorszenia symetrii pikow.
Dodatek do fazy ruchomej odczynnika tworzacego pary jonowe np. wodorosiar-
czanu tetrabutyloamonowego powoduje redukcje tego efektu. Podczas jednej ana-
lizy w ukladzie IP RP HPLC trwajacej 20 minut mozna rozdzieli¢, zidentyfiko-
wac 1 oznaczy¢ stezenia 12 zwigzkow (nukleozydow, mono-, di-, i trifosforanéw
nukleozydéw). Udowodniono, ze czasy retencji nukleozydow ulegaja redukcji po
zastosowaniu m.in. trietyloaminy TEA jako dodatku do fazy ruchomej w stosunku
do wykorzystywanej wczesniej identycznej fazy ruchomej bez TEA. Spowodowane
jest to adsorpcja odczynnika do tworzenia par jonowych na powierzchni fazy sta-
cjonarnej, co zmienia jej wlasciwosci [34].

Zmodyfikowane potranskrypcyjnie nukleozydy sa rozdzielane i oznaczane
takze za pomocg chromatografii oddziatywan hydrofilowych [35]. Wykorzystywane
sa kolumny wypelnione polarnymi fazami stacjonarnymi, jak np. polihydroksyety-
loaspartamidem. Faz¢ ruchoma stanowig zazwyczaj mieszaniny octanu lub mréow-
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czanu amonu oraz acetonitrylu. Wykorzystanie HILIC pozwala na pelne rozdziele-
nie mieszanin nukleozyddéw i ich oznaczenie w probkach moczu, jednakze metoda
ta ma swoje ograniczenia: moze by¢ stosowana tylko do oznaczania nukleozyddw,
ktore s bardzo dobrze rozpuszczalne w acetonitrylu, a czas niezbedny do rozdzie-
lenia mieszanin wieloskladnikowych jest zazwyczaj dluzszy niz w przypadku RP
HPLC [35].

2. ZASTOSOWANIE CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ DO OZNACZANIA
NUKLEOTYDOW

Nukleotydy analizowane s3 z wykorzystaniem trzech réznych typéw chroma-
tografii cieczowej: normalnego uktadu faz (ang. Normal Phase High Performance
Liquid Chromatography, NP HPLC), RP HPLC, IEC oraz IP RP HPLC.

Zastosowanie NP-HPLC pozwala na rozdzielenie nukleotydéw z wykorzy-
staniem fazy stacjonarnej m.in. na bazie zelu krzemionkowego. Moga to by¢ m.in.
grupy wodorkowe, czasteczki kwasu undecylenowego, grupy cyjanopropylowe,
aminopropylowe [36, 37]. O uzyskaniu pelnego rozdzielenia analizowanych nukle-
otydéw decyduje odpowiedni dobdr fazy ruchomej, ktéra odgrywa w tym przy-
padku zasadnicze znaczenie, zwlaszcza w kwestii odpowiedniego pH i sily jonowe;.
Wykorzystanie ukladu NP HPLC umozliwia uzyskanie powtarzalnych wynikéw,
cho¢ czasy analiz sg zazwyczaj dlugie [37].

W przypadku odwréconego ukfadu faz skladnikami fazy ruchomej sg takze
bufory o odpowiednim stezeniu i pH. Najpowszechniej stosowanymi wypelnieniami
kolumn chromatograficznych sa oktadecylowe fazy stacjonarne, cho¢ wykorzysty-
wane s3 takze niekonwencjonalne kolumny [38]. Dzi¢ki wlasciwie dobranym para-
metrom fazy ruchomej, nukleotydy tracg swoj tadunek elektryczny, wskutek czego
oddzialuja z niepolarng fazg zwigzang. Dla monofosforanéw nukleotydéw uzyski-
wane s3 wyzsze wartosci wspolczynnikéw retencji w poréwnaniu do di- lub trifos-
forandw. Jest to efekt dominujacych oddziatywan hydrofobowych mig¢dzy analitem,
a faza stacjonarng w RP HPLC. Jednocze$nie oddzialywanie puryn z powierzchnig
wypelnienia kolumny jest bardziej efektywne w poréwnaniu do pirymidyn [38].

RP HPLC stosowana jest do rozdzielania i oznaczania 5’-monofosforanow
nukleozydéw w suplementach diety, mleku zmodyfikowanym dla niemowlat, plynie
mozgowo-rdzeniowym, ekstraktach z zidl, itp. [14, 17, 39, 40]. Faz¢ ruchomg sta-
nowi mieszanina acetonitrylu lub metanolu z odpowiednim buforem. W przypadku
detekcji UV-Vis stosowany jest zazwyczaj bufor fosforanowy, natomiast sprzezenie
RP HPLC z detekcja MS wymaga wykorzystania mréwczanu lub octanu amonu ze
wzgledu na ich lotno$¢. Im nizsze pH buforu, tym nukleotydy posiadajg nizszy fadu-
nek, wowczas ich retencja jest mniejsza. Z tego wzgledu warunki analizy sa dobie-
rane tak, aby pH miescilo si¢ w granicach 5-6, w ktérym analizowane zwiazki maja
fadunek obojetny i efektywniej oddziatuja z niepolarng faza stacjonarng. Wraz ze
wzrastajaca sila jonowa soli, wchodzacej w sklad fazy ruchomej analizowane zwigzki
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sg szybciej wymywane z kolumny. Temperatura kolumny ma wplyw zaréwno na
wartosci wspolczynnikow retencji, jak i na rozdzielczo$¢é: wraz z jej wzrostem oby-
dwa parametry ulegaja zmniejszeniu [15, 41]. Stosowanie odwréconego uktadu faz
umozliwia opracowanie metod cechujgcych sie¢ wysoka czutoscig, rozdzielczoscig
i odtwarzalnoscig [15, 17, 41]. Obecnie jednak wieksze znaczenie w oznaczaniu
nukleotydéw ma chromatografia par jonowych, niz RP HPLC.

Dzigki zastosowaniu IP RP HPLC osiggane sa nizsze warto$ci wspotczynnikow
retencji i wyzsza rozdzielczo$¢ mieszanin nukleotydéw w poréwnaniu do RP HPLC.
Uzycie jonéw magnezu jako przeciwjonéw w fazie ruchomej umozliwia rozdziele-
nie pietnastu nukleotydéw w ekstraktach z linii komérkowych [42]. Mozliwa jest
takze separacja nukleotydoéw oraz kompleksow nukleotyd - cukier w czasie trwania
jednej analizy, z zachowaniem wysokiej czulosci i odtwarzalno$ci w analogiczne;
matrycy [43].

Wykorzystanie sprzezenia IP RP HPLC z detekcja MS pozwala na czulg analize
nukleotyddéw, przy czym nalezy stosowa¢ lotne odczynniki do tworzenia par jono-
wych, np. di- lub trialkiloaminy [44]. Dzieki IP RP HPLC mozna analizowa¢ nukle-
otydy z dobra selektywnoscia, rozdzielczoécig i sprawnoscig. Zaleta tej metody,
w poréwnaniu do odwrdconego ukladu faz, jest mozliwos¢ tatwego rozdzielenia
nukleotydéw z wykorzystaniem hydrofobowych faz stacjonarnych [45]. Technika ta
jest czesto stosowana do oznaczania nukleotydéw w produktach nabialowych [46],
dietetycznych [47], alkoholach [48], krwi, komdrkach ziarnistych mézdzku [49],
a takze w komorkach biataczkowych [50].

W analizie omawianej grupy zwiazkoéw wykorzystywana jest takze chromato-
grafia jonowymienna, ze wzgledu na fadunek obecny w strukturze tych zwigzkéw.
Rozdzielane i oznaczane sg zaréwno rybonukleotydy, jak i deoksyrybonukleotydy.
Wykorzystanie odpowiednich kolumn anionowymiennych umozliwia separacje
wspomnianych zwiazkéw w czasie krdtszym niz 20 minut [51]. Eluentami sg zazwy-
czaj sole nieorganiczne, jak np. mieszanina wodorotlenku sodu z fosforanem sodu,
fosforan potasu, chloran (VII) sodu oraz mieszaniny wodorotlenku sodu z octanem
sodu, itp. Zmiana udzialu procentowego poszczegdlnych skladnikéw fazy rucho-
mej, stezenia soli lub jej pH, wplywa na jonizacje i retencje nukleotydéw. Przykta-
dem zmian selektywnosci pod wpltywem zmian dokonywanych w pH fazy ruchome;j
jest stosowanie buforu fosforanowego (pH=2,8), w przypadku ktorego dwa mono-
fosforany spoérdd czterech analizowanych nukleotydéow (CMP, AMP, UMP, GMP)
wystepuja w formie sprotonowanej. Z tego wzgledu ich wspdtczynniki retencji sa
mniejsze, a rozdzielenie 4 skladnikéw probki jest pelne [51].

Rozdzielenie nukleotydéw prowadzi si¢ przy uzyciu polimerowych faz stacjo-
narnych, zmodyfikowanych grupami anionowymiennymi (drugo- lub trzeciorze-
dowe aminy) lub tez wypelnien spreparowanych na bazie zelu krzemionkowego
[51, 52]. Do gltéwnych zalet IC nalezg: szeroki zakres stosowalnosci, selektywnos¢,
powtarzalnos¢ (<2%), jednakze zasadnicza wadg jest ograniczona mozliwos¢ wyko-
rzystania detekcji MS [51, 52].
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3. ANALIZA JAKOSCIOWA I ILOSCIOWA OLIGONUKLEOTYDOW
SYNTETYCZNYCH

Ze wzgledu na terapeutyczne zastosowanie oligonukleotydow, a zwlaszcza ich
zmodyfikowanych pochodnych niezbedne sg metody ich oznaczania. W tym celu
wykorzystywana jest chromatografia cieczowa: w uktadzie faz odwrdconych, jono-
wymienna, par jonowych oraz oddzialywan hydrofilowych.

IEC jest odpowiednig technika do analizy wielokrotnie zjonizowanych oligo-
nukleotyddéw, a w szczegdlnosci do ich oczyszczania oraz badan nad modyfikacjami
i kinetyka. W ten sposob uzyskuje sie rozdzielenie na podstawie réznic w diugos-
ciach badanych zwiazkéw, co zwiazane jest z liczbg natadowanych grup fosfora-
nowych [7]. W przypadku analizy oligonukleotydéw za pomocy chromatografii
jonowej mechanizm retencji opiera si¢ na wymianie anionéw. Typowy sklad faz
ruchomych stosowanych w analizie oligonukleotydéw zawiera chlorek i nadchloran
sodu w buforze Tris lub bufory fosforanowe o pH oraz sile elucji zaleznej od rodzaju
badanej probki i fazy stacjonarnej [2]. Zdolno$¢ wymiany jonowej w oddzielaniu
oligonukleotydéw od innych polarnych czastek, wchodzacych w sklad analizo-
wanych prébek (np. pochodzenia biologicznego), oraz wysoka tolerancja dla soli,
powoduje ze IEC pelni wazng role w badaniach nad modyfikacjami, oczyszczaniem
i badaniem kinetyki oligonukleotydow [2].

Najczesciej wykorzystywane fazy stacjonarne syntezowane sg na bazie nosni-
kow polimerowych. Synteza tego typu wypelnien polega gtéwnie na rodnikowej
kopolimeryzacji metakrylanu glicydylu i dimetakrylanu etylenu lub diwinyloben-
zenu. Grupy epoksydowe modyfikowane sg dietyloaming [53]. Wypelnienia te sg
z powodzeniem stosowane do rozdzielenia mieszanin homooligonukleotydow
o roznej ilosci nukleotydéow w sekwencji. Cechuje je wysoka stabilnos¢, a takze
uzyskiwanie czaséw analiz w zakresie od 10-20 minut dla 15-sto skltadnikowych
mieszanin [53].

Wykorzystanie silnych anionowymieniaczy w analizie oligonukleotydow daje
mozliwo$¢ kontroli ich struktury drugorzedowej [54]. Wypelnienia na bazie meta-
krylanu w znacznym stopniu wplywaja na zminimalizowanie oddziatywan hydro-
fobowych oligonukleotydu z powierzchnig fazy stacjonarnej. Retencja tej grupy
zwigzkow zalezy jednak takze od pH i sktadu fazy ruchomej. Wykazano, ze wzrost
wartosci pH eluentu powoduje wzrost warto$ci wspolczynnikow retencji, zwlaszcza
w zakresie pH od 9 do 11. Dochodzi wowczas do jonizacji tautomerycznego atomu
tlenu w strukturze guaniny i tymidyny [55].

Uzyteczng alternatywe dla chromatografii jonowymiennej stanowi IP RP
HPLC. W tym przypadku réznice w wartosciach wspoélczynnikéw retencji oligonu-
kleotydow sa konsekwencja roznej sekwencji, tzn. ré6znego udziatu zasad azotowych
w poszczegdlnych zwigzkach. Jest to zwigzane z odmienng hydrofobowoscig puryn
i pirymidyn. Utrata adeniny lub tyminy, zwigzkéw bardziej hydrofobowych, skut-
kuje nizszymi warto$ciami wspodtczynnika retencji, niz utrata cytozyny lub guaniny
[56]. W analizie oligonukleotydow stosowane sg gtéwnie nastepujgce czynniki do
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tworzenia par jonowych: octan trietyloaminy (TEAA), octan heksyloaminy (HAA),
octan diizopropyloaminy, 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2- propanol (HFIP) w mieszani-
nie z trietyloaming, dimetylobutyloamina czy tez heksyloamina, a takze inne lotne
aminy [2]. Duza role przy doborze warunkéw do procesu rozdzielenia, pelni rodzaj
i stezenie odczynnika do tworzenia par jonowych. Im wyzsze stezenie, tym wyzsza
retencja. Stezenie to powinno by¢ jednoczesnie na tyle niskie, aby odczynnik ten nie
tlumit sygnatéw z MS. Najczesciej stosowang faza stacjonarng jest wypelnienie na
bazie zelu krzemionkowego modyfikowane grupami oktadecylowymi oraz kopo-
limery styrenu i diwinylobenzenu (w postaci cienkiego filmu lub monolitéw) [2].
Sorbent wykorzystywany do syntezy fazy stacjonarnej powinien by¢ nieporowaty,
powierzchniowo porowaty lub o malej $rednicy ziaren. Jest to zwigzane z wolng
dyfuzjg wielkoczasteczkowych oligonukleotydéw do wnetrza poréw, ktdra przyczy-
nia si¢ do poszerzenia pikow [57].

W pierwszych probach rozdzielania kwaséw nukleinowych i ich pochodnych
wykorzystywano dodatek TEAA [2]. Wyniki tych analiz wykazywaly dobrg efektyw-
nos¢ procesu rozdzielania, pomimo wysokiego stezenia TEAA siegajacego 100 mM.
Najpopularniejsza obecnie fazg ruchomg stosowang w rozdzielaniu oligonukleoty-
dow za pomoca IP RP HPLC s3 mieszaniny HFIP z lotnymi aminami i metanolem
[2]. Dodatek HFIP powoduje obnizenie rozpuszczalnosci amin w fazie ruchomej,
co w konsekwencji zwigksza efektywno$¢ ich adsorpcji na powierzchni fazy stacjo-
narnej [2]. Tym samym retencja oligonukleotydow jest wyzsza w poréwnaniu do faz
ruchomych, w sklad ktérych wchodza octany amin [2].

Badano wplyw réznych odczynnikéw do tworzenia par jonowych na retencje
oligonukletydéw [58]. Wykazano, ze octany amin (np. octan heksyloaminy) powo-
duja uzyskanie wyzszej rozdzielczosci mieszanin hetero- i homooligonukloetydow
w poréwnaniu do mieszanin HFIP i odpowiednich amin. Przeciwny efekt obser-
wowany jest w kontekscie czuloéci oznaczen za pomocg IP RP HPLC MS. W tym
wypadku fazy ruchome, w sklad ktérych wchodzi HFIP umozliwiaja uzyskanie niz-
szych wartosci granic wykrywalnosci i oznaczalnosci [58].

Liu i in. [59] zastosowali IP RP HPLC sprzezong z MS w analizie zanieczysz-
czen syntetycznego 13-merowego oligonukleotydu tiofosforanowego, ktdrego konce
3’15 zostaly zmodyfikowane grupami lipofilowymi. Testowano wptyw typu wypel-
nienia kolumny chromatograficznej (butylowe, oktylowe, oktadecylowe), odczynni-
kéw do tworzenia par jonowych (TEAA, HFIP/TEA, octan dietyloaminy) i tempe-
ratury na retencje oligonukleotydéw. Najwyzsza sprawnos¢ rozdzielenia uzyskano
w przypadku fazy stacjonarnej modyfikowanej grupami butylowymi, co mialo
zwiazek z modyfikacja oligonukleotydéw grupami hydrofobowymi. Zastosowanie
mieszaniny TEA/HFIP pozwolilo na uzyskanie pelnego rozdzielenia oligonukleoty-
doéw od jego zanieczyszczen. Metoda ta okazala sie skuteczniejszg technika analizy
oligonukleotyddéw i ich zanieczyszczen niz chromatografia jonowymienna [59].

W analizie oligonukleotydéw coraz popularniejsza technika staje si¢ UHPLC,
przy czym badania wykonywane sg w trybie IP RP UHPLC [60]. Metoda ta byla sto-
sowana m.in. do analizy 20-merowego 2’-O-metylo-fosforotionianu, ktéry zawieral
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3% zanieczyszczen. Uzyskano skrocenie czasu do 6 minut (20 minut dla HPLC) oraz
zmniejszenie zuzycia rozpuszczalnikow ze wzgledu na réznice w predkosci prze-
plywu (z 0,75 ml/min do 0,2 ml/min). Jednocze$nie tylko dla UHPLC mozliwe bylo
pelne oddzielenie zwigzku macierzystego od jego zanieczyszczen [60].

Polarny charakter oligonukleotydéw umozliwia ich analize za pomocg ukladu
HILIC. Alpert i in. [61] jako pierwszy wykorzystal ten ukiad faz w badaniu frag-
mentéw kwaséw nukleinowych. Podjat probe rozdzielenia mieszaniny oligomeréw
tymidynowych o réznej dlugosci sekwencji. Faza stacjonarnag byt zel krzemionkowy
modyfikowany poli(2-hydroksyetyloaspartamidem), podczas gdy faza ruchomg
byta mieszanina acetonitrylu i fosforanu trietyloaminy. Retencja oligonukleoty-
dow zwiekszala sie¢ wraz z rosnaca iloscig nukleotydow w sekwencji, przy czym
dla homooligonukleotydéw adeninowych uzyskiwano trzykrotnie wyzsze warto$ci
wspolczynnika retencji niz dla homooligonukleotydéw tymidynowych, co jest zwia-
zane z roznicami polarno$ci. Wykazano takze, ze retencja w przypadku HILIC jest
zalezna od sity jonowej stosowanego eluentu [61].

Z tego wzgledu testowano wplyw rodzaju buforu wchodzacego w sklad fazy
ruchomej na wyniki analiz oligonukleotydéw w ukfadzie HILIC. Wyniki prowa-
dzonych badan dowiodly, ze uzycie roztwordw soli poprawia rozdzielenie tych
zwiazkow, dzigki zwigkszeniu symetrii pikéw [62]. Poréwnano trzy lotne bufory
stosowane w badaniu oligonukleotydéw za pomocg ukladu HILIC i detekcji MS.
Byly to 100 mM mréwczan amonu (pH 3,5), 100 mM octan amonu (pH 5,8) oraz
100 mM wodoroweglan amonu (pH 7,6). Zastosowanie octanu amonu pozwolito na
uzyskanie symetrycznych pikéw w poréwnaniu z wodoroweglanem amonu. Wyko-
rzystanie faz ruchomych, w sklad ktérych wchodzil mréwczan amonu prowadzito
z kolei do uzyskiwania duzych wartosci wspdlczynnikéw retencji w przeciwienstwie
do pozostalych dwdch soli. Mimo to, najlepsze wyniki rozdzielen mieszanin oligo-
nukletydéw uzyskiwano w przypadku octanu amonu o stezeniu 10 mM [62].

Dokonywano takze prob rozdzielenia heterooligonukletydéw oraz ich zanie-
czyszczen, réznigcych si¢ typem zasady azotowej w danej pozycji sekwencji. Zasto-
sowanie uktadu HILIC pozwolilo na rozdzielenie zwigzku bazowego od oligonukle-
otydu z dodatkowg zasada: C lub G na koncu 3’ Nie uzyskano natomiast rozdzielenia
oligonukleotydow, w ktorych sekwencji w miejsce konicowych nukleotydéw C lub
G wprowadzone zostaly mniej hydrofilowe A lub T. Prawdopodobnie mozna tego
dokonac¢ przez zwigkszenie temperatury kolumny, co wykazat Oefner. Wykazano, iz
oligonukleotydy zawierajace zroznicowany udzial procentowy A, T, Ci G w sekwen-
cji z r6zng sita oddziatuja z powierzchnig polarnych faz stacjonarnych, ze wzgledu
na réznice hydrofilowosci zasad azotowych [62].

Easter i in. [63] jako pierwsi zastosowali HILIC sprzezong ze spektrometrig
mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ang. Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry, ICP-MS) w analizie homooligonukleotydéw. Jako fazy ruchome
testowano ponownie mieszaniny acetonitrylu z mréwczanem lub octanem amonu
lub propionianem sodu. Zastosowanie mréwczanu amonu nie umozliwialo uzy-
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skania pelnego rozdzielenia zwigzkow, natomiast dla pozostatych dwdch buforow
byty one poréwnywalne. Do badan wykorzystano ponownie roztwor octanu amonu
o pH 5,8. Analiza oligonukleotydéw za pomocg ICP-MS umozliwia czulg detekcje
fosforu obecnego w wigzaniach fosfodiestrowych oligonukleotydéw. Z tego wzgledu
wraz ze wzrostem ilo$ci nukleotydéw, budujacych dany oligonukleotyd wartosci
granic oznaczalnosci malaly. Granice wykrywalnos$ci odpowiadaly natomiast kilku
nanogramom w probce [63].

Poza jonizacjg w plazmie wykorzystywana jest takze jonizacja za pomoca elek-
trorozpraszania, ktorg takze zastosowano w analizie oligonukleotydow tiofosforano-
wych w uktadzie HILIC. Testowano dwie komercyjnie dostepne kolumny na bazie
zelu krzemionkowego, ktorych powierzchnia pokryta byla grupami amidowymi lub
diolowymi. Analizy prowadzono z wykorzystaniem fazy ruchomej w sklad ktorej
wchodzil acetonitryl oraz octan amonu. Metoda pozwolila na rozdzielenie badanych
zwiazkow, a takze na ich czulg analize (50 nM). Obserwowano jednak tworzenie si¢
adduktow sodowych i z tego wzgledu stosowano tryb monitorowania wybranych
jonéw. Sprzezenie HILIC-MS znajduje zastosowanie do zweryfikowania obecnosci
tych zwigzkéw w malej jetosci probki z duza czuloscia [64].

Mozliwosci analityczne ukfadu HILIC i IP RP HPLC w analizie oligonukle-
otydéw wykorzystal w swoich badaniach Li i wspdlpr. [65]. Zastosowali oni dwu-
wymiarowg chromatografie cieczows, przy czym w pierwszym wymiarze wykorzy-
stano HILIC, a w drugim IP RP HPLC. Badano wplyw modyfikatora organicznego
w fazie ruchomej, pH, sily jonowej na retencje 27 homooligonukleotydéw o sekwen-
cji zbudowanej z od 2 do 10 nukleotydéw. W wyniku analizy udalo si¢ rozdzieli¢
wszystkie skladniki probek z selektywnoscia wyzsza niz w przypadku stosowania
tylko jednego z tych uktadéw chromatografii cieczowej [65].

Analiza oligonukleotydéw ma szczegdlne znaczenie, jeSli analizowane sa
zwigzki zmodyfikowane. Modyfikacje te dokonywane sg zaréwno w obrebie grupy
fosforanowej, czasteczek cukrow lub samych zasad pirymidynowych lub puryno-
wych. Zmiany strukturalne syntetycznych oligonukleotydéw maja na celu zwigk-
szenie ich hydrofobowosci i odpornoséci na dzialanie enzymoéw. Z tego powodu
znajduja one zastosowanie w terapii genowej lub antysensownej. Testowanie tego
typu zwiazkow jako potencjalnych lekdéw niesie ze sobg koniecznos$¢ badania m.in.
produktow ich metabolizmu.

Rozdzielenie chemicznie zmodyfikowanych oligonukleotydéw od ich meta-
bolitéw, w warunkach in vitro, mozliwe jest dzieki zastosowaniu IP RP HPLC
sprzezonego z detekcja MS. Przeprowadzono m.in. inkubacje 21-nukleotydowego
oligonukleotydu w roztworze 3’-egzonukleazy, po czym rozdzielano i oznaczano
jakosciowo i iloSciowo uzyskane metabolity. Faze ruchomg stanowifa mieszanina
400 mM HFIP/16,3 mM TEA o pH = 7,9 oraz metanolu. Faza stacjonarng byl zel
krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi (C18) [57]. Udowodniono,
iz detekcja UV jest bardziej czula i odpowiednia do ilo$ciowej analizy metabolitow
o kroétszych sekwencjach, w przeciwienstwie do oligonukleotydéw zbudowanych
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z wielu monomeréw nukleotydowych. W przypadku tych czasteczek wyzsza czulos¢
uzyskiwano dla detekcji MS. Jest to konsekwencja wplywu czynnika do tworzenia
par jonowych oraz jego stezenia na proces jonizacji [57].

Wykorzystanie IP RP HPLC oraz tandemowej spektrometrii mas (ang. Tan-
dem Mass Spectrometry, MS/MS) z jonizacja przez elektrorozpraszanie umozliwito
identyfikacje metabolitow syntetycznych, zmodyfikowanych oligonukleotydow
w warunkach in vivo [66]. Faze ruchoma stanowil HFIP o stezeniu 400 mM i taka
ilos¢ TEA, aby pH wyniosto 7,0. Analiz¢ jakosciowa przeprowadzono za pomocg
MS/MS. Jony macierzyste wybrano na podstawie intensywnosci sygnaléw, nato-
miast sposrdéd 13 jonéw fragmentacyjnych, 8 przypisano do konca 3} a 5 do konca
5’ oligonukleotydu. Potwierdzilo to udzial 5’-endonukleazy w procesie biotransfor-
magcji, chociaz jej aktywno$¢ jest mniejsza niz egzonukleazy [66].

Dai i in. [67] wykorzystali IP RP HPLC MS/MS do analiz osocza oséb, kto-
rym podawano lek na bazie oligonukleotydu G3139. Jako faze ruchoma wykorzy-
stano standardowo mieszaning HFIP/TEA oraz metanolu, a fazg stacjonarng bylo
konwencjonalne wypelnienie oktadecylowe. Metabolit M1 powstat w wyniku usu-
niecia nukleotydu tymidynowego, ktory znajduje si¢ zaréwno na koncu 3; jak i 5’
sekwencji oligonukleotydu. Wykorzystanie MS/MS pozwolilo na potwierdzenie, ze
hydroliza wigzania fosfodiestrowego zaszta od konca 3’ Informacje na temat zasad,
z ktorych zbudowane sg poszczegdlne metabolity, uzyskano na podstawie mas cza-
steczkowych, ktére wyznaczono po zastosowaniu dekonwolucji. Charakterystyka
metabolitéw byla mozliwa, dzigki bardzo doktadnym pomiarom (+0,009%) masy
czasteczkowej [67].

W trakcie badan nad metabolizmem (in vitro i in vivo) oligonukleotyddw
zmodyfikowanych wykorzystano szereg probek biologicznych, w tym roztwory
egzonukleaz, osocze, mocz, homogenat mysiej watroby/nerki oraz mikrosomy
wyekstrahowane z ludzkiej watroby [56, 67]. Analizy chromatograficzne probek
z powodzeniem prowadzono z wykorzystaniem IP RP HPLC MS/MS oraz wcze-
$niej stosowanymi fazami ruchomymi i stacjonarnymi. We wszystkich wymienio-
nych matrycach wykryto zwigzki krétsze o N-nukleotydéw poczynajac od konca 3’
sekwencji. Uzyskane wyniki dowodza, iz rozktad enzymatyczny w obu matrycach
zachodzi wedtug takiego samego schematu. Swiadczy to m.in. o tym, ze mikrosomy,
wykazujgce aktywnos¢ enzymatyczng, moga by¢ uzyteczne w badaniu metabolizmu
oligonukleotydéw antysensownych, w odniesieniu do organizmu cztowieka [56, 67].

4. NOWE KIERUNKI BADAN CHROMATOGRAFICZYCH ZWIAZKOW
BUDUJACYCH KWASY NUKLEINOWE

Mozliwo$¢ monitorowania zmian chorobowych, zachodzacych w organizmie
poprzez oznaczenie nukleozyddw, jak réwniez terapeutyczne zastosowanie oligonu-
kleotydéw powoduje, iz niezb¢dne staje sie ich oznaczanie w réznego typu matry-
cach. Prowadzi to do poszukiwania nowych metod analizy lub udoskonalania metod
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juz istniejacych. Zastosowanie chromatografii cieczowej umozliwia dobér warun-
kow analiz w szerokim zakresie rdznego typu parametrow, takich jak np. faza stacjo-
narna, czy ruchoma. Nukleozydy, nukleotydy oraz oligonukleotydy analizowane sg
jednak gtéwnie z wykorzystaniem oktadecylowego wypetnienia kolumny chroma-
tograficznej. W wielu przypadkach nie umozliwia ono uzyskania wystarczajacego
rozdzielenia wszystkich zwigzkéw w mieszaninie lub tez krétkiego czas analizy. To
wypelnienie kolumny chromatograficznej zazwyczaj nie jest odpowiednie do analiz
malych, polarnych czasteczek (nukleozydy lub niektére nukleotydy), poniewaz sa
one czesto wymywane blisko objetosci martwej ukladu. Stosowanym dotychczas
rozwigzaniem jest wykorzystanie kolumn o dlugosci 250 mm, co prowadzi jednak
do dlugiego czasu analizy. Dlugie czasy analiz uzyskiwane s3 takze w przypadku
chromatograficznego rozdzielania mieszanin oligonukleotyddw, zwlaszcza w przy-
padku zwigzkow o niewielkich réznicach w sekwencji (np. zamiana jednej zasady
w danej pozycji sekwencji).

Istniejg zatem problemy w analizie chromatograficznej zwigzkéw budujacych
kwasy nukleinowe, spowodowane przez niekorzystne oddzialywania analitéw z naj-
popularniejszymi fazami stacjonarnymi. Z tego wzgledu jednym z nowych kierun-
kéw badan nad nukleozydami, nukleotydami i oligonukleotydami jest proba wyko-
rzystania innego typu faz stacjonarnych zawierajacych rozne, chemicznie zwigzane
do powierzchni nosénika, grupy funkcyjne. U podstaw tych badan lezy koncepcja
udoskonalenia istniejacych juz rozwiazan analitycznych, ktdre umozliwig uzyskanie
lepszych wynikéw w stosunku do prezentowanych dotychczas w literaturze.

W ciggu ostatnich 5 lat prowadzono badania nad wykorzystywaniem réznego
typu wypelnien kolumn chromatograficznych, w przypadku ktérych do nosnika
krzemionkowego zwigzano na drodze chemicznej modyfikacji rézne grupy funk-
cyjne. Byly to fazy stacjonarne aminopropylowe, alkiloamidowe, cholesterolowe,
N,O-dialkilofosforoamidowe, fenylowe, pentafluorofenylowe czy tez wypelnienia
o strukturze dendrymerycznej, zawierajace centra anionowymienne [68-71]. Ich
schematyczne struktury zostaly przedstawione na Rysunku 2. Kolumny tego typu
nie byly nigdy wczesniej wykorzystywane w analizie tych bioczasteczek. Prowa-
dzono systematyczne badania, majgce na celu dobér warunkéw analiz chromato-
graficznych do rozdzielania nukleozyddw, nukleotydéw i oligonukleotydéw. W tym
celu dokonywano zmian w obrebie fazy ruchome;j: typu rozpuszczalnika organicz-
nego, buforu, jego stezenia i pH. Stosowano odwrdcony uktad faz, chromatogra-
tie oddzialywan hydrofilowych, par jonowych oraz chromatografi¢ jonows. Warte
podkreslenia jest wykazanie, iz odczyn buforu wchodzacego w sklad fazy ruchomej
jest w przypadku niekonwencjonalnych faz stacjonarnych istotnym parametrem,
umozliwiajgcym sterowanie rozdzielczoscia, co jest niezwykle wazne w rutynowych
analizach chromatograficznych zwigzkéw budujacych kwasy nukleinowe [68-71].
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Rysunek 2. Schematyczne struktury faz stacjonarnych, stosowanych w analizie nukleozydéw, nukleotydéw
i oligonukleotydow

Figure 2. Schematic structures of stationary phases applied in the analysis of nucleosides, nucleotides and
oligonucleotides

Wykorzystanie alkiloamidowej fazy stacjonarnej umozliwito rozdzielenie
polarnych, maloczasteczkowych nukleozydéw (cytozyna, urydyna), co nie bylo
mozliwe w przypadku wypelnienia oktadecylowego [69]. Jednoczes$nie czas analizy
byt krétszy. Natomiast zastosowanie cholesterolowej fazy stacjonarnej pozwala na
uzyskanie analogicznych czaséw retencji, jak w przypadku kolumny z wypelnie-
niem oktadecylowym. Selektywno$¢ tego wypelnienia kolumny byta wyzsza dla
najbardziej polarnych nukleozydéw i nukleotydéw (cytozyna, urydyna, urydyno-
-5’-monofosforan, cytydyno-5-monofosforan) w poréwnaniu do konwencjonal-
nej kolumny oktadecylowej (Rys. 3) [68]. Zastosowanie fenylowego wypelnienia
kolumny chromatograficznej prowadzitlo do uzyskania krotszych czaséw analiz
w stosunku do oktadecylowej fazy stacjonarnej, jednakze rozdzielenie niepolar-
nych, matoczasteczkowych skladowych kwaséw nukleinowych nie byto mozliwe
[70]. Analogiczne tendencje zaobserwowano podczas prob rozdzielen mieszanin
oligonukleotydow, w przypadku ktérych czasy analiz byly krétsze dla alkiloamido-
wej i cholesterolowej fazy stacjonarnej. Ich wykorzystanie umozliwiato rozdzielenie
oligonukleotydow z dobrg selektywnoscig w warunkach elucji izokratycznej. W ten
sposob wykazano, ze stosowanie tych typéw wypelnien kolumn chromatograficz-
nych jest dobrg alternatywa w chromatograficznej analizie zwigzkéw budujacych
kwasy nukleinowe w stosunku do powszechnie stosowanej oktadecylowej [68-70].
Poza hydrofobowo-hydrofilowymi fazami stacjonarnymi, stosowano takze po raz
pierwszy wypelnienia dendrymeryczne do chromatografii jonowej. Uzyskano
wzrost selektywno$ci i sprawno$ci rozdzielenia oraz krotsze czasy rozdzielen nukle-
otydow w stosunku do danych prezentowanych w literaturze [71].
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Rysunek 3. Chromatogramy rozdzielania nukleozydéw i nukleotydéw z wykorzystaniem cholesterolowej fazy
stacjonarnej: A) mieszanina nukleozydoéw, sktad fazy ruchomej: 30 mM K,HPO,/KH,PO, pH 6,5
oraz metanol, elucja gradientowa: 0-3 min 5% v/v MeOH, 3-15 min - 50% v/v MeOH, pred-
ko$¢ przeptywu fazy ruchomej: 0,5 mL min™'; B) mieszanina monofosforanéw nukleotydow, sktad
fazy ruchomej: 5% v/v MeOH oraz 95% v/v 30 mM CH,COONH, pH 5. Oznaczenie: 1 - cyty-
dyna, 2 - urydyna, 3 - guanozyna, 4 - tymidyna, 5 - 1-metyloguanozyna G, 6 - 1-metyloinozyna,
7 — adenozyna, 8 - 1-metyloadenozyna, 9 - cytydyno-5-monofosforan, 10 - urydyno-5’-mono-
fosforan, 11 - guanozyno-5-monofosforan, 12 - adenozyno-5’-monofosforan

Figure 3. Chromatograms of separation of nucleosides and nucleotides with the use of cholesterol-based

stationary phase: A) mixture of nucleosides, mobile phase composition: 30 mM K,HPO,/KH,PO,
pH 6.5 and methanol, gradient elution: 0-3 min 5% v/v MeOH, 3-15 min - 50% v/v MeOH, flow
rate: 0.5 mL min™'; B) mixture of nucleotides , mobile phase composition: 5% v/v MeOH and 95%
v/v 30 mM CH,COONH, pH 5. Notation: 1 - cytidine, 2 - uridine 3 - guanosine, 4 — thymidine
5 — 1-methylguanosne 6 — 1-methylinosine, 7 — adenosine 8 — 1-methyladenosine, 9 - cytidine
5’-monophosphate, 10 — uridine 5’-monophosphate, 11 - guanosine 5-monophosphate, 12 — ade-
nosine 5’-monophosphate
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Innym trendem analitycznym w chromatograficznym badaniu nukleozydoéw,
nukleotydéw i oligonukleotydow jest wykorzystanie UHPLC [72, 73]. W literatu-
rze istnieje jednak tylko kilka przykladéw wykorzystania tej techniki w rozdziela-
niu i oznaczaniu zwigzkéw budujacych kwasy nukleinowe. Z tego wzgledu podjeto
proba zastosowania réznych $rednic czastek (1,3-2,0 pm) komercyjnych faz sta-
cjonarnych (oktylowa, oktedecylowa, fenylowa, pentafluorofenylowa, niezmodyfi-
kowany zel krzemionkowy) w analizie potranskrypcyjnie zmodyfikowanych nukle-
ozydow oraz oligonukleotydow. W przypadku pierwszej grupy zwigzkéw wykazano,
ze duza sprawno$¢ ukltadow UHPLC umozliwita analize polarnych nukleozydow
bez koniecznosci stosowania buforéw w fazie ruchomej przy zachowaniu syme-
trycznych ksztaltow pikow [73]. Chromatograficzna analiza tych czasteczek wyma-
gala stosowania buforéw o réznych stezeniach, co bylo przyczyna ograniczonych
mozliwo$ci zastosowan roznorodnych detektoréw, zwlaszcza spektrometrow mas.
Uzyskano calkowite rozdzielenie mieszaniny dziesi¢ciu potranskrypcyjnie zmo-
dyfikowanych nukleozydéw w czasie jedynie 4 minut. Podobne wyniki w zakresie
skrocenia czasu rozdzielenia uzyskano takze w przypadku oligonukleotydow [72].
Testowano mozliwosci rozdzielcze UHPLC dla mieszanin oligonukleotydow i ich
syntetycznych metabolitéw oraz mieszanin oligonukleotydéw bedacych swoimi
izomerami sekwencyjnymi. W kazdym z opisanych przypadkéw otrzymano peing
separacj¢ bioczasteczek w czasie krotszym niz 10 minut z zastosowaniem fenylowe;j
oraz pentafluorofenylowej fazy stacjonarnej [72, 74]. Wykorzystanie wypelnienia
oktadecylowego o malej srednicy czastek fazy stacjonarnej pozwolifo natomiast na
rozdzielenie w krétkim czasie oligonukleotydéw antysensownych od ich metaboli-
tow, czego przyktad przedstawiono na Rysunku 4.

Metody oznaczania nukleozydéw z wykorzystaniem cholesterolowej fazy sta-
cjonarnej lub techniki UHPLC zostaly z powodzeniem zastosowane do rozdzielenia
i oznaczenia ilo§ciowego w probkach moczu i osocza. UHPLC wykorzystano takze
do oznaczania zmodyfikowanych oligonukleotydéw i ich metabolitéw w osoczu.
Natomiast metody opracowane z wykorzystaniem hydrofobowo-hydrofilowych
oraz dendrymerycznych faz stacjonarnych zastosowane zostaly do rozdzielenia
nukleotydéw i oznaczania poziomu ich stezenia w zmodyfikowanym mleku dla nie-
mowlat. Opracowane metody cechuje liniowos$¢ w szerokim zakresie stezen, wysoka
dokltadnos¢ i precyzja. Mogg one by¢ z powodzeniem stosowane w rutynowych ana-
lizach nukleozydow i oligonukleotyddw, jak i ich zmodyfikowanych pochodnych
w probkach biologicznych [68-74].
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Rysunek 4.

Figure 4.

250 -
200 ﬂ

4
150 -
1
100 -

50 A

S L N

0 2 4 ]

mAU

t [min]

Rysunek 4

Chromatogram rozdzielenia oligonukleotydu tiofosforanowego oraz jego syntetycznych
metabolitow za pomoca ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Warunki analiz:
kolumna chromatograficzna Kinetex C18 1,7 um (100 x 2,1 mm); sklad fazy ruchomej: 5 mM
DMBA/150 mM HFIP oraz MeOH, elucja gradientowa: 24-27% v/v MeOH w 10 minut; pred-
ko$¢ przeplywu fazy ruchomej 0,3 mL min™'; detekcja UV-Vis dla A = 260 nm. Oznaczenie:
1 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTTTCA-3, 2 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTTTC-3)
3 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTTT-3;, 4 -  5-GTTCTCGCTGGTGAGTT-3;
5-5-GTTCTCGCTGGTGAG-3

Chromatogram of separation of phosphorothioate oligonucleotide and its metabolites with the
use of ultra high performance liquid chromatography. Experimental conditions: chromatographic
column Kinetex C18 1.7 um (100 x 2.1 mm); mobile phase composition 5 mM DMBA/150 mM
HFIP and methanol, gradient elution: 24-27% v/v of methanol in 10 min.; flow rate 0.3 mL
min'; UV-Vis detection for A = 260 nm. Notation: 1 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTTTCA-3,
2 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTTTC-3, 3 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTTT-3;
4 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTT-3, 5 - 5-GTTCTCGCTGGTGAG-3’

PODSUMOWANIE

Poznanie wlasciwosci, roli i struktury kwaséw nukleinowych umozliwito udzie-
lenie odpowiedzi na pytania dotyczace wzrostu, rozwoju organizmu, dziedziczenia
cech, ale takze proceséw chorobowych. Obecnie kwasy nukleinowe jak i zwigzki je
budujace stanowia narzedzia, ktérymi postuguje si¢ biologia molekularna w medy-
cynie i biotechnologii. Okreslenie mechanizméw powstawania choréb majacych
podloze genetyczne pozwala na zaprojektowanie lekow, ktore beda zapobiegaé roz-
wojowi schorzenia. Terapia genowa i antysensowa sg intensywnie rozwijajacymi sie
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obecnie kierunkami badan. Wykorzystuja one krétkie fragmenty DNA lub RNA,
czyli oligonukleotydy w celu wyciszenia ekspresji genéw powodujagcych choroby.
Te sktadowe kwaséw nukleinowych nie sg jedynymi, ktore pozwalaja chemikom
analitykom na uzyskanie informacji o stanie naszego organizmu. Oznaczenie zmo-
dyfikowanych nukleozydéw umozliwia wykrycie choroby nowotworowej, a analiza
nukleotydéw pozwala na oszacowanie wzmacniania ukladu odpornosciowego.

W kazdym z tych trzech przypadkéw konieczne sg czule, selektywne i precy-
zyjne metody rozdzielania nukleozydow, nukleotydéw i oligonukleotydéw oraz ich
analizy jako$ciowej i ilo§ciowej. Wymagania te spelniajg techniki chromatograficzne,
a zwlaszcza chromatografia cieczowa, ktora jest najpowszechniej stosowana w ana-
lizie zwiazkow budujacych kwasy nukleinowe. Do najpowszechniej wykorzystywa-
nych typéw tej techniki zalicza si¢ IEC i RP HPLC. Obie techniki w analizie trzech
omawianych grup zwigzkéw maja swoje zalety i wady. W przypadku IEC konieczne
jest stosowanie wysokich stezen lub gradientéw stezen soli w fazie ruchomej, co
znaczgco ogranicza mozliwos¢ wykorzystania detekcji MS. Technika ta umozliwia
jednak uzyskanie zadowalajacej rozdzielczosci i selektywnosci w analizie nukleoty-
doéw i oligonukleotydéw. RP HPLC mozna sprzega¢ z detekcja MS pod warunkiem
stosowania faz ruchomych, w sklad ktérych wchodza lotne sole (np. mréwczan
amonu). Istotnym problemem analiz probek zawierajacych zwiazki budujace kwasy
nukleinowe jest brak wystarczajacej selektywnosci wzgledem najbardziej polarnych
nukleozyddéw i nukleotyddw, ktore najczesciej nie ulegajg rozdzieleniu w przypadku
konwencjonalnie stosowanych faz stacjonarnych. Pomimo tego ograniczenia RP
HPLC, jest ona najczesciej wykorzystywana w oznaczaniu nukleozydéw i nukleoty-
dow ze wzgledu na prostote sprzezenia z detektorem mas. Jest to niezwykle istotne
ze wzgledu zaréwno na wysoka czulos¢, jak i na kompleksows analize jakosciows.

Innym ukladem chromatografii cieczowej wykorzystywanym zwlaszcza do
analiz oligonukleotydow jest IP RP HPLC. Zwigzki te nie mogg by¢ analizowane za
pomoca RP HPLC, ze wzgledu na ich duzg polarnos¢. Z powodzeniem s3 jednak
rozdzielane i oznaczane za pomoca IP RP HPLC. Zaletg metody jest duza selek-
tywno$¢ przy odpowiednim doborze sktadu fazy ruchomej oraz mozliwo$¢ analiz
za pomocg MS. Wadg IP RP HPLC w analizie oligonukleotydéw jest jednak nizsza
czutos¢ IP RP HPLC MS w poréwnaniu do RP HPLC MS. Jest to efekt réznego
sktadu faz ruchomych i thumienia procesu jonizacji oligonukleotydéw w przypadku
stosowania soli par jonowych.

W czasie kilku ostatnich lat ro$nie iloé¢ prac naukowych prezentujacych wyniki
prob zastosowania ukladu HILIC do rozdzielenia mieszanin nukleozydéw, nukle-
otyddw, oligonukleotydéw wyekstrahowanych z probek biologicznych lub zywnosci.
Prezentowane wyniki dowodzg uzytecznodci tej metody, jednakze zdolnosci roz-
dzielcze HILIC sg ograniczone ze wzgledu na asymetryczny ksztalt pikoéw, bedacy
konsekwencja duzej polarnosci sktadowych kwaséw nukleinowych. Niemniej odpo-
wiedni dobér sktadu fazy ruchomej oraz stacjonarnej moze doprowadzi¢ do uzyska-
nia duzej selektywnosci w analizie najbardziej polarnych nukleozydéw, nukleoty-
dow i oligonukleotyddéw, ktorych nie mozna rozdzieli¢ RP HPLC.
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ABSTRACT

Chitosan is the most important derivative of chitin, a polysaccharide found
in the exoskeleton of shellfish like shrimp and crab. It is a product of deacetyla-
tion of chitin under alkaline conditions or enzymatic hydrolysis in the presence
of chitin deacetylase. Both chitin and chitosan are linear polysaccharides and are
chemically defined as copolymers consisting of varying amounts of f3-(1->4)-
linked 2-acetamido-2-deoxy-f-p-glucopyranose (GlcNAc) and 2-amino-2-deoxy-
B-p-glucopyranose (GIcN). The difference between chitin and chitosan lies in the
content of GIcNAc and GIcN units. Chitin samples contain a high content of Glc-
NAc units. Due to excellent properties of chitosan, such as biocompatibility, bio-
degradability, hydrophilicity, non-toxicity, cationicity, ease of modification, film
forming ability, affinity to metals, protein and dyes, etc., this polymer has found
applications in medicine and pharmacy, as food additive, antimicrobial agent, in
paper and textile industry, in environmental remediation and other industrial areas.
The presence of functional groups, reactive amino and hydroxyl groups, in chitosan
backbone makes it suitable candidate for chemical modification. Chemical modifi-
cation of chitosan to generate new polymers with useful physicochemical properties
and distinctive biological functions is of key interest because it would not change
the fundamental skeleton of the polymer. In this article the main three methods of
chitosan modification: substitution reactions, reactions leading to the chain elon-
gation and/or molecular weight increasing and methods of depolymerization are
shortly characterized. Moreover, the selected methods of chitosan modification, i.e.
quaternization, alkylation, acylation, carboxyalkylation, phosphorylation, sulfation,
graft copolymerisation, crosslinking and depolymerization are discussed in more
detail. A special attention is drawn to chitosan crosslinking with low and high mole-
cular compounds. Chitosan modification by covalent and ionic crosslinking allows
to obtain polymer materials with improved mechanical and chemical resistance and
suitable for example for chitosan hydrogel membranes formation.

Keywords: chitosan, chitosan modification, chitosan derivatives, crosslinking
Stowa kluczowe: chitozan, modyfikacja chitozanu, pochodne chitozanu, sieciowanie
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WPROWADZENIE

Chitozan jest jedna z najwazniejszych pochodnych chityny. Otrzymywany
jest on w procesie chemicznej lub enzymatycznej deacetylacji tego polimeru [1-3].
Chityna jest drugim po celulozie najbardziej rozpowszechnionym w przyrodzie
polimerem naturalnym, wytwarzanym na drodze biosyntezy. Roczng naturalng
odtwarzalno$¢ chityny na drodze biosyntezy szacuje sie na 2-3 miliardy ton [4].
Wystepuje ona w pancerzach skorupiakéw morskich, insektow i w §cianach komor-
kowych niektérych grzybow [1-3]. Zardwno chityna, jak i chitozan, s liniowymi
polisacharydami - kopolimerami zawierajacymi rozne ilosci statystycznie roztozo-
nych jednostek strukturalnych 2-acetamido-2-deoksy-f-D-glukopiranozy, (N-ace-
tyloglukozoaminy) oraz 2-amino-2-deoksy-f-D-glukopiranozy (p-glukozoaminy)
powigzanych wigzaniami f3-(1—+>4) — glikozydowymi. Réznica miedzy chityng i chi-
tozanem polega na stopniu deacetylacji (DD), definiowanym jako stosunek liczby
jednostek D-glukozoaminy do ogélnej liczby jednostek D-glukozoaminy i N-ace-
tyloglukozoaminy. Chityna cechuje si¢ duza zawartoscig jednostek N-acetyloglu-
kozoaminy. Na Rysunku 1 przedstawiono ,idealng” strukture chityny i rzeczywista
strukture chitozanu.

Rysunek 1. Struktura chemiczna chityny (A) i chitozanu (B)
Figure 1. Chemical structure of chitin (A) and chitosan (B)

Chitozan posiada szereg cennych wlasciwosci fizykochemicznych, takich jak:
biokompatybilno$¢, biodegradowalnos¢, nietoksycznosé, zdolnos$¢ tworzenia poli-
kationéw w $rodowisku kwasnym, tatwos¢ ulegania modyfikacji, duze powinowac-
two do metali, barwnikoéw i biatek, hydrofilowos¢, zdolno$¢ tworzenia filmow, itd.
[1-3, 5]. Cechy te sprawiaja, Ze znajduje on zastosowanie w medycynie i farmacji,
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w réznego typu gateziach przemystu, w ochronie srodowiska, procesach oczyszcza-
nia wdd, rdznego typu procesach separacyjnych, itp. [3, 5-8]. Roczna §wiatowa pro-
dukcja chitozanu w 2010 roku wynosifa ok. 13,7 tysiecy ton i ciagle wzrasta. Zgodnie
z przewidywaniami do 2015 roku miala osiggna¢ wartos¢ 21,4 tysiecy ton [4]. Chi-
tozan posiada jednak szereg wlasciwosci fizykochemicznych, ktore ograniczaja jego
zastosowanie w pewnych obszarach. Polimer ten silnie pecznieje w wodzie (szcze-
golnie w srodowisku kwasnym) i w stanie specznionym cechuje si¢ niska trwalo-
$cig mechaniczna, rozpuszcza sie w roztworach kwasow, nie rozpuszcza sie w wielu
rozpuszczalnikach. Aby zmieni¢ szereg wlasciwosci fizykochemicznych chitozanu,
m.in. poprawi¢ jego rozpuszczalno$¢ w wodzie, obnizy¢ zdolnos$¢ do rozpuszcza-
nia w $rodowisku kwasnym, zwiekszy¢ zdolnos¢ wigzania réznych substancji oraz
poprawi¢ odporno$¢ chemiczng i mechaniczng, a przez to rozszerzy¢ mozliwosci
zastosowania tego polimeru, poddaje si¢ go réznorodnym procesom modyfikacji
chemicznej i fizycznej.

1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PROCESU MODYFIKAC]JI

Wiele materialéw polimerowych o duzym zastosowaniu w réznych galteziach
przemystu, medycynie i farmacji otrzymuje sie¢ na drodze modyfikacji [9-13]. Pro-
ces modyfikacji polimeréw umozliwia poprawe szeregu ich wlasciwosci fizykoche-
micznych i przetwdrczych. Modyfikacja polimerdw jest ponadto w wielu przypad-
kach procesem bardziej ekonomicznym niz syntetyzowanie nowych monomeréw
i polimeréw. Modyfikacje polimeréw dzieli si¢ ogélnie na dwa rodzaje: modyfikacje
chemiczng i modyfikacje fizyczna, jak przedstawiono schematycznie na Rysunku 2.

Modyfikacja fizyczna polimeru polega na ukierunkowanej zmianie jego wlasci-
wosci fizykochemicznych poprzez dzialanie czynnikami fizycznymi, takimi jak np.
energia cieplna (obrdobka termiczna), ultradzwigki, pole elektryczne i magnetyczne
lub przez wprowadzanie do polimeréw skladnikéw dodatkowych (modyfikujacych),
prowadzacych do zmiany kompozycji polimerowej [11, 12]. Modyfikacja fizyczna
w poréwnaniu do modyfikacji chemicznej jest metoda prostsza technicznie i tansza.
Mechanizm procesu jest jednak w wielu przypadkach bardzo zlozony. Nazywana
jest ona rowniez modyfikacja strukturalna, poniewaz w efekcie dzialania na polimer
czynnikéw fizycznych zachodza gtéwnie przemiany w strukturze nadmolekularnej
polimeru.
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Rysunek 2. Rodzaje modyfikacji polimerdw
Figure 2. Types of polymer modification

Modyfikacja chemiczna polimeru polega na zmianie jego wlasciwosci przez
kontrolowang zmiane skladu chemicznego makroczgsteczek. Zachodzi ona naj-
czedciej podczas wprowadzania nowych grup funkcyjnych do czasteczek polimeru,
przemiany grup funkcyjnych w polimerze, cyklizacji wewnatrzczasteczkowej, reak-
cji utleniania, redukeji, szczepienia, sieciowania tancuchéw polimerowych oraz
degradacji. Modyfikacja pod wptywem czynnikéw chemicznych moze zachodzi¢
bezposrednio podczas syntezy polimeru lub moze by¢ dokonywana na gotowym
polimerze [11-13].

Modyfikacja chemiczna w stadium syntezy polimeru polega na zastosowaniu
podczas syntezy odpowiednich komonomeréw lub na dodaniu do ukltadu sktadni-
kéw reaktywnych (jedno-, dwu- lub tréjfunkcyjnych modyfikatoréw, zawierajacych
grupy reaktywne), ktére wbudowujac si¢ w lancuch makroczasteczki powoduja
zmiane struktury chemicznej i w rezultacie zmiane wlasciwosci polimeru. W przy-
padku modyfikacji chemicznej gotowego polimeru wykorzystuje sie wszystkie reak-
cje chemiczne typowe dla zwigzkéw maloczasteczkowych, takie jak: reakcje pod-
stawiania, chlorowcowania, przylaczania do wigzan nienasyconych, wymiany grup
funkcyjnych, tworzenia pierscieni, blokowania grup polarnych oraz sieciowania.
Przebieg reakcji z udzialem zwigzkéw matoczasteczkowych i wielkoczasteczkowych
rézni sie w wielu przypadkach wydajnoscig i szybkoscia reakcji. W wyniku zacho-
dzacych reakcji otrzymuje sie roznego typu polimery i kopolimery, ktorych synteza
jest niemozliwa na drodze bezposredniej polireakcji, np. poli(alkohol winylowy),
szereg polimerow zawierajacych fluor, chlor, itp.
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Sposrod metod modyfikacji polimeréw najczgsciej wykorzystywane sg te
metody, w ktérych modyfikacja jest wynikiem reakcji kopolimeryzacji, szczepienia
i sieciowania oraz mieszania z innymi polimerami, bagdz substancjami pomocni-
czymi. Modyfikacje polimerdéw prowadzi sie badZ w masie polimeru, badz na jego
powierzchni.

Ostatnio wsérdd polimeréw modyfikowanych coraz wigksze zainteresowanie
wzbudzaja materialy kompozytowe i nanokompozytowe. Kompozyty polimerowe
to materialy skfadajace si¢ co najmniej z dwoch faz (cigglej i rozproszonej), o wyraz-
nych powierzchniach rozdzialu. W przypadku nanokompozytéw sktadnik rozpro-
szony (nanonapetniacz) charakteryzuje si¢ co najmniej jednym wymiarem w skali
nanometrycznej (10° m) [14, 15]. Do tworzenia nanokompozytéw polimerowych
wykorzystuje si¢ czastki nieorganiczne, organiczne i hybrydy nieorganiczno-orga-
niczne, ktdre moga wystegpowaé w postaci proszkéw (napetniacze 3D), widkien
lub pretéw (napelniacze typu 2D) oraz plytek (napelniacze 1D). Jako napelniacze
typu 3D wykorzystuje sie nanoczastki metali. Najbardziej znane napelniacze typu
2D to nanorurki i nanowlékna weglowe, a napelniacze 1D - montmorylonit i inne
naturalne glinokrzemiany. Spo$réd réznych nanokompozytéw przewazajaca role
w badaniach podstawowych i zastosowaniach praktycznych odgrywaja glinokrze-
miany.

Nanokompozyty polimerowe otrzymuje si¢ réznymi metodami [15, 16]:
(i) w procesach fizycznego mieszania proszkowych nanonapelniaczy z polimerem
w stanie stopionym lub z jego roztworem/dyspersja; (ii) w procesach polimeryzacji
in situ, ktore prowadzi si¢ w obecnosci czastek napelniacza w roztworze/dysper-
sji lub w bloku, (iii) w procesach obejmujacych synteze nanoczastek z prekursora
wstepnie zdyspergowanego lub rozpuszczonego w matrycy polimerowej. Rodzaj
zastosowanej metody syntezy zalezy zaréwno od wiasciwos$ci polimeru, jak i nano-
napelniacza.

Polimery poddane okreslonym procesom modyfikacji, gtéwnie modyfikacji
fizycznej, staja si¢ w pewnych warunkach tworzywami sztucznymi. Termin two-
rzywo sztuczne, wykorzystywany powszechnie w przetworstwie i w réznych zastoso-
waniach polimeréw, oznacza material, ktorego gtéwnym sktadnikiem jest polimer,
a skfadnikami dodatkowymi, modyfikujacymi sg takie substancje, jak napelniacze,
zmiekczacze, stabilizatory, $rodki barwiace, itp.

2. MODYFIKACJA POLISACHARYDOW

Polisacharydy, analogicznie jak inne polimery, poddawane sg procesom mody-
fikacji fizycznej i chemicznej [17-21]. Do polisacharydow modyfikowanych naj-
czesciej i w najwiekszej ilosci naleza celuloza i skrobia. Do czynnikéw fizycznych,
powodujacych modyfikacje polisacharydéw, naleza takie czynniki, jak: promienio-
wanie jonizujgce, promieniowanie UV, ultradzwigki (sonifikacja), energia cieplna.
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Najczesciej stosowang metoda modyfikacji polisacharydéw jest modyfikacja che-
miczna. Polisacharydy zawieraja w swojej strukturze grupy hydroksylowe i stad
ulegajag reakcjom charakterystycznym dla alkoholi, m.in. estryfikacji, eteryfikacji,
redukgji, reakcji z metalami. Reakeji estryfikacji ulegaja zaréwno pierwszorzedowe,
jak i drugorzedowe grupy hydroksylowe. Polisacharydy ulegaja takze innym reak-
cjom prowadzacym do otrzymania polimeréw modyfikowanych, takim jak: reakcje
kopolimeryzacji szczepionej, sieciowania, hydrolizy, utleniania, itp. Depolimeryza-
cja z wytworzeniem D-glukozy i produktéw posrednich, zawierajacych wiecej niz jedng
czasteczke glukozy, jest najprostszag metodg modyfikacji chemicznej polisacharydow.

Czesto stosowang metoda modyfikacji chemicznej polisacharydow jest ich
utlenianie, ktére polega na utlenianiu pierwszo- i drugorzedowych grup hydrok-
sylowych jednostek glukozowych, z wytworzeniem grup karboksylowych lub kar-
bonylowych. Utlenianiu polisacharydéw towarzyszy cze$ciowa depolimeryzacja
tancuchéw polimerowych lub/oraz rozluznienie wigzan miedzyczasteczkowych.
Polisacharydy ulegajg rowniez sieciowaniu.

3. MODYFIKACJA CHITOZANU

Chitozan, analogicznie jak inne polisacharydy, moze ulega¢ zaréwno modyfi-
kacji chemicznej, jak rowniez modyfikacji fizycznej. Stosowane metody modyfika-
cji maja na celu zwiekszenie odpornosci mechanicznej i chemicznej tego polimeru,
zmiane jego hydrofilowosci i rozpuszczalnosci, poprawe aktywnosci biologicznej,
biokompatybilnoséci, itd. i stad zwigkszenie obszaru zastosowan tego polimeru.
Dotychczas pojawilo si¢ wiele prac przegladowych poswieconych ogélnie zagad-
nieniu modyfikacji chitozanu [21-34] oraz modyfikacji chitozanu przeznaczonego
do réznorodnych zastosowan przemystowych, biomedycznych i farmaceutycznych
[35-47].

Zdolnos¢ chitozanu do modyfikacji, gtéwnie modyfikacji chemicznej, wynika
przede wszystkim z obecnosci dwdch rodzajow reaktywnych grup funkcyjnych:
grupy aminowej i dwoch grup hydroksylowych - przy trzecim i széstym atomie
wegla w pierscieniu sacharydowym (Rys. 3).

Rysunek 3. Mozliwe miejsca reakcji w tanicuchu chitozanu
Figure 3. Possible reaction sites in chitosan chain
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Metody modyfikacji chitozanu obejmujg trzy grupy metod [26, 27]: (i) metody
polegajace na wprowadzeniu grup bocznych do fancucha chitozanu w wyniku reak-
cji podstawienia (substytucji), (ii) metody prowadzace do wydluzenia fancucha
i/lub wzrostu $redniej masy czasteczkowej oraz (iii) metody depolimeryzacji
(Rys. 4). Sposrod wymienionych grup metod najczesciej stosowane sa metody grup
(i) oraz (ii).

Rysunek 4.  Reakcje prowadzace do otrzymania pochodnych chitozanu [26, 27]
Figure 4. Derivatization of chitosan [26, 27]

Ponizej scharakteryzowano wybrane, stosowane czgsto metody modyfikacji
chitozanu i otrzymywane pochodne.
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3.1. MODYFIKACJA CHITOZANU PRZEZ PODSTAWIENIE GRUP AMINOWYCH
LUB HYDROKSYLOWYCH

3.1.1. Reakcje kwarternizacji i n-alkilowania

Wprowadzenie grup bocznych do tanicucha chitozanu realizuje si¢ poprzez roz-
nego typu reakcje, takie jak reakcje alkilowania, acylowania, arylowania, tiolowania,
sulfonowania, fosforylacji, itp. [21-34].

Ponizej przedstawiono schemat reakcji metylowania (kwaternizacji) grup ami-
nowych chitozanu oraz syntezy jego N-alkilowych pochodnych (Rys. 5) [25, 28,
33, 48].

Rysunek 5. Reakcja metylowania chitozanu oraz tworzenia jego N-alkilowych pochodnych
Figure 5. Methylation and N-alkylation of chitosan

3.1.2. Reakcje acylowania

W reakeji acylowania, w zaleznosci od charakteru czynnika modyfikujacego
i warunkow reakeji, podstawieniu ulegaja grupy aminowe i/lub grupy hydroksylowe
chitozanu i otrzymuje si¢ N-, O- i N,O-acylowe pochodne chitozanu. Na Rysunku 6
przedstawiono schemat reakcji tworzenia N,O-acylowych pochodnych chitozanu
[25, 28, 33, 48].
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Rysunek 6. Reakcja tworzenia N,O-acylowych pochodnych chitozanu
Figure 6. N,O-acylation of chitosan

3.1.3. Reakcje karboksymetylowania

Jedna z najczesciej badanych pochodnych chitozanu jest karboksymetylochito-
zan [27]. Polimer ten zawiera w lancuchu dwa rodzaje grup funkcyjnych: zasadowe
grupy aminowe i kwasowe grupy karboksylowe i stad nalezy do grupy polielek-
trolitow amfoterycznych [25, 27, 48, 49]. W zalezno$ci od warunkéw reakcji kar-
boksymetylowania otrzymuje si¢ O-, N- lub O,N-podstawione pochodne. Reakcje
prowadzace do otrzymania O- i N-karboksymetylochitozanu przedstawiono na
Rysunku 7.
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Rysunek 7. Reakgje otrzymywania O- i N-karboksymetylochitozanu
Figure 7. Synthesis of O- and N-carboxymethylated chitosan

3.1.4. Tworzenie pochodnych chitozanu zawierajacych fosfor i siarke

Duza grupe pochodnych chitozanu stanowia pochodne zawierajace w swojej
strukturze fosfor lub siarke.

Fosforowany chitozan moze by¢ otrzymany réznymi metodami, w ktérych czyn-
nikiem modyfikujacym jest kwas ortofosforowy(V) lub kwas ortofosforowy(III),
pieciotlenek fosforu, itp. Metody otrzymywania fosforowanego chitozanu zostaly
scharakteryzowane przez wielu autoréw w pracach przegladowych [25, 28, 33, 35,
36, 40, 50]. Na Rysunku 8 przedstawiono reakcje fosforylacji chitozanu przez pigcio-
tlenek fosforu w obecnosci kwasu metanosulfonowego [50].

Rysunek 8.  Reakcja otrzymywania fosforowanego chitozanu
Figure 8. Synthesis of phosphorylated chitosan
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Chitozan zawierajagcy w swojej strukturze grupy -SO,H otrzymuje
sie poprzez dziatanie rdéznych czynnikéw, m.in. stezonego kwasu siarko-
wego, oleum, dwu- i tréjtlenku siarki, kwasu chlorosulfonowego i w roz-
nym $rodowisku reakeji [25, 27, 28, 33, 51, 52]. W wyniku dzialania wszyst-
kich wymienionych reagentéw otrzymuje sie N-podstawiony chitozan (grupa
-SO,H przylaczona jest do grupy -NH,) i O-podstawiony chitozan (grupa
-SO,H przylaczona jest do grupy -OH i/lub -CH,OH) [25, 51]. Na Rysunku 9
przedstawiono strukture siarczanu chitozanu.

Rysunek 9.  Struktura chemiczna siarczanu chitozanu
Figure 9. Chemical structure of sulphated chitosan

Otrzymane siarczanowe pochodne chitozanu, ktérych struktura w duzym
stopniu przypomina strukture chemiczng heparyny, posiadaja réwniez wtasciwosci
przeciwzakrzepowe.

3.2. MODYFIKACJA CHITOZANU W WYNIKU REAKCJI SZCZEPIENIA

Kopolimeryzacja szczepiona jest jedng z gtéwnych metod modyfikacji che-
micznej chitozanu. Na Rysunku 10 przedstawiono schematycznie strukture kopo-
limeru szczepionego chitozanu, gdzie fancuch gtéwny stanowi tancuch chitozanu, a
tancuchy boczne to tancuchy polimerowe tworzone z zaszczepionych monomeréw,
takich jak np. kwas akrylowy, kwas metakrylowy, akryloamid, akrylonitryl, styren,
anilina, kwas mlekowy, itp. [25]. Metoda kopolimeryzacji szczepionej pozwala
otrzymac pochodne chitozanu o wlasciwoséciach fizykochemicznych stwarzajacych
mozliwo$¢ poszerzenia zastosowania tego polimeru. Wlasciwosci kopolimerow
szczepionych zalezg w duzym stopniu od charakteru chemicznego fanicuchéw bocz-
nych, ich dlugosci ($redniej masy czasteczkowej) i ich liczby w danym tancuchu
(zawarto$ci w kopolimerze).
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Rysunek 10.  Struktura kopolimerdw szczepionych chitozanu
Figure 10.  Structure of graft copolymers of chitosan

W literaturze istnieje szereg informacji dotyczacych réznego typu szczepionych
kopolimerdw chitozanu i stosowanych metod szczepienia [25-28, 33, 53-56]. Na
tancuchu chitozanu szczepi sie réznego typu monomery, gléwnie monomery winy-
lowe, a do zainicjowania procesu szczepienia wykorzystuje sie réznego typu inicja-
tory, promieniowanie nisko- i wysokoenergetyczne, promieniowanie mikrofalowe,
promieniowanie plazmy i enzymy [25-27, 54-56], (Tab. 1). W procesie szczepienia
monomerdw winylowych najczesciej wykorzystuje si¢ inicjatory polimeryzacji rod-
nikowej. Szczepienie monomer6w na chitozanie moze zachodzi¢ réwniez w proce-
sie polikondensacji lub polimeryzacji z otwarciem pierscienia [25, 54]. Przykltadem
monomeru, ktory ulega szczepieniu na drodze polikondensacji jest kwas mlekowy.
Szczepienie monomeréw cyklicznych (np. laktonéw i epoksydéw) zachodzi nato-
miast w procesie polimeryzacji z otwarciem pierscienia.

Tabela 1.
Table 1.

Charakterystyka szczepionych kopolimeréw chitozanu [26, 27]
Characteristics of chitosan graft copolymers [26, 27]

Metoda inicjowania

Rodzaj inicjatora

Monomer szczepiony na chitozanie

inicjowanie rodnikowe

Ce*, K 8,0,
odczynnik Fentona
(Fe’" + H,0,),

boran tributylu

akrylonitryl,
N-izopropyloakryloamid,
metakrylan metylu, monomery
winylowe

inicjowanie radiacyjne

I . 6
promieniowanie y, “Co

styren,
metakrylan 2-hydroksyetylu

inicjowanie . .
. L . . L. poliakryloamid,
przy wykorzystaniu promieniowania | katalizatory réznego . .
. , . polimery telecheliczne,
mikrofalowego typu [4,4 - azobis(kwas . .
L, . . glikol polietylenowy,
metoda ,,szczepienie na’, 4-cyjanowalerianowy)] 1 .
; " polidimetylosiloksan
ang. ,.grafting onto method
rzeni ndrymerdow n liamidoamina,
two e ed? d.y erowna N-alkilowanie redukcyjne poliamidoamina
powierzchni chitozanu styren

3.3. MODYFIKACJA CHITOZANU PRZEZ SIECIOWANIE

Modyfikacja chitozanu poprzez sieciowanie prowadzi do powstania tréjwy-
miarowej sieci polimerowej. Sie¢ polimerowa powstaje w wyniku tworzenia wigzan
chemicznych lub fizycznych bezposrednio pomiedzy tancuchami polimerowymi
lub pomiedzy tancuchami polimerowymi i wielofunkcyjnym czynnikiem sieciuja-
cym. Wigzania sieciujace to przede wszystkim wigzania kowalencyjne i/lub wigza-
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nia jonowe. Oprdcz wymienionych typow wigzan w sieci polimerowej chitozanu
wystepuja wigzania wodorowe i oddzialywania hydrofobowe.

W wyniku sieciowania chemicznego chitozanu mogg tworzy¢ si¢ réznego typu
sieci polimerowe [57, 58]. Na Rysunku 11 przedstawiono struktury proponowane
przez autoréw niniejszej pracy:

» tréjwymiarowej sieci polimerowej tworzonej w wyniku reakeji chitozanu

i niejonowego czynnika sieciujacego (Rys. 11A);

o hybrydowej sieci polimerowej tworzonej z chitozanu i innego polimeru,

wzajemnie powigzanych niejonowym czynnikiem sieciujgcym (Rys. 11B);

» wzajemnie przenikajacych sie sieci polimerowych z chitozanu i innego poli-

meru, z ktérych jeden jest usieciowany niejonowym czynnikiem sieciuja-
cym (Rys. 11C).

Rysunek 11. Struktura sieci polimerowych tworzonych przez: czysty chitozan (A), hybrydowa sie¢ polimerowa
(B), wzajemnie przenikajace sig¢ sieci polimerowe (C)

Figure 11.  Structure of polymer networks formed by pure chitosan (A), hybrid polymer network (B), semi-
-interpenetrating networks (C)

Do sieciowania chemicznego chitozanu uzywane sg takie czynniki sieciujace,
jak np. dialdehydy (aldehyd glutarowy (GA), glioksal), genipina, epichlorohydryna
(ECH), glikol etylenowy, itp. [22, 27, 38, 43, 57-62]. W zaleznosci od rodzaju zasto-
sowanego czynnika sieciujacego sieciowanie zachodzi z udzialem grupy aminowe;j
lub grupy hydroksylowej przy atomie C-6 taficucha.

W przypadku stosowania dialdehydu reakcja sieciowania zachodzi z udziatem
grup aminowych chitozanu i grup aldehydowych GA. Produktem reakc;ji jest kowa-
lencyjne wigzanie iminowe (Rys. 12 A). Wadg sieciowania chitozanu dialdehydami
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jest ich toksycznos¢. Aldehyd glutarowy jest neurotoksyczny, natomiast glioksal
posiada wlasciwo$ci mutagenne. Ogranicza to mozliwo$ci zastosowania usieciowa-
nego chitozanu w medycynie i farmacji.

W przypadku zastosowania epichlorohydryny w procesie sieciowania bierze
udzial grupa hydroksylowa chitozanu przy atomie C-6 i czasteczka ECH, ktora
zawiera bardzo reaktywny pierscien oksiranowy. Produkt koncowy reakeji siecio-
wania chitozanu przez ECH przedstawiono na Rysunku 12 B. Epichlorohydryna,
podobnie jak aldehyd glutarowy, wykazuje silne wtasciwosci toksyczne.

Rysunek 12.  Sieciowanie chitozanu przez aldehyd glutarowy (A) i epichlorohydryne (B)
Figure 12.  Chitosan crosslinking through glutaraldehyde (A) and epichlorohydrin (B)

Ze wzgledu na biokompatybilno$¢ i bardzo niska cytotoksyczno$¢ lepszym
czynnikiem sieciujagcym chitozan, szczegélnie w przypadku przeznaczenia tego
polimeru do zastosowan biomedycznych, jest genipina [59-64]. Genipina jest
naturalnym zwigzkiem, pozyskiwanym z Gardenia jasmonides. Zwiazek ten jest ok.
5000-10000 razy mniej toksyczny niz aldehyd glutarowy [64]. Mechanizm procesu
sieciowania chitozanu za pomocg genipiny zalezy od pH $rodowiska [28, 63, 64].
Strukture chitozanu sieciowanego przez genipine w srodowisku kwasnym przedsta-
wiono na Rysunku 13 [62, 63].
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Rysunek 13.  Struktura chemiczna chitozanu usieciowanego przez genipine
Figure 13.  Chemical structure of chitosan crosslinked with genipin

Chitozan jest polimerem kationowym i w srodowisku kwasnym tworzy polika-
tiony, ktore moga oddzialywa¢ z ujemnie natadowanymi czasteczkami lub makro-
czasteczkami (anionami lub polianionami), prowadzac do tworzenia tréjwymiaro-
wych sieci polimerowych. Zaproponowane przez autoréw niniejszej pracy struktury
usieciowanego jonowo chitozanu przedstawiono schematycznie na Rysunku 14.

Rysunek 14. Struktura chemiczna chitozanu usieciowanego jonowo poprzez anion (A) oraz polianion (B)
Figure 14.  Chemical structure of chitosan ionically crosslinked with anion (A) and polyanion (B)

Wirod maloczgsteczkowych jonowych czynnikéw sieciujgcych stosowane byly
dotychczas jony kompleksowe Pt(II), Pd(II) i Mo(VI), kwas siarkowy i siarczany,
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kwas i sole kwasu fosforowego, kwas sulfobursztynowy [57, 61, 62, 65-68]. Spro-
tonowana grupa aminowa chitozanu, oddziatywujac ze zjonizowang grupg malo-
czasteczkowego czynnika sieciujacego, np. kwasem siarkowym lub fosforanem pen-
tasodu, tworzy usieciowany polimer o strukturze przedstawionej na Rysunku 15.
Rodzaj substancji sieciujacej i jej stezenie, $rednia masa czgsteczkowa chitozanu
i jego stopien deacetylacji, stezenie roztworu chitozanu (w przypadku sieciowania
w roztworze) oraz czas sieciowania maja wplyw na gestos¢ sieciowania. Metoda sie-
ciowania jonowego jest prosta, tania i nie wymaga stosowania katalizatordw.

Rysunek 15. Struktura chemiczna chitozanu usieciowanego przez kwas siarkowy (A) i trifosforan penta-
sodu (B) [65, 66, 68]

Figure 15.  Chemical structure of chitosan crosslinked with sulfuric acid (A) and pentasodium tripolypho-
sphate (B) [65, 66, 68]

W szeregu przypadkow stosuje sie wiecej niz jeden rodzaj srodka sieciujacego
[56, 66, 67]. Zastosowanie dwdch rodzajow czynnikdw sieciujgcych, tzn. czynnikow
prowadzacych réwnoczesnie do sieciowania kowalencyjnego i jonowego, umozliwia
dalsze zwickszenie wytrzymalosci mechanicznej polimeru, przy zachowaniu jego
hydrofilowych wiasciwosci.

Chitozan jako polielektrolit kationowy zdolny jest do reakcji z réznego typu
naturalnymi i syntetycznymi polielektrolitami anionowymi i tworzenia komplek-
sow polielektrolitowych [34, 38, 57, 58, 60, 68-71]. Jako wielkoczgsteczkowe jonowe
czynniki sieciujgce chitozan wykorzystywane byly dotychczas polisacharydy (np.
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alginian, pektyna, ksantan, karboksymetyloceluloza, kwas hialuronowy), polimery
syntetyczne (np. poli(kwas akrylowy), kwas polifosforowy i polifosforany, polilak-
tyd), DNA i bialka. Strukture chemiczng komplekséw polielektrolitowych chitozan/
polielektrolit anionowy przedstawiono na przykladzie kompleksu chitozan/alginian
(Rys. 16).

Rysunek 16. Struktura chemiczna kompleksu polielektrolitowego chitozan/alginian sodu [68, 71]
Figure 16.  Chemical structure of chitosan/sodium alginate complex [68, 71]

Usieciowany chitozan tworzy sie réwniez w procesie radiacyjnego sieciowania
[72]. Inicjatorem radiacyjnego sieciowania chitozanu jest strumien elektronéw lub
promieniowanie gamma. Absorpcja promieniowania przez chitozan powoduje jego
homolityczny rozpad na rodniki, jony i czastki wzbudzone. Wigzania poprzeczne
w sieci polimerowej tworza si¢ w wyniku zlozonego mechanizmu z udziatem rod-
nikow i/lub jonéw. Chitozan moze réwniez ulega¢ fotosieciowaniu, ktére zachodzi
pod wplywem dzialania promieniowania UV [73]. Sieciowanie chitozanu zachodzi
réwniez pod wplywem enzymow, np. peroksydazy, transglutaminazy [23, 73]. Jed-
nym z czynnikéw powodujacych sieciowanie chitozanu jest réwniez jego ogrzewa-
nie [73].

3.4. MODYFIKACJA CHITOZANU PRZEZ DEPOLIMERYZACJE

Depolimeryzacja chitozanu, polegajaca na rozpadzie polimeru na oligomery
i monomery, moze zachodzi¢ pod wplywem czynnikéw chemicznych, fizycznych
lub enzymoéw [26, 74-77]. Proces degradacji jest wynikiem rozpadu wigzan gliko-
zydowych w tancuchu chitozanu. Depolimeryzacja chemiczna chitozanu zachodzi
w obecnodci roznych kwasow, takich jak kwas azotowy(III), chlorowodorowy, fos-
forowy oraz wolnych rodnikéw (pochodzacych np. z rozpadu ditlenku diwodoru,
nadsiarczanu potasu lub powstajacych w reakcji ozonowania). Metody degradacji
chemicznej z zastosowaniem kwaséw (metody hydrolizy kwasowej) sa metodami
niespecyficznymi i prowadza do otrzymania réznego typu oligomeréw i duzej ilo-
$ci monomeru D-glukozoaminy. Bardziej specyficzna metodg degradacji chitozanu
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jest depolimeryzacja enzymatyczna, zachodzaca w obecnosci réznych enzymow,
np. papainy, lipazy, chitanazy [77]. Proces depolimeryzacji chitozanu zachodzi row-
niez pod wplywem takich czynnikéw, jak energia cieplna, promieniowanie gamma,
ultradzwigki (ultrasonifikacja) oraz plazma [26]. Procesy degradacji chemicznej chi-
tozanu zachodza wedlug réznych mechanizméw: hydrolizy kwasowej, reakcji utle-
niania i redukgji oraz specyficznego mechanizmu z udzialem kwasu azotowego(III).
Reakeji depolimeryzacji towarzysza czesto inne reakcje uboczne, prowadzace do
powstawania roznego typu pochodnych, szczegdlnie, jesli proces depolimeryzacji
zachodzi wedlug mechanizmu wolnorodnikowego.

Chitozan o niskiej masie czasteczkowej oraz oligomery chitozanu o réznym
stopniu N-acetylacji sa obiektem zainteresowania medycyny, biotechnologii, prze-
mystu kosmetycznego, rolnictwa i innych dziedzin.

3.5. TWORZENIE KOMPOZYTOW OPARTYCH NA CHITOZANIE

Nanokompozyty oparte na chitozanie otrzymuje si¢ metodami stosowanymi
powszechnie do otrzymywania nanokompozytéw polimerowych, wymienionymi
w rozdz. 1. Rodzaj zastosowanej metody zalezy gléwnie od zastosowanego nano-
napelniacza. W literaturze istnieja doniesienia dotyczace chitozanu zawierajacego
réznego typu nanonapelniacze, m.in. glinki, hydroksyapatyt, nanoczgstki réznych
metali, nanorurki weglowe.

Nanokompozyty oparte na chitozanie sg ciekawg i obiecujaca grupa nanokom-
pozytéw, szczegdlnie ze wzgledu na ich zastosowania medyczne, m.in. w inzynierii
tkanki kostnej, jako materialy antybakteryjne i regeneracyjne [78-81].

UWAGI KONCOWE

Problem sktadowania i utylizacji odpadéw oraz zwiekszajaca sie troska
o ochrong $rodowiska naturalnego wplynety na wzrost zainteresowania polimerami
pochodzenia naturalnego. Do polimeréw naturalnych nalezy m.in. chitozan, pro-
dukt deacetylacji chityny. Chitozan posiada wiele cennych wilasciwosci fizycznych,
chemicznych i biologicznych, takich jak: bioaktywnos$¢, biodegradowalnos¢, bio-
zgodno$¢, nietoksyczno$é, zdolnosé do chelatowania i wigzania jondw metali i sub-
stancji organicznych oraz btono- i wldéknotworczos¢. Wymienione wlasciwosci chi-
tozanu decyduja o jego réznorodnym zastosowaniu, poczawszy od réznych galezi
przemystu, poprzez agrotechnike, biotechnologie, wldkiennictwo, po medycyne
i farmacje. Z powyzszych wzgledéw chitozan jest bardzo czestym obiektem badan.

Chitozan posiada jednak szereg wlasciwosci fizykochemicznych, ktore ogra-
niczaja jego zastosowanie w pewnych obszarach. Aby zmieni¢ szereg wlasciwosci
fizykochemicznych chitozanu i jednoczesnie zwigkszy¢ obszar jego zastosowa-
nia, poddaje si¢ go réznorodnym procesom modyfikacji chemicznej i fizycznej.
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W niniejszej pracy przedstawiono krétki przeglad gléwnych metod modyfikacji
chitozanu, zwracajac szczegdlna uwage na modyfikacje chemiczng. Sposréd mate-
rialéow otrzymywanych w wyniku modyfikacji fizycznej scharakteryzowano kroétko
otrzymywanie kompozytéw opartych na chitozanie. Podkresli¢ nalezy, ze corocznie
ukazuje si¢ wiele prac poswieconych otrzymywaniu, badaniu struktury oraz wlasci-
wosci fizykochemicznych i biologicznych réznego typu produktéw modyfikacji chi-
tozanu, przeznaczonych do konkretnych zastosowan przemystowych, medycznych
i farmaceutycznych.
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NOWE WYDAWNICTWA

L1

Z.M. Migaszewski, A. Galuszka, ,Geochemia srodowiska”, PWN Warszawa 2016, wyd. pierwsze, oprawa
migkka, str. 637

Jest zastanawiajace, jak malo studentom chemii méwi si¢ o geochemii oraz jak malo studentom
geologii méwi sie o chemii. Te dwie nauki sg ze soba sprzezone i raczej si¢ bez siebie nie moga obej$¢, a juz
z pewnoscig geologia jest bardzo uboga bez chemii. Publikacja prof. Agnieszki Galuszki i prof. Zdzistawa
Migaszewskiego z UJK w Kielcach jest kontynuacjg, czy moze raczej tworczym, rozszerzonym remake
wezesniejszych podrecznikéw tych Autordw, a mianowicie ,Zarysu geochemii srodowiska” z 2003 r.
i ,Podstaw geochemii $rodowiska” z 2007 r.

Jest to kompendium wiedzy na temat bardzo szeroko pojetego chemicznego rozumienia proceséw
geologicznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem zagadnien zwigzanych z ochrong $rodowiska natural-
nego, wplywu $wiata zywego na $wiat nieozywiony itp. Ksigzka liczy okoto 500 stron tekstu, uzupet-
nionego obszerng, imponujacy literaturg przedmiotu (kilkaset pozycji), szczegdélowym skorowidzem
termin6éw oraz niemal 40 stronami dodatku, zawierajacego kolorowe zdjecia - ilustracje do zagadnien
poruszanych w tekécie. Szczegolng cechg tej ksigzki, wyraznie odrdzniajaca ja od innych podobnych opra-
cowan jest duzy nacisk potozony na antropogeniczne zmiany $rodowiskowe, elementy badan $rodowisko-
wych, zmiany globalne spowodowane przez rosliny, zwierzeta i ludzi.

Ksigzke rozpoczyna wprowadzenie do geologii i hydrologii. Juz w rozdziale o oceanicznych Zré-
dfach hydrotermalnych pojawiaja si¢ pierwsze informacje o ekosystemach — widomy znak zaintereso-
wania Autoréw zwiazkami miedzy przyroda nieozywiong i ozywiona. Poczawszy jednak od rozdziatu
6 (,Czynniki geochemiczne i klasyfikacje pierwiastkow”) pojawiaja si¢ elementy klasycznej geochemii.
Autorzy omawiaja wigc podstawowe pojecia z zakresu krystalografii, typy wigzan chemicznych, szkoda
jednak, ze bardzo pobieznie. Dalej omoéwiono pojecie pH i jego zwigzek z rozpuszczalnoscia, co ma fun-
damentalne znaczenie dla geologii oraz badan srodowiskowych w ogélnosci. To samo dotyczy pojecia
potencjatu red-ox. Jezeli chcieliby$my si¢ trzymac tego schematu postgpowania, to mozna by oczekiwaé
osobnego podrozdzialu poswieconego zwigzkom kompleksowym, te jednak oméwiono dos¢ zdawkowo
w rozdziale pod nieco nazbyt ogdlnie sformulowanym tytulem ,,Roztwory”. Autorzy w ogdle nie wspo-
minajg o energetyce reakcji chemicznych, cho¢ pdzniej w tekécie pojawiaja sie pojecia takie, jak reakcja
egzo- czy endotermiczna. To samo dotyczy zagadnien kinetycznych. Takze naturalne przemiany promie-
niotwdrcze omoéwiono nieco nazbyt pobieznie, ten podrozdziat zajmuje zaledwie p6t strony. A przeciez
nie trzeba w tym miejscu wyjasniaé, dlaczego ten temat jest wazny w geologii, zreszta pojawia sie¢ pdzniej
wielokrotnie w rozdziale ,Wystepowanie izotopéw w srodowisku przyrodniczym”, ktory dla niezoriento-
wanego w temacie bedzie malo zrozumialy bez odpowiedniego wprowadzenia.
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Starannie i ze znawstwem omodwiono natomiast procesy chemiczne zachodzace w litosferze.
Wiszystkie omawiane procesy sg ilustrowane odpowiednimi reakcjami chemicznymi. Wystepujac z pozy-
¢ji dydaktyka postulowatbym jednak unikanie utamkowych wspotczynnikéw stechiometrycznych (np.
140, czy 2H,0 na str. 136).

Obszerny rozdzial poswiecony geochemicznej oraz toksykologicznej charakterystyce wybranych
pierwiastkéw poprzedzony jest oméwieniem najwazniejszych obiegéw pierwiastkéw (N, P, S, O, C i H)
na kuli ziemskiej (,Globalne cykle geochemiczne”). Stowo ,wybrane” jest chyba nazbyt dostownie trak-
towane przez Autoréw, bo nie wida¢ przyczyny, dla ktérej nie ma wéréd omawianych pierwiastkow zlota
(ale jest platyna) czy helu (wystepuje w litosferze, gléwnie w gazie ziemnym).

Bardzo dokladnie oméwiono metodyke pobierania i badania prébek srodowiskowych oraz metody
analityczne stosowane w geochemii. Tutaj jednak logiczne byloby wydzielenie rozdzialu dotyczacego kon-
troli jako$ci wraz z omdwieniem analizy niepewnosci, bo obecnie jest to informacja ,,wcisnieta” pomie-
dzy rézne omawiane techniki badawcze. Taki rozdzial powinien si¢ chyba znalez¢ raczej w czesci ,,Sta-
tystyczna interpretacja wynikéw badan srodowiska przyrodniczego” Ten ostatni z kolei wymaga chyba
uzupelnienia o niektére wzory.

Dalsze czesci dotycza m.in. takich zagadnien, jak geochemia sadowa, zwigzek miedzy zdrowiem a
skladem chemicznym gleby, skal, wéd i in.

Reasumujgc, jest to bardzo obszerne opracowanie, ktére moze stuzy¢ nie tylko studentom i specja-
listom z réznych dziedzin, ale wszystkim zainteresowanym zjawiskami, jakie zachodza w naszym natu-
ralnym srodowisku.

Jacek Gliriski
Wydziat Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego
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»Wybrane metody badania materialow. Badanie metali i stopow”, W. Kubinski, PWN Warszawa 2016,
wyd. pierwsze, oprawa migkka, str. 319

Moze nieco dziwic, ze te ksigzke omawia sie w czasopi$émie chemicznym. Jest to obszerne kompen-
dium wiedzy na temat metod badania metali, stopéw i spiekéw przydatnych raczej materialoznawcom
i technologom, a nie chemikom. Oméwiono tu wprawdzie podstawowe badania fizyczne, jakim poddaje
sie metale i stopy metali (dylatometria, gestos¢, porowato$é, obserwacje za pomoca mikroskopii optycz-
nej i elektronowej), lecz stanowia one jedynie niewielki fragment tekstu. Autor skupil si¢ na badaniach
technologicznych i mechanicznych: proby zmeczeniowe i wytrzymalo$ciowe, pomiary twardosci, koro-
zji bimetalicznej i naprezeniowej itp. Nie oznacza to wcale, ze nie znajdziemy tutaj elementéw chemii,
bowiem elementy badan chemicznych czy wiedzy chemicznej uzytecznej w badaniach metali przewijaja
sie przez caly tekst. Chocby z tego powodu te lektur¢ mozna $mialo poleci¢ chemikom. Niemniej, w tym
opracowaniu skupimy sie przede wszystkim na aspektach i metodach chemicznych badania metali i sto-
pow.

Strukture metalu Autor od samego poczatku wiaze z budowa na poziomie atomowych, omawiajac
typowe sieci krystaliczne metali, przemiany fazowe tych sieci, wplyw defektéw i dodatkéw stopowych
itp. (rozdzial ,Podstawowe informacje o metalach”), ale traktujac te zagadnienia nieco nazbyt pobieznie i
raczej bez wyja$nienia mechanizméw, jakie nimi rzgdza. Dla przyktadu: na str. 38-39 omdéwiono wplyw
budowy krystalograficznej metalu na jego plastyczno$¢ (najbardziej plastyczne sa metale krystalizujace w
ukladzie regularnym, zwlaszcza plasko centrowanym, a najmniej w romboedrycznym, ponadto dodatki
stopowe i zanieczyszczenia, np. wodor, fosfor, siarka itp., ja obnizaja), jednak nie podano zadnego wyja-
$nienia tego zjawiska. Podobny brak wystepuje takze w innych miejscach. Jezeli to wydawnictwo ma stu-
zy¢ takze celom dydaktycznym, powinno zawiera¢ — oprocz faktéw — rowniez ich wyjasnienie.

Autor, prof. Wiktor Kubinski a krakowskiej AGH, jest wybitnym materialoznawca specjalizujacym
sie w badaniach wlasciwoséci mechanicznych i uzytkowych metali i stopéw, wiec nieco pobiezne trakto-
wanie niektdrych zagadnien jest zrozumiate. Niemniej w nastepnych edycjach tej ksiazki dobrze byloby
doda¢ wyjasnienie przyczyn tych czy innych zjawisk. Szczegélnie potrzebne jest to w rozdziale 5 ("Meta-
lograficzne badania metali i stopéw”). Badania makroskopowe polegaja na trawieniu powierzchni probki
odpowiednio dobranymi odczynnikami i obserwowaniu ujawniajacych sie zréznicowan wielkosci ziarna,
obecnosci réznych faz czy defektow. Ten rozdzial potraktowano nazbyt pobieznie, z lektury z trudem
mozna sie zorientowad, jak wyglada powierzchnia po wytrawieniu i czy interpretacja wynikow jest fatwa
czy trudna. Az sie prosi, aby tabele 5.1 uzupelni¢ o fotografie przyktadowych wytrawionych powierzchni
wraz z opisem i interpretacja. To samo dotyczy tabeli 5.6 (obserwacje mikrostruktury). Jedyny przykiad
- rys. 5.4 - pozostawiono bez dokladnego opisu, nie wiadomo wiec jak i czym trawiono prébke przed
badaniem oraz jakim wiasciwie stopem byta probka.

Nieproporcjonalnie mato miejsca poswigcono badaniom nieniszczacym (rozdz. 7), podczas gdy
w wielu przypadkach sa one niezastapione, zwlaszcza wtedy, gdy nie mozna uszkodzi¢ badanego przed-
miotu. Przykladem jest defektoskopia ultradzwigkowa. Mozna mie¢ nawet pretensje do Autora o zilu-
strowanie wygladu typowego defektoskopu sprzetem czeskiej firmy Starmans, podczas gdy istniejg liczne
i réwnie dobre - o ile nie lepsze - urzadzenia rodzime (np. firm ZBM Ultra, Metrison, Kalla, Max:control
iin.), ktére na pewno warto przy okazji zareklamowac.

Powyisze uwagi krytyczne bynajmniej nie umniejszajg wartosci ksigzki. Jest ona obszerna (ponad
300 stron) i bogato ilustrowana. Wrazenie robi juz sam alfabetyczny spis oméwionych w pracy metod
badan. Wigkszos¢ zagadnien omowiono dokladnie i z niewatpliwym gltebokim znawstwem przedmiotu.

Nie mozna mie¢ tez zastrzezen do strony edytorskiej: praktycznie nie ma btedéw literowych, inter-
punkeyjnych, o innych nawet nie wspominajac, a sam tekst jest napisany prostym, zwi¢zlym i jasnym, jak
na ten stopien specjalizacji, jezykiem. Wszystko to sprawia, ze jest kompendium przydatne inzynierom
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majacym cokolwiek wspolnego z metalami, stopami i ich obrébka oraz ze bedzie to doskonaty podrecznik
dla studentow politechnik.

Warto tu doda¢, Ze niniejsze opracowanie jest dopiero pierwsza czescig niezmiernie ambitnie
pomyslanego cyklu ,,Wybrane metody badania materialéw”. Nastepne tomy beda poswiecone tworzywom

sztucznym, drewnu i ceramikom.

Jacek Gliriski
Wydziat Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego
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11th International Seminar on Thermal Analysis and Calorimetry to the
memory of Prof. St. Bretsznajder
Plock, 26-29 wrzeénia 2016 r.

W dniach 26-29 wrze$nia 2016 roku w Politechnice Warszawskiej Filii
w Plocku odbyta si¢ konferencja naukowa — 11" International Seminar on Ther-
mal Analysis and Calorimetry to the memory of Prof. St. Bretsznajder. Seminarium
zostalo zorganizowane przez Instytut Chemii Wydziatu Budownictwa, Mechaniki
i Petrochemii Politechniki Warszawskiej Filii w Plocku przy wspolpracy z Pol-
skim Towarzystwem Kalorymetrii i Analizy Termicznej im. W.Swietostawskiego
(PTKAT). Gléwnymi sponsorami Seminarium byli: Urzad Miasta Ptocka i Polski
Koncern Naftowy ORLEN S.A. Patronat nad tym wydarzeniem naukowym zostat
objety przez JM Rektora Politechniki Warszawskiej Profesora Jana Szmidta oraz
Prezydenta Miasta Plocka Andrzeja Nowakowskiego.

Tematyka Seminarium obejmowala zagadnienia zwigzane z zastosowaniami
metod takich jak analiza termiczna i kalorymetria, takze w polaczeniu z innymi
technikami, w réznych kierunkach badawczych. W sktad Komitetéow Naukowego
i Honorowego konferencji weszli wiodacy przedstawiciele nauki z kraju i z zagra-
nicy. Przewodniczacg Seminarium byta Prof. Barbara Pacewska. Komitet Organiza-
cyjny stanowili pracownicy Zakladu Podstaw Chemii Instytutu Chemii Politechniki
Warszawskiej w Plocku.

Organizacja w Plocku naukowych seminariéw pamieci wybitnego polskiego
chemika Profesora St. Bretsznajdera ma juz blisko 40-letnig tradycje. Pierwsze tego
typu spotkanie naukowe odbylo si¢ w 1977 roku w dziesiata rocznice $mierci wybit-
nego naukowca, chemika, Prof. Stanistawa Bretsznajdera. W ciagu lat tematyka
Seminarium rozszerzata sie, dostosowujac si¢ do aktualnych trendéw naukowych.
Obecnie obejmuje niemal wszystkie dziedziny chemii, a wspolnym mianownikiem
jest wykorzystywanie w badaniach réznych metod analizy termicznej i kalorymetrii.

W Seminarium uczestniczyto ponad 100 oséb reprezentujacych wiodace
o$rodki naukowe w kraju, a takze goscie zagraniczni z Bulgarii, Czech, Litwy, Rosji,
Serbii, Stowacji i Wegier. W konferencji brali udziat przewodniczacy kilku zagra-
nicznych towarzystw naukowych o profilach analogicznych do dziatalno$ci PTKAT.
Posréd uznanych autorytetow w dziedzinie analizy termicznej i kalorymetrii w kon-
ferencji uczestniczyla tez duza grupa mlodych przedstawicieli nauki.

Pierwszy wyklad pt. ,Company overview, existing situation and future trends”
wyglosit Pan Piotr Baranowski z PKN Orlen S.A. Wyklad ten, mimo iz nie do konca
zwiazany z tematyka Seminarium, przyblizyt uczestnikom konferencji zagadnienia
dotyczace rozwoju przemystu rafineryjnego i petrochemicznego w Polsce.

W czasie trzech dni obrad zaprezentowano w sumie, w formie referatéw, komu-
nikatéw i posterow, 122 prace naukowe. Wérod przedstawionych referatéw potowa
byta prezentowana przez przedstawicieli nauki z zagranicy. Dyskutowane zagadnie-
nia dotyczyly zastosowan analizy termicznej i kalorymetrii w réznych kierunkach
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badawczych, takich m.in. jak: badania rozkladu termicznego zwigzkéw chemicz-
nych, struktury cial stalych, hydratacji cementu i innych spoiw, réwnowag fazo-
wych, wlasciwosci zwigzkow kompleksowych, szkiel, polimerow, lekow, sorbentow
i innych.

Streszczenia prezentowanych prac zostaly opublikowane w materiatach semi-
naryjnych. W czasie konferencji trwaly tez prezentacje firm dystrybuujacych
nowoczesng aparature badawczg: HAAS, Linseis, METTLER-TOLEDO Sp. z o.0.,
NETZSCH Instrumenty Sp. z 0.0., TA INSTRUMENTS.

Podobnie jak w latach ubiegtych, planuje sie wydanie specjalnego numeru Jour-
nal of Thermal Analysis and Calorimetry, w ktorym wydrukowane zostang wybrane,
poddane wczesniejszej pelnej procedurze recenzyjnej, publikacje prac prezentowa-
nych na Seminarium. Edytorem specjalnego numeru Journal of Thermal Analysis
and Calorimetry bedzie Prof. Barbara Pacewska.
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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 z1. Nalezno$¢ za prenumerate prosimy przekazywac na konto:

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

Prenumerata ,Wiadomosci Chemicznych” dla czlonkéw PTChem, polaczona

z oplaty 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 zt, prenumerata - 20 zl);

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

rata — 20 zI); a nauczyciele szkél $rednich i podstawowych placa 40 zi
(sktadka - 20 zt, prenumerata — 20 z1).

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



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

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

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

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

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

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

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

Skorygowana nomenklatura rodnikow, 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, Ruchliwos¢ 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 jonow metali w roztwo-
rach, Krzysztof Kledzik, cena 22,00 zt.

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

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

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

sWiadomosci Chemiczne” wydawane s3 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 pisemng zgode na ich przedruk.

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

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

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

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

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

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

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

o Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyja¢ do
druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentéw moga by¢ powtérnie przestane do czaso-
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 zostat wymieniony w podziekowaniu
zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udzial autora jest znikomy lub tez w ogéle nie miat
miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) sg przejawem nierzetelnosci naukowej. Wszelkie prze-
jawy nierzetelnosci naukowej, tamania i naruszania zasad etyki obowigzujacej w nauce beda ujawniane,
wlacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autoréw.

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


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

3. Koszty

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

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

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

4. Informacje szczegotowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

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

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

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

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

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

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

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

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

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

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

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

- pelne nazwy 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 nastgpujacego podziatu:

Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdziatu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pi$miennictwo cytowane

« Kolejne strony pracy powinny zawierac:

- notki o autorach pracy wraz z tytulami naukowymi (mozna dofaczy¢ osobno pliki z fotografiami
autor6éw (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakgji),


1.Tytul

- 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.

« 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 pogrubiona czcionka, numer pierwszej strony cytowanej
pracy, np.

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

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

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

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

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

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

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

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

dostepu, np.

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

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 nastepujacej postaci:

o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakji;

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

« pliki zawierajace zdjecia portretowe autoréw, w nazwie powinny wskazywac autora, ktorego zdjecie
dotyczy (dobrowolne, przestanie plikow jest jednoznaczne ze zgoda na jego opublikowanie);

o 1 plik zawierajacy: strong tytulowa, streszczenie (abstrakt), stowa kluczowe, podpisy pod rysunki,
tabele, schematy (wszystko w obu wersjach jezykowych); jesli zachodzi potrzeba to rowniez oddzielne
pliki z rysunkami, schematami, tabelami (zob. Tabele, rysunki, fotografie).

Prace nie odpowiadajace wyzej wymienionym wymaganiom nie beda przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrotow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania
korekty artykutu i jego zwrotu do Redakgji 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 skutkowal czarno-biatym wydru-
kiem wersji papierowej. W przypadku zmian w wersji drukowanej kolorowych rysunkéw na czarno-biafe,
prosimy o przestanie dostosowanych do tego celu rysunkéw.


Wiad.Chem

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 Redakgji.

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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