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CZ 3. REAKCJE W SYNTEZIE ORGANICZNEJ
NA FAZIE STALEJ

TOOLS FOR COMBINATORIAL CHEMISTRY.
PART 3. REACTION IN SOLID PHASE ORGANIC
SYNTHESIS
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ABSTRACT

Solid Phase Organie Synthesis (SPOS) is a dynamical !y growing branch oforga-
nie synthesis encompusing methods for synthesis of both smali molecules and oli-
gomers on solid supports. Synthetieally useful organie reactions ofsubstrates immo-
bilized on solid supports constitute a central part ofthe methodology of solid phase
synthesis. This review article presents a representative and fairly comprehensive
overview ofreactions ofsupported substrates published till January 2005. The reac-
tions are classifled in synthetic terms into functional group interconvertions (FGI.
according to type offunctional group reacting and prepared) and C-C bond forming
reactions (according to reaction type; usually name reaction). In particular prepara-
tions ofhalogens, alcohols, ethers, thiols, aldehydes, ketones, acids, esters, amides,
phosphines, amines, poliamines, peptides, peptoids, oligonucleotides, and oligo-
saccharides is covered. Oxidation reactions of alcohols, aldehydes and ketones as
well as reduction reactions of aldehydes, ketones, esters, acids, nitro and nitroso
compounds are also presented. Only the selected reactions used for preparation of
oligonucleotides, oligosaccharides, and polypeptides are covered due to the large
volume of literature on this topie. The important C-C bond forming reactions such
as Mannich, Michael, aldol, Heck, Suzuki, Stille, Sonogashira, Wittig, Horner-Wad-
sworth-Emmons, metathesis, carbonyl compound alkylation and aeylation reactions
are illustrated with examples. Moreover the multicomponent reactions such as Ugi
reaction, Hantzsch reaction and Baylis-Hillman reaction are also included in the
review.

The literature review shows a spectrum of synthetic organie reactions which
can be performed on the immobilized substrates and suggests that in principle every
reaction could be performed on solid phase. However the literature revielv indicates
that reactions of polar organometallic reagents, radical reactions, and enantioselec-
tive reactions of achiral immobilized substrates are rather rarely used in SPOS.

Keywords: solid-phase synthesis, polymer supported reactions, combinatorial
chemistry, organie synthesis

Stowa kluczowe: synteza na fazie statej, reakcje na nosniku polimerycznym,
chemia kombinatoryczna, synteza organiczna.
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SPIS SKROTOW | AKRONIMOW

nosnik polimeryczny, domyslnie oznacza on usieciowany polisty-
ren, jesli na schemacie nie podano inaczej

grupa acylowa

metatetyczna polimeryzacja acyklicznych diendéw (ang. Acyclic
Diene Metathesis Polymerization)
2-tert-butyloimino-2-dietyloamino-1 ,3-dimetyloperhydro-1,3,2-
-diaza-fosforin

grupa /m-butoksykarbonylowa

heksafluorofosforan (benzotriazol-1-yloksy)tripirolidynofosfonowy
chlorek bis(2-okso-3-oksazolidynylo)fosfinylu (ang. bis(2-oxo-3-
oxazolidinyl)phosphinic chloride)

trifosgen (ang. bis(trichloromethyl) carbonate)

azotan cerowo(IV)-amoniowy

grupa benzyloksykarbonylowa

karbonylodiimidazol

krzyzowa metateza olefin (ang. Cross Metathesis)
cyklopentadienyl

szkto o kontrolowanej wielkosci poréw (ang. controlledpore glass)
cykloheksyl

1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan

dibenzylidenoaceton

1,8-diazobicyklo[5.4.0Jundecen-7

dicykloheksylokarbodiimid

1,2-dichloroetan

dichlorometan

azodikarboksylan dietylu, EtO,C-iM=iM-CO,Et

azodikarboksylan diizopropylu, /PrO,C-iM=N-CO,zPr

wodorek diizobutyloglinowy

diizopropylokarbodiimid

diizopropyloetyloamina

bis[(2-metoksyfenylo)fenylofosfino]etan

A A-dimetyloacetamid

4-dimetyloaminopiiydyna

1,2-dimetoksyetan

dimetyloformamid

dimetylosulfotlenek

4,4’-dimetoksytrityl

4,4’-dimetoksydityl, 4-MeOPhCH(4-MeOPh)-
1,1°-bis(difenylofosfino)ferrocen

2,6-di-fcr/-butylo-4-mety Jopirydyna

chlorowodorek Aretylo-Ap-[(3-dimetyloamino)propylo]karbodiimidu



equiv
Fmoc
FGI

HATU
HBPipU

HBPyU
HBTU

HOBt
HTS

IBX
KHMDS
LAH
LDA
LiHMDS
MBHA
m-CPBA
MCR
Mes
Mmd
MMT
Ms

NBS
NMM
NMP
NMO
PAL
PAM
PHB
PCC
PDC
PROMP

PS
PTSA
Py
PyBroP
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ekwiwalent molowy

grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa

transformacja grupy funkcyjnej (ang. iunctionalgroup intercomer-
sion)

heksafluorofosforan 0-(7-azabenzotriazol-1-ylo)-1,1,3,3-tetrame-
tylouroniowy

heksafluorofosforan 0-(benzotriazol-1-ylo)bis-(piperydyno)-uro-
niowy

heksafluorofosforan O(benzotriazol-1 -ylo)bis-(pirolidyno)-uroniowy
heksafluorofosforan 2-(I-benzotriazolilo)-1, 1,3-3-tetramet\ louro-
niowy

A-hydroksybenzotriazol

screening (reakcje przesiewania) wysokiej przepustowosci

(ang. high-throughput screening)

kwas o-jodoksybenzoesowy

heksametylodisilazyd potasu

wodorek litowoglinowy

diizopropyloamidek litu

heksametylodisilazyd litu

tacznik metylobenzhydryloaminowy

kwas m-chloronadbenzoesowy

reakcja wielosktadnikowa (ang. Multicomponent Reaction)
mezytyl

4-metoksydityl, 4-MeOPhCH(Ph)-

monometoksytrityl

grupa metanosulfonowa (mesylowa)

A'-bromosukcynoimid, (A™-bromoimid kwasu bursztynowego)
A'-metylomorfolina

Armetylo-2-pirolidon

Artlenek 4-metylomorfoliny

ang. peptide acid-unloaded linker

ang. phenylacetamidomethyl linker

ang. p-hydroxyben~yl linker

chlorochromian pirydynowy

dichromian pirydynowy

fotoindukowana metatetyczna polimeryzacja przebiegajgca z otwar-
ciem pierScienia (ang. Photoinduced Ring-Opening Metathesis Poli-
merization)

polistyren

kwas p-toluenosulfonowy

pirydyna

heksafluorofosforan bromotris(pirolidyno)fosfoniowy
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3-QDL 3-hydroksychinolidyna

RCM metatetyczne zamkniecie pierscienia (ang. Ring-Closing Metathesis)

REM ang. Regenerative Michael acceptor resin

ROM metatetyczne otwarcie pierscienia (ang. Ring-Opening Metathesis)

ROMP metatetyczna polimeryzacja przebiegajaca z otwarciem pierscienia
(ang. Ring-Opening Metathesis Polymerization)

SASRIN ang. super acid-sensitive resin linker

SPOS synteza organiczna na fazie statej (ang. Solid Phase Organie Syn-
thesis)

TBAI jodek tetrabutyloamoniowy

TBAF fluorek tetrabutyloamoniowy

TBDPS tert-butyldifenylsilyl

TBS tert-butyldimetylsilyl (TBDMS)

TBTU tetrafluoroboran 0-(benzotriazol-1-ylo)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy

TentaGel monofunkcyjny kopolimer polistyrenu i poli(glikolu etylenowego)

TES trietylosilyl

Tf grupa trifluorometylosulfonowa (triflowa)

TFA kwas trifluorooctowy

THF tetrahydrofuran

THP grupa tetrahydropiranylowa

TIPS triizopropylsilyl

TMAD ANANANAN-tetrametyloazodikarboksyamid

TMS grupa trimetylosililow'a

TPAP rutenian(VIl) (nadrutenian) tetrapropy loamoniowy, [PrAN]J[RuOJ

Ts grupa p-toluenosul fonowa (tosylowa)

zel Merrifielda chlorometylowany kopolimer polistyrenu i diwinylobenzenu

zel Wanga kopolimer polistyrenu i diwinylobenzenu z tgcznikiem 4-(hydrok-

symetylo)fenoksylowym

WSTEP

Od czasu opisania przez Merrifielda [1] (laureata nagrody Nobla w 1984 roku)
metody otrzymywania tetrapeptyddéw na nosniku polimerycznym (1963 rok) synteza
na fazie statej (ang. Solid Phase Organie Synthesis, SPOS) odgrywa znaczacg role
we wspotczesnej chemii. Koniec lat 70. to prace Leznoffa [2] i Frecheta [3], ktdre
ukazaty zastosowanie SPOS do otrzymywania zwigzkéw niskoczgsteczkowych.
Lata 90. XX wieku przyniosty gwattowny rozwoj syntezy na fazie stalej. Synteza na
fazie statej pozwala na paralelizacje (prowadzenie proceséw réwnolegle), automa-
tyzacje i uproszczenie syntezy zbiorow zwigzkdw poprzez prowadzenie recznej lub
automatycznej syntezy, zwykle, od kilku do kilkuset zwigzkéw w jednym cyklu
(rzucie). Chemia kombinatoryczna odgrywa olbrzymiarole w poszukiwaniu nowych
lekdw, katalizatoréw i innych materiatdw. Stato sie to mozliwe, miedzy innymi, dzieki
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zastosowaniu techniki mu and split (mieszania i dzielenia) do tworzenia duzych
bibliotek zwigzkdw organicznych oraz nowoczesnych, wydajnych metod przesie-
wania (ang. high-throiighput screening. HTS), stosowanych gtdwnie, lecz nie tylko,
do badania aktywnosci biologicznej sktadnikéw takich bibliotek [4], Do gtéwmch
narzedzi syntezy na fazie statej i chemii kombinatorycznej nalezy zaliczyé: nosniki
(matryce), linkeryl(metody kotwiczenia i odkotwiczania otrzymamch molekut
z nos$nika)2, oraz reakcje przeprowadzane na molekutach zakotwiczonych na nosni-
kach.

Obecny artykut ma na celu przyblizenie wybranych reakcji przeprowadzanych
na substratach immobilizowanych na nosniku polimerycznym, w konteksScie syntezy
niskoczasteczkowych zwigzkéw organicznych.

Poniewaz w ostatnich latach pojawia sie duzo publikacji dotyczacych reakcji
przeprowadzanych na fazie statej, w tym takze prace przeglagdowe [4-10]. w tej
pracy zaprezentowano wybrane przyklady z oryginalnych prac publikowanych od
poczatku zastosowania SPOS do syntezy zwigzkdw niskoczasteczkowy ch az do roku
2005. Reakcje tworzenia zwigzkéw heterocyklicznych nie zostaty opisane w tej pracy,
ze wzgledu na dostepno$é obszernych artykutow przegladowy ch [11—13]. Przeglad
zaw iera trzy podstawowe grupy reakcji:

- reakcje transformacji grup funkcyjnych.

- reakcje tworzenia szkieletu weglowego,

- reakcje wielosktadnikowe (multikomponentowe).

Teoretyczne rozwazania zwigzane z przebiegiem reakcji w SPOS nasuwajg
whniosek: zasadniczo kazda reakcja przeprowadzona w roztworze powinna b\¢ moz-
liwa do przeprowadzenia na nosniku polimerycznym. Czasami jednak obserwuje
sie, ze reakcja na nosniku daje inny wynik niz analogiczna reakcja w roztworze -
okre$la sie to jako efekt fazy statej [14]. Wiele znanych reakcji nie zostato jeszcze
przeprowadzonych, z roznych przyczyn, na fazie statej i dlatego obserwuje sie ciggta
aktywnos¢ w zakresie opracowywania nowych reakcji na fazie statej i przenoszenia
znanych reakcj i przeprowadzanych w roztworze na faze stata.

1. TRANSFORMACJE GRUP FUNKCYJNYCH NA FAZIE STALEJ
1.1. TRANSFORMACJE GRUPY HYDROKSYLOWEJ

1.1.1. Otrzymywanie halogenkow

Jedng z czesciej stosowanych przemian grup funkcyjnych w SPOS sg reakcje
transformacji grupy hydroksylowej w halogenek. Liczne reakcje transformacji grupy
hydroksylowej, wynikajaz duzej dostepnosci handlowej alkoholi.

1 Definicja i dyskusja zasadnosci terminu ,,linker” jako bardziej $cistego w stosunku do terminu ..tgcznik" jest
podana w liscie do redakcji' R. Lazny, Wiad. Chem.. 2003, 57, 1919

2 Przeglad no$nikéw i metod kotwiczenia stosowanych w SPOS zostat przedstawiony w cz. 1i 2; R. Lazny,
A. Nodzewska, Wiad. Chem., 2003, 57, 587; R. Lazny, M. Michalak, Wiad. Chem., 2003, 57, 1061.
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Alkohole benzylowe i allilowe zakotwiczone na nosniku polistyrenowym mozna
skutecznie i szybko przeprowadzi¢ w odpowiednie halogenki (1, schemat 1) [15].

(Tyo HBr, DCM, 0°C, 4h

[29]

©)

[20]

Si

@)
OH (0]

©)

Schemat 1. Transformacja alkoholi benzylowych w halogenki na fazie statej

Do transformacji grupy hydroksylowej w halogenek w alkoholach benzylowych
mozna wykorzysta¢ halogenowodory, halogenki tionylu [16—19], fosfiny i halogenki
organiczne np. CBr4, CCl4, Ph3Br,, NBS, Ph3/I,/imidazol (3, 4, 5, schemat 1)
[20-24], Ponadto mozliwe sg réwniez nieskomplikowane transformacje alkoholi
tritylowych i benzhydrylowych w odpowiednie halogenki na nosniku polimerycz-
nym. Reakcje te zachodzgjuz przy uzyciu chlorku acetylu w toluenie [25-28],
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W procesie transformacji grupy hydroksylowej jako produkty posrednie czesto sg
wykorzystywane sulfoniany alkilu utworzone w reakcji alkoholu z odpowiednim
chlorkiem sulfonowym (np. TsCl, MsCl; 7, schemat 2) [29, 30], Fosfmy (pochodne
fosfoniowe tworzone in situ) zostaty tez wykorzystane przy transformacji grupv

hydroksylowej w alkoholach alifatycznych w odpowiednie bromo- lub jodopochodne
(schemat 3) [31].

SOCI2, Py, CCl4, 76°C, 16h

= 0 11
HO aJ C J
(30]
1 TsCl, (/-Pr)z_NH, CCl4, 76°C, 6h
2 MgBr2, ER035°C, 17h 5 @
r
[30]

Schemat 2 Transformacja alkoholi alifatycznych w halogenki na fazie statei

Br2_CBr4 lub NBS (3 equiv)
PBUs lub PPh3(3 equiv),

A - nhx"'? oh DCM 16h . Q-NHABr

Q = zel tntylowy [31]

12 (5 equiv), PPhs (5 equiv),
imidazol (5 equiv). DCM 16h R /m

A-NH /-NH ©)

N 3 =zel Wanga Argopore [31]

Schemat 3 Transformacja alkoholi alifatycznych w halogenki z wykorzystaniem tosfm

1.1.2. Otrzymywanie eteréw

Transformacje grupy hydroksylowej w grupe eterowg mozna przeprowadzi¢
wykorzystujac reakcje Williamsona lub reakcje Mitsunobu w przypadku eterow alki-
lofenylowych. Sposob postepowania w obu przypadkach jest analogiczny do tego,
jaki stosuje sie w roztworze [33]. Jednakze zalety reakcji Mitsunobu sprawily, ze
jest ona czesciej stosowana w syntezie eteréw na fazie statej, niz reakcja William-
sona. Jej stosowanie ograniczasie jednak do tworzenia eteréw fenylowo-alkil owych,
gdyz proste alkohole w odrdznieniu od fenoli sg zbyt stabymi kwasami.

Reakcja Mitsunobu ma wiele zalet, takich jak dostepnos¢ alkoholi jako sub-
stratow, fagodne warunki reakcji oraz wysokgchemoselektywnos$¢ (11, schemat 4).
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H> a o -"NMNiH iry /I X s A "jOo™

o
Q =TentaGel OH O [34]
Ar.
T | tl ArCH0H, TMAD, |~ ° 'V\_(I_'\ 1 U m
H fi V# PBu3, THF/DCM |] )
° (1) 1h H o w
O =TentaGel [35]
FsC -~ N ~S 2O fenol, PPh3 DEAD, NMM F3C» N~ /S~ 0
= TentaGel 1361

Schemat 4. Transformacja fenoli w etery z wykorzystaniem reakcji Mitsunobu na fazie statej

W reakcji tej stosowano tributylo- lub trifenylofosfine i odczynnik utleniajacy (DEAD,
DIAD lub TMAD) [34-37], ajako rozpuszczalniki W-metylomorfoling (NMM) lub
tetrahydrofuran (THF).

Reakcja eteiyfikacji fenoli metodg Williamsona na fazie statej jest przeprowa-
dzana w $rodowisku polarnych rozpuszczalnikéw aprotonowych (DMF, NMP,
DMSO) w obecnosci zasad np. DBU, KN(SiMe,)2 fosfazenow (zasad Schwesin-
gera) [38] lub weglanu cezu (13, 14, schemat 5).

o

NHCOPh

Aro

[N Cs2C03. DMF, 25°C, 30h
Aro"
[40]

Schemat 5. Transformacja fenoli w etery z wykorzystaniem reakcji Williamsona na fazie statej

Alkohole alifatyczne réwniez poddano reakcji Williamsona (schemat 6). Reak-
cja ta w przypadku halogenkéw alkilowych (sktonnych do reakcji eliminacji)
wymaga uzycia nadmiaru silnej zasady oraz nadmiaru halogenku, w celu zniwelo-
wania skutkow ewentualnej reakcji eliminacji.
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HN. X)
(0.6 equiv), DMF, 23°C, 18h
(15)
2. BnBr (8.9 equiv), BU4NI < y
(0.6 equiv). 23°C, 3 * 8h . o
I- [41]

Schemat 6. Transformacja alkoholi alifatycznych w etery na fazie statej

1.1.3. Otrzymywanie estrow

Alkohole zakotwiczone na nosniku polimerycznym moga by¢ przeprowadzane
w estry w warunkach reakcji bardzo podobnych do warunkéw stosowanych w roz-
tworze. Estry na fazie statej otrzymuje sie na og6l w reakcji alkoholi lub fenoli

z kwasami karboksylowymi i ich pochodnymi (chlorkami kwasowymi, estrami lub
bezwodnikami [42]) (schemat 7).

Et02CCOCI. Et3N. DMAP

(16)
HO. DCM, 0-20°C, 12h
[43]
o o ,
M A .
HO' PhMe, 100°C, 3h >
[44]
NHAc
Ac
CO2H HN (18)
HO PPh3, DEAD, THF, 24h
-V [45]
0 o DIC, DMAP 0 O (19)
0 “OH +holJ”.A 0/- DCM,RT, 18h Q-o
[46]

= PS z linkerem Wanga (zel Wanga)

LDA, THF, -78°C, 5 min.

d O ~ 0 P
,N. ,COOEt

20°C, 12h

Schemat 7. Transformacja alkoholi w estry na fazie statej
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Bezposrednigreakcje alkoholi lub fenoli z kwasami karboksylowymi prowadzi
sie w obecnosci reagentdw aktywujacych grupe karboksylowatakich jak: DCC, DIC,
BOP [48] lub innych aktywnych pochodnych. Zwigzki te umozliwiajg utworzenie
w toku reakcji aktywnego estru, ktory w obecnosci katalizatora (DMAP) szybko rea-
guje z zakotwiczonym alkoholem. Otrzymywanie estrow mozliwe jest réwniez
w charakterystycznych warunkach reakcji Mitsunobu (18, schemat 7).

Odrebna grupe stanowig estry kwasu weglowego, ktére czesto sg wykorzysty-
wane w syntezie na fazie statej. Salvatore i wsp. zaproponowali nowg metode otrzy-
mywania estrow weglowych z wykorzystaniem Cs,CO, na zelu Wanga (schemat 8).
Mormeneo i wsp. otrzymywali pochodne kwasu weglowego wykorzystujgc zel nitro-
fenylowy, ktéry poddali reakcji z trifosgenem (BTC) w obecnosci pirydyny, a nas-
tepnie przeprowadzano reakcje z alkoholem [49].

R

6]
Ck-A C02.Cs2CO03 (21)

i on »ryvV o

w TBAI, DMF, 60°C, 12h

. . [50]
= PS z linkerem Wanga (zel Wanga)

Schemat 8. Transformacja alkoholi w estry na fazie statej

1.1.4. Otrzymywanie tioli i amin

Wykorzystujac reakcje Mitsunobu, otrzymano nie tylko estry i etery, ale row-
niez tiole iaminy (schematy 9 i 10) [51, 52], W pierwszym etapie w wyniku reakcji
alkoholu z kwasem tiooctowym otrzymano octan tiolu, ktory w wyniku redukcji
NaBH4 przeksztatcono w pozadany tiol (schemat 9).

AcSH, PPh3, DIAD, THF, 0°C
NaBH4 THF, MeOH, 65“C

Schemat 9. Transformacja alkoholu w tiol na no$niku polimerycznym

W reakcji aminy z zakotwiczonym na no$niku polimerycznym alkoholem,

w warunkach reakcji Mitsunobu otrzymano immobilizowangna zywicy amine (sche-
mat 10).
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r Ovi
i 1

o B

[52]

Schemat 10. Transformacja alkoholu w amine na nos$niku polimerycznym w warunkach reakcji Mitsunobu

Innym przyktadem otrzymywania amin na fazie stalej jest otrzymywanie
biblioteki pochodnych hydroksyindoliny. Trzypierscieniowy zwigzek zostat otrzy-
many w warunkach reakcji Mitsunobu. Reakcja wewngtrzczagsteczkowego zamknie-
cia pierscienia A"-zabezpieczonego aminokwasu z pierwszorzedowa grupg hydrok-
sylowg przebiegata z dobrg wydajnoscia. Nastepnie usuwano grupe zabezpiecza-
jaca i otrzymywano wolng grupe aminowg (schemat 11) [53].

Schemat 11. Otrzymywanie pochodnych hydroksyindoliny na fazie statej

1.2. TRANSFORMACJE HALOGENKOW

1.2.1. Otrzymywanie eteréw

W celu uzyskania eteru, halogenek zakotwiczony na statym podtozu poddaje
sie zwykle reakcji z alkoholem lub fenolem wwarunkach reakcji Williamsona (sche-
mat 12).
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mjCor° FAA ~0jO "° J&
(26)
c /U
[55]
CL .Ph
CC®° "
[56]

Schemat 12 Transformacja halogenkéw w etery na fazie statej

Reakcje tworzenia eteru z halogenku wymagaja uzycia silnej zasady deproto-
nujacej alkohol w celu wytworzeniajonu alkoholanowego, fenolanowego lub eno-
lanowego, ktdry bierze udziat w reakcji podstawienia nukleofilowego.

Reakcje przebiegajg najczesciej w roztworze dimetyloformamidu (DMF) lub
AA'-dimetyloacetamidu (DMA) i wymagajg stosowania zasad takich jak: NaH
[58-61], K,COp CsnCOv NaOH [62, 63], NaOMe [64, 65]. Jezeli reakcji poddaje
sie silnie kwasne fenole (nitrofenol, pentafluorofenol) wystarcza zastosowanie aminy
takiej jak diizopropyloetyloamina (DIPEA) jako zasady [66].

1.2.2. Otrzymywanie estrow

Halogenek zakotwiczony na nosniku polimerycznym mozna przeksztatcié
w ester dziatajagc na substrat kwasem karboksylowym lub tez jego solg nieorga-
niczng. Wsréd stosowanych soli kwasow karboksylowych nalezy wymieni¢ pochodne:
cezu, rubidu, potasu i sodu. Literatura opisuje liczne przykfady stosowania soli
A-Boc aminokwasow (29, schemat 13). Stwierdzono, ze reakcja tworzenia estrow
z immobilizowanych halogenkéw na zelu Merrifielda przebiega najskuteczniej, gdy
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reagentem stosowanym do takiego przeksztatcenia jest s6l cezéwa .VV-Boc amino-
kwasu [67]. Sole rubidu, potasu, sodu dajg zdecydowanie gorsze wyniki [68, 69]

R
BocHN'M'CO02Cs
cl DMF, 50°C, sh BocHN @1
6]
[67]

Schemat 13 Transformacjahalogenkow w estry na fazie statej z wykorzystaniem soli kwaséw karboksylowych

Halogenki benzylowe, benzhydrylowe i tritylowe ulegajg reakcji podstawienia
rowniez pod wptywem kwaséw karboksylowych w obecnosci amin (np DIPEA)
(31, schemat 14).

= o
J CT “NaH (C6H13)ANBr THF 67 72h

FmocHNA".CO2H

DIPEA, DCE 20°C 18-36h
MeO OMe-» O '

chlorek Rinka

MeO OMer O T j
[71

Schemat 14 Transformacja halogenkow w estry na fazie statej z wykorzystaniem kwaséw karboksylowych

Salvatore i wsp. otrzymali estry kwasu weglowego wykorzystujac takze zel
Merrifielda (schemat 15).

ROH C02 CS2CO3 a. R
---------------------- Q~o O @2)
TBAI, DMF 60°C, 12h

[50]

Schemat 15 Transformacja halogenkow w estry kwasu weglowego
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1.2.3. Otrzymywanie amin

Znane sg liczne przyktady transformacji halogenku w grupe aminowaw SPOS.
Najczesciej reakcji poddawane sgimmobilizowane halogenki benzylowe lub allilowe,
jak rowniez zwigzki karbonylowe podstawione w pozycji a lub (3atomem halogenu
(schemat 16). Reakcje te charakteryzujg sie wysokg wydajnoscia i fagodnymi
warunkami (wiele tych reakcji daje produkty juz w temperaturze pokojowej).

112
BuNH2, NVP, Nal, 80°C, 16h
ci-Y n? 33)
0 [25]
OH
O- '‘NH2
OH
HO- y OH H
OH
DMF, DBU, 50°C o vy oy H O €]
OH 7
0 PRoHC N Ph
DMSO, 20°C, 2h PH (35)
[75]
BnNH2, DMF, 60°C, 48h
a Ph, (39)
[14]

Schemat 16. Transformacja halogenkéw w aminy na no$niku polimerycznym

Immobilizowane pochodne chloro- i bromoacetamidow reagujg z liczng grupg
amin alifatycznych, jak rowniez aromatycznych (schemat 16). W zaleznosci od
potrzeb reakcje prowadzone sg w Srodowisku dimetylosulfotlenku (DMSO) w tem-
peraturze pokojowej (2—42 h) (35, schemat 16) lub w roztworze DMF albo NMP
w podwyzszonej temperaturze (33,34, schemat 16). Halogenki benzhydrylowe tatwo
ulegaja reakcji substytucji w wyzej wymienionych warunkach tworzac odpowied-
nie aminy [25]. Zel Merrifielda takze wykorzystywano do otrzymania amin immo-
bilizowanych na zelu (36, schemat 16) [72], Z zelu Merrifielda mozna otrzymac
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rowniez zel aminometylowy. Pod wptywem zasady, heksametylodisilazydu potasu
(KHMDS) atom chloru jest wymieniany na grupe aminowa [73].

1.2.4. Otrzymywanie tioli

W reakcjach na fazie statej, przy wprowadzeniu grupy tiolowej w miejsce halo-
genu stosuje sie reakcje dwuetapowe. W pierwszym etapie generowana jest sol
S-alkiloizotiouroniowa, ktéra nastepnie poddawana jest hydrolizie do tiolu (sche-
mat 17). Spos6b postepowaniajest analogiczny do tego, jaki stosuje sie w roztworze
[76-78]. Innym sposobem jest przeprowadzenie halogenku pod wptywem nukleofi-
lowego anionu tiooctanowego w tioester. Powstaty tioester redukuje sie nastepnie
do tiolu przy uzyciu LiBH4

ad 2 pirolidyna/dioksan (1 4), &7
110°C, 2h [79]

(38)
[80. 81]

Schemat 17 Transformacja halogenkow w tiole na fazie statej

1.2.5. Otrzymywanie fosfin

Halogenek zakotwiczony na nosniku polimeiycznym mozna przeprowadzi¢
w fosfine w wyniku dziatania litowej pochodnej fosfiny (schemat 18). Pierwszym
etapem reakcji jest generowanie litowanej fosfiny, ktdra powstaje w wyniku reakcji
fosfiny lub tez chlorofosfiny z litem w THF. Wytworzona w ten sposob LiPPh, jest
czynnikiem nukleofilowym w reakcji z halogenkiem zakotwiczonym na nos$niku
polimerycznym.

39>
(82]

Ph2P

Schemat 18 Transformacja halogenku w fosfing na fazie statej
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1.3. TRANSFORMACJE GRUPY ETEROWEJ

1.3.1. Otrzymywanie alkoholi

Etery sg zwigzkami stosunkowo stabo reaktywnymi. Konsekwencjg duzej sta-
bilnoSci wigzania eterowego jest konieczno$¢ stosowania relatywnie ostrych wa-
runkOw reakcji rozerwania wiagzania R—©. Znana stabilno$¢ kationu benzylowego
utatwia reakcje rozpadu eteru benzylowego zachodzacg pod wptywem kwasow.
tatwos¢ rozszczepienia eter6w wzrasta w szeregu: benzyl < benzhydryl < trityl,
oraz ze wzrostem liczby grup elektronodonorowych. Wigzanie eterowe moznatakze
rozerwac¢ wykorzystujac utleniacze.

DMTO M y o0 HO 0
80% AcOH, 30 min. NJ
. (40)
o)
0 cf [83]
= CPG
TBSO.
TBAF, AcOH, 20°C
R: alkil
Pd(PPh3)4, TolS02Na
MeOH, THF
(RO)20PO ° (RO)20PO ° (43)
Q =cprc [86]

Schemat 19. Transformacja eteréw w alkohole na nos$niku polimerycznym
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Eter 4,4’-dimetoksytritylowy (DMT-OR)jest grupa, ochronng powszechnie sto-
sowang w syntezie oligonukleotyddéw na fazie statej. Reakcja rozszczepienia
DMT-OR przebiega przy uzyciu stabych kwaséw np. kwasu dichlorooctowego lub
kwasu trichlorooctowego (3% w DCM, 2 min.) [87, 88]. Rozszczepienie eteru
2,4-dimetoksybenzhydrylowego (tacznika kotwiczacego m.in. alkohole, otrzyma-
nego z chlorku Rinka) zachodzi pod wptywem 5% roztworu kwasu trichloroocto-
wego w DCM [71] natomiast rozszczepienie eteru monometoksytritylowego przv
uzyciu 1% roztworu TsOH w DCM [89].

Etery sililowe sg zwigzkami zazwyczaj umiarkowanie trwatymi w srodowisku
zasadowym jak i stabo kwasnym. W poréwnaniu do zwyklych eteréw sg one jednak
mniej trwate i moga ulega¢ rozszczepieniu takze pod wptywem jonéw OH". RO',
a szczegoblnie F~ Usuniecie grupy ochronnej bedacej eterem sil itowym (takim jak:
TES, TIPS, TBS, TBDPS) zachodzi tatwo pod wptywem roztworu fluorku tetrabu-
tyloamoniowego (TBAF) (41, schemat 19) lub fluorowodorku pirydyny (THF, 25°C,
15 h) [40, 90,91],

Rozerwanie wigzania R-O w eterze allilowym moze zachodzié¢ w wyniku dzia-
fania kompleksu palladoorganicznego (42, schemat 19). Natomiast reakcja rozsz-
czepiania eteru 4-metoksyfenylowego przebiega w warunkach oksydatywn>ch, pod
wptywem utleniacza, jakim jest azotan cerowo(lV)-amonowy (CAN) (43, sche-
mat 19).

1.3.2. Otrzymywanie amin

Etery takie jak oksirany mogaby¢ przeksztatcone w aminy w wyniku substytu-
cji nukleofilowej. Najlepsze wyniki uzyskuje sie wykorzystujac w tej reakcji aminy
pierwszo- i drugorzedowe (schemat 20) [54, 92-96],

0 o, 55°C, 4gh. (@)
[54]
a a
BnNH2, dioksan,
80°C, 68h “)
H on [93]

Schemat 20 Transformacja oksiranéw w aminy na fazie statej

Zwykle reakcje otwarcia epoksydéw pod wptywem aminy wymagaja obecno-
$ci katalizatora. Najczesciej role katalizatorow petnig kwasy Lewisa. Reakcja sub-
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stytucji zachodzi z duza. wydajnoscia, gdy reagentami aminowymi sg aminy alifa-
tyczne, analogi aniliny oraz aminy heteroaromatyczne. Procedura reakcji na fazie

statej jest analogiczna do reakcji w roztworze.
W wyniku reakcji nastepuje otwarcie pierscienia epoksydowego i utworzenie
czasteczki aminoalkoholu.

1.3.3. Otrzymywanie halogenkdéw

Eter THP, stosowany jako grupa ochronna alkoholi, moze by¢ przeprowadzany
bezposrednio w halogenek poprzez dziatanie dibromkiem trifenylofosfiny (schemat
21) w roztworze DCM. Reakcja ta przeksztatca bezposrednio alkohol zabezpie-
czony eterem THP w halogenek bez koniecznos$ci odbezpieczania grup OH.

THPO _ Ph3PBr2, DCM, Br

0 ° [97]

Schemat 21. Transformacja eteru w halogenek na fazie statej

1.4. TRANSFORMACJA GRUPY AMINOWEJ

1.4.1. Otraymywanie alkoholi

Pierwszorzedowe aminy w reakcji z kwasem azotowym(lll) tworza nietrwate
sole diazoniowe. Taka reakcja w przypadku alifatycznych soli diazoniowych prowa-
dzi do ich rozpadu z wytworzeniem karbokationu, a nastepnie w wyniku reakcji
z wodg obecngw roztworze wodnym daje alkohol (schemat 22).

NaNO02, HCI (30% w H20)
KCL. ultradzwieki. 3h

Schemat 22. Transformacja aminy w alkohol na fazie statej
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1.5. REAKCJE UTLENIENIA | REDUKCJI

1.5.1. Reakcje utlenienia alkoholi, aldehydow i ketonow

Alkohole pierwszo- i drugorzedowe zakotwiczone na nosniku polimerycznym
stosunkowo tatwo mozna utleni¢ do odpowiednich aldehydow i ketonéw. Wiele pro-
cedur utleniania przeprowadzanych w roztworze znalazto zastosowanie w SPOS.
Wybrane przykfady zawiera schemat 23. Do stosowanych utleniaczy nalezg: chlo-
rek oksalilu/DMSO (utlenianie Swerna)(50, schemat23) [98,99], SO, w piiyd>nie/
DMSO (48, schemat 23) [59, 100-103], utleniacz Dessa-Martina (49, schemat 23),
[104-106], zwigzki chromu(VI1): PDC [107], Cr02ClI, (51, schemat 23), [108, 109],
CrO,,(Or-Bu), [109], IBX [104, 110, 111],

HO SOg Py. EtaNDMSO (11 8) Ph  Ph
o Vi 20°C. 3h (48)

[114]

utleniacz Dessa-Martina, DCM,

49
bes 20°C. 18h 9
[115]
(COCI)2, DMSO, EsN )
-78°C do -25°C
[90]
An 4-(MeOH)C6H4 [108]
0
PDC.DMF.S7-C___
h°." <X h K X
Boc Bobt [107]

O = PA (poliamid)

Nal04, H2Q. 25°C

Schemat 23. Przyktady reakcji utleniania alkoholi pierwszo- i drugorzedowych zakotwiczonych na nosniku
polimerycznym
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W reakcji utleniania alkoholi do aldehydéw i ketondw wykorzystano réwniez,
jako stechiometryczny utleniacz A'-tlenek morfoliny (NMO), w obecnosci kataliza-
tora TPAP (schemat 24) [112, 113]. Podobnie jak w roztworze 1,2-diole ulegaja
selektywnej reakcji utleniania w obecno$ci Nal04 (53, schemat 23).

NMO, TPAP, 20°C, 1.5h (54)

[112]

Schemat 24. Reakcja utleniania immobilizowanego alkoholu rutenianem(VI1)

m-CPBA, DME, 40°C, 15h

Schemat 25. Reakcja utleniania aldehydu do kwasu karboksylowego na fazie statej

Reakcje utlenienia grupy aldehydowej do grupy karboksylowej przeprowadzono
na nosniku polimerycznym wykorzystujacjako utleniacz nadkwas (m-CPBA) w roz-
tworze dimetoksyetanu (schemat 25).

1.5.2. Reakcje redukcji aldehydéw i ketonéw

Reakcje redukcji grupy karbonylowej aldehyddéw i ketondéw sg podobnie jak
w roztworze réwniez popularne w syntezie na fazie statej. Odczynnikiem stosowa-
nym do redukcji aldehyddéw jest najczesciej NaBH,. Wérdd zalet stosowania boro-
wodorku sodu nalezy wymieni¢ mozliwos$¢ przeprowadzania reakcji w roztworach
alkoholowych lub wodnych (56, schemat 26).

MeCY \% n NaBH4 THFNMM/EOH (16:7:7)

[118]
OMe OMe
OHCy | NaBH4, THF, 25°C, 24h
(57)
MeO" A "O'
[60]

Schemat 26. Reakcje redukcji aldehydéw na fazie statej
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Reakcje redukcji ketondw na fazie statej przeprowadzano gtéwnie prz\ uz>ciu
NaBH4[59,119, 120], Ponadto stosowane sg. inne reduktory: diizoamyloboran sodu
[121], LiBH4[122], Mozliwajest rowniez redukcja diketonéw dietylometoksybora-
nem i NaBH4do dioli (58, schemat 27).

NaBH.

2. 3% H70 7, dioksan
O O O HO, 6 h

Schemat 27 Reakcja redukcji diketonu do dialkoholu na fazie statej

Bardzo waznym aspektem redukcji zwigzkow karbonylowych jest stereoche-
miczny przebieg reakcji. W 1998 roku Ellman opublikowat diastereoselektywng
synteze aspartylu na fazie statej. Redukcja borowodorkiem cynku a,j3-dialkoksyke-
tonu w Srodowisku eteru dietylowego i tetrahydrofuranu wtemperaturze -20°C (sche-
mat 28) data produkt, o czystosci diastereomerycznej 60-80% [89]. Stereoselek-
tywnag reakcje redukcji przy uzyciu NaBH4 oksobicykloketonu do alkoholu opisat
rowniez Schlessinger [124].

OMMT -OMMT

Zn(BHa4)2
Et20, THF, -20"C OH

ol (59)
[89]

Schemat 28 Diastereoselektywna reakcja redukcji tt,/3-dialkoksyketonu do alkoholi na fazie statej

1.5.3. Reakcje redukcji kwasdw karboksylowych i estrow

Grupa estrowa ulega redukcji trudniej niz ketonowa i aldehydowa. Dopiero
uzycie silniejszego reduktora pozwala na przeprowadzenie estru w alkohol. Obec-
nie do redukcji estrow na fazie statej stosowane sgpowszechnie takie reduktory jak:
DIBAL (w roztworze THF, Et,0, DCM, toluenu) [125, 126], LiAlIH4 (w roztworze
THF wzglednie Et,0) [127,128] (schemat 29). Zwykle reakcje prowadzi sie w tem-
peraturach od —#8°C do temperatuiy pokojowej (schemat 29).

Reakcje redukcji kwasow karboksylowych mogaprzebiegac przy uzyciu tagod-
nych odczynnikéw redukujacych, jezeli etap redukcji poprzedza aktywacja grupy
karboksylowej poprzez przeprowadzenie jej np. w bezwodnik. Drugi etap tej prze-
miany polega na redukcji aktywnej pochodnej kwasu (np. bezwodnika) borowodor-
kiem sodu do alkoholu (schemat 30).
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DIBAL, THF, 20°C, 4h H O ~~n Ock’)\(b (60)

[125]

LAHf Et20, 30°C, 6h HO

Schemat 29. Reakcje redukcji estréw na fazie statej

Y W s 1+ /-BuOCOCI, NMM, THF F3C'r NY S~ A A
HOOC'>N 2. NaBH4, HzO, THF A A A N
ey =TentaGel

ttUUUCH, 3N 1Hr, O
HOOC S/ v °v ~ 2. BU4NBH4, MeOH HO— 63>
(51]

Schemat 30. Metody redukcji kwaséw na fazie statej

1.5.4. Reakcje redukcji grupy nitrowej i nitrozowej

Redukcja aromatycznej grupy nitrowej czesto jest przeprowadzana na nosni-
kach polimetycznych. Najczesciej w tym celu wykorzystuje sie chlorek cyny(ll)
w roztworze NMP lub DMF [130—34]. W mniejszym stopniu wykorzystuje sie
m.in.: ditionin sodu [135], chlorek chromu(ll) [136], ind z dodatkiem chlorku amonu

[137] orazNaBH4z dodatkiem acetyloacetonianu miedzi(ll) [138].

A 1/=\N / SnCI12*2 H20 (1,6 mol/L) 9 H
(0] ° A NMP20°C, 16h (64)

NO,
NH2  [132]

Schemat 31. Reakcje redukcji grupy nitrowej na fazie statej.
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LAH (0.2 mol/L), ~h2 H
A)CI3 (0,2 mol/L),

(66)
THF. 20°C, 12h
[140]

O =PSzlinkerem Rinka (zel Rinka)

Schemat 31. Ciag dalszy

Transformacje grupy nitrozowej do hydrazynowej mozna przeprowadzic¢ przy
uzyciu DIBAL [141, 142] lub LAH [143, 144] (schemat 32).

NO
,\'I DIBAL, THF/DCM, 50°C NH2
’ (67)
[141]
I\ LAH, THF, 55°C, 48h o\ KW
___AN—NO * 0 "o\ |/ 2 (68)
[143]
LAH, THF, 55°C, 48h A o/\N
Qf nnno - v)n NHz (69)
[144]

Schemat 32. Reakcje redukcji grupy nitrozowej na fazie statej

1.6. TRANSFORMACJE POCHODNYCH KWASOW KARBOKSYLO-
WYCH

1.6.1. Otrzymywanie amidow

Otrzymanie amidéw amin | i Il rzedowych metodami znanymi z syntezy w roz-
tworze nie nastrecza zwykle trudnosci na fazie statej. W przypadku trudnosci
A-acylowania pochodnych a-alkiloaminokwasow czy tez pochodnych A'-alkiloaminy
najlepszym sposobem (jesli nie grozi racemizacjgaminokwasu) jest przeprowadze-
nie grupy karboksylowej w chlorek kwasowy. Reakcja przebiega podobnie jak
w roztworze. Grupe karboksylowgpoddaje sie reakcji z chlorkiem oksalilu [36,145,
146] chlorkiem tionylu [147, 148] lub trifosgenem (BTC) [149].
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Podobniejak chlorki kwasowe (schemat 33), mniej reaktywne bezwodniki kwa-
sowe i aktywne estry (schemat 34, 35) sarowniez czesto stosowane w syntezie wia-
zania amidowego na fazie statej.

0]
.V JY (70)
Ph" O Ph* O
[150]
Schemat 33. Reakcje immobilizowanej aminy z chlorkiem kwasowym
fyo o I A C h
HOBt, DIPEA, DMF, 20°C, 5h (71)
° [151]

Schemat 34. Reakcje immobilizowanej aminy z aktywnym estrem (estrem 2,4-dichlorofenylu)

° BnNH2, DMF A % O

20°C, 18h 2>
o [152]

Schemat 35. Reakcje immobilizowanego aktywnego estru (pentafluorofenylowego) z aming

A-Laktamy tez sg otrzymywane na no$niku polimerycznym. Balasubramanian
i wsp. zaprezentowali stereoselektywna synteze 1,3,4-podstawionych ~-laktaméw,
wykorzystujgcg immobilizowany chiralny aldehyd oksazolidyny [153].

1.6.2. Otrzymywanie peptyddw

Synteza polipeptydu na fazie statej jest szczeg6lnie wazna w kontekScie poszu-
kiwan biologicznie aktywnych zwigzkéw metodami chemii kombinatorycznej. Hi-
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storycznie najstarszg syntezg na fazie statej jest synteza peptydu przeprowadzona
przez Merrifielda w 1963 roku [1],

RL AN O
*
0*. Ol apNAcocP BRHA R
AcOEt, 77°C, 48h 8
R2
1. 30% HCI w AcOH, ZHN'""COOH
25 C’5h DCC. DMF, 25™C,
2. EtaN, DMF, 10 min. R1 (T 18%
1. 30% HBrwAcOH
25°C, 5h
° 2Nw JLJ 2. NaOH, EtOH/H20 (10:1) (e} R1
9 M 25°c, Th ZHN™A A
ZHNV A NA 2O v il~ - R N CO02Na
b H o R

ni

Schemat 36. Pierwsza synteza peptydéw na fazie statej opublikowana przez Merrifielda

W klasycznej metodzie Merrifielda w celu wydtuzenia faficucha peptydowegc
zwigzanego ze statym podtozem (ziarnami polistyrenowymi) przytacza sie stopniowo
aminokwasy (schemat 36). Najpierw do ziaren polistyrenowych przytgcza sie N-chro-
niony, C-koricowy aminokwas pozadanego peptydu, a nastepnie usuwa z tego ami-
nokwasu grupe ochronng. Wprowadza sie kolejny aminokwas réwniez w formie
z zablokowang grupa aminowg i odczynnik sprzegajacy (np. DCC). Po utworzeniu
wigzania peptydowego odmywa sie nadmiar reagentéw i produkt uboczny - np. dicy-
kloheksylomocznik. Powtarzajac te czynnosci (odbezpieczanie i sprzeganie) przy-
tacza sie nastepne aminokwasy. Zablokowane substraty stosuje sie w duzym nad-
miarze (lub reakcje sie powtarza) w celu zapewnienia wydajnosci powyzej 99%
w kazdym etapie syntezy wigzania peptydowego. Po zakonczeniu syntezy peptyd
uwalnia sie z nosnika przez dziatanie silnym kwasem (np. HF), ktory roziywa wiga-
zanie estru benzylowego fgczacego grupe karboksylowgz nosnikiem, nie uszkadza-
jac powstatych w syntezie wigzan peptydowych.

Od czasu pierwszej syntezy przeprowadzonej przez Merrifielda pojawity sie
nowsze metody sprzegania aminokwaséw np. jedng z nowych metod jest wykorzy-
stanie trifosgenu [154].

Warunki reakcji tworzenia wigzania peptydowego zaréwno w roztworze jak
i na fazie statlej musza byc¢ tak dobrane, aby zapewnic [155, 156]:

 relatywnie krétki czas reakcji,

» wysoka wydajnosc¢,
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. niski stopien racemizacji na centrach stereogenicznych przytgczanych chi-
ralnych aminokwaséw.

Takie warunki reakcji zazwyczaj zapewnia stosowanie reagentow sprzegaja-
cych takich jak: DCC, EDC, CDI a takze BOP (czesto z dodatkiem pomocniczych
nukleofili np. HOBt). W reakcji sprzegania stosowano réwniez pochodne fosforo-
we: PyBroP i BOP-C1, oraz pochodne dialkilomocznika: HATU, HBTU, TBTU,
HBPyU, HBPipU (schemat 37). PyBroP jest wykorzystywany w reakcjach trudnych
do sprzegania aminokwasow np. a,Gr-dialkiloaminokwaséw [157], Ostatnio opubli-
kowano przeglad [1 58] i artykuty dotyczace struktury najnowszych reagentow sprze-
gajacych typu uroniowego i guanidyniowego [159-161]. Carpino i wsp. wykazali,
ze HBTU i HATU mogawystepowac w postaci soli uroniowych (O-HBTU, O-HATU)
oraz guanidyniowych (A?HBTU, //-HATU). W reakcjach sprzegania sole uroniowe
sgbardziej wydajnymi reagentami sprzegajacymi od izomeroéw guanidyniowych [159].

A-HBTU TBTU BOP

PyBroP HBPipU

BOP-CI
HBPyU

DCC CDI

Schemat 37. Reagenty uzywane w reakcjach sprzegania

Zasadniczo wykorzystywane sg dwie strategie w syntezie faficucha polipepty-
dowego na fazie statej rdznigce sie zastosowanggrupgochronng i zwigzanymi z tym
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konsekwencjami. Stosuje sie grupy ochronne: t-Boc albo Fmoc. Kazda z metod syn-
tezy' ma swoje zalety, ale takze i ograniczenia.

Schemat 38 przedstawia metode otrzymywania peptydéw z wykorzystaniem
grupy blokujgcej r-Boc. Usuwanie grupy ochronnej f-butoksykarbonvlo\vej zacho-
dzi pod wptywem dziatania kwasu (50% TFA w DCM przez 30 minut). Jednakze
potraktowanie fancucha peptydowego kwasem, niesie za sobg pewne ryz\ko roze-
rwania nowo utworzonych wigzan amidowych lub przedwczesnego odtgczenia tan-
cucha polipeptydowego od nosnika. Ryzyko takie jest zminimalizowane, gdy syn-
teze prowadzi sie wykorzystujac tacznik PAM. Jest on okoto 100 razy bardziej
odporny na dziatanie kwasu niz hydroksymetylopolistyren [162]. Do syntez}- pepty-
dow ec-tioestrowjako nosnik wykorzystywano tezzel arylohydrazynowy [163]. Stra-
tegia oparta na zastosowaniu grupy ochronnej /-Boc umozliwia synteze pept\dov\
zawierajacych nie wiecej niz 140 aminokwasow [164],

R1 1.TFA'DCM(1 1).
0 5h
HO. I' BocHN"*COOH 2. DIPEA/DMF (19)
hydroksymetylopolistyren PIC. DMAP, DCM/DMF 10 min.
1-12h BocHN\ 0 _l N
m 1 1
HO.
linker PAM
R2 1. TFA/DCM (1 1),
0.5h
BacHN?COOH 2. HF/p-metylofenol(1.9)
HOBt, DIC, DMF 0°C, 0.5-1h
L5-2h BocHN
(o] R1
i lrpgL 65, 166
Fiola AT NA- COOH f65, 166]
§& H

Schemat 38. Synteza taricuchéw peptydowych z uzyciem grupy ochronnej /-Boc

Drugim sposobem umozliwiajgcym otrzymywanie tancuchdw polipeptydowych
jest wykorzystanie grupy ochronnej Fmoc (fluorenylometoksykarbonylowej). Zdej-
mowanie grupy Fmoc zachodzi w srodowisku zasadowym pod wpltywem roztworu
piperydyny (20%) w DMF przez kilka minut. Reakcje syntezy peptydéw z zastoso-
waniem grupy ochronnej Fmoc umozliwiajg wykorzystanie nosnikéw polimerycz-
nych wrazliwych na dziatanie kwasow (zywicy Wanga, SASRIN, zywicy 2-chloro-
tritylowej, CPG, poliakiyloamidowej). Metoda ta umozliwia synteze peptydow zto-
zonych nawet ze 166 aminokwaséw [168].
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R1
n FmocHN  COOH n piperydyna/DMF (2:8),
[N B PIC. DMAP. DCM/DMF ? /-% 10 min.
1-12h FmocHN
linker Wanga o
r2 1. piperydyna/DMF
(2:8).10 min
FmocHN  COOH 2. TFA/IDCM (1:1),
K' hOBt, DE. IMF @ RI _ 051 h
2\ ' 0'-" "omS -
6 R2
O R
hzhv A n"COOH t1671
A H

Schemat 39. Synteza faricuchéw peptydowych z uzyciem grupy ochronnej Fmoc

W literaturze mozna znalez¢ wiele przyktadow na selektywne odbezpieczanie
grup ochronnych aminokwasow. Ostatnio Trivedi i wsp. zaprezentowali wykorzy-
stanie roztworu kwasu siarkowego w 1,4-dioksanie do odbezpieczania grupy f-Boc
[169]. Cavelier i wsp. w tym celu wykorzystali triflan trimetylsililowy [170].

1.6.3. Otrzymywanie peptoidéw

Peptoidy [oligo(A-alkilo)glicyny, peptydomimetyki], podobnie jak peptydy
naleza do grupy zwigzkéw okreslanych wspélnym mianem oligoamidéw. Rdznica
pomiedzy peptydem i peptoidem wynika z faktu przesuniecia o jedng pozycje tan-
cuchéw bocznych (R) w peptoidzie w stosunku do szkieletu czasteczki peptydu,
tj. z atomu wegla na atom azotu.

R n
PEPTYD PEPTOID
Schemat 40. Wz6r ogdlny peptydu i peptoidu
Typowa synteza peptoidow na fazie statej charakteryzuje sie brakiem stosowa-

nia grup ochronnych w czasteczkach przytaczanych monomeréw [171]. Peptoidy
powstajg w wyniku reakcji acylowania grupy aminowej zakotwiczonej na nosniku.
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Pierwszy etap tworzenia peptoidu polega na wytworzeniu wigzania amidowego po-
miedzy kwasem a-bromooctowym a glicyng. Drugi etap to reakcja podstawienia
atomu bromu alifatyczng badZ aromatyczng aming. Reakcje sg powtarzane, dzieki
czemu fancuch peptoidu ulega wydtuzeniu (schemat 41).

R-nh2
R (@] Br*r-COOH p [¢] DMSO R 0
hnd C nO DIC, DMF, 20°C’ 2h (/3
H 20°C, 0.5h Y H R g H [?5]

Schemat 41 Otrzymywanie A-podstawionycli oligoglicyn na no$niku polistyrenowym

Schemat 42 przedstawia synteze peptydomimetykéw pod wptywem promie-
niowania mikrofalowego. Wedtug autoréw uzycie mikrofal daje wiekszg wydajno$¢
i czystos¢ otrzymanych produktéw w pordéwnaniu do reakcji prowadzonej w warun-
kach standardowych [172].

h2n Q Brv*COOH mh2 R O
DIC, promienio- Br pr_omieniowanie u'
wanie mikrofalowe mikrofalowe
etap 1 etap 2
P (74)
powtérzenie
etapu 1 12
[172]

Schemat 42. Otrzymywanie /V-podstawionych oligoglicyn na no$niku polistyrenowym z uzyciem
promieniowania mikrofalowego

Metody otrzymywania peptoidow wykorzystywane na zelach polistyrenowych
z sukcesem przeniesiono na membrany celulozowe. Wenschuh i wsp. otrzymali
biblioteke peptoidow 7V-alkiloglicyny na membranach celulozowych [173].

1.7. Otrzymywanie oligonukleotyddw

Pierwszg synteze oligodeoksynukleotydow na fazie statej opisat Letsinger
w 1965 roku [174] (schemat 43). Zakotwiczony na nosniku polimerycznym, po-
przez grupe aminowacytozyny, nukleozyd zostat poddany reakcji z cyjanoetylofos-
foranem piiydyniowym i DCC. W celu wytworzeniawigzania fosforoestrowego zakty-
wowano immobilizowany nukleozyd za pomoca chlorku mezytylenosulfonylu. Do
tak aktywowanego nukleozydu przytgczono tymidyne. Odtgczenie odbezpieczo-
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nego, wytworzonego dinukleotydu uzyskiwano w wyniku dziatania zasady (NaOH
w roztworze dioksan/EtOH (1:1)), a nastepnie kwasu (roztwdér AcOH/H2 (8:2)).

1. NaOH,
dioksan/EtOH (1:1)

2. AcOH/H20 (8:2) (75)

[174]

Schemat 43. Pierwsza synteza dinukleotydu przeprowadzona na fazie statej

PézZniejsze badania doprowadzity do zmodyfikowania syntezy Letsingera. Sche-
mat 44 przedstawia strategie otrzymywania oligonukleotyddw przez tworzenie wig-
zania triestru fosforowego. Do zabezpieczania fosforanu wykorzystywane sg chlo-
rofenole [175, 176] lub 2,2,2-trichloroetanol [177], ktére mozna selektywnie usu-
na¢ bez naruszenia oligonukleotydu, przy uzyciu NaOH. W metodzie tej rowniez
jako oksydatywnie labilng grupe ochronng zastosowano pochodna tiofenolu [178].
W wiekszosci przypadkdw, pierwszy nukleozyd zostaje immobilizowany przez grupe
3'-hydroksylowa, a nie jak wcze$niej przez grupe 5’-hydroksylowg (schemat 44).
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a(B) 0J B
dmto”Y vy Td' >JAN dmtorY A

Ey + OP=0 --ormome- 0-P=0 I7)
n N n

OH pirydyna, 25”C. 3h q

0 H Ls | 0® fIo

CA Cl

Schemat 44. Strategia otrzymywania oligonukleotydéw przez tworzenie wigzania triestru fosforowego

Kolejng wykorzystywang metodajest synteza wykorzystujgca pochodne ami-
dofosforynowe, ktdra zostata zastosowana m.in. do otrzymywania oligodeoksynu-
kleotyddw (schemat 45) na nosniku polimeiycznym. Na uwage zastuguje fakt, ze
czas potrzebny do przemycia (30 s przy uzyciu acetonitrylu po kazdym etapie)
i przytaczanie kolejnego nukleotydu (5 min), pozwala na szybkie otrzymanie oligo-
nukleotydéw. Otrzymano oligodeoksynukleotydy zawierajgce nawet 150 [180] pota-
czonych ze sobg monomeréw. Metoda amidofosfoiynowa [181] umozliwia takze
otrzymywanie cyklicznych oligorybonukleotyddw [182, 183],

addycja kolejnego v o
monomeru
[180]

Schemat 45. Synteza oligonukleotyd6w na fazie statej z uzyciem pochodnych amidofosforynowych

Jedng z waznych strategii syntezy oligonukleotyddw sg metody niewymagajace
zabezpieczania grup aminowych w zasadach azotowych (odnosniki lit. 3, 51 6
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w [184]). Ostatnio Ohkubo i wsp. zaproponowali nowg metode syntezy oligodeok-
synukleotydéw, bez konieczno$ci zabezpieczania grup aminowych w deoksyadeno-
zynie i deoksycytydynie. W tym celu stosowali dodatek HOBt podczas tworzenia
wigzan pomiedzy nukleotydami [184],

1.8. OTRZYMYWANIE OLIGOSACHARYDOW

Pierwsze reakcje otrzymywania oligosacharyddw na fazie statej przeprowadzono
na przetomie lat 60. i 70. XX wieku. Jedna z pierwszych metod byta synteza gliko-
zydoéw wykorzystujaca reaktywnos¢ 1-bromopochodnych (schemat 46). Zastosowanie
tego sposobu wymagato zablokowania wszystkich grup hydroksylowych w czasteczce
cukru w celu unikniecia niepozadanych reakcji ubocznych.

Schemat 46. Synteza oligosacharydéw z wykorzystaniem bromku glikozylu

OR OR
RV S"ogp3 RY r ' (H8
ROF"Y ° RO™ Y "0
HO- A 0
RRj O DTRIVIP, Tf20, DCM. R°V A O
RO AAFAS ""AA od -78°C do -60°C, RO AAIAS AR (79)
°R OR

[186,187]

Schemat 47. Synteza oligosacharydéw z wykorzystaniem sulfotlenkéw glikozydéw
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Inng bardziej wspo6tczesngreakcjgotrzymywania oligosacharydéw na fazie sta-
fej jest metoda wykorzystujaca sulfotlenki glikozydéw (schemat 47). Sulfotlenek
glikozydu reaguje z grupg hydroksylowa immobilizowanego glikozydu w obecno-
§ci 2,6-di-/ert-butylo-4-metylopirydyny (DTBMP) i bezwodnika triflowego (Tf,,0)
w niskiej temperaturze [185].

Reakcja umozliwia otrzymanie pozadanych oligosacharydéw z wysoka che-
moselektywnos$cig. Metoda ta jest wykorzystywana w syntezie bibliotek oligosa-
charyddw na fazie statej [188].

Synteza oligosacharydow z udziatem tioeterow glikozydowych, wykorzystuje
fakt, ze tioetery glikozydowe moga by¢ przeprowadzane w reaktywne odczynniki
glikozydujace, przez S-metylowanie z wykorzystaniem MeOTflub [Me,SSMeT[O Tf]
powstajgcego in situ z (MeS), i MeOTf. Glikozydacja z piranozylotioeterem moze
zostac przeprowadzona z kazdym donorem glikozydowym [189, 190]. Przyktadowa
synteza wykorzystujgca te metode jest przedstawiona na schemacie 48.

Schemat 48. Synteza oligosacharydéw z wykorzystaniem tioeteréw glikozydow

Schmidt i wsp. opracowali metode otrzymywaniaoligosacharydu, ktora nie rozni
sie czasem ani wydajnoscig od syntezy w roztworze. W tym celu zastosowali nowy
linker, oraz odpowiednio przygotowany donor glikozydowy [192],
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1.9. OTRZYMYWANIE AMIN | POLIAMIN

Jonsson zaproponowat otrzymywanie poliamin z wykorzystaniem nos$nika poli-
merycznego [193]. W tym celu immobilizowano diaminy, jako pochodne kwasu
weglowego, na zelu hydroksymetylopolistyrenowym. Nastepnie, w wyniku selek-
tywnego monoalkilowania przy uzyciu chlorkéw benzhydiylu (chlorku 4-metoksy-
ditylu, 4-MeOPhCHCI(Ph). Mmd-ClI; chlorku 4,4’-dimetoksyditylu, 4-MeOPhCHCI-
(4-MeOPh), Dod-Cl), a w kolejnym etapie redukcyjnego aminowania, z wykorzy-
staniem aldehydéw z grupa aminowa zabezpieczong przy uzyciu Fmoc, otrzymano
fancuch poliaminy (schemat 49).

o

1 Mmd-Cl, DIEA,
DCM, 1.5h

10% TFA/DCM

1. 20% piperydyna/DMF 30 min

A-Fmoc-3-amino-
2. Dod-Cl, DIEA, DCM, 1,5h

propionaldehyd, .Fmoc
NaBHIN 3. 6x10s 5%TFA/DCM
3"/SACO|'VNMP| 4. N-Fmoc-aminoacetaldehyd,
40°C, 3x 1h NaBH3CN, 3% ACOH/NMP,
40°C,3x1h
H reakcja z kolejnymi
~Fmoc  am'noaldehydami (81)
Dod ~~m

[193]

Schemat 49. Synteza poliamin na fazie statej

Jonsson wraz z Undenem wykorzystat te samg metode do otrzymania poliamin
tak na fazie statej jak i w roztworze [194].

Richter i Andersen wykorzystali degradacje Curtiusa do otrzymywania pierw-
szorzedowych amin na fazie statej. Metoda ta wykorzystuje azydek difenylofosfory-
lowy [195].

2. REAKCJE TWORZENIA WIAZAN WEGIEL-WEGIEL
NA FAZIE STALEJ

Reakcje tworzenia wigzania wegiel-wegiel, w odréznieniu od reakcji transfor-
macji grup funkcyjnych (FGI), umozliwiajg tworzenie szkieletu weglowego a za-
tem, podobnie jak w klasycznej syntezie w roztworze, odgrywajg szczegdlng role
w syntezie niskoczgsteczkowych zwigzkdw organicznych w SPOS.
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2.1. REAKCJA MANNICHA

Reakcje Mannicha stosuje sie gtdwnie w celu otrzymywania /?-aminoketon6\v
i /?-aminoaldehyd6w. Przeprowadzana w roztworze stanowi jedng z bardziej uzy-
tecznych reakcji w chemii organicznej. Jednakze w reakcjach na fazie statej cieszy
sie ona mniejszym zainteresowaniem. W podstawowej wersji jest to reakcja enoli
z aldehydem mréwkowym i drugorzedowg aming. W SPOS reakcja zachodzi naj-
czeSciej pomiedzy aminami drugorzedowymi, zwigzkami karbonylowymi i zwigz-
kami o charakterze C—H kwasow. Reakcja ta wprowadza grupe aminometylowg
w miejsce enolizujgcego wodoru. Najczesciej prowadzonajest w wersji dwuetapo-
wej - czyli w pierwszej kolejnosci generowanajest sol iminiowa, ktéra nastepnie
ulega kondensacji z odpowiednim odczynnikiem nukleofilowym.

Przyktadem reakcji Mannichajest synteza szeregu 3-aminometyloindoli zapro-
ponowana przez Zhanga i wsp. [196]. Substratami sg pochodne indolu podstawione
w pozycjach 5 i 6 grupg karboksylowg i zakotwiczone na amidowym zelu Rinka.
Po odfaczeniu roztworem TFA w DCM, otrzymano produkty o wysokiej czystosci
z bardzo dobrg wydajnoscia (schemat 50).

R
riranh, ru
h O HCHOACOH, ~ H§ - ! *zn:/x
|
=PS z linkerem *
amidowym Rinka X-Bn-Br i— R=H
(2ywica Rinka) tBuOK, DME  R=%B

Schemat 50. Reakcja Mannicha na fazie statej

Tabela 1. Zestawienie reagentdw i wydajnos$ci uzyskanych produktéw w reakcji przedstawionej
na schemacie 50

Pozycja HINCO R R'R-NH Wydajno$é (%) Czystosc (%)
5- H pirotidyna 93 100
5- H piperydyna 90 93
5- H MeiNH 95 88
5- H Bn(Me)NH 95 83
5- H BnNH; 90 78
6- H pirolidyna 95 86

6- H EtjNH 95 89
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Tabela 1. Ciag dalszy

Pozycja H:NCO R R‘R2NH Wydajnos¢ (%) Czystos¢ (%)
6- Bn piperydyna 93 84
6- 4-FBn pirolidyna 100 88
6- 4-MeBn piperydyna 100 82

Zwiazki posiadajace terminalne wigzanie potréjne fe C moga petni¢ role od-
czynnikow nukleofilowych w reakcji Mannicha na fazie statej (schemat 51). Reak-
cje prowadzono w dioksanie, stosujgc nadmiar aminy drugorzedowej, stechiome-
tryczng ilo$¢ CuCl, ktérego zadaniem jest przys$pieszanie aminometylowania, oraz
nadmiar parafbrmaldehydu. Zwigzek posiadajacy terminalne wiazanie potrojne CrC
zakotwiczony na nos$niku polimerycznym w wyzej wymienionych warunkach ulega
reakcji Mannicha z utworzeniem odpowiednich aminometylowanych adduktow.
Zaletami tej reakcji sg wysoka wydajno$¢ i brak koniecznos$ci tworzenia imin
[197, 198].

1 H\ N\R
paraformaldehyd,
CuCl/dioksan, 70-75°C (83)
2. 25% TFAw DCM h N~~7' ' 3TFA
[197]

Schemat 51 Reakcja Mannicha z udziatem immobilizowanego zwigzku z terminalnym wigzaniem
acetylenowym

Enders i Schunk generowali iminy insitu, ktére ulegaty reakcji typu Mannicha
z r6znymi nukleofilami dajac /?-aminoketony (schemat 52).

J OL 4 equiv R2CH=C(OLi)R3, 0
THR-78°c 2h-RT 30 min- AN N
N\
R?‘ sx ‘]
¢cTo
o 1. BF3-Et20, Me2S, DCM, RT, 14h o
o 2. BzCl, EtzN, 30 min.

lub (84)

Ri {1 ZnBr2 BzCl, DCM, RT, 14h
2. EAN, 30 min.

[199]

Schemat 52. Otrzymywanie /3-aminoketonéw w reakcji typu Mannicha
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2.2. REAKCJA MICHAELA

Jedng z podstawowych reakcji tworzenia wigzan wegiel-wegiel jest reakcja
Michaela, polegajaca na addycji 1,4 karboanionu lub jego ekwiwalentu syntetycz-
nego (np. eteru sililowego) do wigzania podw djnego wegiel-wegiel <2,/?-nienasyco-
nego zwigzku karbonylowego.

W przyktadzie przedstawionym na schemacie 53 nastepuje addycja karboanio-
nu iminy glicyny do pochodnych akrylowych z uzyciem nadmiaru (3 ekwiwalenty
molowe) silnej zasady Schwesingera, 2-to-f-butyloimino-2-dietyloarnino-],3-dirne-
tyloperhydro-1,3,2-diazafosforinu (BEMP). Reakcje prowadzono przez 16 godzin
w temperaturze pokojowej w roztworze >'MP. W tych warunkach powstaje produkt
charakteryzujacy sie duza czystoscia. Jezeli uzywasie bardziej reaktywnych akcep-
toréw (np. akrylonitiyli), wymagany nadmiar akceptora nie przekracza 1.5 ekwiwa-
lenta molowego. Inaczej jest w praypadku mniej reaktywnych akceptoréw (np. pod-
stawionych akiylonitryli), ktére wymagaja 10-krotnego nadmiaru molowego. Pro-
dukty' otrzymano z wydajnoscig wynoszacg 61-88%, a ich czysto$¢ miescita sie
w granicach 74-88%.

R* Z Z=COOR, COMe,

(0] >=( CN, SOOPh,
(3. AAMN Ph R2 R1  SOPh
Ph 3-10 equiv, BEMP,
NMP, rt

[200]

Schemat 53. Reakcja Michaela immobilizowanego substratu o charakterze C-H kwasu

Addycja eteru sililow'ego tioestru zakotwiczonego na nosniku polimerycznym
do a,/*-nienasyconych ketonéw (schemat 54) prowadzono w obecnosci kwasu
Lewisa Sc(OTf)r Odtgczenie produktu nastepuje przy uzyciu MeONa.

¢
t r3~"NMAT4

20 mol% Sc(OTf)3, DCM, -78°C
2. MeONa

Schemat 54. Reakcja Michaela immobilizowanego eteru sililowego tioestru
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Ellingboe i wsp. opisali synteze immobilizowanych 1,5-diketonéw [202].
W tym celu zakotwiczony na nosniku polimerycznym a,/*-nienasycony keton pod-
dano reakcji z eterem TMS enolu ketonu. Reakcje przeprowadzono w DMSO
w obecnosci CsF. Najlepsze wyniki uzyskano, gdy podstawnik R 1byt grupg arylowg
lub byt nieenolizujaca grupg alifatyczng a podstawnik R2 byt grupg arylowg lub
heteroaromatyczng. Produkt syntezy jest wykorzystywany jako zwigzek posredni
w syntezie bibliotek zwigzkow pirydynowych (schemat 55).

OSiMes
220

CsF (1 equiv), DMSO,
70°C

Schemat 55. Reakcja Michaela eteru sililowego enolu z immobilizowanym a,/~-nienasyconym ketonem

Innym przyktadem jest otrzymywanie amin na fazie statej przez Wilsona i Wanga
wykorzystujagce dien Danishefsky’ego. Po zakotwiczeniu p-hydroksybenzaldehydu
na zelu Wanga, przeprowadzono reakcje z aming w obecnos$ci ortomréwczanu me-
tylu jako czynnika dehydratujgcego i otrzymano imine. Nastepnie imine poddano
reakcji zdienem Danishefsky’ego w obecnosci kwasu Lewisa (ZnCl,, AICI3 Et,AICI,
TiCl4 BF.-OEt, lub Yb(OTf).) w suchym THF. Najlepsze wyniki otrzymano wyko-
rzystujac jako kwas Lewisa Yb(OTf),. Produkt zostat odtgczony przy pomocy
50%-owego roztworu TFA/DCM (schemat 56) [203],

RNH,
O-0OH CHO HC(QMe)3
Me3SiO
AN N —OMe A n J 1 r t
N_R kwas Lewisa, THF, 60°C N ~~V—/ 'N_/
/
R
O = PSzlinkerem Wanga (zywica Wanga) f 203]

Schemat 56. Transformacja iminy w amine na nosniku polimerycznym
z wykorzystaniem reakcji dienu Danishefsky’ego
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2.3. REAKCJA ALDOLOWA

Reakcja aldolowa jest reakcja przytaczenia enolu lub enolanu do elektrofilo-
wego atomu wegla grupy karbonylowej z utworzeniem aldolu (/5-hydroksyaldehydu
lub /?-hydroksyketonu), ktéiy moze ulegaé eliminacji dajac a,/*-nienasycony zwig-
zek karbonylowy (mdéwimy wtedy o kondensacji).

Reakcje aldolowe mogaz powodzeniem by¢ przeprowadzane na nosniku poli-
merycznym. Szczegblne zastosowanie w SPOS znalazty enolany litu, sodu, potasu
i cynku [55, 69, 204-206], Natomiast w syntezie stereoselektywnej na fazie statej
wykorzystywane sg czesto enolany boru (schemat 61) [115, 207—209]. Ponizej po-
dano typowe przyktady nie kierowanej (schematy 57, 58) i kierowanej (schematy
59-61) reakcji aldolowej z zastosowaniem immobilizowanych enolanéw (donoréw)
lub immobilizowanych akceptoréw karbonylowych.

Schemat 57. Kondensacja aldolowa immobilizowanego na fazie statej enolanu sodu z aldehydem

Me Ar
DCM/THF (1:4)

K2CO03, temp.,
48h

Schemat 58. Reakcja aldolowa enolanu potasu z ketonem immobilizowanym na fazie statej

1. LDA, -78°C
2. ZnClI2, 0°C (90)
3. ArCHO
4. DIBAL
toluen, 0°C [69]

Schemat 59. Reakcja aldolowa immobilizowanego na fazie statej enolanu cynku z aldehydem
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0
O OH
1 LDA, -78°C 3 A Dh
‘N 2. PhCHO, -78°C N\ (91)

/
3. 10% TFA, 0°C vV 7

[204]
o

Schemat 60. Reakcja aldolowa immobilizowanego na fazie statej enolanu litu z aldehydem

f-Bu-S
1. DCM/Et20,

-78°C do -50°C
2. PTSAITHF

Wydajnos¢ 60%
ee 88%
[70]

Schemat 61. Reakcja aldolowa enolanu boru z aldehydem immobilizowanym na fazie statej

Reakcja aldolowa Mukaiyamy polega na tworzeniu aldolowych adduktéw
w wyniku reakcji aktywowanych kwasem Lewisa aldehydéw z nukleofilami takimi
jak: etery sillilowe enoli ketonow lub estréw. W reakcjach Mukaiyamy na fazie sta-
tej wykorzystywano kwasy Lewisa takie jak: Sc(OTf)3 Yb(OTf)3i BF3-Et,0.

Me3SiO
Me 1mPhCHO, 20% mol Sc(OTf3, OH (o5
-78°C, DCM (93)
2. LiBH4, Et20 HO Ph
Me
[210]

Schemat 62. Reakcja aldolowa Mukaiyamy na fazie statej

2.4. REAKCJA ADDYCJI POLARNYCH ZWIAZKOW METALOORGA-
NICZNYCH DO WIAZANIA KARBONYLOWEGO

Tois i Koskinen zaprezentowali litowanie 5-karboksyindoli na no$niku polime-
rycznym. Immobilizowany indol byt orto-litowany i poddawany reakcji z pochod-
nymi benzaldehydu. W wyniku reakcji otrzymywano odpowiednie alkohole, ktore
nastepnie poddawano reakcji cyklizacji, co prowadzito do odigczenia produktu
z nosnika (schemat 63).
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0]
HOBYDIC. ~
HO DCM/DMF, RT N
NH,
? e
TiPs TIPS
0]
[e] 1i
n-BuLi, THF, 0°C  » T r o * <
Li* - N Yy )
TIPS TIPS

RCHO/THF, 0°C-RT

toluen, 90°C

TIPS

= zel JandaGel™ [211]

Schemat 63. or/o-Litowanie indolu na fazie statej

Et, ,0OH

1. EtMgBr, -18°C, 5h
N (94)
3.10% TFA, 0°C

[204]

Schemat 64. Reakcja odczynnika Grignarda z immobilizowanym ketonem
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Reakcje Grignarda zostaty opisane w artykule przeglagdowym Franzena [212],
Opublikowana literatura nie zawierajednak wielu przyktadow reakcji odczynnikow
Grignarda ze zwigzkami immobilizowanymi na fazie statej. Przyktadowag reakcje
zwigzku Grignarda z immobilizowanym ketonem zaprezentowano na schemacie 64.

2.5. REAKCJA HECKA

Reakcja Hecka pozwala na tworzenie wigzania wegiel-wegiel poprzez alkeny-
lowanie lub aiylowanie olefin z wykorzystaniem katalizatoréw palladowych. W ostat-
nich latach reakcja Hecka przeprowadzana na no$niku polimerycznym stata sie bar-
dzo skutecznym narzedziem nie tylko w syntezie zwigzk6éw niskoczgsteczkowych,
ale przede wszystkim w reakcjach syntezy skomplikowanych struktur makrocyklicz-
nych. Lagodne warunki reakcji Hecka pozwalajg na otrzymywanie produktéw po-
siadajacych liczne grupy funkcyjne, takze elektronodonorowe. Reakcje sg prowa-
dzone zazwyczaj w $rodowisku gazu obojetnego w celu unikniecia dezaktywacji
katalizatorow tlenem z powietrza, oraz przy uzyciu zasad takich, jak K,CO,, BudNClI,
Et,N. Jako katalizatory stosuje sie sole palladu(ll) np. Pd(OAc), lub kompleksy pal-
ladu”) np. Pd(dba)3 PdCIZdppf), Pd(PPh34.

Miedzjczasteczkowa reakcja Hecka. Popularnos¢ miedzyczasteczkowej reak-
cji Heckajest spowodowana gtownie dostepnoscig substratow: halogenkéw winy-
lowych, aiylowych oraz olefin. Duzgzaletamiedzyczasteczkowej reakcji Heckajest
mozliwos¢ kotwiczenia zaréwno halogenkéw (schemat 65) jak i alkenéw (schemat
66) na roznych nosnikach.

R3
1. RM M2

Pd(OAc)2, NaOAc, BuaNClI,
DMA, 100°C, 24 h

H 2. 20% TFA, DCM, rt, 5 min.

i i Wydajnosc¢ 40-96%
PSz linkerem Rinka . _ 14 e CO2Me, Ph, yaa) 0

zywica Rinka
(Zyw ) R2 =H,Me, C02Me, CN, [213]

Ph, P(0)(OMe)2,COEt,
CONMe2,

R3 =H,Me,NHAc, COMe,
CH2C02Me, CN

Schemat 65. Reakcja Hecka na fazie statej z zakotwiczonym halogenkiem arylu
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1 RX
N Pd2 (dba)3, P(o-Tol)3, Et3N,
DMF, 100°C, 20h lub

(96)
0 Pd(OAc)2, EtsN, n-BuaNCl, o
DMF, 80-90°C, 16h
2. 20% TFA, DCM, rt, 1h Wydajnos¢ 64-81%

= PS z linkerem Wanga

@\wia Wanga) [217]

R~X
Ph-1, 2-naftyl-Br,
2-tienyl-Br, 3 Pyr-Br

Schemat 66 Reakcja Heckana fazie statej z zakotwiczongna no$niku pohmer\czn>m olefing

W miedzyczasteczkowej reakcji Hecka jako nosniki powszechnie stosowane
sg: zel Merrifielda, zywica Wanga, Rinka, PAL, REM, zywica SASRIN, TentaGel
i in. [214-216]. Zdecydowana wiekszos¢ reakcji zachodzi w typowych warunkach,
a rodzaj nosnika polimerycznego nie ma decydujacego znaczenia dla przebiegu
reakcji.

Wewnatrzczgsteczkowa reakcja Hecka. Jednaz gtéwnych korzy Sci wewnatrz-
czasteczkowej reakcji Hecka na fazie statej jest mozliwo$¢ wykorzystania zjawiska
»pseudorozcienczenia”, czyli warunkdw symulujacych nieskonczone rozciefczenie
W roztworze.

Pz (OAC)2. PPh3.
BwNC,
N DMF/H2Q/Et3N

50% TFA/47% DCfj
[ 3% anizol

(97

hny

O = TentaGel PHB zel

V¥ 0

Schemat 67. Wewnatrzczasteczkowa reakcja Hecka. Otrzymywanie peptydowych pierscieni makrocyklicznych
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Po raz pierwszy zjawisko ,,pseudorozcieficzenia” zostato wykorzystane w 1995 roku
w opisie syntezy 20-24 cztonowych pierscieni makrocyklicznych (schemat 67).
W literaturze znane sg liczne przykfady tworzenia zwigzkéw wielopierScieniowych,
szczegOlnie o charakterze peptydowym [218-220],

Obecnie znanych jest wiele przyktadéw wykorzystania wewnatrzczasteczko-
wej reakcji Hecka na fazie stalej do otrzymywania rozmaitych piecio-, szescio-
i siedmiocztonowych zwigzkéw heterocyklicznych. Uzyskuje sie w ten sposéb
pochodne indolowe [221, 222], benzofuranowe [222], benzoazepinowe [223, 224]
i dihydroizochinolinowe [223, 225],

1. Pd(OAc)2, PPh3,
Bu4NCI, KOAc, DMF, 70°C

2. CF3COOH, DCM (1:1) M e0

3. CH2N2
= PS 2 linkerem Wanga R = Me Wydajnos¢ 60-67%
(zywica Wanga) R = CH2Ph p24]

Schemat 68. Wewnatrzczasteczkowa reakcja Hecka na fazie statej.
Otrzymywanie pochodnych benzoazepinowych

Schemat 68 przedstawia synteze szkieletu pochodnych benzoazepin. Reakcji
cyklizacji poddane zostaty pochodne (A-butenylo)-2-jodobenzoamidowe (R = CH3
i R = CHZPh). Jako katalizator zastosowano Pd(OAc),-PPhr Wydajno$¢ produktéw
po odigczeniu wynosita odpowiednio 67% i 60% [224],

2.6. REAKCJA SUZUKI

Reakcjg Suzuki (nazywanatez reakcjg sprzegania Suzuki-Miyaury) okresla sie
katalizowane kompleksem palladu(O) sprzeganie arylowych lub winylowych zwigz-
kéw boru (z reguty kwasdw lub estréw boronowych) z halogenkami lub triflanami
arylowymi lub winylowymi. Reakcja Suzuki jest reakcjg szczegdlnie uzyteczna
w syntezie diendw i zwigzkow biarylowych [226],

Reakcja Suzuki byta wykorzystywana do przyfaczenia fragmentu zawierajacego
krzem, ktory wykorzystano jako bez$ladowy tgcznik krzemowy [227, 228].

Jodobenzen zakotwiczony na fazie statej reaguje z roznymi kwasami arylobo-
ronowymi rowniez z tymi, ktore w swej czasteczce posiadajg heteroatomy (schemat
69). Reakcja przebiega w mieszaninie dioksanu i wody w temperaturze 100°C [229].
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Ar-B(OH)2
1. kat. Pd
2. NaOMe, MeOH

Lit. [229]

Schemat 69. Reakcja Suzuki na fazie statej z udziatem zakotwiczonej na nosniku poliner\ezn\m pochodnej
jodobenzenu

Tabela 2. Przyktady kwasow aryloboronowych stosowanych w reakcji Suzuki na fazie statej (schemat 69)

Warunki reakcji:
A. Ar-B(OH), (4 equiv), K,C03(9 equiv), Pd(OACc)2(10 mol%), dioksan/woda = (61), 100°C, 24 h;
B Ar-B(OH)2(8 equiv), KAC03(18 equiv), Pd(OAc), (20 mot%), dioksan/woda = (6:1), 100CC, 24 h.

Reakcji Suzuki mogarowniez ulega¢ immobilizowane kwasy lub estry borono-
we (schemat 70).

W reakcji Suzuki czesto wykorzystuje sie Ugandy fosfinowe. Capretta wyko-
rzystat ligand fosfinowy, pochodng 2,4,8-trioksa-6-fosfa-adamantanu, w reakcji
sprzegania réznych halogenkéw aiylowych z boronowymi kwasami w fagodnych
warunkach (schemat 71) [232].



928 R LAZNY, M LAPINSKA, M SIENKIEWICZ

PAPPh3)4,Na2C03t (100)
ANB (O H )2 DME, 70°C, 72h A Ar
Ar= p-Ho 2CCesH4, p-HOCH2CeH4, Wydajnos$¢ 23-86%
p-HOC6H4, P(C6H5)3, p-H2NCH2C6H4, [230]

p-H2NS02CH2CeH4, 2-tienyl, 2-furyl
Bv SyBr
CKI/C
Pd{0), ag. KOH, DME,
80°C, 2h

O =PSz linkerem Wanga (zywica Wanga)

Schemat 70. Reakcja Suzuki na fazie statej z udziatem zakotwiczonych na no$niku polimerycznym pochod-
nych kwasu aryloboronowego

1. 2% Pd2dba3-CHCI3

y— X + Ar—B(OH)2
0O 0 "~

Schemat 71. Reakcja Suzuki z wykorzystaniem analogu fosfa-adamantanu jako liganda

Tabela 3 Przyktady kwasow aryloboronowych stosowanych w reakcji Suzuki na fazie statej (schemat 71)
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2.7. REAKCJA STILLEGO

Reakcja Stillego bytajedng z pierwszych reakcji typu sprzegania krzyzowego
(ang. cross-coupling) przeprowadzong na nosniku polimerycznym [233]. Reakcjg
Stillego okre$la sie katalizowang palladem reakcje halogenkdw (gtéwnie bromkoéw
i jodkdw) arylowych, alkenylowych oraz triflanéw z arylowymi, winylowymi i alki-
nylowymi pochodnymi cyny (schemat 72).

(0] 1- Bu3SnPh (103)
Pd2(dba)3, AsPh3, NMP, [234]
H L Il mikrofale (3.8 min., 40 W)
2.99% aqg TFA 1h Ph
= TentaGel e 000,
z linkerem amidowym Rinka Wydajnosc 99%
1. BusSnR,
Pd2 (dba)3, AsPh3, dioksan, p
50°C. 24h lub _ HO (104)
Pd(PPhs)4 [229]
dioksan,100°C, 24h lig ow/
2. NaOMe, MeOH/dioksan (1;4) vy | 49-95/0
RT, 24h R = aryl, heteroaryl, alkenyl

R = Ph, etenyl

Schemat 72. Reakcja Stille z immobilizowanym halogenkiem

Reakcja Stillego przeprowadzona na podtozu polimerycznym niesie ze sobg
okreslone korzysci. W reakcji na nosniku utatwione jest usuwane z mieszaniny po-
reakcyjnej zwigzkow cyny. W reakcji przeprowadzonej w roztworze oczyszczenie
produktu stanowi pewngtrudnosc.

Schemat 73 przedstawia reakcje Stillego z immobilizowanym trialkiloarylo-
wym stannanem. Reakcje prowadzono na nosniku polimerycznym w roztworze NMP,
wtemp. 90°C. W prezentowanym przeksztatceniu zastosowano katalizator pallado-
wy A z dodatkiem LiCl, ktéry pozwolit zwigkszy¢ wydajnos¢ reakcji. Po odtgczeniu
z no$nika otrzymano produkt z wydajnosciami wynoszacymi 80—95%.
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1 kat. A (5% mol), LiCl,

Arx NMP. 90°C, 18 h MeO (106)
- Ve
SnBuz (3 equiv) 2. NaOMe, THF/MeOH ‘Ar
(0]
[236]
Ar. Ar
o~ 0. p
Pcf Pd
P\ xow o
Al Ar

katalizator A
Ar = o-tolil

Schemat 73. Reakcja Stillego z immobilizowanym zwigzkiem cynoorganicznym

Tabela4 Przyktady halogenopochodnych stosowanych w reakcji Stillego na fazie statej (schemat 73)

2.8. REAKCJA SONOGASHIRY

Kolejnym przyktadem syntetycznie waznej reakcji tworzenia wigzania wegiel—
wegiel jest reakcja Sonogashiry. Jest to reakcja pomiedzy halogenkiem arylu i wig-
zaniem potrojnym w potozeniu terminalnym, zachodzaca w obecnosci katalizatora
palladowego i zwigzku miedzi(l).
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Tabela 5. Przyktady zwigzkédw zawierajgcych terminalne wigzanie acetylenowe, stosowanych W reakcji
Sonogashiry na fazie statej (schemat 74)

Substrat Alkin Warunki reakcji VV\dajnos¢ (“o)
1
A — A 95
A Bu*— A 95
A BocHN A 96
A HOX N A 93
A = A 95
B B 79
s O - c o
\=N
B V - c 83
HO
B C 95
PhCO-NH

Warunki reakcji:

A: alkin (4,0 equiv), PdCI/PI7P), (10 mol%), Cul (20 mol%), Et3N/dioksan = 1/2, t. pok., 24h;
B. alkin (8,0 equiv), Pdd,(Ph,PX (20 mol%), Cul (40 mol%), EtjN/dioksan = 1/2, t pok., 24h;
C: alkin (4,0 equiv), PdCI’ (PlijP)j (10 mol%), Cul (20 mol%), EtjN/dioksan = 1/2, 50°C, 24h.

Prowadzenie reakcji na fazie statej utatwia usuwanie tworzacych sie produk-
téw ubocznych, gtownie diendw, ktore sg produktami reakcji ubocznych zachodza-
cych pomiedzy alkinami.

O ~N

-H
1. kat. [Pd], Cul, EfaN

2. NaOMe, MeOH (dla A),
lub CF3COOH, DCM (dla B)

H2N
ren™o
(108)

[213]

Schemat 74. Reakcje Sonogashiry z uzyciem immobilizowanego jodku aiylu
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Schemat 74 przedstawia dwie reakcje sprzegania roznych alkindbw zawieraja-
cych terminalne wigzanie potrdjne wegiel-wegiel z zakotwiczonymi na dwoch roz-
nych nosnikach jodkami arylowymi. W reakcji wykorzystano jako katalizator
PdCIZPh3P), i Cul oraz jako pomocniczg zasade Et.N. Reagenty alkinowe stoso-
wano w znacznym nadmiarze [213].

Reakcje Sonogashiry stosowano rowniez w syntezie pochodnych indolowych
[237, 238] i pierscieni benzofuranowych [239],

Moore i wsp. przeprowadzili reakcje Sonogashiry na zelach triazenowych.
Zastosowanie pochodnych trimetylosililoacetylenowych pozwolito na przytgczenie
siedmiu ,,jednostek” pochodnych acetylenowych z wydajnoscig 50% (schemat 75)
[241], Brase i wsp. réwniez wykorzystali zel triazenowy do przeprowadzenia reak-
cji Sonogashiry na fazie statej [242],

Wydajnos¢ 61%
[240]

Schemat 75. Przyktady reakcji Sonogashiry na fazie statej z uzyciem immobilizowanego alkinu

ArOTf lub Arl

1. Pd(PPh3)4, Cul, DIPEA, 'OAC <110)

THF/DMF, 25°C, 24h OMe

2.HF/Py, THF, 25°C, 1h

nastepnie Wydajnos¢ 95-100%

TMSOMe 25°C, 3h [243]
ArOTf; Ar = Ph, p-N02CsH4, Arl; Ar = Ph, 2-tiofenyl,

«-naftyl, /3-naftyl, p-Me(0)CCesH4, p-N02CesH4, p-FCgH4,
0,p-MeOCeH4, onaftyl,
m,o-MeC H,

Schemat 76. Przyktady reakcji Sonogashiry na fazie statej z uzyciem immobilizowanego alkinu
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Yang i wsp. przedstawili zastosowanie zeli z linkerem krzemowym. Reakcja
Sonogashiry zostata przeprowadzana najednym ziarnie polistyrenowym (schemat 76).

Erdelui i Gogoll zaprezentowali wykorzystanie reakcji Sonogashiry na SPOS
z uzyciem mikrofal. Reakcja sprzegania jodkéw i bromkdw arylu z réznymi po-
chodnymi acetylenu przebiegata w ciggu 15-25 min. z bardzo dobrymi wydajno-
Sciami (89-98%) [244],

2.9. REAKCIAWITTIGA

Reakcja Wittiga jest jedng z gtownych metod otrzymywania olefin zaréwno
w syntezie w roztworze, jaki i w SPOS. Na nos$niku moga by¢ unieruchomione za-
rowno akceptory karbonylowe (schemat 77) [245] jak rowniez ylidy (schemat 78)
[90, 246],

0 ‘Bu
Ph3P=CHCO02Bu
toluen, 50°C (111)
Wydajnos$¢ 100%
karboksylopolistyren [97]
Ol
CHO Ph
PhsP =~
Qr THF, -20°C
0 = PS z linkerem Rinka (zywica Rinka) [247]

Schemat 77. Reakcje Wittiga z immobilizowanymi zwigzkami karbomlowymi

/\ N\
rV;SoA ppmtlolqu};gsw’c OQA-

Schemat 78. Przyktady reakcji Wittiga z immobilizowanym ylidem

2.10. REAKCJA HORNERA-WADSWORTHA-EMMONSA

Reakcja Homera-Wadswortha-Emmonsa bedgca modyfikacja reakcji Wittiga
umozliwia otrzymanie alkenéw o konfiguracji E. W wyniku zastosowania stabilizo-
wanych, silnie nukleofilowych karboanionéw estrow kwasdw fosfonowych. Reak-
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cja Hom era-Wadswortha-Emmonsa znalazta szczeg6lne zastosowanie w syntezie
«,/?-nienasyconych estrow i a,"-nienasyconych ketonow.

Nerub .

[248]

Schemat 79. Reakcja Hornera-Wadswortha-Emmonsa z immobilizowanym zwigzkiem karbonylowym

A RiCHO, LiIHMDS, THF (115)

P(0)(0Et)2 R1
[249]

Schemat 80. Reakcja Hornera-Wadswortha-Emmonsa na zywicy Wanga
z immobilizowanym estrem kwasu fosfonowego

Reakcja Hornera-Wadswortha-Emmonsa zostata takze wykorzystana do otrzy-
mania cyklicznych peptyddw zawierajgcych wigzanie olefinowe [250].

2.11. REAKCJE METATEZY

Reakcja metatezy (wymiany) olefin jest reakcjg wymiany grup alkilidenowych
miedzy alkenami, przebiegajgcgz rozerwaniem istniejgcych i utworzeniem nowych
wigzan podwojnych wegiel-wegiel (schemat 81). Wyr6znia sie kilka typéw reakcji
metatezy:

- krzyzowa metateza olefin (ang. Cross Metatesis, CM),

- metatetyczne zamkniecie pierscienia (ang. Ring-Closing Metathesis, RCM),

- metatetyczne otwarcie pierécienia (ang. Ring-Opening Metathesis, ROM),

- metatetyczna polimeryzacja acyklicznych dienéw (ang. Acyclic Diene

Metathesis Polymerization, ADMET),
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- metatetyczna polimeryzacja przebiegajgca z otwarciem pierScienia
(ang. Ring-Opening Metathesis Polymerization, ROMP),

- fotoindukowana metatetyczna polimeryzacja przebiegajaca z otwarciem piers-
cienia (ang. PhotoinducedRing-OpeningMetathesis Polymerization, PROMP).

Schemat 81. Schematyczny przebieg reakcji metatezy
. R
uJu> OJ>

Schemat 82. Reakcja metatetycznego zamkniecia pierscienia na fazie stalej ijej ewentualny produkt uboczny

Reakcje metatezy, gtownie metatetycznego zamknigcia pierscienia (RCM)
i metatezy krzyzowej (CM), sgnowoczesnymi i poteznymi narzedziami syntezy orga-
nicznej, ktore znalazty juz zastosowania w SPOS. Zazwyczaj stosuje sie te same
katalizatory (schemat 83), ktére dajg dobre wyniki w reakcjach w roztworze.

PCys3
Cl, 1 .Ph
PCy3 PCy3
A B

katalizatory pierwszej generacji: Grubbsa A, B i C Schrocka G
katalizatory drugiej generacji: Grubbsa D, Nolana E, Hoveydy F

Schemat 83. Przyktadowe katalizatory wykorzystywane w reakcjach metatezy
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Metatetyczne zamkniecie pierscienia (RCM) jest reakcjg umozliwiajgca synte-
ze zwigzkdéw cyklicznych. Najczesciej do przeprowadzenia tego typu reakcji stoso-
wane sg nosniki charakteryzujgce sie niskim stopniem funkcjonalizacji, przez co
unika sie reakcji ubocznej sprzegania krzyzowego (ang. Cross-Coupling) (schemat
82) i zwieksza wydajnos¢ produktu cyklizacji.

Wiekszo$¢ syntezowanych pierscieni to pierscienie piecio- i szesciocztonowe
(schemat 84).

§mol% B, DCM Ph CF.
40°C, 12h
(118)
Ph Ph Ph Ph [252]
0]
15mol% A, CeHse
30°C, 120h tf 'NH _
(119)
Ph Ph Ph7V h [253]

Schemat 84 Reakcje tworzenia zwigzkéw cyklicznych w wyniku metatetycznego zamykania pierscienia

Krausz otrzymat pochodne porfirynywe wykorzystujac cyklizacje peptydéw
przez metatetyczne zamkniecie pierscienia. W tym celu wykorzystat zel amidowy
Rinka MBHA, z zaczepionym odpowiednio zabezpieczonym liniowym peptydem.
Reakcje prowadzono w roztworze DCM z uzyciem Katalizatora Grubbsa A lub B
(schemat 85) [254],

Wykorzystujac metatetyczne zamkniecie pierscienia, Barrett, Procopiou i ich
wsp. zsyntetyzowali makrocykliczne peptydomimetyki [255],

Przyktad metatezy krzyzowej na nos$niku polimerycznym przedstawia schemat
86. Przykfady reakcji potgczenia metatetycznego otwarcia pierscienia z metatezg
krzyzowa na fazie statej zostaty opisane przez Cuny i wsp. [256-258],
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Ph,

kat. Grubbsa B, DCM,
40°C, 18h

Schemat 86. Przykfad metatezy krzyzowej na no$niku polimerycznym

2.12. REAKCJE ALKILOWANIA KETONOW, DIKETONOW, ESTROW
I AMIDOW

Procedury alkilowania na fazie statej sg w zasadzie analogicznie do procedur
stosowanych w roztworze. W pierwszej kolejnosci czasteczka substratu*(C-H kwa-
su) poddawana jest dziataniu silnej zasady (np. LDA, KN(SiMe3), lub BEMP)
w celu deprotonowania. Dzieki temu w nastepnym etapie moze dojs¢ do reakcji
odczynnika elektrofilowego z wytworzonym w wyniku deprotonowania anionem
C-H kwasu, np. aza-enolanem (schemat 87), enolanem 1,3-diketonu lub ketoestru
(schemat 88), enolanem estru (schemat 89) lub enolanem amidu (schemat 90).

0 *Donnell i wsp. wykorzystali reakcje alkilowaniana no$niku polimerycznym,
do otrzymania aminokwasdw niewystepujacych w przyrodzie [266],
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\V
n
O N 1. LDA.THF, 0°C
' 2. R3-X, -78°C
& V 'n (122)
R3
R1

X = (CH22, (CH23, (CH26, (CH2)sN(CH2CH2-)CH 2
[143, 144, 260]
R1 i R2 = alkil lub H

Schemat 87. Reakcje alkilowania ketonéw immobilizowanych na fazie statej w postaci hydrazonéw

.TBAF, THF, 20°C, 2h
Etl (44 equiv),
O o 20°C, 2h

O = PS z linkerem Rinka
(zywica Rinka)

Ph

1. LDA, THF, 0°C, 1h

oj a
W 2. ;-Prl (5 eqiuv), THF, (124)
0 0

0-25°C, 12h
[44]

Schemat 88. Reakcje alkilowania diketonéw na fazie statej

OBom .
o ©C\ LKN(SiMed2 THF
MeOOC 2. A MeOOC
Ph
BEMP, NMP, 20°C, 24h
' o
PhANMY oAn @ *  PhAg|
e} Ph

Schemat 89. Reakcje alkilowania estréw na fazie statej
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phn N .J~JL /0 " 1-BEMP. NMP. 20°C 12h r
h hE BB "'rrNY M)

Ph Sh o]
[264]

BnO BnO

2. 0-20°C, 24h
Os

[265]

Schemat 90. Reakcje alkilowania amidéw na fazie statej

2.13. REAKCJE ACYLOWANIA ARENOW | KETONOW

Przebieg i warunki reakcji acylowania arendw na fazie statej jest analogiczny
do reakcji w roztworze. Immobilizowane areny reagujg z chlorkami kwasowymi
w obecnosci kwasow Lewisa np. AIC13 SnCl4, FeCL dajagc odpowiednie ketony (sche-
mat 91).

/-PrCOCI, AICI3, DCM, CS2,

(129)
46°C, 4h

[267]

PhCOCI, SnCl4 lub FeCI3,
DCM, 20°Cl 6-12h
MeO

OMe

Schemat 91. Reakcje acylowania arenéw na fazie statej

Schemat 92 przedstawia reakcje acylowania ketonu na fazie statej. Keton jest
przeksztatcany przy uzyciu NaH w enolan, ktory nastepnie reaguje z elektrofilem —
nieenolizujgcym estrem (benzoesanem etylu), tworzac produkt acylowania —dike-
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PhCOOEt, NaH, DMA,
90°C, 1h

Schemat 92. Reakcje acylowania zakotwiczonego ketonu na fazie statej

2.14. OTRZYMYWANIE ZWIAZKOW CYKLICZNYCH,
REAKCJA DIELSA-ALDERA

Reakcja Dielsa-Alderajest z powodzeniem przeprowadzana na fazie statej. Na
nosniku polimerycznym moze by¢ immobilizowany dien, jak réwniez dienofil, co
zaprezentowat Yli-Kauhaluoma w swoim przegladzie [269]. Warunki reakcji oraz
regio- i stereoselektywnos¢ jest zblizona do selektywnosci obserwowanych w reak-
cjach w roztworze [270-272].

Wykorzystujac reakcje Dielsa-Aldera otrzymano pochodne 4-piperydonu,
4-aminopiperydyny (133, 134, schemat 93) [273] orazheksahydro-I,3-dioksoindoli
(132, schemat 93) [274], Reakcja Dielsa-Aldera byta tez wykorzystywana do otrzy-
mywania analogéw dysidilidu [275], oraz immobilizowania antracenu z katalizato-
rem palladowym na fazie statej [276]. Eycken i wsp. badali reakcje cykloaddycji
Dielsa-Aldera 2(l//)-pirazynondéw z dienofilami na fazie statej z wykorzystaniem
mikrofal [277],

1. PhMe, RT, 30-70h
N-R-
o "0 2.20-30% TFA/DCM, RT, 1-2h

O =PSzlinkerem Wanga
(zel Wanga)
Yb(TfO)3 THF
(133)

(134)

[273]

Schemat 93. Reakcje Dielsa-Aldera na fazie statej
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3. REAKCJE WIELOSKEADNIKOWE (MCRs) NA FAZIE STALEJ

Reakcje wielosktadnikowe (ang. Multicomponent Reactions, MCRs) w orygi-
nalnym brzmieniu sg definiowane jako: ,,collection ofsubreactions taking place
simultaneously and/or seguentially, each involving t\wo reacting molecules" [9],
MCRs obejmujg zwykle kondensacje nie mniej niz trzech, réznych reagentéw
w jednym etapie. Kolejno$¢ reagowania zalezy wylacznie od powinowactwa che-
micznego reagentdw i tworzacych sie produktow posrednich. Z reguty substratami
reakcji wielosktadnikowych sg reaktywne zwiazki karbonylowe (gtéwnie aldehyd}
1kwasy karboksylowe) oraz aminy i ich pochodne. Z punktu widzenia syntezy na
fazie statej i chemii kombinatorycznej, nalezy wymieni¢ nastepujace cechy reakcji
MCR:

» wysokg wydajnosc i tagodne warunki reakcji oraz relatywnie krétki czas
syntezy,

e mozliwos¢ syntezy makrocykli w tym takze heterocykli z licznymi grupami
funkcyjnymi,

* mozliwos¢ automatyzacji procesu syntezy pozwalajgca na rownolegte otrzy-
mywanie bibliotek zwigzkow o duzej czystosci (powyzej 90%) ze znacznymi wy-
dajnosciami,

* mozliwos¢ tworzenia réznych kombinacji co najmniej 3 réznych zbioréw
reagentow ze wzgledu na udziat 3 r6znych komponentéw a zatem tatwos$¢ wprowa-
dzenia r6znorodnosci (rozumianej w sensie chemii kombinatorycznej —ang. diver-
sity) w bibliotekach.

3.1. REAKCJA HANTZSCHA

Reakcje kondensacji Hantzscha mozna krétko opisac jako reakcje pomiedzy
2 molami /?-ketoestru lub /?-ketoamidu, 1 molem aldehydu i 1 molem aminy. Pro-
duktem reakcji jest 1,4-dihydropirydyna, ktéra dalej moze by¢ utleniana do odpo-
wiednich pochodnych pirydynowych.

Patel wykorzystat metode Hantzscha do tworzenia 300-sktadnikowej biblioteki
dihydropirydyn [278]. W tym celu na zywicy aminowej zostat zakotwiczony ester.
Nastepnie wytworzony w tej reakcji enaminoester poddano reakcji z aldehydem
(2 ekwiwalenty molowe) i pochodng/?-dikarbonylowa (2,3 ekwiwalenty molowe).
Reakcje przeprowadzono w pirydynie w obecnosci sit molekularnych 4A, w tempe-
raturze 45°C przez 24 h.

Produkt odtgczono z nosnika polimerycznego stosujac roztwor 3% TFAw DCM.
Wydajnosci reakcji jak rowniez czystos¢ otrzymanych 1,4-dihydropirydyn nie zo-
staty podane.
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R:  OR2 0 0 0
0 - nh2
DCM, 4A MS H (¢} Pyt4A MS, 45°C
R OR
' 2 3% TFA, O Ar O
DCM
R20
R1 N R4 [279]
0]

Schemat 94. Reakcja kondensacji Hantzscha na fazie statej

3.2. REAKCJA BAYLISA-HILLMANA

Reakcja Baylisa-Hillmana obejmuje addycje aldehyddéw do terminalnych alke-
néw z grupami elektronoakceptorowymi (RCOOR, COR, SO2R i itp., schemat 95).

X

Najczesciej stosowanym katalizatorem w reakcji Baylisa-Hillmanajest 1,4-dia-
zabicyko[2.2.2]oktan (DABCO). Znane sg ponadto inne katalizatory wykorzysty-
wane w reakcji Baylisa-Hillmana, bedace réwniez aminami trzeciorzedowymi takie
jak: 1,8-diazobicyklo[5.4.0Jundeken-7 (DBU) i 3-hydroksychinolidyna (3-QDL).

Przyktadem tréjsktadnikowej reakcji Baylisa-Hillmana na fazie statej jest syn-
teza podstawionego sulfonamidu zaproponowana przez Junga i wsp. (schemat 96).
Reakcje przeprowadzono wychodzac z kwasu akrylowego zakotwiczonego na zywicy
2-chlorotritylowej, aldehyddéw arylowych (16 ekwiwalentéw molowych) i sulfona-
midéw (16—20 ekwiwalentéw molowych). Reakcje prowadzono w roztworze diok-
sanu, przy uzyciu DABCO (1,6 ekwiwalenta molowego) w czasie 20 godzin. Otrzy-
mane produkty charakteryzowaty sie wysoka czystoscia (53-90%).
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1. DABCO, dioksan,
NH2 70ec*20h
Ar-CHO+ H0=S=0 -
2. TFA/DCM HO

[280]

Schemat 96. Reakcja Baylisa-Hillmana na fazie statej

3.3. REAKCJA UGIEGO (4CC)

Reakcja 4CC (ang. four-component conden$ation; schemat 97) po raz pierw-

szy zostata opisana w 1959 roku. Polega ona na kondensacji aldehydow z izonitryla-
mi i aminami. Produktami reakcji Ugiego sg amidy a-aminokwaséw. Postulowany
mechanizm tej reakcji zostat przedstawiony na schemacie 98, ajego gtéwnym eta-
pem jest tworzenie wigzania wegiel-wegiel pomiedzy kationem iminowym a izoni-
trylem.

Schemat 97. Reakcja Ugiego

OH

Schemat 98. Postulowany mechanizm reakcji Ugiego

W 1997 roku pojawita sie publikacja donoszgca o syntezie bibliotek zwigzkow

matoczasteczkowych z wykorzystaniem reakcji Ugiego [281]. Wczesniej wykorzy-
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stywano te reakcje do otrzymywania pierscieni pirolowych [282], imidazolowych
[283] oraz matych pierscieni laktamowych [284]. W reakcji Ugiego przebiegajacej
na fazie statej, kazdy z czterech substratow moze zosta¢ wstepnie zakotwiczony na
nosniku. Reakcja Ugiego przewaznie zachodzi w czasie od 24 h do kilku dni, cho¢
sg znane przykfady, gdy proces ten jest szybszy. Nielsen i Hoel wykorzystujgc mi-
krofale otrzymali biblioteke zwigzkow z wysokg czystoscig i wydajnoscig od 24 do
95% a czas reakcji wynosit 5 lub mniej minut [285],

R1CHO, R2NH2 . H R2
Py, HCI, 20% 0 3I_L-N
TFA/DCM -
KOCN.HXQ 3§ | X AJ'
CN' CHCI3i MeOH. A HO N
RT, 24h A
[286]

Schemat 99. Reakcja Ugiego z immobilizowanym nitrylem

NH-
o)
0O =TentaGel
[287]
Schemat 100. Reakcja Ugiego z"immobilizowang aming
NC
oA 1D
BnNH2, EtCHO, DCM/MeOH (1:4),
23°C
[281]

Schemat 101. Reakcja Ugiego z immobilizowanym kwasem karboksylowym
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PODSUMOWANIE

Zaprezentowany przeglad literatury podejmujacej tematyke reakcji zachodza-
cych na nos$niku polimerycznym, odzwierciedlajedynie w skromnym stopniu zain-
teresowanie, jakim sie cieszy w ostatnich latach metodologia syntezy nafazie statej.
W syntezie na fazie statej procedury prowadzonych reakcji sqw zasadzie analogicz-
ne do stosowanych w roztworze. Wprowadzone sg zwykle jednak pewne modyfika-
cje reakcji (np. czas, stezenie i nadmiar reagentow). Jednakze istnieje liczna grupa
procedur wykorzystywanych w roztworze, ktére nie znalazty zastosowania w reak-
cjach na fazie statej. Ogromnym wyzwaniem stojgcym przed syntezgorganiczngna
nosniku polimeiycznym jest opracowanie nowych metodologii, oraz zaadoptowa-
nie znanych w roztworze, ale dotychczas nie stosowanych na fazie statej reakcji do
SPQOS, atakze opracowanie procesow syntezy zwigzkOw optycznie czynnych. Lite-
ratura przedstawia nieliczne przykfady syntez stereoselektywnych. Rdzna aktyw-
nos¢ biologiczna stereoizomeréw w tym takze enancjomeréw, wymaga opracowa-
nia takze metod syntezy zwiazk6w optycznie czystych na fazie statej. Mozna sie
spodziewac, ze w nadchodzacych latach bedziemy nadal $wiadkami intensywnego
rozwoju metod syntez na fazie statej, wtym metod syntezy stereoselektywnej i asy-
metrycznej.
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ABSTRACT

This review attempts to briefly summarize the recent developments in the area
of PEGylation. Pegylation, the process by which polyethylene glycol chains are atta-
ched to as well protein and peptide drugs as low molecular weight molecules is used
to modify the properties ofdrugs, biologically active structures. It has influence on
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties, stability and immunogenicity of
structures. The advantages and drawbacks of such modifications were discussed.
Pegylation of polypeptide and protein structures as well as smali molecules was pre-
sented. Pegylation process was divided in two groups: pegylation of the first and
second generation. Both processess were presented. Examples of pegylated drugs
(Adagen, Oncaspar —first generation; PEG-intron, Pegasys, Somavert, Neulasta -
second generation) already introduced intothe market were shortly presented, struc-
tures being under investigation were mentioned.

Stowa kluczowe: biokoniugacja, pegylacja, leki pegylowane, biatka pegylowane

Key words: bioconjugation, PEGylation, pegylated drugs, pegylated proteins
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WSTEP

Wykorzystanie biatek i peptydowjako lekéw od dawna stanowito obiekt zainte-
resowan lekarzy i farmaceutow [1-3]. Jednak istniejgdwie istotne przeszkody azeby
maoc je skutecznie stosowac.

Pierwszgz nich jest trudnos¢ w otrzymaniu odpowiedniej ilosci danego biatka
lub peptydu. Peptydy o mniejszej masie czasteczkowej mogly byé syntetyzowane
chemicznie, natomiast te wigksze uzyska¢ mozna byto jedynie przez ekstrakcje
z naturalnych zrédet. Rozwigzaniem tego problemu okazata sie by¢ inzynieria gene-
tyczna, dzieki ktorej otrzymanie duzych ilosci czystego produktu stato sie mozliwe
[2- 6].

Drugaistotngtrudnos$cigjest dostarczenie otrzymanego produktu do organizmu.
Doustne podanie biatka lub peptydu jest niemozliwe, ze wzgledu na to, ze sg one
rozktadane przez enzymy przewodu pokarmowego. Natomiast biatka i peptydy poda-
ne parenteralnie cechuje niezadowalajgca farmakokinetyka. Majg krotki okres pot-
trwania, poniewaz szybko usuwane sgprzez nerki oraz sg rozktadane enzymatycznie.
Wykazuja takze antygenowos$¢ i immunogenno$é, co znacznie moze obnizy¢ sku-
tecznosc terapii oraz wywota¢ dziatania niepozadane u pacjenta [7].

Zaproponowano wiele rozwigzan tego problemu m.in. poprzez:

» zmiane sekwencji aminokwaséw, celem obnizenia immunogennosci i wrazli-
wosci na rozktad enzymatyczny

* potgczenie z immunoglobulinami i biatkami osocza (albuminami), w celu przed-
tuzenia okresu pottrwania,

« inkorporacje leku do nosnika (liposomy), wcelu ochrony i przedtuzenia okresu
pottrwania[8]

* polaczenie leku z naturalnym lub syntetycznym polimerem.

Jak do tej pory najkorzystniejszazdaje sie by¢ ostatnia metoda, ktérej gtdéwnym
przyktadem jest pegylacja, czyli kowalencyjne potaczenie leku z glikolem poli-
etylenowym (PEG) [7, 9],

1. POLACZENIA Z POLIMERAMI

Polimery nie sgstosowane jedynie do wigzania z biatkami i peptydami [10], ale
takze przy ich uzyciu mozna modyfikowac cukry, oligonukleotydy, lipidy, liposomy
oraz leki niskoczasteczkowe [11,12].

Polimery wykorzystywane do potaczen z biatkami mozna podzieli¢ na dwie
grupy. Pierwszg grupe stanowig polimery monofunkcyjne, takie jak np. mPEG.
poli(Af-winylopirolidon), poli(AT-akryloilomorfolina), alkohol poliwinylowy oraz polio-
ksazoliny. Druga grupato polimery wielofunkcyjne, do ktérych mozna zaliczy¢ PEG,
dekstran, DIVEMA (ko-polimer eteru diwinylowego i bezwodnika kwasu maleino-
wego) oraz SMA (ko-polimer styrenu i bezwodnika kwasu maleinowego).
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Wybor odpowiedniego polimeru zalezy od rodzaju leku zjakim masie on potg-
czy€. Polimery monofunkcyjne preferowane sg w przypadku tgczenia z czastecz-
kami o duzej masie, posiadajacymi wiele grup funkcyjnych, takimi jak biatka. Nato-
miast polimery polifunkcyjne wykorzystywane saggtéwnie dotgczenia z matymi czas-
teczkami posiadajacymi jednagrupe funkcyjna, ato ze wzgledu na brak nz\ka wysta-
pienia wigzan krzyzowych.

Kazdy polimer charakteryzuje sie nieco odmiennymi wtasciwosciami fizykoche-
micznymi, decydujacymi o zachowaniu sie w organizmie. Zachowanie polimeréw
in vivo podlega nastepujacym zasadom:

1 tancuch weglowy jest degradowany jedynie w rzadkich przypadkach.

2. Polimery o strukturze bardziej rozgatezionej skuteczniej zabezpieczajalek przed
chemicznym i enzymatycznym rozktadem.

3. Polimery hydrofilowe usuwane sgpowoli przez nerki.

4. Polimery hydrofobowe czesciej kumuluja sie w réznych organach.

5. Duza masa czasteczkowa polimeru wptywa na specyficzng lokalizacje
koniugatu (efekt EPR), skad jest on pobierany przez komérki na drodze endocytozy.

6. Degradacja polimeréw wewnatrz komdrek moze nastgpi¢ pod wptywem dzia-
fania specyficznych, bardzo aktywnych hzosomalnych enzyméw lub pod wptywem
kwasnego srodowiska w endosomach.

7. Polimery, szczegOlnie te, ktérych masa czasteczkowa jest wieksza od masy
potaczonych z nimi lekéw, decydujgo zachowaniu koniugatu w organizmie.

Najczesciej stosowanym polimerem jest glikol polietylenowy PEG [13].

2. WLASCIWOSCI PEG

Glikol polietylenowy jest polimerem powstatym wwyniku procesu polimeiyza-
cji anionowej tlenku etylenu z otwarciem pierscienia epoksydowego (Rys. 1). Proces
inicjowany jest nukleofilowym atakiem grupy hydroksylowej na pierscien tlenku
etylenu [14].

0 polimeryzacja

ZA

Rysunek 1 Polimeryzacja tlenku etylenu

Glikol polietylenowy charakteryzuje si¢ dobra rozpuszczalnoscig zaréwno
w wodzie jak i rozpuszczalnikach organicznych. Ponadto w roztworach w'odnych
wigze 2-3 czasteczki wody na kazdajednostke, zwiekszajac tym samym swojg wiel-
kos¢, co w znaczacy spos6b wptywa najego farmakokinetyke. Wykazuje takze niski
wspdtczynnik polidyspersji w stosunku do innych polimeréw, wynoszacy odpowiednio
Mw/Mn =1,01 dla PEG o masie czasteczkowej < 5 kDa i Mw/Mn = 1,1 dla PEG
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0 masie czasteczkowej > 50 kDa. PEG o0 masie czasteczkowej < 20 kDa usuwany
jest z organizmu z moczem, natomiast 0 masie wiekszej z moczem i katem [15],

CZAS (MIN)

Rysunek 2. Zmiany poziomu PEG o réznych masach czasteczkowych we krwi po podaniu dozylnym [16]

Szybkos$¢ usuwania PEG z organizmu jest uzalezniona od masy polimeru. Im
wieksza masa polimeru tymjest ona mniejsza (Rys. 2), co zwigzane jest przede wszyst-
kim z wielkoscigporéw w Scianach kapilar kiebuszkdw nerkowych. Polimery o wiek-

zej masie czasteczkowej bedg charakteryzowaty sie dtuzszym okresem pottrwania
)5, oraz wiekszym polem pod krzywa AUC (Tab. 1). Wykres zalezno$ci okresu
jotrwania od masy czasteczkowej polimeru przybiera forme sigmoidalng(Rys. 3).

Tabela 1. AUC i okres péttrwania PEG o r6znych masach czgsteczkowych po podaniu dozylnym [16]

Parametr PEG-6 PEG-20 PEG-50 PEG-170
AUC 6,17 110 600 1110

Ais (min) 17,6 169 987 1390
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MASA CZASTECZKOWA

R>sunek 3 Zalezno$¢ pomiedzy okresem poitrwania PEG ajego masa czasteczkowy [16]

Wieksza masa czasteczkowa polimeru takze wptywa na dtuzszy czas jego reten-
cji w miejscu podania, w przypadku iniekcji domiesniowej lub podskérnej. PEG
o niskiej masie czgsteczkowej <400 Dajest degradowany w organizmie przez dehy-
drogenaze alkoholowado toksycznych metabolitow. PEG o wiekszej masie czastecz-
kowej praktycznie nie jest rozktadany i nie jest toksyczny. PEG nie kumuluje sie
w tkankach [16].

3. PROCES PEGYLACJI

Pierwszym etapem potagczenia PEG i czasteczki leku jest aktywacja grup funk-
cyjnych ktéregos$ z reagentdéw. NajczesSciej mamy do czynienia z aktywacjg grup
funkcyjnych PEG z uwagi nato, ze biatko zawiera wiecej niz jedng grupe. W pew-
nych przypadkach konieczne moze byé wprowadzenie nowej grupy funkcyjnej do
leku lub do polimeru. Moznato uzyskac poprzez:

- chemicznatransformacije obecnej grupy funkcyjnej

- uzycie reagentu dwufunkcyjnego

- oraz wprowadzenie technikami rekombinacji genetycznej aminokwasu do
biatka (np. cysteiny zawierajacej grupe tiolowa, lizyny zawierajgcej grupe aminowa).

Odpowiednia aktywacja daje mozliwoS¢ przytgczenia PEG do biatka poprzez
aminokwasy, takie jak: lizyna, cysteina, metionina, tryptofan. histydyna, arginma,
kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, glutamina, seryna, treonina, tyrozyna oraz
poprzez grupe C-terminalng lub N-terminalng(Tab. 2)[1j, 15, 17, 18].

Reakcja tworzenia koniugatu polega na ataku nukleofilowych giup wystepujg
cych w biatku, na odpowiednio aktywowang czgsteczke PEG. Nukleofilowo$¢ moze
by¢ modulowana poprzez zmiane pH $rodowiska. Nukleofilowy atak ma miejsce
w przypadku gdy pH jest wyzsze lub rowne pKa[lj].
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Tabela 2. Potencjalne miejsca wigzania PEG z biatkiem [13]
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Najbardziej powszechng metoda modyfikacji jest potaczenie aktywowanego PEG
z grupg aminowa lizyny, czy tez z grupg N-terminalng [17], Lizyna jest jednym
z najczesciej wystepujacych aminokwaséw w biatkach, mogac stanowi¢ nawet do
10% wszystkich aminokwasOw. Zatem przytaczenie licznych fancuchéw PEG do
biatka moze skutkowac otrzymaniem heterogenicznej mieszaniny [15].

Rozwdj procesu pegylacji mozna podzieli¢ na dwa etapy: pierwszy, starszy,
w ktorym wystepuje wiele problemdw i drugi, mtodszy, w ktérym probleim te zo-
staty w pewnym stopniu rozwigzane [8, 15].

3.1. ZALETY | WADY PEGYLACJI

Do zalet procesu pegylacji lekdéw nalezy zaliczyc.

1 Zmniejszenie antygenowos$ci i immunogennosci

2. Zabezpieczenie przed enzymatycznadegradacjgleku

3. Zmniejszenie klirensu nerkowego, zwiekszenie okresu péttrwania [8.11,13,
15, 19]

4. Zwigkszenie rozpuszczalnosci w wodzie, orazzmniejszenie wrazliwosci leku
nazmiany pH i temperatury

5. Zmniejszenie toksycznosci [11]

6. Zwiekszenie penetracji do tkanek nowotworowych (efekt EPR) [13.19].

Jedyna wadg procesu pegylacji jest mozliwosé zmniejszenia aktywnosci leku
in vivo [20].

3.1.1. Zmniejszenie antygenowo$ci i immunogennosci

Mimo, iz obecny, zaawansowany stan nauki pozwala poprzez zastosowanie technik
rekombinowanego DNA uzyskac biatka wysoce kompatybilne z ludzkim systemem
immunologicznym, uzycie tych biatekjako lekdwjest w dalszym ciggu ograniczone
ze wzgledu na ich negatywne wkasciwosci immunogenne.

Przylaczenie czasteczki PEG do biatka w znacznym stopniu wptywa na redukcje
antygenowosci i immunogennosci, co zostato potwierdzone w licznych badaniach.
Zjawisko to zwigzane jest z ostanianiem epitopow struktur biatkowych przez polimer.
Dodatkowg zaletg PEG jest, wspomniany wczesniej, wysoki stopiei uwodnienia,
dzieki czemu dostepno$¢ koniugatu dla przeciwciatjestjeszcze mniejsza. Antygeno-
wos$¢ i immunogenno$¢ biatkajest tym silniej redukowana, im wiecej taicuchdwjest
przytaczanych do tego biatka, i im ich masa czasteczkowa jest wieksza. Liczba tan-
cuchdéw oraz ich ksztatt zdaje sie mie€ tu wieksze znaczenie, niz ich masa czastecz-
kowa. Szczeg6lnie korzystny wpltyw wywieraja polimeiy rozgatezione, o ktérych
jeszcze bedzie mowa w dalszej czesci pracy. Czynnikami, ktére rowniez maja zna-
czenie wjakim stopniu nastapi redukcja antygenowosci i immunogennosci, sg miej-
sce i spos6b przytaczenia polimeru. Stabilne wigzanie jest pod tym wzgledem
korzystniejsze [19].
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3.1.2. Zabezpieczenie przed enzymatyczna degradacja leku

Leki o charakterze biatkowym sg narazone na degradacje pod wptywem dziata-
nia enzymow takich jak trypsyna czy chymotrypsyna. Zasada dziatania PEG. jako
czynnika ostaniajacego przed enzymami, jest analogiczna do omoéwionej wyzej ochrony
przed przeciwciatami. Réwniez w tym przypadku obowigzuje reguta, iz skutecznosé
ostony biatka przed enzymami jest wprost proporcjonalna do: ilosci przytaczonych
fancuchéw PEG, stopnia rozgatezienia tych tancuchéw, oraz wielkosci masy czas-
teczkowej fancuchéw. Fakt ten zostat potwierdzony w licznych badaniach m.in.
w badaniu polegajacym na 50-minutowej inkubacji L-asparaginazy, PEG-L-asparagi-
nazy irozgatezionej PEG-L-asparaginazy ztrypsyna. Po inkubacji aktywnosc¢ biolo-
giczna wynosita odpowiednio 5%, 25%, i 98% [I1].

3.1.3. Zmniejszenie klirensu nerkowego, zwigkszenie okresu pottrwania

Filtracja nerkow'ajest gtéwnadrogaeliminacji zwigzkéw' z organizmu. O szyb-
kosci eliminacji beda decydowaty takie czynniki jak wielko$¢ czgstek, ich fadunek
oraz ich ksztatt.

Graniczna masa czasteczkowa, powyzej ktdrej czasteczki nie bedg przechodzity
do moczu wynosi ok. 70 kDa, co w przyblizeniu odpowiada wielko$ci albumin oso-
czowych. Biatka 0 wyzszej masie czasteczkowej bedg eliminowane innymi sposo-
bami, jak np. poprzez wychwyt w watrobie i usuwanie z zétcig, poprzez proteoli-
tyczny rozklad oraz w wyniku dziatania uktadu immunologicznego. Biatka i peptydy
uzywane w terapii czesto majgmniejszgmase czgsteczkowsa niz albuminy. Przytgcze-
nie tancuchdéw PEG skutecznie zwieksza mase czasteczkowa. Koniugaty charakte-
ryzuje duza objetos¢ wynikajaca z hydratacji PEG.

tadunek nie ma tak istotnego znaczeniajak masa czasteczki. Stwierdzonojed-
nak, ze czasteczki natadowane ujemnie podlegajg wolniejszej filtracji w nerkach, niz
czasteczki neutralne czy tez natadowane dodatnio. Przytaczenie PEG do grup amino-
wych wystepujacych w biatku, prowadzi do utraty fadunku dodatniego, co moze
dodatkowo obnizac klirens nerkowy [19].

3.1.4. Zwiekszenie rozpuszczalnosci w wodzie, oraz zmniejszenie wrazliwosci
leku na zmiany pH i temperatury

Hydrofilowy charakter PEG stwarza mozliwo$¢ wykorzystania gojako solubili-
zatora. Przyktadem leku trudno rozpuszczalnego w wodzie jest taksol. Dzigki pota-
czeniu go z PEG jego rozpuszczalnos¢ w wodzie wzrosta 6-krotnie. Poprawe roz-
puszczalnosci obserwuje sie réwniez w przypadku metotreksatu, doksorubicyny,
artemizyny oraz kamptotecyny [13]. Kolejngzaletgpegylacji jest zmniejszenie wraz-
liwosci leku na zmiany pH i temperatury. Korzystniejsze pod tym wzgledem jest sto-
sowanie rozgatezionego PEG [11].
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3.1.5. Zmniejszenie toksycznosci

Toksyczno$é leku o charakterze biatkowym z jednej strony wynika z sam\ch
wiasciwosci danego leku np. stosowanie Pegaspargazj, powodujacej hamowanie
syntezy biatek przez organizm moze prowadzi¢ do hipoalbuminemii. Z drugiej strony
dziatania niepozadane mogasie poja\\'i¢jako efekt odpowiedzi uktadu immunologicz-
nego na obce biatko [21].

Zmniejszenie toksycznosci leku zwigzanego z polimerem odbywa sie na drodze
dwdch mechanizmoéw. Po pierwsze, potaczenie leku z polimerem powoduje poprawe
jego farmakokinetyki, dzieki czemu moze on by¢ podawany rzadziej i w mniejszych
dawkach. Prowadzona w ten sposob terapia zapewnia state stezenie leku we krwi
i tym samym mniej dziatan niepozadanych. W przypadku leku niezwigzanego, ko-
nieczne jest czestejego podawanie w wysokich dawkach. Znaczne wahania stezenia
leku we krwi, bedace konsekwencjatego typu terapii, sprzyjajagnasileniu dziatan nie-
pozadanych. Po drugie, jak juz wcze$niej wspomniano, antygenowosé i immunogen-
nos¢ biatka po potaczeniu z polimerem znacznie si¢ zmniejsza [11].

3.1.6. Zwiekszenie penetracji do tkanek nowotworowych (efekt EPR)

Zwigkszenie penetracji koniugatu do tkanek nowotworowych zwigzane jest ze
specyfikagtych tkanek. Tkanki nowotworowe charakteiyzuje zwiekszona przepusz-
czalno$¢ w obrebie naczyn kapilarnych oraz zmniejszony odptyw limfy. co okreslane
jestjako EPR (ang. enhancedpermeability and retention). Wieksza przepuszczalno$¢
naczyn wiosowatych sprzyja przechodzeniu wiekszych czastek oraz zatrzymywaniu
ich wobrebie nowotworowo zmienionej tkanki, z uwagi na utrudniony odptyw limiy
[13, 19]. Do lecznictwa zostat wprowadzony lek przeciwnowotworowy Prothecan,
bedacy potgczeniem kamptotecyny z PEG. Trwajabadania nad mozliwos$cig tworze-
nia koniugatow z innymi lekami przeciwnowotorowymi, np. daunomycyna, dokso-
rubicyna, melfalanem, czy tez taksolem [13],

3.1.7. Zmniejszenie aktywnosci leku in vitro

Zmniejszenie aktywnosci leku in vitro zwigzanejest zmozliwoscigprzytaczenia
polimeru do miejsca aktywnego biatka. Ze wzgledu jednak na wszystkie wyzej
wymienione zalety, aktywno$¢ koniugatu in vivo jest mimo to zdecydowanie wiek-
sza, niz w przypadku wolnych biatek [20].
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3.2. REAKCJA PEGYLACII PIERWSZEJ GENERACII

Pierwszageneracje reakcji pegylacji charakteryzuja:

» przyfaczenie PEG do grupy “-aminowej lizyny lub grupy N-terminalnej.

» stosowanie polimeru liniowego o masie czgsteczkowej ponizej 12 kDa.

» czesto, wystepowanie niestabilnych wigzan pomiedzy polimerem a lekiem,
ktére moze by¢ czeSciowo rozktadane podczas przygotowywania i wstrzykiwania.

» oraz obecno$¢ zanieczyszcze mPEG diolem skutkujgca powstawaniem wigzan
krzyzowych [8, 15].

: da
cl Nr
R-NH,
NEA PEG-O— . N
a) PEG-O— N N
N'A N-R
a H
R-NH
b) PEG—O-SOj-C—CF3 PEG-N—R
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d) PEG—O— O-N.
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a
fy) PEG—O—0—0— 7 —al
d
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(0] 0] R-NH, 0] 0]

h) PEG—O—"—C—C——0-N PEG—O—"_C—C— N-R

Rysunek 4. Pegylacja pierwszej generacji - przytaczenie aktywnych PEG do grupy aminowej [15]
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Przykfadami aktywnych pochodnych PEG stosowanych w metodach pierwszej
generacji sg: PEG-dichlorotriazyna, 1,1,1-trifluoroetyiosulfonylo-PEG, weglan
PEGylowo-sukcyn-imidylowy, weglan PEGylowo-benzotriazolowy, weglan PEGy-

lowo-p-nitrofenylowy, weglan PEGylowo-2,4,6-trichlorofenylowy, PEG-karbonylé-
imidazol i bursztynian PEGylowo-sukcynimidylowy.

PEG-dichlorotriazyna moze reagowac z licznymi nukleofil owymi grupami funk-
cyjnymi aminokwaséw takich jaki lizyna, seryna, tyrozyna, cysteina i histydvna.
Wwyniku reakcji, jeden atom chloru zostaje zastapiony przez drugorzedowe wigza-
nie aminowe (Rys. 4a). Pozostaty atom chloru jest mniej podatny na zastgpienie go
przez kolejng czasteczke. Jednakze reakcja ta moze zaj$¢, powodujac powstanie
wigzan krzyzowych. Rozwigzaniem tego problemu jest zastosowanie 2,4-bis(mPEG)-
-6-chlorotriazyny, ktora stanowi przyktad PEG rozgatezionego (Rys. 5).

Cl
R-NH

0 - PEG O—PEG

Rysunek 5. Reakcja z 2,4-bis(mPEG)-6-chlorotriaz>ng jako przykfad otrzymywania PEG
rozgatezionego [15]

Kolejnym przyktadem pochodnej z pierwszej generacjijest 1,1,1-trifluoroetylo-
sulfonylo-PEG. Wykazuje wiekszgwybiorczos¢ w stosunku do grupy aminowej, niz
poprzednia pochodna. W przypadku tej pochodnej, oprécz koniugatéwpotaczonych
za pomocgy stabilnego, drugorzedowego wigzania aminowego (Rys. 4b), moga
powstawac takze koniugaty potgczone za pomocatatwo rozktadanego wigzania sul-
faminianowego.

Nastepnymi pochodnymi sg weglan PEGylowo-sukcynimidylowy (Rys. 4c)
i weglan PEGylowo-benzotriazolowy (Rys. 4d), ktore reagujagtéwnie z grupaami-
nowg lizyny, wytwarzajac koniugat z wigzaniem uretanowym. Pochodne te mogg
takze reagowac z histydyng i tyrozyng. Weglan PEGylowo-sukcynimidylowy jest
produktem bardziej odpornym na hydrolize, niz weglan PEGylowo-benzotriazolowy.

Innymi przyktadami aktywowanego PEG sg: weglan PEGylowo-p-nitrofenylo-
wy (Rys. 4¢), weglan PEGylowo-2,4,6-trichlorofenylowy (Rys. 4f), i PEG-karbony-
loimidazol (Rys. 49), ktore taczasie z biatkiem rowniez poprzez wigzanie uretanowe.
W poréwnaniu do poprzednich dwoch pochodnych, wykazujg znacznie mniejsza®
reaktywnos¢. Reakcje z ich udziatem zachodza wolniej, ale sg bardziej wybiorcze
w stosunku do grupy aminowej [15].
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Ostatnim przyktadem aktywowanego PEG pierwszej generacji jest bursztynian
PEGylowo-sukcynimidylowy (Rys. 4h). Produkt reakcji tej pochodnej z grupa ami-
nowa lizyny wchodzacej w sktad czasteczki biatka charakteryzuje sie obecnoscia
wigzania estrowego oraz wigzania amidowego. Wigzanie estrowe jest dosy¢ wrazli-
we na hydrolize, co znaczaco zmniejsza korzysci wynikajace ze stosowania koniu-
gatu. Z drugiej strony pozostata reszta kwasu bursztynowgo, potgczona wigzaniem
amidowym z biatkiem, moze dziata¢jak hapten, zwiekszajgc immunogenno$¢ biatka.

Przyktadami lekéw otrzymanych metodami pierwszej generacji saPegademaza
(Adagen) i Pegaspargaza (Oncaspar) [15].

Pegademaza (Adagen)

Pegademazajest produktem pegylacji deaminazy adenozynowej (ADA). Jest ona
wykorzystywana w leczeniu zespotu ciezkiego, ztozonego niedoboru odpornosci
(SCID). SC1Djest wrodzonym zaburzeniem uktadu odporno$ciowego wywotanym
brakiem ADA. Zanim do lecznictwa zostata wprowadzona Pegademaza, SCID leczo-
ne bylo poprzez transfuzje czerwonych krwinek, ktore zawierajg ADA. Aktywnos¢
ADA utrzymywata sie 2-4 tygodni po transfuzji. Skutkami ujemnymi tej terapii byta
mozliwos¢ przetadowania organizmu zelazem, oraz wirusowego zakazenia. Ponadto
Pegademaza wykazuje 1800-krotnie wiekszgaktywnos¢ namililitr, w poréwnaniu do
czerwonych krwinek [8, 11],

Pegaspargaza (Oncaspar)

Pegaspargazajest produktem pegylacji L-asparaginazy. Enzym L-asparaginaza
przeprowadza proces hydrolizy L-asparaginy do kwasu asparaginowego i amoniaku.
Enzym ten znalazt zastosowanie w leczeniu ostrej biataczki limfoblastycznej i prze-
wilekiej biataczki szpikowej. Wiekszos¢ ludzkich tkanek posiada enzym, syntaze aspa-
raginowa (AS), dzieki ktorej L-asparagina moze zostaé¢ odtworzona z L-glutaminy.
Natomiast wspomniane komérki nowotworowe, majgce bardzo niski poziom AS, nie
sg w stanie odtworzy¢ tego aminokwasu, co prowadzi do ich $Smierci. Enzym po
podaniu domiesniowym charakteryzuje sie krotkim okresem péttrwania oraz silng
immunogenoscia. Potaczenie L-asparaginazy z PEG skutkuje zwiekszeniem okresu
pottrwania z 20 do 357 godzin oraz redukcjgodpowiedzi ze strony uktadu immunolo-
gicznego, przez co jako$¢ zycia pacjenta ulega wyraZznej poprawie [21],
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3.3. REAKCJA PEGYLACJI DRUGIEJ GENERACJI

Drugageneracje reakcji pegylacji charakteryzuja:
1. zastosowanie polimeréw o wiekszej masie czagsteczkowej oraz usuniecie
zanieczyszczen diolem
2. zastosowanie polimer6éw rozgatezionych
zastosowanie stabilnych wigzan z grupgaminowa
zastosowanie wigzan PEG z cysteing
przytgczenie PEG do czesci cukrowej glikoprotein
powolne uwalnianie leku [15].

ook w

3.3.1. Zastosowanie polimeréw o wigkszej masie czasteczkowej
oraz usuniecie zanieczyszczeh diolem

Polimery o wigkszej masie czasteczkowej w wiekszym stopniu redukujaklirens
nerkowy, tym samym okres pétrwania ulega znacznemu wydtuzeniu. Usuniecie
zanieczyszczen diolem gwarantuje brak powstawania niekorzystnych wigzan krzy-
zowych [15].

3.3.2. Zastosowanie polimeréw rozgatezionych

PEG rozgateziony zapewniawiekszgochrone przed proteolizg wiekszgredukcje
immunogennosci i antygenowosci, oraz w mniejszym stopniu wptywa na redukcje
aktywnosci in vitro. Wspomnianym juz wczesniej przyktadem rozgatezionego PEG
jest pochodna, 2,4-bis(mPEG)-6-chloro-triazyna (Rys. 5). Innym przyktadem jest
struktura oparta na rdzeniu lizyny (Rys. 6a). Otrzymanajest ona przez przytaczenie
dwoch czasteczek weglanu PEGylowo-sukcynimidylowego lub weglanu PEGylo-
wo-benzotriazolowego do grup a \ £aminowych lizyny wigzaniami amidowymi. Tak
otrzymany rozgateziony PEG cechuje sie lepszymi wiasciwosciami w poréwnaniu do
PEG liniowego o tej samej masie czasteczkowej.

Jest on w stanie skuteczniej zabezpieczy¢ czasteczke biatka przed dziataniem
enzymow, czy tez przeciwciat. Rozgateziony PEG napowierzchni polgczonego z nim
biatka tworzy strukture parasola, utrudniajgcg dostep do biatka (Rys. 7) [19, 22],
Druga zaleta rozgatezionego PEG jest to, iz zdecydownie mniej chetnie niz liniowy
PEG, przytgcza sie do aminokwasdw, zlokalizowanych w centrum aktywnym biatka
(Rys. 8). Wplywa to na mniejsza redukcje aktywnosci biologicznej biatka [22], Do
rozgatezionych PEG mozna zaliczy¢ takze uktad przypominajacy widelec (Rys. 6b),
ktory posiada dwie grupy aktywne najednym koncu tancucha mPEG. Strukture takga
uzyskuje sie w reakcji mPEG ze zwigzkiem posiadajacym trzy grupy funkcyjne jak
np. kwas glutaminowy lub seryna. Mozemy mieé réwniez do czynienia z potacze-
niem obydwu przypadkdw (Rys. 6¢) [15].
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Rysunek 6 Rozne struktury PEG [15]
X = czasteczka,kaczmk i/lub grupa funkcyjna, Y = grupa posiadajagca atom wegla umozliwiajacy
rozgatezienie czasteczki

Rysunek 7 Struktura rozgatezionego PEG w ksztatcie parasola zapewnia lepszg ochrone przed
enzymami i przeciwciatami niz PEG liniowy przytagczony do biatka [19 22]
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Rysunek 8. Przytaczenie rozgatezionego PEG do miejsca aktywnego biatka jest trudniejsze mz
w przypadku PEG liniowego [22]

3.3.3. Zastosowanie trwatych wigzan z grupg aminowa

Trwale wigzanie, oraz pewng selektywno$¢ w stosunku do grupy N-terminalnej
mozna uzyska¢ stosujgc PEG-propionaldehyd w $rodowisku kwasnym. W pH 5,
reakcja zachodzi gtdwnie z grupg N-terminalng, natomiast w mniejszym stopniu
zgrupami aminowymi lizyn. Catkowita selektywnosé nie jest osiagnieta, jednak hete-
rogennos$¢ wynikajgca ztgczenia sie z lizynajest znacznie zmniejszona. Redukujac
zasade Schiffa otrzymuje sie trwate drugorzedowe wigzanie aminowe (Rys. 9). Sta-
bilne wigzanie gwarantuje trwato$¢ leku podczas jego przygotowywania, przecho-
wywania i wstrzykiwania [15].

mMPEG-0-C-C-C? + h2n —R N-R . o
H2 h2 H mMPEG-0-C-C-C ©

R

N -

MPEG-0-C-C—C redukeja mMPEG-0-C-C-C-N-R
H2 h2 H h2 h2 h2

Rysunek 9. Pegylacja drugiej generacji —utworzenie trwatego, drugorzedowego wigzania aminowego [i5]
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3.3.4. Zastosowanie wigzan PEG z cysteing

Przytgczenie PEG do biatka poprzez cysteine znacznie obniza mozliwos¢ hetero-
genicznosci produktu z uwagi na to, iz aminokwas ten wystepuje z reguty rzadko,
w przeciw iestwie do lizyny. Jezeli cysteina nie wystepuje w biatku w og6le, mozna
jaWprowadzi¢ na drodze inzynierii genetycznej. Dodatkowazaletg pofaczenia PEG
z tak zmienionym biatkiem jest minimalizacja ryzyka utraty jego aktywnosci biolo-
gicznej, z ktéramamy do czynienia gdy PEG zwigze si¢ z biatkiem w miejscu aktyw-
nym. Do pofaczenia z cysteing wykorzystywane sg pochodne PEG takie jak:
PEG-maleinimid [23], winylosulfonylo-PEG, jodoacetamido-PEG i disulfid PEGylo-
wo-0-pi rydy lowy.

Winylosulfonylo-PEG reaguje powoli w pH 7-8 z grupgtiolowg tworzgc sta-
bilne wigzanie tioeterowe (Rys. 10b). Reakcja zachodzi szybciej przy wyzszym pH,
jednak istnieje ryzyko potaczenia réwniez z lizyna.

PEG-maleinimid jest bardziej reaktywny nawet w nizszym pH 6-7, jednak jest
nietrwaty w srodowisku wodnym, w ktorym moze doj$¢ do rozerwania pierscienia
lub addycji czasteczki wody do wigzania podwojnego. PEG-maleinimid wigze sie
z biatkiem stabilnym wigzaniem tioeterowym (Rys. 10a).

0] 0]
b) MPEG-S-C=CH + (S - S— »- mMPEG-S-C-C-S-R

5 H Il H, H

o 2 2
(0]

°) MPEG—N—W-CH,| + HS—R - > MPEG—N—"#-0—S—R

H 2 - H H,
d) mMPEG—S—S—~ h + HS—R - A mMPEG—S—S—R

N—~

Rysunek 10. Pegylacja drugiej generacji - przytgczenie aktywnych PEG do grupy tiolowej [15]

Jodoacetamido-PEG reaguje powoli z grupgtiolowa na drodze substytucji nu-
kleofilowej tworzac trwate wigzanie tioeterowe (Rys. 10c).
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Disulfid PEGylwo-o-pirydylowy faczy sie z cysteingw zakresie pH 3-10 wig-
zaniem disulfidowym. Wigzanie to moze byc¢ roztozone w Srodowisku redukujacvm
(Rys. 10d) [15].

3.3.5. Przylaczenie PEG do czesci cukrowej glikoprotein

Glikoproteiny moga by¢ modyfikowane takze z uzyciem ich czesci cukrowe;j.
W pierwszym etapie nalezy uaktywni¢ reszte cukrowg poprzez utlenienie metodami
enzymatycznymi lub chemicznymi. Uzyskane wten sposéb grupy aldehydowe moga
przereagowa¢ z PEG-hydrazydem, tworzac hydrazon lub PEG-amina. tworzac zasade
Schiffa. W wyniku redukcji wigzan otrzymanych produktdw' otrzymuje sie stabilne
wigzania hydrazydowe i aminowa drugorzedowe. W przypadku zastosowania
PEG-aminy istnieje ryzyko powstaniawigzan krzyzowych pomiedzy grupami amino-
wymi w biatku, a aldehydowymi w cukrze. Korzystniejsze jest zatem zastosowanie
PEG-hydrazydu. W $rodowisku kwasnym przy pH 5 grupy aminowe w biatku sg
uprotonowane, w przeciwienstwie do stabszej zasady jakajest hydrazyd, co zapew-
niaselektywnos¢ reakcji. Aktywacje poprzez utlenienie grup hydroksylowych mozna
takze zastosowacé w przypadku biatek zN-terminalngserynglub treoning[15].

[ )
Glikoproteina utlenianie
CHO
Aktywowana Glikoproteina
O
PEG-hydrazyd GIikoproteina-C-N-H\]—L IaL-PEG
n r

Aktywowana Glikoproteina

PEG-amina Glikoproteina—ﬁz—”_pEG

Rysunek 11. Pegylacja drugiej generacji —przytgczenie PEG do aktywowanej glikoproteiny [15]
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3.3.6. Powolne uwalnianie leku

W wigkszosci przypadkow proceséw pegylacji drugiej generacji mamy do czy-
nieniaz wytworzeniem stabilnego wigzania pomigedzy polimerem a biatkiem. Stabilne
wigzanie zapewnia mozliwos¢ fatwiejszego oczyszczania, oraz dtugotrwatego prze-
chowywania leku, bez ryzykajego rozktadu. Z drugiej strony stabilne wigzanie moze
powodowac redukcje aktywnosci biologicznej biatka, ze wzgledu na mozliwos¢ przy-
faczenia sie polimeru do miejsca aktywnego biatka. Optymalnym rozwigzaniem byto-
by zastosowanie potgczenia gwarantujgcego polepszong farmakokinetyke leku. bez
wptyw u najego aktywnosc¢ biologiczng. Zastosowanie wigzania powoli rozktadanego
w organizmie, prowadzitoby do uwalniania wolnej czasteczki leku o petnej aktywno-
ci biologicznej. Przyktadem wystepowania tego typu wigzania jest zastosowany
w lecznictwie PEG-intron. PEG-intron powstaje w wyniku reakcji weglanu PEGy lo-
wo-sukcynimidylowego lub weglanu PEGylowo-benzotriazolowego z interferonem
a-2b przy pH ok. 5. Laricuch PEG taczy sie wigzaniem uretanowym z pierscieniem
imidazolowym histydyny (Rys. 12). W organizmie wigzanie tojest powoli hydrolizo-
wane i uwalniany jest wolny interferon.

Rysunek 12. Pegylacja drugiej generacji - przytaczenie aktywnych PEG do histydvny interferonu a-2b
[15]

Powolne uwalnianie leku z koniugatu moze odbywac sie pod wptywem hydro-
lizy [24, 25], czy tez redukcji. Ponizej podane sg przyktady koniugatow' posiadaja-
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cych wigzanie hydrolizujace (Rys. 13, 14) oraz koniugatu, ktdrego wigzanie rozkla-
dane jest w Srodowisku redukujgcym (Rys. 15).

hydroliza

mPEGAAAOH

O

Rjsunek 13. Pegjlacja drugiej generacji —powstawanie koniugatu i powolne uwalnianie leku z koniugatu
na drodze hydrolizy [15]

R—NH2

mPEG-

S
mPEG * R-NH,

MPEG—X— (/ N— O
X= 0, CONH

Rysunek 14. Pegylacja drugiej generacji - powstawanie koniugatu i powolne uwalnianie leku
z koniugatu na drodze hydrolizy [15]
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Rysunek 15. Pegylacja drugiej generacji - powstawanie koniugatu i powolne uwalnianie leku
z koniugatu na drodze redukcji [15]

Przyktadami lekdw otrzymanych metodami drugiej generacji sa Peginterferon
a-2b (PEG-intron), Peginterferon a-2a (Pegasys), Pegvisomant (Somavert) i Pegfil-
grastim (Neulasta) [15].

Peginterferon «-2b (PEG-intron) i Peginterferon «-2a (Pegasys)

Interferony sgcytokinami produkowanymi przez wszystkie komorki organizmu
w odpowiedzi gtéwnie na infekcje wirusami, ale takze bakteriami i na kontakt z anty-
genami i mitogenami. Interferony hamujgzakazanie kolejnych komérek przez wirusy,
jak réwniez mnozenie sie komoérek nowotworowych. Rekombinowane interferon}
wykorzystywane sg w leczeniu przede wszystkim wirusowego zapalenia watroby



t\pu C. ale takze nowotworow, takich jak przewlekla biataczka szpikowa, chtoniak
nieziamiczy. czerniak ztosliwy [26].

Infekcje wirusem typu C sg gtéwng prz\cz\ng przewlektych chorob watroby
oraz nowotworow tego narzadu, prowadzacych do koniecznosci transplantacji. Tera-
pia interferonem w WZW typu C nie prowadzi do catkowitego \W\ leczenia pacjenta,
alejest w stanie zahamowac namnazanie si¢ wirusa. Dodatkowe zastosowanie doust-
ne Ribav iryny zwieksza skuteczno$¢ terapii. Zw iekszenie skutecznosci mozna row-
niez osiggnac, przez zastosowanie PEG-interferonéw [27].

Peginterferon a-2b (PEG-intron) otrzymuje sie przez przytgczeniejednego mPEG
12 kDa do interferonu a-2b. W rekacji, wykorzystywany jest weglan PEG\'owo-
-sukcynimidy lowy, ktory przy pH 6,5 przytacza sie w najwiekszym stopniu do azotu
pierscienia imidazolowego histydyny (His4. W organizmie interferon jest powoli
uwalniany z potgczenia z PEG, dzieki czemu aktywnos$¢ biologiczna leku rosnie.
PEG-intron podawanj jest pacjentom raz w tygodniu (interferon podawany jest
3razy wtygodniu), w postaci podskérnego wstrzykniecia [26].

Peginterferon a-2a (Pegasys) powstaje przez przytaczenie jednej czasteczki roz-
gatezionego mMPEG 40 kDa do interferonu a-2a. Reakcja zachodzi pomiedzy akty wo-
wang grupg karboksylowg rozgatezionego mPEG a grupg aminowa lizyny, z utwo-
rzeniem stabilnego wigzania amidowego. Sposréd 11 mozliwych miejsc potaczen,
interferon wigze sie gtdéwcie z Lys3l, Lys12, Lysl3i, Lys’34 Pegasys podawanv jest
pacjentom raz w tygodniu, w postaci podskdrnego wstrzykniecia [28].

Pegvisomant (Somavert)

Pegvisomant jest antagonista receptora dla hormonu wzrostu (GHR) i stoso-
wany jest w leczeniu akromegalii. Akromegalia jest chorobg wywotang nadczynno-
Scig przysadki mézgowej w zakresie produkcji hormonu wzrostu (GH) po okresie
dojrzewania. Hormon wzrostu oddziatuje poprzez receptor GHR znajdujacy sie
w watrobie, nerkach, kosciach, miesniach, tkance ttuszczowej, mézgu i sercu, pobu-
dzajac produkcje insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-1). W akromegalii nad-
miar IGF-1 objawia sie powiekszeniem dtoni, stop, nosa, uszu, jezyka, pogrubieniem
nséw twarzy, zgrubieniem skory i stwardnieniem wioséw, wydtuzeniem zuchwy,
nadcisnieniem, cukrzyca i w konsekwencji zwigkszong $miertelnoscig GH bedacy
polipeptydem sktadajacym sie ze 191 aminokwaséw mozna zmodyfikowaé, zastepu-
jac glicyne, arginingw pozycji 120. Uzyskany tak polipeptyd jest antagonistgkompe-
tycyjnym GHR, ktory normalizuje poziom IGF-1 we krwi. Posiada onjednak bardzo
krétki okres potrwania < 20 min, dlatego wterapii stosowany jest tylko po potacze-
niu z PEG. Okres péirwania Pegvisomantu wnosi 70 godzin [29],
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Pegfilgrastim (Neulasta)

Pegfilgrastimjest stosowany w neutropenii indukowanej chemioterapig. Jednym
z efektdw ubocznych chemioterapii nowotworow jest supresja szpiku, prowadzaca
do neutropenii. Skutkami neutropenii sg gorgczka, oraz zwiekszona podatno$¢ na
infekcje bakteryjne. W zwigzku z tym czesto wymagana jest dodatkowo antybioty-
koterapia. Jako$¢ zycia pacjenta ulega pogorszeniu, a koszty leczenia sg zwigkszone.
Filgrastim jest rekombinowanym, ludzkim czynnikiem wzrostu granulocytow
(rh G-CSF), ktéry wzmaga dojrzewanie i uwalnianie neutrofili ze szpiku do krwi
[30], Zastosowanie Filgrastimu jest ograniczone krotkim okresem péirwania.
Poprzez przytaczenie mPEG 20 kDado N -terminalnej metioniny rh G-CSF stabilnym
drugorzedowym wigzaniem aminowym, uzyskano Pegfilgrastim o znacznie popra-
wionej farmakokinetyce [31].

4. INNE PEPTYDY | BIALKA MODYFIKOWANE
PRZEZ POLACZENIE Z PEG
Précz wymienionych powyzej pegylowanych struktur wprowadzonych do lecz-

nictwa, w Tabeli 3 zebrano inne struktury pegylowane stosowane juz w lecznictwie
i te dla ktérych badania sgw toku (Tab. 3) [13, 32-39],

Tabela 3. Enzymy i biatka modyfikowane przez potaczenie z PEG [13, 32-39]

Enzymy Biatka
deaminaza adenozynowa. fosfataza alkaliczna, albumina, antygen E, butroxobina. erytropoetvna.
argmaza, asparaginaza. katalaza, chymotrypsyna, czynnik VIII, G-CSF, GM-GSF. Hb. h-GH. GRF
cuochrom C, galaktozjdaza alfa i beta, [29,33], hirudyna, jad pszczoty, IgG,
beta- glukuronidaza. glutaminaza-asparaginaza. immunotoksyna, insulina.[36]. interferon a-2a i a-2b
kalikreina, lipaza, peroksydaza, fosforylaza [39], interferon fi-la [32], interferon />-1b.
purynowa, streptokinaza. stafylokinaza [34], interleukina-2, interleukina-6, inhibitor proteinazy
dysmutaza ponadtlenkowa [38], tkankowy alfe-1[23], somatostat>na. TNF [25], STNF-RI
aktjwator plazminogenu. trypsyna, tnptofanaza, [34, 40] oraz przeciwciata i ich fragment} [37]

urokinaza, urykaza

5. POLACZENIA POLIMEROW Z LEKAMI NISKOCZASTECZKOWYMI

Jak juz wcze$niej wspomniano proces pegylacji nie ogranicza sig jedynie do
struktur biatkowych. Poprawy wiasciwosci fizykochemicznych leku obserwuje sie
takze w przypadku lekéw niskoczgsteczkowych (Tab. 4) [13].
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Tabela 4. Leki niskoczasteczkowe mod\fikov\ane przez potaczenie z polimerami

PEG Inne polimer-
Doksorubicyna Doksorubicjna
Taxo! Melfalan
Metotreksat Norfloksac\na i
K.amptotecvna (Prothecan) DaunoimcMia 1
IndometacMia CyUotbifamid i
Artemizyna 5-fluorourac\ |

Teofilina [41]

PODSUMOWANIE

Wytwarzanie koniugatéw polimeréw zaréwno z prostymi strukturami jak i ze
strukturami o budowie ztozonej typu peptydy, enzymy, przeciwciata i ich fragmenty
czy olinukleotydy w celu dostarczania lekow budzi coraz wieksze zainteresowanie w
przemysle farmaceutycznym. Labilne oligonukleotydy, wkgczajac struktur} ant\sen-
sowe, sg sprzegane z pozytywnym efektem z polimerami w celu zwigkszenia ich
penetracji do wnetrza komorek i zwiekszeniatrwatosci wzgledem nukleaz. Najwaz-
niejszy obszar badan, zarébwno prowadzonych aktualnie jak i dajacych nadzieje na
kontynuacje W przysztosci dotyczy polipeptydow i biatek. Wynikato zjednej strony
z rosnacej dostepnosci tych substancji, ktore mogg by¢ produkowane obecnie na
duzaskale metodami inzynierii genetycznej, z drugiej za$ z ich specyficzn} ch wiasci-
wosci utrudniajgcych bezposrednie podawanie pacjentom. Biatka sgtatwo rozktadane
przez endo i egzo-peptydazy zaréwno we krwi jak i innych rejonach organizmu, wiele
z nich jest immunogennych, a takze ulega szybkiemu wydalaniu na drodze filtracji
nerkowej. Kowalencyjne przytaczenie polimerdw na powierzchni biatek rozwiazuje
lub minimalizuje te problemy. Opracowano juz wiele oryginalnych lekdw - potgczen
z polimerami —produktdw pegylacji, a ogromna liczba dalszych jest w badaniach
0roznym stopniu zaawansoaw'ania. Rozwijanajest biokoniugacja- dziedzina chemii,
ktora opracowuje metody syntetyczne umozliwiajgce z duzg specyficznoscig
1w bardzo tagodnych warunkach przytgczac struktury polimerowe, co prowadzi do
otrzymania czasteczek o pozadanej masie czasteczkowej, ksztakcie, strukturze i Sci-
$le zaprojektowanym miejscu i rodzaju koniugacji. Zaréwno pegylacja, jak i biokoniu-
gacjaz innymi peptydami sg dziedzinami, ktore bedgw przysztosci intensywnie roz-
wijane, w dziedzinie polipeptydéw, biatek, enzymdw, przeciwciat monoklonalnych,
kwasow nukleinowych, a takze struktur niskoczasteczkowych.
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ABSTRACT

Subject ofthe paper are a signaling plant peptides. There are peptides ofa new

generation, regulating processes of growth, differentiation and other physiological
plant function.

Here will presented the literature data and results of our studies. Especially the

results of structure/function relationship studies will presented for systemin and phy-
tosulfokine-a.

Kev words: plant peptide hormons, phytosulfokine-or, PSK-or

Stowa kluczowe: hormony peptydowe roslin, fitosulfokina-a, PSK-a
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WSTEP

Juz w XIX wieku zwrécono uwage, ze w organizmach roslinnych wystepuja
przekazniki chemiczne, ktére reguluja fizjologiczne procesy roslin. Pierwszych
odkry¢ w tym zakresie dokonano w latach 30. XX wieku, kiedy wyizolowano
z roélin auksyne, hormon wzrostowy o nieskomplikowanej strukturze chemicznej
[1,2]. W nastepnych latach wyodrebniono szereg dalszy ch hormondw roslin o zroz-
nicowanej strukturze chemicznej, takich jak: giberelina [3], cytokininy [4], kwas
abscysynowy [5], jasmoniany [6], etylen [7] lub brasinosteroidy [8]. Substancje te
sgodpowiedzialne za procesy wzrostu, rozwoju, namnazaniasie i podziatu komorek,
wystepowanie tropizmdw, dojrzewania, starzenia sie i procesy syntezy enzymow
w organizmach roslin. Zadziwiajace byto to, ze wsrdéd omawianych substancji, az do
lat 90. XX stulecia nie opisano substancji o charakterze peptydowym. Wcze$niej
wyodrebniano z roslin nizszych i wyzszych wiele potaczen o charakterze peptydo-
wym, ale byly to przewaznie metabolity roslinjak np. antybiotyki lub toksyny. Dopiero
w ostatnim dziesiecioleciu XX wieku zostaty zidentyfikowane endogenne peptydy
sygnatowe iwzrostowe roslin. Odkiycie tych hormondéw daje poczatek nowym kie-
runkom badar w zakresie fitochemii i fizjologii roslin.

Obecnie znamy pie¢ grup hormondéw peptydowych takich jak: systemina [9],
fitosulfokiny [10—13], peptydy ENODA40 [14-17], CLAVATAS3 [18] oraz S-locus
[19-22], ktdre bedgprzedmiotem niniejszego artykutu.

Badania dotyczace systeminy i fitosulfokiny-or sg w wiekszym stopniu repre-
zentowane w literaturze i zostang szerzej omowione w niniejszym artykule.

SYSTEMINA

Systemina, oktadekapeptyd o sekwencji Ala-Val-GIn-Ser-Lys-Pro-Pro-Ser-Lys-
-Arg-Asp-Pro-Pro-Lys-Met-GIn-Thr-Asp zostat wyodrebniony po raz pierwszy
w 1991 roku przez Ryana i wsp. [9] ze zranionych lisci pomidoréw (Lycopersicort
esculentum). Zranienie moze by¢ wynikiem dziatania zerujgcych na roslinie owadow
lub innego uszkodzenia mechanicznego. Systemina aktywuje synteze inhibitoréw pro-
teinaz nie tylko w uszkodzonych tkankach, ale takze w odlegtych nieuszkodzonych
czesciach rosliny [23].

W dalszych badaniach peptyd ten zostat wyodrebniony rowniez z innych gatun-
kow roslin z rodziny psiankowatych (Solanaceae), jak: ziemniak, pieprz turecki oraz
psianka czarna [24],

Systemina znajduje sie w catej roslinie z wyjatkiem podstaw korzenia [25].
Poszukiwanie systeminy u innych gatunkdw roslin, jak tubin [26], czy liscie topoli
[27] nie przyniosty oczekiwanych rezultatéw. Sekwencje aminokwasowe systeminy
izolowanej z r6znych gatunkow roélin z rodziny Solanaceae nieznacznie roznigsie od
siebie (Tabela 1) [24],
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Tabela 1. Sekwencje aminokwasome s>stemin\ u ré6znych gatunkéw rosiin [40]

P ! Peda ot [ O I I

I
L\ copersicon escutentum PO SE RS L e T
I

Solumim tubcrosum-2 RN N NN R |
Solarium tubcrosum-2
Solamun nigrum

Capsmm cuwintm

Jak wykazaty badania, systemina jest uwalniana z prekursora, prosvsteminv
[23, 28] ijest jej oktapeptydowym fragmentem wystepujgcym w pozycji 179-196.
zajmujacym obszar w poblizu jej C-konca. Peptyd ten od N-korica granicz}' z resztg
Leu, a od C-konca z fragmentem tetrapeptydowym: H-Asn-Asn-Lys-Leu-OH
(Rjsunek 1).

MGTPSYDIKNKGDDMQEEPKVKLHHEKGGDEKEKIIEKETPSQDENN

KDTISSY VLRDDTQEIPKMEHEEGGYVKEKIVEKETESQYI1KIEGD

DDAQEKLK VE YEEEEYEKEKIVEKETPSQDINNKGDDAQEKPDVEH
F.F.fibDKETPSODIIKMEGEGALEtTK WCEKI1V REDLAYOSKPPSKRD
PPKMOTDNNKL

Rysunek 1. Sekwencja aminokwasowa prosysteminy z zaznaczong sekwencjg aminokwasowa
systeminy (reszty 179-196) [24]

Z uwagi nato, ze prosysteminajest prekursorem systeminy, nalezy poswieciéjej
nieco uwagi. Sktada sie ona z 200 reszt aminokwasowych i zawiera 43% polarnych
reszt aminokwasowych [23], W roslinach jest zmagazynowana w hieznacznych ilo-
Sciach w lisciach, a poziom jej wzrasta w odpowiedzi na zranienie rosliny [28]. Stres
wywotany uszkodzeniem rosliny uruchamia biosynteze prosysteminy wraz z zespo-
tem enzymow proteolitycznych, ktére majg za zadanie uwolnienie systeminy [23].
Nalezy tez wspomniec, ze np. w pomidorach transgenicznych dochodzi do nadmier-
nej ekspresj i prosysteminy (takjakby rosliny byty stale uszkadzane), co wskazuje, ze
nadekspresja prosysteminy jest wystarczajgcym czynnikiem do uruchamianiaszlaku
oktanowego [24], Ryan i wsp. [29] na podstawie prowadzonych przez siebie badan
zaproponowali mechanizm dziatania systeminy u roslin. Jest to ztozony proces regu-
lowanych enzymatycznie przemian uruchamiajacych catg skomplikowang kaskade
sygnatowg w roSlinie [30], W konsekwencji prowadzi to do uwolnienia kwasu
jasmonowego aktywujacego gen obronny (Rysunek 2).
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PROSYSTEMINA

ATAK LSZKODZENIE
OU ADA MECH AMCZNE
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TRANSPORT
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KWAS LINOLENOWY
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AKTYW ACJ\ GENL

INHIBITORY PROTEINAZ

Rjsunek 2 Mechanizm uwalniania s\stemin> z jej prekursora [25]

Ten system sygnatowy wykazuje analogie z systemem sygnalizacji eikozanowej
u zwierzat [31]. Podobienstwa miedzy sygnalizacjg obronngu roslin i sygnalizacja
obronnau zwierzat sugeruje, ze obie Sciezki sygnatowe mogty rozwijac sie od wspdl-
nego rodowego poczatku [31].

Meindl i wsp. [32] oraz Scheer i Ryan [33,34] w pracach dotyczacych wigzania
systeminy z miejscami receptorowymi na membranach roslin stwierdzili, ze miej-
scem wigzacym systemine jest biatko o masie 160 kDa, nazwane przez nich recepto-
rem-160 systeminy. Badania wykonali na kulturach komérkowych pochodzacych
z ziemniaka (Lycopersiconperuvianum) oraz radioizotopowo znakowanego analogu
systeminy [MJ-Tyr*Ala”-systeminy jako ligandu [33].

Systemina pod wzgledem strukturalnym jest peptydem wysoce polarnym,
zawierajacym w swoim fancuchu reszty aminokwasoéw zasadowych i kwasnych.
Poza t\m uderza w nim obecno$¢ czterech reszt Pro (pozycje 6 i 7 oraz 12 i 13),
waznego elementu strukturalnego majacego wptyw na konformacje peptydu. Syste-
mina wyodrebniona z lisci pomidorow zawiera w pozycji 3 reszte Gin, podczas gdy
systemina z ziemniakow i pieprzu tureckiego zawiera w pozycji 3 reszte His. Syste-
mina pochodzaca z psianki czarnej, S. nigrum maw pozycji 3 reszte Arg, a w potoze-
niu 11 reszte Pro 4 (Tabela 1).

W badaniach dotyczacych zaleznosci miedzy strukturg a funkcjg biologiczng
systeminy podjeto synteze seriijej analogéw. Modyfikacje systeminy polegaty na syn-
tezie:

1/analogéw pozbawionych N-terminalnej reszty Ala i C-terminalnej Asp,

2/ C-terminalnego fragmentu H-Met-GIn-Thr-Lys-OH,
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3/ syntezie tancucha peptydowego konsekwentnie podstawionego przez Ala.

W badaniach biologicznych systeminy ijej analogdw oceniono ich wiasciwosé
jako aktywatordw biosyntezy inhibitora proteinazy [35], Okazato sie. ze w\miana
Pro-13 na Ala obnizata drastycznie aktywno$¢ biologiczng, a wprowadzenie Ala
w miejsce Thr-17 prowadzito do zaniku aktywnosci biologicznej [35]. W dalszych
badaniach stwierdzono, ze analogi te miaty dziatanie antagonistyczne. Analogi syste-
miny pozbawione reszt N- i C-terminalnej z taricucha systeminy tracity zdolno$¢
indukowania biosyntezy inhibitoréw. Stabg aktywnos$¢ systeminy zachowywat
C-terminalny fragment tetrapeptydowy systeminy. Uzyskane wyniki, zdaniem auto-
row, wskazujg ze Thr-17, Pro-13 oraz N- i C-koncowa reszta aminokwasowa maja
istotne znaczenie dla oddziatywania systeminy z receptorem [35]

Uderzajace jest symetryczne vvystepowanie w systeminie dwdch par Pro w po-
zycjach 67 oraz 12i 13. Ta og6lna symetriajest uzupetniona przez obecnosc trzech
reszt Lys i Arg, a pomiedzy parami Pro wystepuje tetrapeptyd Ser-Lys-Arg-Asp.
Interesujace jest rowniez wystepowanie w pozycji 3 i 16 reszt Gin (Rysunek 1).

W 2001 roku z lisci tytoniu wyizolowano oktadekapeptydy, ktére nazwano
TobHypSysl i TobHypSysll (Tabela 2) [36]. Wykazujg one podobienstwo funkcjo-
nalne z wczes$niej opisang systemina. Podobnie jak systemina te oktadekapeptydy
uwalniane sgprzez komarki roélinne w odpowiedzi na uszkodzenie tkanki przez pato-
geny i wywotujgsynteze inhibitorow proteinaz. W toku dalszych badan z lisci pomi-
dorawyizolowano i scharakteiyzowano kolejne peptydy wykazujace aktywnos¢ syste-
miny [37]. Zbudowane sg one odpowiednio z 18 (TomHypSysl), 20 (TomHypSyslI)
i 15 (TomHypSysllil) reszt aminokwasowych (Tabela 2). Kazdy z tych peptydéw
zawiera sekwencje aminokwasowabogataw reszty hydroksyproliny (Hyp) otoczone
przez polarne reszty aminokwasowe. Zdaniem autoréw [36,37] zwiazki te sagliko-
peptydami, chociaz jak dotad nie ustalono miejsc przytgczenia reszt cukrowych do
tancucha peptydowego.

Tabela 2. Sekwencje aminokwasowe systemin: TobHypSysl, TobHypSyslil, TomH\pS>sl.
TomHypSysll oraz TomHypSyslll poréwnane z sekwencjg systemin\ wyizolowanej z pomidora

1lo$¢ grup cukrowych

Pept)d Sekwencja podstawiony cli do taricucha
peptydowego
TobHypSysl RGANLPOOSOASSOOSKE 9
TobHypSysll NRKPLSOOSOKPADQRP 6
TomHypSysl RTOYKTOOOOTSSSOTHQ 8-17
TomH\pS\sll GRHDYVASOOOOKPQDEQRQ 12-16
TomHypSyslil GRHDSVLPOOSOKTD 10

systemina AVQSKPPSKRDPPKMQTD 0
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Niemniej jednak obecnos¢ elementu cukrowegojest niezbedna dla zachowania
wiasciwosci biologicznych omawianych glikopeptyddw.

BADANIA KONFORMACYINE SYSTEMINY

Budowa | rzedowa systemim znajduje odbicie w strukturze II- i Ill-rzedowej
oraz ma zapewne istotne znaczenie dla funkcji biologicznej systeminy. Przestanki te
byty inspiracjado podjecia studiéw konformacyjnych [38,39], Badania takie prowa-
dzono technikg CD [43] i NMR [39]. Na podstawie swoich badan technika CD
Toumadje i Johnson [38] postulujg ze centralna czes¢ tancucha systeminy ma struk-
ture analogiczna z poliproling II. Slésarek i wsp. stosujac technike dwuwymiaro-
wego NMR [39] stwierdzili obecno$¢ w molekule systeminy izomeru cis wskazuja-
cego na to, ze systemina przyjmuje konformacje beta Z-podobng (ang. Z-like
P-sheet) (Rysunek 3).

Z przedstawionych danych wynika, ze systemina zostatajak dotad zidentyfiko-
wana u roslin z rodziny psiankowatych. Jej aktywnos¢ biologicznajest zalezna od
struktury, a modyfikacje sekwencji aminokwasowej prowadzado zwiazkéw o obni-
zonych wiasciwosciach biologicznych.
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FITOSULFOKINY (PSK)

ODKRYCIE | WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE FITOSULFOKIN

Fitosulfokiny, kolejne sygnatowe peptydy roslin o sekwencji H-TyrfSO"HHle-
-Tyr(SOH)-Thr-GIn-0H (PSK-or) i H-Tyr(SO3H)-lle-Tyr(SO3H)-Thr-0H (PSK-/?)
zostaty wyizolowane w 1996 roku przez Matsubayashi i wsp. z tkanki miekiszowej
lisci szparagdw - Asparagus officinalis [10], ryzu- Otyzasativa [11], cynii- Zinnia
elegans [12] oraz marchwi - Daucus carota [13]. Peptydy te majgwilasciwosci mito-
genne i sg odpowiedzialne za wazny proces proliferacji komorek u roslin, majacy
wphyw na namnazanie sie oraz wzrost liczby komérek [10] oraz na ich odréznicowy-
wanie sig jak np. przeksztatcenie komdrek miekiszowych lisci w elementy naczynio-
we [12],

Obydwa peptydy PSK-a i PSK-/? stymulujg namnazanie sie komorek rosl:n-
nych juz przy stezeniu 109 M, przy czym PSK-/? dziala stabiej, zachowuje 8%
aktywnosci PSK-ar [40].

Po raz pierwszy' obecnos$¢ fitosulfokin stwierdzono w pozywce kondycjonowa-
nej, stosowanej w hodowli kultury komérek miekiszowych szparagéw A. officinalis
[10]. Aktywno$¢ mitotyczna pojedynczych komdrek w kulturze jest silnie zwigzana
z tak zwang inicjujaca gestoscig komorek [10] (jest to minimalna gesto$¢é komorek
niezbedna do zainicjowania proceséw podziatu i r6znicowania sie¢ komérek w kultu-
rze). W kulturze o niskiej gestosci populacji moznajgzainicjowaé wprowadzajac do
kultury pozywke kondycjonowana. Fitosulfokiny, obok aktywowania procesu proli-
feracji i roznicowania sie komérek, petnigw roslinach inne funkcje. Majgwply w na
synteze chlorofilu w liscieniach kukurydzy Zea mays [41], zwiekszajajego zawar-
tos¢ w nasionach rzodkiewnika Arabidopsis, hodowanych w warunkach wysokich
temperatur [42]. Ponadto promujg tworzenie sie korzeni przybyszowych u kukury-
dzy [43], formowanie sie paczkow bocznych u Antirrhinum majus [44], wzmacnhiajg
czestotliwos¢ embriogenezy somatycznej w kulturze komérek marchwi [13, 45],
atakze wptywaja na aktywacje syntezy alkaloidéw uAtropa belladonna [46], R6zno-
rodno$¢ gatunkowa roslin, u ktorych stwierdzono wystepowanie fitosulfokin, jak
i réznorodnosc¢ funkcji jakie petniate zwiazki sugeruje, ze sato uniwersalne hormony
peptydowe roslin.

PREKURSOR FITOSULFOKIN

Po odkryciu fitosulfokin podjeto prébe poszukiwania ich prekursora [47], Oka-
zato sie, ze prekursorem PSK. < jest preprofitosulfokina (PP—PSK) sktadajaca sie
z 89 reszt aminokwasowych (Rysunek 4), a omawiany pentapeptydjest z niej uwal-
niany na drodze proteolizy. Preprofitosulfokina zostata wyodrebnionaz komorek ryzu
linii Oc, ktore odznaczajg sie wysokg zawartoscig PSK. < w poréwnaniu z innymi
gatunkami roslin [47],
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R\S. (4A)
1 22 80 34 89
HH2 COGH
Rys. (4B) FDSAK\WEEFHTDYIYTQDYKI\P

Rysunek 4A i 4B. Budowa biatkowego prekursora PSK-a [47]
(Rys. A) Przedstawia strukture prekursora PSK-a zawierajacy przy N-koncu fragment sygnatowy
sktadajacy sie z 22 reszt aminokwasowych, prohormon i zaznaczony fragment PSK-a
(Rys. B) Sekwencja prohormonu, fragment [68-89] - PP-PSK z zaznaczona, sekwencjg PSK-a

W strukturze PP-PSK dajasie wyrdzni¢ dwawazne dla wiasciwosci biologicz-
nych fragmenty tancucha peptydowego. Pierwszy z nich to N-koricowy fragment
sygnatowy skladajacy sie z 22 reszt aminokwasowych, zawierajgcy 10 reszt Leu,
drugi natomiast to fragment 80-84 - fitosulfokina-a, graniczaca od N- i C-konca
z resztami Asn [47]. W tancuchu peptydowym PP—PSK wystepujg22 reszty amino-
kwasow o charakterze hydrofobowym. Natomiast wsrdd reszt hydrofilowych
obserwuje sie czeste wystepowanie aminokwasow kwasnych (Asp i Glu) oraz ich
pochodnych (Asn i Gin).

Mechanizm uwalniania PSK. <2zjej prekursora niejestjeszcze do korica poznany
i niewiele wiadomo o samych miejscach procesowych, w ktorych dochodzi do
odszczepienia hormonu z udziatem enzymdw endoproteolitycznych.

Jest interesujgce, ze PP—PSK nie wykazuje homologii z zadnym znalezionym
dotychczas biatkiem roslinnym. Istniejg natomiast nieznaczne analogie z preprohor-
monami zwierzecymi, jak np. epidermalnym czynnikiem wzrostu (EGF) szczura [48].
Podobienstwate sgtakie, ze podobnie jak preprohormony zwierzece, PP-PSK posia-
da 22-aminokwasowy N-koncowy peptyd sygnatowy, po usunieciu ktérego powsta-
je 67-aminokwasowy prohormon [47]. Poréwnujac prohormony zwierzece i prohor-
mon PSK dokonano obserwacji, ze sekwencja PSK-a, w odr6znieniu od prohormo-
néw pochodzenia zwierzecego, jest zapisana tylko raz w C-kofAicowym odcinku pre-
kursora [47].

RECEPTOR FITOSULFOKIN

Dalsze studia dotyczace fitosulfokin miaty na celu poszukiwanie miejsca recep-
torowego u roslin. Do badan tych uzyto znakowanego jodem J15analogu fitosulfo-
kiny-a zawierajgcego kwas 4-azydosalicylowy [N£(4-azydosalicylo)Lys5]PSK-or)].
Wyniki badan wskazujgna istnienie w btonie plazmatycznej ryzu dwoch biatek recep-
torowych o masie odpowiednio 120 i 160 kDa [49].
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Cennych informacji natemat receptora PSK dostarczyty dalsze badania prowa-
dzone przez Matsubayashi [50], w ktérych wykorzystano [3H]PSK-a. Dzieki nim
wy kazano wptyw pH oraz wybranych jonéw metali na specyficzno$¢ wigzania do
receptora. Wyniki tych badan [50] sugeruja, ze wigzanie ligand-receptorjest kontro-
lowane przez jonowe interakcje z tarcuchami bocznymi zasadowych reszt amino-
kwasowych zlokalizowanych blisko miejsca aktywnego receptora, co moze mieé
znaczacy wplyw na konformacje czasteczki receptora.

ZALEZNOSC MIEDZY STRUKTURA A FUNKCJA FIZJOLOGICZNA PSK

Struktura fitosulfokiny-a odznacza sie obecnos$cig dwu reszt Tvr(SO,H). Ami-
nokwas ten, ktorego grupa 4’-OH przy pierscieniu aromatycznym jest zestryfiko-
wana kwasem siarkowym, wystepuje w pozycji 1 i 3 tancucha peptydowego. Dla
zbadania zaleznosci miedzy strukturaa funkcja biologiczng PSK-a przeprowadzono
synteze serii jej analogdw peptydowych (Tabela 3).

Tabela 3. Aktywnos¢ biologiczna analogéw PSK-or. Komérki mezofilu Asparagus ojficmahs
inkubowano w obecnosci odpowiedniego analogu PSK-a. Aktywno$¢ mitogeniczng oceniano w 6-5cio
dniowej kulturze, za$ warto$¢ ED,(lopisano jako stezenie analogu wymagane do wywotania podziatow

u 50% komorek [51]

o) St
H-T\r(SO;H)-Ile-Tyr(SO-,H)-Thr-GIn-OH 4 100
H-T\r(SO-,H)-lle-T>r(SOiH)-Thr-OH 50 8
H-Tyr(SO,H)-lle-Tyr(SO,H)-OH 20 20
H-Tvr(SO\H)-1le-OH >1000 <0,1
H-lle-T>r(SO-H)-Thr-GIn-OH >1000 <0.1
H-T>r(SO-,H)-lle-T\uSO-.H)-Thr-GIn-Gly-GK-GI>-OH 100 4
H-Glj-Gly -Gly-Tyr(SO;H)-Ile-Tyr(SOiH)-Thr-GIn-OH 500 0.8
H-TyrISOjHJ-lle-Ty r(SO-,H)-Thr-GIn-GI>-G I\ -Glv-C\s-OH 40 10
H-Tv r(SO-,H)-lle-Ty rfOH)-Thr-GIn-OH 100 4
H-T\r(OH)-lle-T\r(SO,H)-Thr-GIn-OH 700 0.6
H-T>r(OH)-lle-T>r(OH>Thr-GIn-OH >1000 <0.1
H-Tyr(SO;H)-Val-Tyr(S(>,H)-Thr-GIn-OH 100 4

H-Tyr(SO,H)-lle-Tyr(SOiH)-Ser-GIn-OH 200
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Efekty biologiczne tych peptyddéw oceniono stosujgc miedzy innymi testv,
w ktoéiych opisano aktywno$¢ mitotyczng PSK-or ijej analogéw w odniesieniu do
komorek A. officinalis [51], oraz wigzanie do biatka membranowego marchwi
z uzyciem radioizotopowo znakowanego peptydu [3H]PSK-er [52].

Tabela 4. Aktywnosc¢ biologiczna analogow fitosulfokiny-Gr modyfikowanych u pozycji 1tarcucha
peptydowego [60, 61]

Peptyd bi$§;¥x:zsf°é)
H-D-Tyr(SO-H)-1'e-Ty r(SO-,H)-Thr-GIn-OH (I) <01 i
H-Phe<4-SO-,HMle-Tyr< SO-.H)-Thr-GIn-OH fil) <01
H-D-Phe(4-SOiHH Ie-Tyr(SO;H)-Tlir-GIn-OH (Ul) <01
H-Plie(4-NHSO;CH,)-lle-Tyr(SO-,H)-Thr-GIn-OH (1V) <0,1
H-D-Phe(4-NHS02CH,)-Ue-Tyr(S0-,H)-Thr-GIn-0H (V) 3
H-Phe(4-N02)-1le-Ty r(SO-.H)-Thr-GIn-OH (V1) 10
H-D-Phe(4-NO;)-1le-Tyr(SO-.H)-Thr-GIn-OH (V1) <01
H-Phe(4-Cl)-1le-Tyr(SO;H)-Thr-GIn-OH (V111) 30
H-Phe(4-Br)-lle-Tyr(SCHH)-Thr-GIn-OH (X1X) 3
H-Phe(4-F)-1le-Tyr(SO;H)-Thr-GIn-OH (X) <0,1
H-Phe(4-1)-1le-Tyr(SOiH)-Thr-GIn-OH (X1) 30
H-T\r!PO;H3)-lle-Tyr(SO-,H)-Thr-GIn-OH (X11) <0.1
H-D-Tyr(PO,H,)-lle-Tyr(SO,H)-Thr-GIn-OH (XII1) <01
H-Phg(4-SO-,H)-1le-Tyr(SO:H)-Thr-GIn-OH (X1V) <0,1
H-D-Phg(4-SO-.H)-Ile-Tyr(SO-.H)-Thr-GIn-OH(XV) <0,1
H-Phg(4-NHS02CH,)-lle-Tyr(S0,H)-Thr-GlIn-0H (X V1) <01
H-Phe(4-NO;)-1le-Tyr(SOiH)-Thr-GIn-OH (XVII) 10
H-D-Phg(4-NO>)-11e-Tyr(SO;H)-Tlir-GIn-OH (XVII1) 1
H-Phg(4-0S0-.H)-1le-Tyr{SO;H)-Thr-GIn-OH (XIX) 1
H-Phg(4-OPOiHj)-1le-Tyr(SO-,H)-Thr-GIn-OH (XX) <01
H-Hpa(4-NO,)-1le-Tyr(SO-,H)-Thr-GIn-OH (XXI) <0.1

Modyfikacje struktury w badaniach prowadzonych przez Matsubayashi i wsp.
[51] polegaty na:

- pozbawieniu PSK-a reszt siarczanowych i wprowadzeniu nie estryfikowa-
nych reszt Tyr,



PEPTYDY SYGNALOWE ROSLIN 993

- jednoczesnym usunieciu reszt C- i N-koncowych taricucha PSK.

- usunieciu tylko N-koncowej reszty w sekwencji PSK,

- wymianie lle2na reszte Val, lub wymianie Thrdna Ser,

- przedtuzeniu tancucha peptydowego przez fragment tri-Gly od N- lub
C-konca.

Po ocenie ich aktywnosci biologicznej stwierdzono, ze wszystkie zmiany struk-
turalne w pierwszej serii analogoéw prowadzity do drastycznego obnizenia aktywno-
&ci biologicznej w poréwnaniu z natywnym peptydem z wyjatkiem H-Tyr(SO,,H)-lle-
-Tyr(SO,H)-OH, zachowujacego 20% aktywnosci (Tabela 2). Z uwagi na niewystar-
czajacgilos¢ danych podjeto dalsze studia nad zaleznoscigmiedzy strukturaa funkcja
biologiczna fitosulfokiny [53, 54]. W tym celu zmodyfikowanajej strukture przez:

- zamianeg reszt Tyr(SO3) w pozycji 1lub 3 orazjednoczesng wymiang oby-
dwu reszt Tyr(SO,H) w pozycji 1i 3 na inne aminokwasy biatkowe lub niebiatkowe,

- wprowadzenie w miejsce L-aminokwasow w pozycji 1lub 3 oraz 1i 3 réw-
noczesnie na izomery D,

- zamiane Thr4na Ser (Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6).

Tabela 5. Aktywnos¢ biologiczna analogéw fitosulfokiny-er modyfikowanych w pozycji 3 lub 4
tancucha peptydowego [60, 61]

Peptyd birﬁokg;i\;(znnoasﬁ%)
H-Tyr(SO-H)-lle-Phe(4-N02-Thr-GIn-0H (XXII) 3
H-Tyr(SOiH)-Ile-Phe(4-Cl)-Thr-GIn-OH (XXIII) 30
H-Tyr(SO,H)-1le-Phe(4-F)-Thr-GIn-OH (XXIV) 10
H-Tyr(SO-,H)-lle-Tyr(PO,H3)-Thr-GIn-OH (XXV) 10
H-Tyr(SO-.H)-1le-D-Tyr(PO!H2)-Thr-GIn-OH(XX V1) <01
H-Tyr(SO0;H)-1le-Plig(4-N02)-Tlir-GIn-0H (XXVI1) <0.1
H-Tyr(SOiH)-1le-Hpa(4-NOi)-Thr-GIn-OH (XXV111) <0.1
H-Tyr(4-SO,H)-lle-Tyr(4-SOiH)-Val-G In-OH(X1X) <0,
H-Tyr(SO;H)-Ile-Tyr(SO-,H)-1le-GIn-OH (XXX) <0.1

Wsrad tej serii analogdw najwieksze powinowactwo do receptora (30%) wyka-
zywaty [Phe(4-Cl)']-, [Phe(4-1)]- i [Phe(4-Cl)3-PSK-er, podczas gdy [Phe(4-N02)T-.
[Phg(4-NO,)']- [Phe(4-F)3- oraz [Tyr(POHIJ-PSK-a zachowywaly 10% aktyw-
nosci peptydu natywnego (Tabela 4, Tabela 5). Niewielkie powinowactwo do recep-
tora (3%) zaobserwowano dla analogu PSK-a modyfikowanego w pozycji 1tancu-
cha peptydowego przez Phe(4-Br) oraz D-Phe(4-NHSO,CH3). Réwniez [D-Phg(4-
-NO))]- i [Phg(4-0S03H)]-PSK-azachowywaly niskgaktywnos¢ receptorowa(1%).
Pozostate analogi byty praktycznie nieaktywne.
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Tabela 6. Aktywnos¢ biologiczna analogéw fitosulfokiny-ormodyfikowanych w pozycji | i 3 tancucha
peptydowego [60, 61]

Peptyd bi(ﬁlgts%\::vznr?;iéo.))
H-Phe(4-S0-,H)-lle-Phe(4-SO-,H)-Thr-GIn-OH (XXXI) <0,1
H-Phei.4-K0,S-1le-Phe(4-N02I-Thr-G!In-0H (XXXII) <0.1
H-Phe(4-Cl )-1le-Phe(4-CI)-Tlir-GIn-OH( XX X 111) <0,1
H-Phe(4-FI-lle-Phe(4-F)-Thr-GIn-OH (XXXIV) <0.1
H-Tyr(PO-H; )-1le-Tyr(PO-,H;)-Thr-GIn-OH (XXXV1 <0.1
H-D-Tyr(PChHjJ-lle-D-Tyr(PO-,H;)-Thr-GIn-OH (XXX V1) <0,1
H-Phe(4-Cl)-1le-Tyr(3-SO-,H)-Thr-GIn-OH (XXXVI1) <0.1
H-Phe(4-Br)-1le-T\r(3-SO-.H)-Thr-GIn-OH (XXXVI111) <0.1
H-Phe(4-F)-lle-Ty 1(3-SO-.H)-Thr-GIn-OH (XXXIX) <0.1
H-Phe(4-1)-1le-Tyr(3-SO,H)-Thr-GIn-OH(XL) <0.1
H-Ty r(3-SO;H)-1le-Phe(4-CI)-Thr-GIn-OH (XLI) <0,1
H-T>r(3-SO,H|-lle-Phe(4-F)-Thr-GIn-OH (XLII) <0,1
H-Phg(4-N02)-1le-Phg(4-N02)-Thr-GIn-0H (XU11) <0,
H-Hpa(4-N0;)-He-Hpa(4-N02)-Thr-GIn-0H (XLIV) <0.1

W oparciu o te dane trudno jest dyskutowaé role poszczegdlnych reszt amino-
kwasowych dla aktywnosci biologicznej u roslin. Niemniej jednak nalezy stwierdzic,
ze obecnos¢ estrow siarczanowych w pozycji 4’ przy pierscieniu reszt Tyr w pozycji
1i3tancucha peptydowego PSK-erjest istotna dla zachowania funkcji biologicznej.
Z badan tych wynika réwniez, ze konfiguracja reszt Tyr w pozycji 1i 3 ma zasadni-
cze znaczenie dla zachowania aktywnosci PSK-a, gdyz zamiana L-Tyr na D-Tyr
prowadzita do utraty aktywnosci biologicznej.

INNE PEPTYDY SYGNALOWE ROSLIN

ENOD40

W korzeniach roslin strgczkowych wystepuja brodawki (nodule), organy w kto-
rych azot atmosferyczny jest wigzany i redukowany do amoniaku. Brodawki te sg
aktywowane przez sygnatowg czasteczke lipochityno-oligosacharydowa (ang. nod
factor) syntezowang przez bacterie Rhizobia [55], Proces ten jest inicjowany przez
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lokalne komorki korzenia. Jak wykazaty badania prowadzone na kilku gatunkach
roslin straczkowych wazna role w odpowiedzi na nod factor odgrywaja geny nodu-
lo-specyficzne. Jeden z nich to gen ENODAC) [14-17], ktory jest wykrywany w soi
w ciggu jednego dnia od zaszczepienia bakteriami z rodzaju Rhizobia. Indukuje on
namnazanie sie i podziat komorek w wewnetrznej czesci kory korzenia, we wcze-
snym etapie organogenezy noduli, stagd nazwa (ang. EarlyNOD) [55, 56],

Struktura tego genu zostata szczeg6towo opisana w licznych pracach, do ktd-
tych odsytamy czytelnika [14-17].

Tabela 7. Sekwencje aminokwasowe ENODA40 u réznych gatunkéw roslin [30]

Rodzaj rosliny Sekwencja ENOD4D
Medicago satn-a MKLLCWOKSIHGS
Medicago inmcutata MKLLCWEKSIHGS
Pisuni satrwm MKFLCWQKSIHGS
Vtciasanva MKLLC\VQKSIHGS
Ghune mcix- ME - LCWQTSIHGS
Gheme max-2 ME - LCWLTTIHGS
Lupinus luteus ME - LSVVQKSIHGS
Sicotiana tobacum MQ-—-—-WDEAIHGS

Na podstawie analizy sekwencyjnej gendw pochodzacych z kilku gatunkéw
roslin stragczkowych wydedukowano sekwencje peptydéw zaliczanych do grupy
ENODA40 (Tabela 7). W tancuchach tych peptydéw obserwuje sie state wystepo-
wanie reszty Trp i powtarzalnego C-koricowego fragmentu peptydowego 1HGS (Ta-
bela 7) [30].

Obecnosc¢ tych peptyddw u roslin odgrywa, jak sie zdaje, istotngrole w wigza-
niu azotu w nodulach roélin. Jak nalezy przypuszczaé ekspresja genéw ENOD40
moze by¢ elementem inicjujacym nodule do dziatania hormonalnego w komérkach
korzeni roslin straczkowych [56]. Na podstawie dotychczas przeprowadzonych nie-
zbyt licznych badan trudno jest ustali¢ ostateczng role i mechanizm dziatania tych
peptydow.

CLAVATA3 (CLV3)

CLAYA.TA3 (CLV3)jest polipeptydem sygnatowym znalezionym u rzodkiewnika
—Arabidopsis thaliana [18]. Struktura tego peptydu, podobnie jak ENOD40, zostata
wydedukowana na podstawie analizy sekwencyjnej genu CLV3 [18]. Sktada sie on
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z 96 reszt aminokwasowych, a oktadekanopeptydowa sekwencja sygnatowajest zlo-
kalizowana przy N-koncu ijest fragmentem hydrofobowym, bogatym w reszty Leu
(ang. Leu-rich repeai) (Rysunek 5). Peptyd tenjest odpowiedzialny za proces namna-
zania sie komorek w wierzchotku wzrostowym roélin i prawdopodobnie przeciw-
dziata nadmiernej proliferacji komorek [57]. Wierzchotek wzrostu (czes¢ tkanki twor-
czej - meristemum) kontroluje staty przyrost dtugosci peddw i korzeni, roznicowanie
komorek oraz wbudowywanie ich w liscie i paki kwiatowe. Jak wykazaty badania,
w stozku wzrostowym todygi rzodkiewnika pospolitego (A. thaliana) za utrzymanie
stanu réwnowagi pomiedzy procesem proliferacji i roznicowania sie komarek odpo-
wiedzialne satrzy geny: CLV1, CLV2 i CLV3. Rola poszczegdlnych gendw byia przed-
miotem szerszych badan, obejmujagcym réwniez badania na roslinach transgenicz-
nych [57—59]. Dla klarownosci wywodu zrezygnujemy z opisu roli poszczeg6lnych
genomdw i mechanizmu ich dziatania odsytajac czytelnika do literatury [60].

MPSKSFVLLLLLFCFLFLHDASDLTOAHAHVOGLSNRKMMMMKMESEWVGANT.FAFifa
KTKGLGLHEELRTVPSGPDPLHHHVNPPRQPRNNFQLP

R\sunek 5. Sekwencja aminokwasowa CLV3 z zaznaczong sekwencjg sygnatowa zlokalizowang
w N-koAcowym odcinku tancucha peptydowego [18]

Jak do tej pory CLAVATAS est przedmiotem badan fizjologdw roslin iniedocze-
kata siejeszcze badan dotyczacych zaleznosci miedzy strukturaa funkcjgbiologiczng
peptydu.

S-LOCUS

W locus S znajdujg sie trzy geny: SLG, SRK, i SCR [61]. Koduja one biatka,
ktore maja istotny wptyw na mechanizm samoniezgodnosci (ang. Selflncompatibi-
lity, SI). Ten ztozony proces zapobiega samozapyleniu roslin przez wiasny pyfek
kwiatowy. W procesie zapylenia pylek ogarnia zeriskie znamie stupka kwiatowego
i styka sie zbrodawkgznamienia. Jezeli pytek zostaje rozpoznany przez polimorficzne
biatkowe receptory (S-locus) jako wiasny, to proces zapylenia zostaje zatrzymany.
Proces ten zapobiega samozapyleniu, a w dalszej kolejnosci przeciwdziata degenera-
cji roslin.

Samoniezgodnos$¢ (samobezptodnosc) jest najbardziej skutecznym mechanizmem
zabezpieczajgcym przed samozapyleniem polegajgcym natym, ze niezgodne ziarna
pytkowe wcale nie kietkuja badZz w przypadku uruchomienia kietkowania, krotkie
tagiewki nie penetrujg znamienia. Samoniezgodno$¢ u Brassicaceae jest kontrolo-
wana przez pojedynczy wieloalleliczny locus S. Gdy na znamieniu lagduje ziarno pyt-
ku, ktore niesie ze sobaallele identyczne z allelami znamienia stupka, pytek ten zostaje
rozpoznanyjako ,wiasny” i odrzucony. Zas$ ,,obcy” pytek moze rozwijac sie normal-
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nie, co w konsekwencji prowadzi do zaptodnienia komorki [62], Zjawisko to zostato
najlepiej, jak dotad, zbadane uroslin z rodziny Brasicaeceae.

Gen SRK koduje biatko funkcjonujacejako zenski determinant samoniezgodno-
§ci [62]. Rola biatka SLG nie zostatajeszcze zbadana. Na podstawie zgromadzonych
dowoddéw wysunieto hipoteze, ze biatkaSZG moga: (1) by¢ koniecznym sktadnikiem
kompleksu receptorowego [63], (2) uczestniczy¢ w posttranskrypcyjnym dojrzewa-
niu SRK [64], (3) bra¢ udziat w adhezji pytku do znamienia [65], (4) funkcjonowac
jako przeno$nik Uganda pytkowego [66].

SP11-9

ANItf-£4/mZCF/F/FSS//IFEEF-£-- ANLRKT-CVHRLNSGGSCGKSGQHD
CEAFYTNKTNQKAFYCNCT-SPFRTRYCDCAIKCKVR
SP11-8

MK-SA VYALLCFIFIYSGHIOEL-E--4ANLMKR-CTRGFRKLGKCTTLEEEK
CKTLYP-R----—-- GQCTCSDSKMNTHSCDC-KSC
SP11-12

MK-SAIYALLCFJFrVSSHVOEL TENGAD-- KQQCKKNFP--GHCETS--ERC
ENTYK-RLNKKVFDCHCQ—PFGRRLCTC-K-C
SP11-52

MK-SYLYALLCFIFIVSSHVQDF-E-"NLMNR-CTRELPFPG KCGSSEDGG
CIKLYS SEKKLHPSRCEC-EPRYKARFCRC-KIC
PCP-A1l

MKNTVKLSLIGFVMLTVLLLGETVI--*"QKRKP-CYSQEP-DKTCEVN---
RCKANCVKKHKKILAFTSCIKENNGNMYCRCQYPCPP

Rysunek 6. Sekwencja aminokwasowa czterech allelicznych typéw SPI1 i PCP-Al. Czcionkg pochylg
zaznaczono sekwencje sygnatowe, za$ czcionka pogrubiong reszty cysteinowe obecne w faficuchu
peptydowym [70]

Najlepiej rozpoznany jest gen SCR (ang. S-lociis cysteine - richprotein), znany
réwniez pod nazwag SP11 [67, 68], ktory zostat wyizolowany w 1999 roku z roslin
Brassica compestis (rapa) [68]. SCR koduje biatko petnigce role meskiego determi-
nanta samoniezgodnosci [68]. Jest to polipetyd sygnatowy zawierajgcy od 74 do 83
reszt aminokwasowych i charakteryzuje sie obecnoscia 8 reszt Cys (tzw. Cys —rich
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peptide). Sekwencjatego polipeptydu zostata wydedukowana na podstawie sekwen-
cji genu S8kodujacego SCR/SP11 [67], SCRjest nowym cztonkiem rodziny biatek
PCP (ang. Pollen Coat Protein) [69] (Rysunek 6).

Jak dotad nie prowadzonojeszcze studidéw zaleznosci miedzy strukturga funkcija
biologiczng peptydu Locus S. Jest on przedmiotem intensywnych badan biologicz-
nych.

PODSUMOWANIE

Odkrycie hormonéw peptydowych roslin daje poczatek nowym Kkierunkom
badan w zakresie fitochemii i fizjologii roslin. Bodzcem do podjeciatych badan byt nie
tylko aspekt poznawczy; ale i praktyczny szczeg6lnie w'azny w uprawie roslin spo-
zywczych. Przedstawione tu rezultaty badan dotyczacych peptydéw sygnatowych
ro$lin sg gtdwnie wynikami badan wykonanych przez biologéw. Materiat zawarty
w niniejszym artykule jest niejednolity' z uwagi nato, ze niektore peptydy sgopisane
bardziej szczegdtowo pod wzgledem chemicznym, inne mniej. Prace te mozemy
zaliczy¢ do badan pionierskich, majacych na celu wyjasnienie niepoznanych do korica
mechanizmow fizjologicznych u roslin na poziomie molekularnym, kontrolowanych
przez endogenne substancje pepty dowe roslin. Publikacja ta ma na celu uporzadko-
wanie danych i zainteresowanie szerszej grupy uczonych, ktorzy podjeliby trud
wyjasnienia roli poszczegélnych prezentowanych tu czynnikow dla funkcji fizjolo-
gicznej roélin. Nie mniej jednak, natym etapie przedstawione badania majg warto$¢
poznawczg i pozwalajg na rozpoznanie zagadnie zwigzanych z funkcjonowaniem
roslin.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] F.W. Went. Rec. Trav. Bot. Neerl., 1928. 25, 1.
[2] N. Cholodny, Planta, 1928, 6, 118.
[3] E. Kurosawa, Nat. Hist. Soc. Formosa, 1926, 16, 213.
[4] C.O. Miller. F. Skoog, H.M. von Saltza. F.S. Okumura. Strong F.M.. J. Am. Chem. Soc.. 1955. 77.
2662.
[5] F.T. Addicott, J.L. Lyon, K. Ohkuma. W.E. Thiessen, H.R. Cams. O.E. Smith. J.W. Comforth.
B.V. Milborrow; G. Ryback. P.F. Wareing, Science. 1968. 159. 1943.
[6] D.C. Aldridge, S. Galt, D. Giles, W.B. Turner, J. Chem. Soc. Chem. Commun. C 1971, 1623.
[7] W. Crocker, A.E. Hitchcock, P.W. Zimmerman. Contrib. Boyce Thompson Inst. 1935. 7. 231.
[8] M.D. Grove, G.F. Spencer, W.K. Rohwedder, N. Mandawa, J.F. Worley, J.D. Warthen. G.L. Steffens,
J.L. Flippen-Anderson, J.C. Cook, Nature. 1979, 281, 216.
[9] G. Pearce. D. Strydom, S. Johnson, C.A. Ryan, Science, 1991, 253, 895.
[10] Y. Matsubayashi, Y. Sakagami, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, 93, 7623.
[11] Y. Matsubayashi, L. Takagi, Y. Sakagami, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1997, 94, 13357.
[12] Y. Matsubayashi, L. Takagi, N. Omura, A. Morita, Y. Sakagami, Plant Physiol., 1999, 120, 1043.



[13]

[14]

[15]
[16]

[17]
[18]
[19]

[20]
[21]
[22]

[23]
[24]
[25]

[26]

[27]
[28]
[29]
[30]
[31]
[32]
[33]
[34]
[35]
[36]
[37]
[38]
[39]

[40]
[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

PEPTYDY SYGNALOWE P.CSL[\ 999

T Kobayashi. C.H. Eun, H. Hanai. Y. Matsubayashi. Y Sakagami, H. Kamada.J E\p Bot. 1999,
50, 1123.

W. Yang, P. Katmakis, P. Hendriks. A. Smolders. F dc Yries. J. Spee. A vanKaramtn T Biling,
H. Franssen. Plant J., 1993, 3. 573.

P. Mylona, K. Pawtowski, T. Bissieing. Plant Celi. 7, 1995. 869.

K. van de Sande, K. Pawtowski, I. Czaja, U. Wieneke. J Schell, J. Schmidt, R V\alden,
M. Matvienko, J. Wellink, A. \an Kammen, H. Frannsen. T Bisseling. Science. 1996, 273. 370
H Kouchi, K. Takane, R.B. So, J.K. Ladha, P.M Reddy. P'ant J.. 1999, 18. 121

J C. Fletcher, U. Brand, M P. Running, R. Simon. E.M. Meyerdw ltz, Science, 1999. 283. 1911

J C. Stein, B. Howlett, D.C. Boyes, M.E Nasrallah, J.B. Nasrallah. Proc Nat! Acad. Sci USA.
1991. 88, 8816.

J.C. Stein, R. Dixit, M.E. Nasrallah, J.B. Nasrallah, Plant Celi, 1996, 8, 429.

C R. Schopfer, J.B. Nasrallah, M E. Nasrallah, Science. 1999. 286, 1697.

G. Suzuki, N. Kai N., T. Hirose, T. Nishio, S. Takayama, A. Isogai, M. Watanabe. K. Hinata.
Genetics, 1999, 153. 391.

B McGurl, C.A. R>an. Plant Mol. Biol., 1992, 20, 405.

C P. Constabel, L. Yip, C.A. Ryan, Plant Mol. Biol.. 1998, 36. 55.

C.A. R>an, G. Pearce, S. Johnson, B. McGurl, M. Orozco-Cardenas. E.E. Farmer. Mech. Plant Def
Resp., 1993, 196.

M. Radtowski, S Bartkowiak, K. Gulewicz, M. Giel-Pietraszuk. P. Mucha. P. Rekowski. G Kupry-
szewski, J Braciszewski, J. Plant Physiol, 1997, 150, 220.

J.B. Hollick. M.P. Gordon, Plant Mol. Biol, 1993, 22, 561.

B. McGurl, G. Pearce, M. Orozco-Cardenas, C.A. Ryan, Science, 1992,255, 1570.

C.A Ryan, Biochem. Biophys. Acta, 2000, 1477, 112.

A. Schaller Plant Mol. Biol., 1999, 40, 763.

D. Bergey, G. Howe, C.A Ryan, Proc. Nat). Acad Sci. USA, 1996, 93, 12053.

T. Meindl, T. Boller, G. Feli\, Plant Celi. 1998, 10, 1561.

J.M. Scheer, C.A. Ryan, Plant Celi, 1999, 11, 1525.

J.M. Scheer, C.A. Ryan, Proc. Natl. Acad Sci. USA. 2002.99, 9585.

G. Pearce, S. Johnson. C.A. Ryan, J. Biol. Chem., 1993, 268, 212.

G. Pearce, D.S. Moura, J. Stratman. C.A. Ryan. Nature, 2001, 411, 817.

G. Pearce, C.A. Ryan, J. Biol. Chem., 2003, 278, 30044.

A. Toumadje, W.C. Jr. Johnson, J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 7023.

G. Slésarek, P. Mucha. P. Rekowski, G. Kupryszeuski, M.G. Pietraszuk, M. Szymanski. J. Barci-
szewski, J. Struci. Biol., 1995,115, 30.

Y. Matsubayashi, H. Hanai, O. Hara, Y. Sakagami, Bioch. Bioph. Res. Com. 1996. 225. 209.

S. Yamakawa, Y. Matsubayashi. Y. Sakagami. H. Kamada. S. Satoh. Biosci. Biotechnol Biochem..
1998, 62, 2441.

S. Yamakawa, Y. Matsubayashi, Y. Sakagami. H. Kamada. S. Satoh, Biosci. Biotechnol Biochem.,
1999, 63, 2240.

S. Yamakawa, C. Sakurai, Y. Matsubayashi. Y. Sakagami. H. Kamada, S. Satoh, J. Plant Res., 1998,
111, 453.

G. Yang, S. Shen, T. Kobayashi, Y. Matsubayashi, Y. Sakagami, H. Kamada, Plant Biotechnol.,
1999, 16, 231.

H. Hanai, T. Matsuno, M. Yamamoto. Y. Matsubayashi, H. Kamada, Y. Sakagami, Plant Celi
Physiol., 2000, 41, 27.

K. Sasaki, T. Ishise, K. Shimomura, T. Kobayashi, Y. Matsubayashi, Y. Sakagami, H. Umetsu.
H. Kamada. Plant Growth Regulation, 2001, 00, 1.



1000 A BAHYRYCZ, D KONOPINSKA, K SZYMANOWSKA

[47] G. Yang, Y. Matsubayashi. K. Nakamura, Y. Sakagami, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1999. 96.
13560.

[48] R.J. Simpson, J.A. Smith, R.L. Moritz, MJ. 0'Hare, P.S. Rudland, J.R. Morrison, CJ. Lioyd.
B. Grego, A.W. Burgess, E.C. Nice. Eur. J. Biochem., 1985. 153.629.

[49] Y. Matsubajashi, Y. Sakagami, J. Biol. Chem., 2000, 275, 15520.

[50] Y. Matsubajashi, Y. Sakagami, Eur. J. Biochem., 1999, 262, 666.

[51] Y Matsubayashi, H. Hanai, O. Hara, Y. Sakagami, Bioch. Bioph. Res. Com.. 1996, 225. 209.

[52] Y. Matsubajashi, M. Ogawa, A. Morita, Y. Sakagami. Science, 2002, 296, 1470.

[53] A. Bahyiycz, Y. Matsubayashi, M. Ogawa, Y. Sakagami, D. Konopinska, J. Peptide Sci.. 2004.10,
462.

[54] A. Bahyrjcz. Y. Matsubayashi, M. Ogawa, Y. Sakagami, D Konopinska, J. Peptide Sci. J. Peptide
Sci., 2005, 11, 589.

[55] J. Kopcewicz, S. Lewak, Fizjologia roslin. PWN, Warszawa, 2002.

[56] C. Charon, C. Johansson, E. Kondorosi, A. Kondorosi. M. Crespi, Proc. Natl. Acad. Sci. L'SA.
1997, 94, 8901.

[57] U. Brand, J C. Fletcher, M. Hobe, E.M. Meyerowitz, R. Simon, Science, 2000. 289, 617.

[58] S.E. Clark, M.P. Running, E.M. Meyerowitz, Development, 1993, 119, 397.

[59] S.E. Clark, M.P. Running, E.M. Mejerowitz, Development, 1995, 121, 2057.

[60] A. Trotochaud T. Hao, G. Wu, Z. Yang, S. Clark, 1999, 3, 393.

[61] S. Takayama, Y. Sakagami Curr. Opin. Plant Biol., 2002, 5, 382.

[62] SJ. Hisock S.M. Mc Innis Trends in Plant Science, 2003, 8. 606.

[63] S. Takayama, H. Shimosato, H. Shiba, M. Funato, F. Che, M. Watanabe, M. lwano, A. Isogai,
Nature, 2001, 413, 534.

[64] R. Dixit. J.B. Nasrallah, M.E. Nasrallah, Plant Physiol.. 2000. 124. 297.

[65] B.P. Kemp, J. Doughty, J. Exp. Bot., 2003, 54, 157.

[66] A. Kachroo. C.R. Schopfer, J.B. Nasrallah, M.E Nasrallah, Science. 2001, 293, 1824.

[67] C.R. Schopfer, J.B. Nasrallah. M.E. Nasrallah, Science, 1999, 286, 1697.

[68] G. Suzuki, N. Kai, T. Hirose, T. Nishio, S. Takayama. A. Isogai. M. Watanabe. K. Hinata. Genetics.
1999, 153, 391.

[69] J. Doughty, F. Hedderson, A. Mc Cubbin, H. Dickinson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1993.90.467.

[70] S. Takayama, H. Shiba, M. lwano, H. Shimosato, F-C. Che, N. Kai, M. Watanabe, G. Suzuki,
K. Hinata, A. Isogai, PNAS, 2000, 97, 1920.

Praca wptyneta do Redakcji 15 listopada 2005



WIADOMOSCI 2005. 59, 11-12
chemkme PL 1SS\ 0043-5104

PRZEGLAD STOSOWANYCH BIOINDYKATOROW
DO MONITOROWANIA SKAZENIA SRODOWISKA
PRZYRODNICZEGO

BIOINDICATORS IN ENVIRONMENTAL POLLUTION
MONITORING - A REYIEW

Krystyna Srogi

Instytut Chemicznej Przerdbki Wegla,
ul Zamkowa 1, 41-803 Zabrze

Abstract
Wprowadzenie
1. Przeglad stosowanych bioindykatoréw do monitorowania skazenia
Srodowiska przyrodniczego
1.1. Mchy, porosty
1.2. lgty sosny
1.3 Wykorzystanie trawy, grzybow i innych organizmoéw (organow)

jako zintegrowanych prébnikéw do pobierania prébek zanieczysz-
czen Srodowiska

1.4. Wykorzystanie wlosowjako biowskaZznikow

2. Zastosowanie roslinnoscijako biowskaznikowjakosci Srodowiska
Podsumowanie

PiSmiennictwo cytowane



1002 k SRUC.

Dr Krysty na Srogi jest absolwentem Wydziatu Analityki
Medycznej Slaskiej Akademii Medycznej w Sosnowcu.
W latach 1996-2002 studiowata chemie w ramach stu-
diow doktoranckich na Wydziale Chemii Politechniki Sla-
skiej w Gliwicach. Tematem rozprawy doktorskiej, za-
konczonej w 2002 z uzyskaniem tytutu doktora nauk
chemicznych byla absorpcyjna spektrometria atomowa
i pulséwa polarografia réznicowa w analizie produktow
i odpadow z przerébki paliw statych i w analizie mchow,
z uwzglednieniem kontroli jakosci uzyskiwanych wyni-
kéw analitycznych i wykorzystaniem elementéw Systemu
Kontroli i Zapewnienia Jakosci.
Jest wspotautorem 8 publikacji, autorem 7 publikacji. Obecnie pracuje w Instytu-
cie Chemicznej Przerdbki Wegla w Zabrzu.



PRZEGLAD STOSOWANYCH BIOINDYKATOROW 1003

ABSTRACT

The aim ofthe study was a review using bioindicators in biomonitoring. As it
well known, bioindicative methods are commonly used in the evaluation of environ-
mental purity levels. Various types ofplants are used as popular indicators of conta-
mination, form mosses and lichens to trees or plants. Also, the monitor metal pollu-
tions the following were suggested as bioindicators: pine bark. bacteria, fungi, gras-
ses, fems, algae, animals or human hair and laying hen feathers. It should be noted
that monitoring with mosses as well as other bioindicators/biomonitors provides low-
cost Information on the nature and quantity of pollutant deposition and since the
accumulation ofelements by mosses is high, this creates ideat conditions for analysis
and overcomes problem related to analytical sensitivities.
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WPROWADZENIE

Od kilkudziesieciu lat w wielu krajach praktyczne zastosowanie w ocenie stop-
nia zanieczyszczenia Srodowiska znajdujg metody bioindykacyjne, wykorzystujace
w systemie monitoringu zanieczyszczen organizmy zywe, czyli tzw. biowskazniki
[u2].

Z wykorzystaniem metod biologicznych do celéw analitycznych wigza sie dwa
pojecia [5,6]:

- biowskazniki (bioindykator), ktéry moze stanowi¢ organizm lub wspdlnota
organizméw. Biowskazniki dostarczajginformacji o stanie (jakosci) Srodowiska oraz
co do natury zmian w Srodowisku. Oceny stopnia zagrozenia danego elementu $ro-
dowiskadokonuje sie na podstawie analizy wizualnej.

- biomonitor, ktéry réwniez stanowi organizm lub wspdélnote organizmow,
bedace zrodtem informacji natemat ilosciowych aspektow jakosci srodowiska i zmian
w nim zachodzacych. Zrodtem informacji sa w tym przypadku wyniki analiz odpo-
wiednio dobranych fitotestow.

Biowskaznikiem moze by¢ caty organizm, badz tylko jedna zjego czesci [3].

W stosunku do biowskaznikéw stawiane sgwysokie wymagania. Aby wskaznik
byt wartosciowy musi charakteryzowaé sie waska skalgtolerancji ekologicznej”
tzn. reagowaé specyficznie najeden czynnik srodowiska (typ skazen). Wsrdd bio-
wskaznikéw mozna wyrozni¢ dwie gtéwne grupy: (1) biowskazniki wiasciwe
(ang. sensitive indicator), ktdre reagujg na zmiany w srodowisku w sposob widocz-
ny, m.in. zmianami: morfologicznymi, sktadu gatunkowego, histologicznymi, w za-
chowaniu, w strukturze populacji organizmoéw, w przebiegu proceséw metabolicz-
nych; (2) biowskazniki o niewidocznej reakcji organizmu (ang. accimmlative indica-
tor), lecz gromadzace rdzne substancje (zanieczyszczenia), ktorych stezenia moga
by¢ zmierzone [4-6].

W literaturze [7, 8] spotka¢ mozna réwniez inny podziat na:

- aktywne bioindykatory (ang. active bioindicators), uzywane zwykle w labo-
ratorium celem sprawdzenia zawartosci skumulowanych pierwiastkow, zwigzkéw
po ich ekspozycji w okreSlonym czasie i na terenie (technika woreczkowa, badz
transplantacyjna),

- pasywne bioindykatory (ang. passive bioindicators)—erganizmy lub ich natu-
ralne biotypy zdolne do akumulacji zwigzkdéw i pierwiastkéw, stosowane do badania
aktualnego skazenia Srodowiska na obszarze ich wystepowania.

Specyficzng zdolnos¢ biowskaznikow do bioakumulacji okreslonych pierwiast-
kow wykorzystuje sie czesto do celéw biogeochemicznej prospekcji, przy ktorej
bada sie zmienny sktad chemiczny wiasnie roélin wskaznikowych.

Dla petnego obrazu stosowanych metod bioindykacyjnych w Tabeli 1[9] przed-
stawiono ich zalety i wady. W badaniach biomonitoringowych, z uzyciem np. igliwia,
mchdw czy porostdéw analizowana jest siarka, a w szczegélnosci jej zwigzki (SO,)
[10-12], ktorej zmiany w zawartosci uznawane sgza jedno z fizjologicznych kryte-
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riow subtelnego naruszenia metabolizmu pod 'wptywem zanieczyszczen powietrza
i stopnia ich dziatania na drzewa i roslinno$¢. Szczegdlnie niezwykle wazne wydaja
sie badania oceny stopnia skazenia SO, w bioindykatorach pobranych w najbiizsz\m
otoczeniu emiteréw w/w zwigzku, np. elektrowni. Analizowane sg réwniez metale
ciezkie, gtdwcie kadm i otdw, ktérych poziom zawartosci w ro$linach odzwierciedla
stopien odzywienia, a niedoboiy o niedostatecznej ich zawartosci w glebie lub o de-
gradacji srodowiska, spowodowanej gtéwnie przez zanieczyszczenia komponentow
tegoz $rodowiska, np. gleby [13]. Jak wiadomo metale speniajg r6zna role w zyciu
roslin, najczesciej analizowane cynk, miedz i zelazo petnig wazne funkcje fizjologicz-
ne, sg roslinom niezbedne do prawidtowego metabolizmu zaréwno na poziomie
komdrkowym, jak i catego organizmu, m.in. jako sktadnik wielu enzymow, biatek
i chlorofilu. Rosliny pobierajg metale na drodze czynnej w procesie metabolicznym,
proporcjonalnie do ich stezeniaw podtozu, i biernej - przy nadmiarze w srodowisku.
Natomiast kadm i otow, rownie czesto analizowane, nie spetniajg w roslinach zad-
nych funkcji. Sa, wiec typowymi zanieczyszczeniami, pobieranymi przez rodliny biernie
zarowno z podtoza (proporcjonalnie do stezenia form rozpuszczalnych w roztworze
glebowym), jak i z zanieczyszczonego powietrza wTaz z opadem pytu. Analizowane
sgrowniez i inne makro (Al, Ca, Mg, K, Na, Mn) - i mikroskfadniki (Fe, As, Mo, Se,
Sr, Ag, Sn, Sb, Hg, Tl, Bi, Zr, Y, Ga, Ge) [14, 15], Nalezy' nadmienic¢, iz wzrost
kwasowosci gleb znacznie zwigksza ich biodostepnosé [16].

Tabela 1. Poréwnanie zalet i wad monitoringu biologicznego [9]

ZALETY WADY i

1 Rosliny majag duzg zdolnos¢
i magazynowania zanieczyszczen.

2. Zanieczyszczenia skumulowane w roslinach lub
na ich powierzchni moga byc analizowane
metodami fizycznymi i chemicznymi.

3. Rodliny mogg by¢ uzyte do okreslenia zrédet
emisji zanieczyszczen, ich dyspersji i osadzania.

4. Wykorzystanie materiatu biologicznego
umozliwia realng ocene stanu zanieczyszczenia.

pochtaniania

1. Ros$liny pobierajg zanieczyszczenia z powietrza i
gleby, co utrudnia interpretacje wynikéw

2. Wyniki oznaczei zawartoSci  zanieczyszczenh
w ro$linach nie sg tak precyzyjne jak ich pomiary
bezposrednio w powietrzu.

3. Konieczno$¢ uzycia okre$lonych taksonéw

4. Kondycja i stan rosliny wskaznikowej zalezy od
wielu czynnikéw: zmian klimatycznych, patogenéw i

itp.
5. Relatywnie niski koszt badan.

Poziom metali w bioindikatorach jest zalezny od wielu czynnikéw1Spos$rdd naj-
wazniejszych nalezy wymieni¢:

@ gatunek [17] —przy poréwnywaniu stezer metali ciezkich w réznych gatun-
kach mchow czy porostow mozna wnioskowac o stopniu zanieczyszczenh obszarow,
na ktérych one wystepuja, w pewnym tylko przyblizeniu, wiadomo, bowiem, ze
istniejaczesto znaczne réznice w nagromadzeniu metali ciezkich przez rozmaite ich
gatunki. Jak podaje Srogi [9] kryterium, ktdre pozwala uzna¢ wykorzystane gatunki
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mchow za uzyteczne w badaniach monitoringowych jest wielko$¢ wspotczynnika
korelacji pomiedzy zawartoscigbadanego analitu w poszczegélnych gatunkach.

Tabela 2. Zalezno$ci (korelacje) miedzy zawartoscig cynku w mchach [9]

Cpn e Ot R e powamian
I 0,99™ 0.94*% 0,91¢ 0.73** 0.89%*
2 0.84”" 0,86* 0.89* 0,72%*
3 0.66" 0.74" 081”
4 0.69* 0,62"
5 0,57*

***p=0,001, ** p=0.005, *p =001
Hypnum cupjoj. - Hypnum cupressiformefo. Fihforme

W Tabeli 2 [9] zestawiono wspdiczynniki korelacji oznaczania cynku w wy bra-
nych probkach mchow. Podobne obserwacije poczynit Kuzniewski iin. [18] analizu-
jac zawarto$¢ metali ciezkich w réznych, pod wzgledem gatunkowym, surowcach
zielarskich. Do badan pobierano rowniez rézne czesci anatomiczne surowca roslin-
nego usytuowanego w réznych miejscach poboru w stosunku do tras samochodo-
wych (1,5 m. od jezdni) [19, 20], Najwiecej Zn, Pb i Cd wsérdd badanych roélin,
stwierdzono w Digitalispurpurea oraz w kwiatach Sambucus nigra. Do podobnych
konkluzji doszli autorzy w pracy [21], w ktorej wykazano, iz spo$rdd badanych
roslin leczniczych najwyzszgzawartos¢ metali ciezkich wykazuje Taraxacwn offici-
nalis (mniszek lekarski) i Plantago major L. (babka zwyczajna), wiecej w korzeniu

izw lisciach;

)] cze$¢ anatomiczna osobnika ijego wiek - stwierdza sie wzrost zawartosci
.netali wraz z wiekiem biowskaznikéwnp. akumulacjaw bragzowych, starszych czes-
ciach mchu jest czteiy razy wieksza niz w czesciach zielonych, mtodych [17, 22,
23]. Zroéznicowane zawartosci metali ciezkich w czesciach zielonych i brazowych
zilustrowano w Tabeli 3.

Tabela 3. Wyniki oznaczenia metali [ppm s.m.] w Orthodicranum montanum (widtozab gorski)
z uwzglednieniem cze$ci rosliny pobranej do analizy, n =6 [9]

Cze$¢ brazowa Analit [ppm] Cze$¢ zielona
638,27 Cynk 524,36
406.67 Otoéw 339.15

6,78 Kadm 5.15
63,67 Nikiel 57,89

3.98 Molibden 2.92
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Tabela 4. R6znice w zawarto$ci metali ciezkich pomiedzj czesciami zielonjmi i brazow>mi Orthod:-
cranum montanum zebranjmi z obszaru wojewo6dztwa $lgskiego [9]

Stanowisko poboru Zn Pb Cd \i Mo i
Park Gliwicko-Zabrski 6,01 5,56" 369 3,43 i 3.28 1
Lasek przv trasie A4, Maciejow 2,64" 13,34" 3.50” 4 01¢ 554 |
Las Labedzki. Gliwice 16,78" 8,98” 5.22* 214 5.35**
* p- 0,05
** p- 0,01

Tabela 4 przedstawia roznice w zawartosci metali ciezkich pomiedzy czeSciami
zielonymi i brgzowymi Orthodicranum montanum (widtozab gorski) zebranymi
z obszaru wojewddztwa $laskiego [9];

(3) pora roku—ebserwuje sie spadek zawartosci metali ciezkich w okresie inten-
sywnego wzrostu [24], najbardziej odpowiednigporaroku zbierania, np. prébek mchu
jest wczesne lato [25];

(4) miejsce poboru prébek - winno by¢ adekwatne do celu analiz}, np. chcac
uzyskac¢ informacje o zanieczyszczeniu powietrza atmosferycznego naterenie przy-
legajacym do autostrady nie nalezy pobierac probek tuz przy niej lecz w odlegtosci
przynajmniej 50 m od jej krawedzi; autorzy prac [26,27] zalecajapobieranie prébek
mchow w odlegtosci 300 m od gtéwnych szlakéw komunikacyjnych, a 100 m od
gospodarstw domowych, mniejszych drdg i innych lokalnych zanieczyszczen. Ruhling
i Tyler [1] badali akumulacje otowiu w réznym materiale roslinnym, m.in. mchach
rosnacych przy ruchliwych szosach w potudniowej Szwecji. Wykazali oni, ze na
przestrzeni zaledwie 150 m od szosy nastepuje 9-krotne obnizenie poziomu otowiu
w mchach;

(5) warunki klimatyczne lokalizacji pobranych do analizy mchéw. W Tabeli 5
przedstawiono zrdznicowane stezenia Cd, Zn, Ni, Mo i Pb w mchach zebranych
z réznych miejsc poboru [17];

(6) wielkos$¢ opaddw atmosferycznych [17];

(7) sposob przygotowania probek do analizy chemicznej: chodzi tu konkretnie
o uwzglednienie, badzZ nie, etapu mycia prébek roslinnych [32] decydujgcy w konse-
kwencji o koncowym wyniku analizy, co z kolei jest zobrazowane w Tabeli 6 [9];

(8) stosowane metody analityczne [14].
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Tabela 5. Srednie zawartosci [ppm s.m.] metali w prébach mchéw, n = 4 [9]

Opis miejsca poboru
prébki

Park Chopina, Gliwice

Dabréw ka Mata -
obszar rolniczy

Maciejow
Lasek przy trasie A4

Park Chrobrego,
Gliwice

Sanok, skansen

Las £abedzki

Sanok ul. 3-ego Maja 3

Sanok, osiedle Posada

Park Chopina, Gliwice

Bytom -Piekary
Slaskie, Zaktady
Hutnicze

Park Gliwicko-Zabrski

Sanok, skansen

Gatunek

Hypnum cupressiforme
fo.filiforme
(rokiet cyprysowaty)
Orthodicramim
montanum
(widtozab gorski)
Orthodicranum
montanum
(widtozgb gorski)
Plagiothecium laetum
(piaszczeniec)
Polytrichumformosum
(plonnik strojny)
Orthodicranum
montanum
(widtozab gorski)
Orthodicranum
montanum
(widtozagb gérski)
Pohlia nutans
(knotnik zwisty)
Pleurocium schreberi
(rakietnik pospolity)
Orthodicranum
montanum
(widtozab gérski)
Polytrichumformosum
(ptonnik strojny)
Hypnum cupressiforme
fo.filiforme
(rokiet cyprysowaty)

Zn

337,12

267,81

518.86

607.38

101,11

253,22

527.75

625,57

425.69

1047,14

110,32

510,31

5.95

12.58

2.22

3,94

10,51

22,52

21.58

Ni

22,14

19,49

56.17

58.71

10.23

21,49

36,48

59,74

42,56

58,83

12,21

42,29

Mo

1,12

112

2.72

0,89

0,50

3,88

2,22

Tabela 6. Wyniki oznaczenia metali [ppm s.m.] w Plagiothecium laetum (cz. myta, niemyta),

Cze$¢ myta

279,15-303,10

235,03-258,74

9,26-13,16
4.26-5,03

0,98-1,34

Analit [ppm]
Cynk
Otéw
Nikiel
Kadm

Molibden

Cze$¢ niemyta

314,48-328,21

301,11-311,47
16,69-18,93
6.14-7,03

2.02-2.94

Pb

268,54

164,24

337.15

115.37

108.52

224.11

328.74

457,82

212.35

810.32

156,71

256,31

n==6[9]



PRZEGLAD stosowanych bioindykatoréw 1009

1 PRZEGLAD STOSOWANYCH BIOINDYKATOROW
DO MONITOROWANIA SKAZENIA SRODOWISKA PRZYRODNICZEGO

Wykorzystanie wskaZnikow biologicznych celem oszacowania poziomu zanie-
czyszczen srodowiska i oddziatywanie tych zanieczyszczen na srodowisko jest sto-
sunkowo szerokie, a kryteria, ktore moga by¢ pomocne przy wyborze odpowiednich
organizméw zywych jako biowskaznikdw podano ponizej [28-33]:

» wzglednie osiadty charakter zycia wybranych organizméw (celem spetnienia
wymogu reprezentatywnosci w stosunku do badanego ekosystemu),

» szerokie rozpowszechnienie geograficzne itatwosc identyfikacji oraz zbiera-
nia probek,

» mozliwos¢ zebrania odpowiedniej ilosci materiatu,

» wzglednie duzatolerancja organizmow w stosunku do badanych zanieczy sz-
czen (metale ciezkie, zwigzki organiczne),

» fatwo$¢ transplantacji organizmow w inne miejsce, a takze przeniesienia do
laboratorium,

» stabilno$¢ populacji wybranego organizmu celem zapewnienia mozliwosci
wielokrotnego pobierania probek w ciagu dtuzszego okresu (badanie trendéw),

» wystepowanie sensownej korelacji pomiedzy poziomem zanieczyszczenia
danego elementu $rodowiska (powietrze, woda, osady, zywnos¢), a stezeniem ana-
litu w tkance (tkankach) wybranego organizmu,

» takasamawarto$¢ wspotczynnika bioakumulacji zanieczyszczen (zwielokrot-
nienie stezenia analitu w organizmie w stosunku do badanego $rodowiska) w roz-
nych miejscach (wymdg ten nie zawszejest spetniony ze wzgledu na rézne czynniki
mogace wptywac na proces pobierania zanieczyszczen ze srodowiska przez dany
organizm).

W praktyce biomonitoring oparty na uzyciu organizmoéw roslinnych moze by¢
wykorzystywany w'rézny sposéb. Zwykle wyr6znia sie trzy podstawowe obszary
jego stosowania [29, 30]:

* monitoring poziomu zanieczyszczenia Srodowiska wokét punktowego Zrodia
emisji,

 identyfikacja zrddet emisjizanieczyszczenia, oszacowanie regionalnych tadun-
kow zanieczyszczen i okreslenie ich skiadu,

» monitoring dtugookresowy i identyfikacja trendow.

Nalezy w tym miejscu zaznaczyé, iz w pracy skupiono sie gtéwnie na omoéwie-
niujednego typu zanieczyszczen —zanieczyszczen metalami ciezkimi oraz jednego
typu wskaznikéw—typu akumulatoréw reprezentowanych przez wiele grup organiz-
mow, jak: roéliny naczyniowe i beznaczyniowe, porosty, grzyby, zwierzeta bezkre-
gowe i kregowe, cztowiek (tkanki akumulujace pierwiastki Sladowe i zwiazki orga-
niczne, np. wlosy, paznokcie, zeby).
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1.1. MCHY, POROSTY

Przechodzac do omowienia poszczegélnych biowskaznikdw trzeba zaznaczy ¢,
ze kumulacja pierwiastkow w aparacie asymilacyjnym roslin jest ciggiem dynamicz-
nym, zwigzanym z zachodzacymi w ro$linie procesami rozwoju i starzenia sie. Wyra-
za potrzeby pokarmowe roslin w stosunku do poszczegdlnych sktadnikéw oraz moz-
liwosci ich pobrania. Jakkolwiek pobieranie wiekszosci pierwiastkow jest procesem
regulowanym metaboliczne, to w ,,warunkach stresowych" mozliwosci roslin w tym
zakresie sg ograniczone, zwlaszcza w przypadku doptywu pierwiastkow z zanie-
czyszczenia atmosfery. Dlatego wielu badaczy traktuje skfad chemiczny, przyktado-
wo aparatu asymiiacyjnego, jako dobry wskaznik zanieczyszczenia srodowiska natu-
ralnego.

Sposrdd szerokiej grupy biowskaznikéw, omowionych ponizej, mchy (zaréwno
w $rodowisku atmosferycznym jak i w Srodowisku wodnym) i porosty zostaty pod
koniec lat 60. po raz pierwszy', jako czule biomarkeiy zastosowane do badan biomo-
nitoringowych [34—40]. Opierajac na licznych danych literaturowych okreslono na-
stepujgce cechy mchow, ktdre czynigz nich dobre biowskazniki [41,42]:

(1) mchy nie posiadajakutikuli iepidermy, dzieki czemu ich sciany komoérkowe
sgtatwo przepuszczalne dla metali ciezkich;

(2) mchy pozbawione sg korzeni i tkanek przewodzacych, co powoduje, ze sole
mineralne czerpiaz opadow atmosferycznych i suchej depozycji, a w bardzo ograni-
czonym stopniu z podtoza. Nalezy w tym miejscu zaznaczyé, iz w odr6znieniu od
mchow, porosty akumulujg metale jednoczes$nie z powietrza jak i z podtoza (kora
drzew) [43];

(3) aktywnie rosngca czes¢ osobnika czerpie pokarm ze stale obumierajacej cze-
§ci, nie ma, wiec kontaktu z podtozem;

(4) z racji swojej budowy chtong one sktadniki pokarmowe catg powierzchnig
ciata;

(5) pobierajg metale gtéwnie pasywnie, na drodze prostego procesu wymiany
jonow;

(6) znaczna akumulacja zanieczyszczen nie powoduje obumarcia osobnika;

(7) tatwos¢ pobierania probek do analizy;

(8) stata zawartosé metali ciezkich podczas dtugiego czasu przechowywania
prébek.

Porosty, ktdre stanowigrodzine posrednigpomiedzy algami a grzybami, sg przy-
stosowane do zycia w Srodowisku bardzo obcigzonym przez réznego typu zanie-
czyszczenia [44]. Porosty stanowig grupe organizméw szczegblnie przystosowa-
nych do tego, by mogty by¢ one wykorzystywane jako bioindykatory zanieczyszcze-
nia Srodowiska. Zwigzane tojest z nastepujgcymi parametrami [28]:

» duza pojemno$¢ akumulacyjna w stosunku do wielu typow zanieczyszczen
Srodowiskowych,

» odpornos¢ na szoki Srodowiskowe, tzn. na szok wodny —spowolnienie pro-
cesOw metabolizmu w celu przezycia w zanieczyszczonym $Srodowisku, oraz szok
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termiczny - odporno$¢ na niskie temperatur ktéra umozliwia niezmienng aktyw-
no$¢ w okresie zimowym, gdy zazwyczaj poziom zanieczyszczenia powietrza at-
mosferycznego jest wyzszy,

. wolny wzrost i dtugowieczno$¢, co umozliwia dokfadane oszacowanie po-
ziomu zanieczyszczenia Srodowiska w skali lokalnej.

Ze wzgledu na wymienione wiasciwosci tej grupy roslin, organizmy te moag
by¢ uzywane do badania aktualnego skazenia Srodowiska na obszarach o rdznej po-
wierzchni oraz do rejestracji poziomu zanieczyszczen w okreslonej jednostce czasu,
pozwalajgc na state monitorowanie emisji chemicznych [45], Poprzez doktadne poda-
nie stanowisk zbioru materiatu roslinnego do analizy chemicznej istnieje mozliwo$¢
powtorzenia badan [46], W ten spos6b istnieje podstawa do przesledzenia zmian
w zawartosci metali w mchach i do wysuwania wniosk6w na temat stopnia skazenia
danego Srodowiska w przysztosci. Przy pomocy mchéw pochodzacych ze starych
kolekcji zielnikowych mozna okresli¢ poziom skazenia Srodowiska metalami réwniez
w przesztosci [41]. Wedtug danych [36, 37] stezenia otowiu i niklu w Hypnum cu-
pressiformefo.filiforme (rokiet cypiysowaty), zbieranym w potudniowej Szwecji na
przestrzeni ostatnich 150 lat, wzrosto ponad dwukrotnie. Dla miedzi i cynku stwier-
dzono natomiast znacznie stabszy wzrost stezenia.

Mchy, jak réwniez i porosty stosowane sg do dtugoterminowych badan monito-
ringowych na terenie wielu krajow [47, 48]. Ocena skazenia $rodowiska przy uzy-
ciu, biowskaznikdw moze by¢ dokonywana przy' zastosowaniu organizmow rosna-
cych w danym obszarze lub tez za pomocg osobnikdw pozyskanych w czystych
regionach i eksponowanych w obszarach skazonych [37]. W tym drugim przypadku
w ocenie skazenia Srodowiska uzywa sie badz techniki woreczkowej [41,48], gdzie
wysuszone lub Swieze mchy umieszczane sg w nylonowych siateczkach i wywie-
szane na okre$lony czas (2 tygodnie lub 1 miesigc) w skazonym obszarze, badZ
metody transplantacyjnej [50], polegajacej na przenoszeniu mchéw wxaz z podtozem
z kontrolnego czystego obszaru w skazony teren i eksponowaniu w nim prébek,
zawieszanych na drzewach nawysokosci okoto 2 m przez kilka tygodni [11]. Wobu
metodach po okreslonym czasie mierzy sie poziom akumulacji metali ciezkich. Good-
man i Roberts [38] rejestrowali skazenie srodowiska w potudniowej Anglii stosujac
réwnoczes$nie obie metody. Stwierdzili oni podobny poziom metali w mchach z wo-
reczkdw i w mchach transplantacyjnych. W tych ostatnich jednak czas akumulacji
byt znacznie wolniejszy. Z tego powodu autorzy uznali pierwszg z metod (mchy —
woreczki) za lepsza i bardziej godngpolecenia.

Szczego6towego przegladu stosowanych, do badar biomonitoringowych, poro-
stow, z wykorzystaniem réznych metod oceny kontroli skazenia Srodowiska przy
uzyciu wspomnianych markeréw dokonat w swej obszernej pracy Conti i Cecchetti

5%.

154 Do stalej obserwacji roznego typu przemian w Srodowisku naturalnym wyko-
rzystuje sie rowniez aparat asymilacyjny drzew iglastych, kore, préchnice, grzyby,
mikroorganizmy [52-56] oraz surowce zielarskie, paprocie [57-62] czy owady
(chrzaszcze) [15],
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1.2. IGLY SOSNY

Waznym etapem rozpoznania zagrozen Srodowiska lesnegojest m.in. prowadze-
nie monitoringu biologicznego, w ktérym w charakterze biomarkeréw moga by¢
uzywane organizmy roslinne wspomniane i omdwione powyzej, mchy i porosty, jak
rowniez igly sosny zwyczajnej, rézne gatunki traw i inne.

Wielu autordw literatury przedmiotu [15,63-66] w ocenie aktualnego zagroze-
niasrodowiska le$nego wiele uwagi przypisuje wiasnie wynikom analizy aparatu asy-
milacyjnego drzew iglastych. Warto w tym miejscu zaznaczy¢, iz badania sktadu
chemicznego aparatu asymilacyjnego drzew poczatkowo byty prowadzone w aspek-
cie mozliwosci zastosowania analizy chemicznej igliwia i lisci do oceny potrzeb mine-
ralnego nawozenia drzewostanu. Wedtug wielu badaczy [63,65,66], w igtach sosny
normalna zawarto$¢ metali bioracych udziat w metabolizmie moze sie wahac¢ w sze-
rokich granicach: Fe: 70-850 ppm, Zn: 17-88 ppm, Cu: 1,3-14,0 ppm. W przypadku
pozostatych metali, tj. Pb i Cd, sugerowane poziomy zawarto$ci podwyzszonej
i toksycznej nie sgjednoznaczne [69]. Na podstawie wielu danych literaturowych
mozna przyjac, ze podwyzszone sg zawartosci Pb w igtach powyzej 9. a nawet 16
ppm, a toksyczne powyzej 32 ppm. Ponadto zaobserwowano, ze jego zawarto$¢
powyzej 12 ppm w igtach prowadzi do zmniejszenia liczby szpilek w pedzie [67],
atak duza zawarto$¢ wjednorecznym pedzie gtdbwnym jest bliska dawki Smiertelnej
dla sosny [68]. Za prég zawartosci podwyzszonej Cd w igtach uznaje sie 0,63 ppm,
a toksycznej 4,8 ppm. Wedtug danych przedstawionych w pracy Malzahn [63], za-
wartosci metali ciezkich w igtach sosny zwyczajnej w Puszczy Biatowieskiej miescita
sie w granicach zawarto$ci uznawanych za tto naturalne we wszystkich latach badan
(1986-2001 r), natomiast na nieuprzemystowionych, przylegtych do wschodnich
granic, terenach Biatorusi stwierdzono znacznie wyzsze zawartosci Pb, Zn i Cu,
i nizsze dla Cd, w stosunku do danych uzyskanych z analizy igliwia, pobranych
z drzewostanu Puszczy Biatowieskiej.

1-3. WYKORZYSTANIE TRAWY, GRZYBC')W’I INNYCH ORGANIZMOW
(ORGANOW) JAKO ZINTEGROWANYCH PROBNIKOW DO POBIERANIA
ZANIECZYSZCZEN SRODOWISKA

Dobrymi biowskaZznikami skazenia srodowiska naturalnego sg trawy, gtéwnie
takie gatunkijak: Agrostis tenuis, Festuca rubra i Elytrigia repyens [69] stosowane do
oczyszczania terendw z nadmiernej zawartosci Pb, poniewaz cechujgsie tolerancjg
wzgledem tego pierwiastka. W Tabeli 7 [64] przedstawiono zawartosci metali ciez-
kich w dwoch réznych gatunkach mchow oraz traw rosngcych w obszarach oddzia-
tywan przemystu miedziowego.
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Tabela 7. Poréwnanie zawarto$ci badam ch pierwiastkéw w dwoéch r6zmch gatunkach mchéw
oraz traw rosnagcych w obszarach oddziatywan przermslu miedziowego [mg kg s.m.] [64]

Pierwiastek Bryum argenteum H} locomnim Ehtngia repnens 1 Jis lenws
spienders Yrawai (trawal
Cd 1,04-2,33 1.08-5.42 0.47-8.90 0.3"-6.28
Cu 21.60-46,50 25,30-78,00 12.80-49,60 i 8,1(t-28 h5
Ni 37,40-59.28 28,80-68,50 2.33-49,10 1.24-17.3
Pb 64,00-331,0 95,50-516,0 2,80-479,0 ! uo-0u.0

Innggrupe czutych biowskaznikéw skazenia Srodowiska stanowiaggrzyby ktore
w przeciwienstwie do powyzej omowionych organizméw” pobierajg metale z gleby,
a nie z powietrza. Bowiem grzybnie penetrujg glebe przez caty rok. podczas gdy
owocnia posiada kontakt z powietrzem tylko przez krétki czas [69]. Jak podaje Kaba-
ta-Pendias [70] grzyby charakteiyzujgsie, w szczegdlnosci wysokgakumulacjarteci
i kadmu. Podkresli¢ nalezy, iz wartos¢ akumulacji uzaleznionajest od gatunku grzy-
béw. W pracy [74] wykazano, iz czutym wskaznikiem monitoringu biologicznego
opadu promieniotworczego we Wioszech po katastrofie w Czarnobylu w 1986 roku
okazaly sie grzyby, w ktérych poziom I3fCs stale wzrastat, gdyz strzepki podstaw-
czakow kumulowaty izotopy promieniotwércze wiasnie z gleby. Jednakze miato to
miejsce wtedy, gdy wytworzyly sie nadziemne owocniki, a cez stat sie dostepm dla
zwierzat zywigcych sie grzybami. Podkresli¢ nalezy, ze W cytowanej pracy hie stwier-
dzono korelacji pomiedzy poziomem ,37Cs w grzybach ajego zawartoscigw glebie,
co uwydatnia znaczenie, monitoringu biologicznego w odniesieniu do zanieczyszczen
promieniotwérczych.

Do uzytecznych bioindykatorow naleza rowniez pidra kur niesnych oraz siers¢
owiec, np. rasy merynos [69,71]. Uwarunkowane jest to przede wszystkim budowg
wiokien siersci wspominanej rasy owiec. Wokna zbudowane sg z biatka keratyny
oraz ze zwigzkow mineralnych odkfadajacych sie w komdrkach (wtdkna) badz na ich
powierzchni, i/lub w srodku widkna lub w lepiszczu. Mikroelementy wraz z metalami
toksycznymi (pochodzace z paszy) przedostajg sie do torebki wiosowej, lub moga
by¢ deponowane na powierzchni siersci, lecz nie przenikajg do organizmu zwierze-
cego. Jest to przyczyng (akumulacja metali ciezkich) pogorszenia whasciwosci
fizycznych, zotkniecie wetny, co z kolei jest przyczyngzmniejszanie jakosci welny.

W przypadku omawianiatej grupy biowskaznikow warto wspomniec, iz do eks-
pozycji pestycydow chloroorganicznych powszechnie stosuje sie analize jaj ptasich,
co jest znacznie mniej destruktywne niz zbieranie osobnikdw dorostych [73], Nato-
miast w Finlandii [73] stosuje sie pidra pisklat wielu gatunkéw ptakéw, w okresleniu
stopnia ekspozycji osobnikéw dorostych na rtec ijej zwiazki.

Nie mniej waznggrupe biowskaznikdw stanowig organizmy zwierzece lub ich
organy z nizszych rzedéw systematyki, jak: skoczonogi, nicienie, dzdzownice
[72, 73], a wsrdd nich i bakterie [74] oraz inne mikroorganizmy, ze wzgledu na
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réznorodny sposéb ich odzywiania (heterotroficzne i autotroficzne) a takze zwiazane
z tym procesy metaboliczne. Do grupy tej zaliczy¢ mozna réwniez wspomniane juz
powyzej owady (chrzaszcze, pszczoty) [75] i ryby [76]. W Tabeli 8 [69] przedsta-
wiono zawarto$¢ metali w glebowych bakteriach heterotroficznych narazonych na
obecnos¢ Cu, Cd, Ni i Crw glebie. Do grupy tej mozna zaliczy¢ rowniez organizmy
bezkregowe, gtéwnie dzdzownice, np. Aporrectodea caliginosa, Eiseniafoetida
[77-79] pozyteczne jednakze tylko dla ekosystemoéw lesnych [80], agroekosyste-
mow [81], wrkontroli jakosci gleb oraz w ocenie biodostepnos$ci zwigzkéw chemicz-
nych (ekspozycja dzdzownic w glebie) [82], Nalez}' zaznaczyé, ze monitoring steze-
nia skazonych ryb prowadzi sie na catym Swiecie. Na przyktad program monitoringu
rteci w Brazylii [76] wykazat, ze zawarto$¢ tego metalu w jadalnych czesciach ryb
pochodzacy z rzek z terendw kopalni ztota, gdzie rte¢ jest powszechnie uzywanado
ekstrakcji i oczyszczania ztota, 5-krotnie przekraczata ,,bezpieczny” poziom w pro-
duktach spozywczych.

Tabela 8. Zawarto$¢ metali w heteroficznych bakteriach glebowych [69]

Zawarto$¢ metali [mg/kg s.m.] ]
Cd Cr Cu Ni
20.0-1490,0 2.23-5178,0 21,5-7984,0 0,97-11349.0

Waznggrupe biowskaznikoéw stanowigrowniez matze, ktére sg zZrodtem pokar-
mu dla drapieznych kregowcow, szczegdlnie ptakéw np. Brotia costula, Melanoides
tuberculata, Radix ovata, Viviparus sp., Mytilus edulis [76, 83, 84] oraz algi
[85-87], w szczegdlnosci makroalgi [88] odporne na zmiany w Srodowisku oraz
wykazujace, tak charakterystyczngdla biowskaznikdw, waska skale tolerancji ekolo-
gicznej. Przyktadowo w pracach [89, 90] wykazano, iz niezwykle czutymi biow-
skaznikami zanieczyszczenia ekosystemu sg Ulva rigida [91-93], Ulva lactuc
[94-96] i Enteromorpha, ze wzgledu na specyficzng ich akumulacje toksycznych
pierwiastkow: otowiu i kadmu. Mikroalgi (Spindind) [97], ze wzgledu na tatwos¢
pobierania metali toksycznych moga mie¢ zastosowanie do usuwania ich z zanie-
czyszczonych Sciekdw. 1 g biomasy mikroalgi moze zwiaza¢ okoto 200 mg Cr i Cd,
oraz 100 mg Cu podczas potgodzinnej inkubacji. Warto réwniez nadmienic, iz w/iw
organizmy, a w szczegolnosci matze (Lumnaea stagnalis) wykorzystywane sg row-
niez do oceny radioekologicznego [98] monitoringu, np. podczas skazenia radioak-
tywnego w Czarnobylu. Ponadto [99] moga mie¢ réwniez zastosowanie w kontroli
jakosci wody oraz, podobnie jak mchy, w dtugoterminowych badaniach monitomi-
gowych ekosysteméw [100].
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1.4, WYKORZYSTANIE WLOSOW JAKO BIOWSKAZNIKOW

W podsumowaniu niniejszego przegladu literaturowego nalezy réwniez wspo-
mnie¢ o bardzo waznej grupie biowskaznikéw, w szczeg6lnosci dla zdrowia ludz-
kiego, czyli o wtosach [101—207], Analiza wspomnianych juz biomarkeréw ma
zastosowanie do rdznych celéw, m.in. w toksykologii sadowej, patologii klinicznej
w okre$leniu stopnia odzywienia organizmu [108], jak rowniez do biologicznego mo-
nitorowania ekspozycji zawodowej i srodowiskowej na metale ciezkie [109-111].
Oznaczenie pierwiastkow we wiosach okreslonych populacji, szczegélnie dziecie-
cych [112] moze stuzy¢ jako sposob wykrywania terenéw nadmiernie zanieczysz-
czonych przez poszczeg6lne metale oraz do poréwnan wielkosci skazen réznych
Srodowisk [113—2115].

Z doniesien literaturowych wynika, ze Srednie zawartosci pierwiastkéw we who-
sach mieszczgsie granicach dla Fe: 142-191; 12-30 [118]; Mn: 47-246; Cu: 9,6-20:
Zn: 23-72,0; 160-200 [118]; Cd: 0,03-0,17; Pb: 1,6-3,0 i Hg: 0.2-0.8 [ppm]
[116-118]. Warto podkresli¢, iz wedtug WHO [119, 120], w wiekszosci przypad-
kéw, nie oznacza sie Co i Cr, ze wzgledu na znikoma przydatnos¢ w toksykologii
Srodowiska. Zawartosci pierwiastkow we wiosach zalezg od wielu czynnikow
[104, 113]. Do najwazniejszych nalezy zaliczy¢: wiek, pte€. dieta, zamieszkanie,
kolor wtosow, palenie tytoniu, przebyte choroby a takze, co jest bardzo czeste
u matych dzieci tzw. ,lizanie brudnych rak'” [121, 122], Nalezy podkresli¢, iz
w piSmiennictwie spotyka sie rozbiezne zdania dotyczace zalezno$ci zawartosci
metali od w/w czynnikéw. | tak kilku autoréw [123, 124] nie stwierdzito korelacji
miedzy spozyciem cynku i miedzi a stezeniem tych mikroelementéw we wiosach
badanych populacji (mtodziez i kobiety starsze). Natomiast w pracy [125] wykazano
wplyw stosowanej diety na skiad pierwiastkowy wiosdw. Poziom Zzelaza, miedzi
i cynku byt statystycznie wyzszy we wiosach chtopcdw, ktorzy zywili sie racjonalnie
przez okres pobytu w domu resocjalizacji w stosunku do grupy kontrolnej. W pracy
[108] nie zaobserwowano statystycznie istotnych roznic w zawartosci pierw iastkow
we wihosach w zaleznosci od pici. Choé w pracy [125] kobiety miaty wyzszy poziom
miedzi we wiosach niz mezczyzni. Jak wykazano w pracy [108] sposdb zywienia ma
istotny wpltyw na zawartos$¢ zelaza we wiosach, tj. u 0sdb ktére nie stosowaty zad-
nych ograniczen dietetycznych ze wzgledéw zdrowotnych stezenie tego mikroele-
mentu bylo statystycznie wyzsze w poréwnaniu z respondentami wykluczajgcymi
niektdre produkty z diety, np. mleko ijego przetwory.

\"

2. ZASTOSOWANIE ROSLINNOSCI JAKO BIOWSKAZNIKOW
JAKOSCI SRODOWISKA

W metodach bioindykacyjnych do oceny stanu Srodowiska wykorzystuje sie
gtéwnie reakcje organizmdw roslinnych. Duze zainteresowanie biowskaznikowavy-
nika z ich szybkiej reakcji na chemiczne zmiany $rodowiska. W Tabeli 9 [8, 44]
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zestawiono podstawowe informacje dotyczace podejs¢ metodologicznych zwigza-
nych z wykorzystywaniem roélinnosci jako miernikéw skazenia Srodowiska.

Tabela 9. Parametry stosowane jako mierniki skazenia $rodow iska [8. 44]

Oszacowanie poprzez obserwacje lub wspélnot}  Pomiar poprzez badanie organizmu lub wspéinot}

organizméw organizméw
Zmiany morfologiczne Oznaczenie poziomu zanieczyszczen (metale, i
m  naprezenia miedzy brodawkowe  zwigzki organiczne) w prébkach bioty
(mtemodulal stretchmg) 1
m  wzrost krzywy ch gatezi (beiidmg growth)
] liniowy wzrost korzeni

*  zmiany barwy igiet i/lub lisci
Zmiany struktury i organéw (obserwowane pod
mikroskopem lub w mikroskopie elektronowym).
Zmiany w liczebnos$ci lub rozmieszczeniu populacji

Jako przyktady praktycznego wykorzystania podejscia polegajacego jedynie na
oszacowaniu stanu Srodowiska poprzez obserwacje organizmu (organizmdw) do oceny
stopnia skazenia srodowiska mozna wymienic [44]:

» obserwacje zmian ilosci mchéw wodnych jako wskaznikow stopnia zanie-
czyszczenia wod rzecznych [126],

» ocene wizualnych symptomoéw uszkodzenia listowia drzew w wyniku dziata-
nia ozonu troposferycznego [127], ktdry jest jednym ze skiadnikéw tzw. smogu
fotochemicznego,

» o0szacowanie uszkodzen w lasach wywotanych emisja szkodliwych zanie-
czyszczen przez zaktady hutnicze [128] na podstawie satelitarnych zdje¢ obszaréw
leSnych.

PODSUMOWANIE

Mozna stwierdzi¢, izomdwione powyzej biowskazniki sg niewatpliwie czutymi
wskaznikami skazenia srodowiska naturalnego ijego komponentéw metalami ciezki-
mi [24, 129—132], Nalezy podkresli¢, iz nieustannie prowadzone sg badania celem
poszerzenia, omoOwionej grupy biomarkeréw, w oparciu o zastosowanie tzw. ,,kan-
dydatow”. Autorzy pracy [133] przeprowadzili analize zawartosci wybranych metali
ciezkich w kandydatach na biowskazniki w chwastach wodnych: Eihornia crassipes
(hiacynt wodny) i Phragmites australis (trzcina ptywajaca). Rosliny zostaty pobrane
z roznych zbiornikdw wodnych w Ismaili (Egipt), celem zidentyfikowania potencjal-
nego zrdédta skazenia natym obszarze i oceny ich przydatnosci jako biowskaznikéw.

W podsumowaniu mozna stwierdzié, ze w obserwacji r6znego typu przemian
w $rodowisku —w tym w ocenie zanieczyszczenia Srodowiska ksenobiotykami -
wazna role odrywajg organizmy roslinne. Szczegdélnie cenne sa w tym przypadku
dwie cechy roslin: ich szybka reakcja na chemiczne zmiany sktadu $srodowiska —
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bedaca skutkiem ich matej zdolnosSci do zachowania wzglednego statego stanu row-
nowagi (homeostazy) —oraz zdolnosci do akumulacji zanieczyszczen w wyniku za-
chodzenia w nich szybkiego procesu adaptacji. Dobre wiasciwosci wskaznikowe
powodujg, ze organizmy roslinne sgcoraz czesciej wykorzystywane do badaniajako-
Sci ekosystemow, oceny jego stanu oraz tempa, stopnia i zasiegu biezacych zmian,
czyli biomonitoringu srodowiska [44],

Ocena zanieczyszczenia atmosfery, gleby i innych komponentow $rodowiska,
atakze zdrowia ludzkiego (wtosy), za posrednictwem omowionych biowskaznikow
jestjednak wtedy prawdziwa, gdy stosuje sie odpowiednie metody zbioru i analizy
chemicznej, atakze przestrzega sie homogenicznosci materiatu badawczego [37.134],
Bez spetnienia tych wymagan analityk otrzyma¢ moze btedng i nieporéwnywalng
informacje o poziomie zanieczyszczenia metalami poszczegélnych regionéw lub okre-
sOw czasowych.
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Praca dzisiejszego chemika coraz bardziej przypomina trud zawodowego spor-
towca. Ten ostatni wypacajac nieomal na treningu z siebie dusze, ma (albo nie ma)
zato chwile uniesienia, kiedy zdarzy mu sie wygra¢ zawody. Podobnie uprawiajacy
sztuke badan naukowych: nie liczy czasu, nie oszczedza zdrowia, zaniedbuje zone
i dzieci, a wszystko dla ulotnej chwili naukowego zwyciestwa. Azjego pracy wypa-
rowuje gdzie$ i ginie codzienne zadowolenie, rado$¢, jaka powinna ona dawac.
Badacz, jak i zawodowy sportowiec, padajg ofiarg przymusu osiggania ,,liczacych
sie” wynikow. Osobiscie zawsze bytem zwolennikiem uprawiania badan naten spo-
sOb, jaki cechuje w sporcie sportowca - amatora. Ale taka postawa w nauce zdaje
sie zanikac, i czy sg szanse najej powr6t? Zdaje sie, ze przekresla te szanse dzisiej-
szy sposob finansowania badan. Ten, kto badania finansuje, zada od nas zachowan
»powaznych”. Nie znosi ,,luzu”, pewnego - wobec pracy badawczej - dystansu.
Tymczasem powazne wyniki badawcze, ba, kluczowe czesto odktycia, rodzg sie
przeciez z przyczyn mato powaznych, czesto zabawowych niemal, jako wynik do-
brego humoru odkrywcy. | tak byto od prawiekow, ito nawet z odkryciami o prze-
ogromnym cywilizacyjnym znaczeniu.

Nie da sie na przyktad zaprzeczy¢, ze do takich odkry¢ nalezato opanowanie
przez ludzi proceséw metalurgicznych. Jak wiadomo, $lady obrébki miedzi siegajg
dziesieciu tysiecy lat przed naszym czasem. Ale przez dtugie wieki, bo przez cztery
tysigce lat, z miedzi wyrabiano wytgcznie ozdoby i zabawki [1]. A wiec potrzeby
estetycznej natury i che¢ sprawienia rado$ci dzieciom wyprzedzaty inne, ,,madrzej-
sze” aplikacje tego odkrycia.

Podobnie byto z metalurgia zelaza. Byt to dla naszych praprzodkéw dar nie-
bios. Najpierw poznali zelazo meteorytyczne. O jego niebianskim pochodzeniu
$wiadcza najstarsze nazwy metalu. Sumetyjska nazwa zelaza to AN-BAR (,,metai-
-gwiazda™), a egipska BIZ-N. PT (,,metal z nieba”). Nawet starogreckie stowo
SIDEROS - Zelazo - kojarzono dawniej z tacinskim SIDUS, co oznaczato gwiazde.
Ten niebianski metal uzyskat wiec w kulturach starozytnych warto$¢ sakralng. Jesli
za$ chodzi o pierwsze zastosowania zelaza, to pojawito sie one w kulturze material-
nej spotecznosci starozytnych w postaci ornamentéw, amuletow-i statuetek [2].

Albo wezmy inne, pierwszorzednego znaczenia odkrycie. Odkrycie i zastoso-
wanie kota. Wynalezione i to kilkakrotnie i w réznych miejscach w Eurazji, byto tez
znane kulturze Aztekéw. Ale tam bylo uzyte jedynie do wyrobu zabawek dziecin-
nych. Aztekowie nie zastosowali kotaw transporcie. Jak sie przypuszcza, powodem
tego byt brak na ich kontynencie udomowionych wielkich ssakow, ktére mogty by
by¢ wykorzystane jako zwierzeta pociggowe [3]. Ale przeciez transportowe mozli-
wosci ludzi tez by wzrosty, gdyby umieli sie postuzy¢ odpowiednimi urzadzeniami.

Ale porzuémy zamierzchte czasy i spojrzmy na te, kiedy rodzity sie badania
naukowe, a wiec przenieSmy sie do czaséw baroku. llez zabaw i zabawek dla gminu
i moznych wymyslono wtedy, gdy w catej Europie i nawet za Oceanem rozwinety
sie badania nad elektrycznos$cigstatyczna! Ich echa odnajdziemyjeszcze w ,,Krako-
wiakach i goralach”, wodewilu Wojciecha Bogustawskiego [4]. Inna rzecz, ze takie
wykorzystanie zdobyczy nauki bardziej przypomina mi swojego rodzaju zabawy
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mojego przyjaciela, Zenka Radziwolskiego, w czasie licznych zaje¢ popularyzator-
skich, jakie byty jego udziatem. Byt on biologiem z wyksztatcenia, a filozofem
z zawodu wykonywanego, zajmowat sie religioznastwem, no i jak powiedziatem,
dziatalnos$cig popularyzatorska. Wystepujac wiec przed miodziezg szkolng lubit on
na przyktad dokonywac przemiany ,,wody w mleko” (przez stracenie siarczanu wap-
nia z roztworu jego chlorku), albo ,,wody w krew" (przez dodanie fenoloftaleiny do
roztworu zasady). Ale najwiekszym jego wyczynem byt sprawdzian dojrzatosci
uczestnikow wakacyjnego kursu religioznawczego, jaki prowadzit gdzie$s w Zielo-
nogérskiem. Postanowit w czasie tzw. zielonej nocy postraszy¢ ,,duchami” kobieca
grupe kursantow. Wyprosit wiec u mnie laske biatego fosforu, a u naszego wspol-
nego przyjaciela, antropologa, czaszke ludzka. Podobno dwie uczestniczki kursu
doznaty ataku histerii, patrzac jak wrnocy, na sScianie znajdujacej sie w tamtejszym
parku starej wiezy, podryguje Swiecaca fosforycznym blaskiem czaszka. Ato oczy-
wiscie moj Zenek potrzasat czaszkg uwiazangna sznurze.

No, ale do rzeczy. Liczne odkrycia chemiczne tez zachowaty $lady ich mato
powaznych poczatkdw. Wezmy na przyktad XVIII-wieczne badania pani Fulhame
nad wybarwianiem jedwabiu koloidalnymi zawiesinami metali, przede wszystkim
zlota i srebra. Pisat o nich w swoim czasie Jan Zawidzki [5]. Zamiarem pani Fulhame
byto opracowanie metody ztocenia, badz posrebrzania tkanin. W tym celu skrawki
jedwabnej materii nasycata roztworami soli metali, np. chlorku ztota, a potem pod-
dawata je dziataniu czynnikéw redukujacych, takich jak po prostu gazowy wodor,
albo eterowy roztwor fosforu. Wodo6r wybarwiat wysycony solg ztota jedwab
poczatkowo na kolor zielony, ktdry przechodzit w niebieski a nastepnie purpurowy.
Jak zauwazyta eksperymentatorka, obecno$¢ wody sprzyjata przeksztatceniom.
Podobne zmiany powodowato dziatanie fosforu. Piat jedwabiu wybarwiat sie na
zielono i przez oliwkowy i niebieski zabarwiat na kolor purpurowy. Jak zauwazy#t
Zawidzki byto to w gruncie rzeczy réwnoznaczne z opracowaniem metody reduk-
cyjnego uzyskiwania koloidalnych rozczynéw metali! A zaczeto sie to wszystko od
jakze kobiecej checi wynalezienia sposobu poztacania i posrebrzania tkanin!

Metoda uzyskiwania koloidalnych roztwordw ztota przy' uzyciu eterowego roz-
tworu fosforu byta nastepnie (1857) doskonalona przez Faradaya a ostateczny ksztatt
nadat jej u progu XX wieku (1905) R. Zsigmondy. Ten sam uczony, ktory za prace
nad metodami otrzymywania koloidalnych roztworéw metali oraz ich przyroda uzy-
skat Nagrode Nobla (1924).

Podobnej, estetycznej natury wzgledy staty u poczatkéw chromatografii bibu-
towej. Dodajmy juz na wstepie, ze sam termin ,,chromatografia” zrodzit sie zresztg
nie na polu badan naukowych, a wkasnie w obrebie sztuk pieknych. Stowo to zostato
uzyte jako tytut wydanej w 1836 roku ksigzki o sztuce malarskiej.

Za prekursora chromatografii bibutowej uwazajg niektérzy Friedlieba Ferdy-
nanda Rungego (1795—1867). Runge zapisat sie¢ w historii chemii organicznej
odkryciem kofeiny (1819), ktorg wydzielit z kawy Caffea arabica L., a takze wy-
dzieleniem fenolu i aniliny ze smoty pogazowej (1834). Juz jako bez mata 60-latek
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wy dat ksigzke pt. Bildimgstrieb der Stoffe leranschaulicht in selbstandiggeu ach-
senen Bilder (Oranienburg 1855). W ksigzce tej zebra! wyniki swoich prob wytwa-
rzania przy uzyciu chemikaliow samoistnie powstajacych obrazéw" a ksigzke zilu-
strowat licznymi ich przykfadami. Swoje obrazy otrzymywat uczony nakraplajac
w okre$lonym porzadku na $rodek arkusza bibuty roztwory odpowiednich odczyn-
nikéw chemiczny ch. Na zatgczonym iysunku przedstawiamy jeden z obrazéw Run-
gego. Dojego otrzymania uzyto roztworu siarczanéw manganu i miedzi oraz wodo-
rotlenku potasu. Prace Rungego nie miaty jakichs celéw badaw czy ch. Bylato raczei
zabawa starszego pana, poszukujacego odprezenia po latach trudéw laboratonj-
nych. Oczywiscie nie rozpoznat on mozliwosci analitycznego zastosowaniatej tech-
niki. Ale jest faktem, ze do swoich ..nakroplen” uzywat tez sokéw roslinnych, atra-
mentow7i barwnikéw. Nie mozna mu wiec odmaowic roli swojego rodzaju prekur-
sora techniki chromatografii bibutowej [6]. Swoje chemiczne obrazy Runge zapre-
zentowat Swiatu w 1855. Niemal w ito lat p6zniej (1952) A.J.P. Martin i R.L.M.
Synge otrzymali Nagrode Nobla za opracowanie metod chromatograficznego roz-
dziatu zwigzkéw' chemicznych.

Rvsunek 1 Obraz utworzony na bibule przez kolejne nakropleme
1) roztworu siarczanu miedzi i manganu
2) roztworu KOH
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Oznaczeniu dla spotecznosci ludzkiej odkucia technik fotograficznych nie ma
co sie nawet rozwodzi¢. A poczatki odkrycia tez przeciez mozna uznac za niepo-
wazne. Ciemnienie chlorku srebra pod wptywem promieni stonecznych byto znane
bodaj jeszcze alchemikom. Pierwszy $lad wykorzystania tego zjawiska do wytwa-
rzania obrazéw znaleziono w pracach Schultzego, lekarza w Hale. Wpadt on (byto
to w roku 1727) na pomyst, by na Swiezo straconym osadzie chlorku srebra ukfadaé¢
wyciete z papieru litery. Pod wptywem $wiatta stonecznego tto tych liter ciemniato
i ukazywat}-sie na nim utozone z tych liter biate napisy. Ich zywot byt oczywiscie
krétki, ale takie znikajgce napisy mogly przeciez zdumiewaé Swiadkow doswiad-
czen. Prawdziwg odbitke obrazu otrzymat 112 lat pdzniej Talbot. Na arkuszu papie-
ru uzyskiwat on warstewke chlorku srebra, po czym ktadt na nim wykonany na prze-
zroczystym podtozu rysunek. Po wystawieniu na Swiatto na arkuszu pojawiat sie
negatyw rysunku. Zastuga Talbota bylo wynalezienie sposobu utrwalania negaty wu.
Osiagat to traktujagc negatyw wrzacym roztworem soli kuchennej. W tych warun-
kach dochodzito do usuniecia nie przereagowanego chlorku srebra z pou ierzchni
arkusza. Powtdrzenie operacji przy uzyciu negatywu jako wzorca pozwalato otrzy-
maé pozytywowe odbicie wyjsciowego rysunku [7].

Wypisywanie takich zanikajacych na storicu napiséw na pewno wywotywato
zadziwienie obserwatoréw ale i zgorszenie powaznych ludzi, ze niby po co zajmo-
wac sie czyms tak niepowaznym. Mysle sobie nawet, ze z takiego zgorszenia mogto
sie rodzi¢ przekonanie, wyrazone wiele wiekéw przedtem przez Sw. Augustyna,
ktoiy twierdzit, iz ,,gtupstwa dorostych nazywa sie zajeciami* [8]. Ale nawet higiena
pracy badaw:czej wymaga przeciez okreslonego luzu i poczucia swobody, wyrazaja-
cej sie w uwolnieniu $wiadomosci badacza od konieczno$ci dokonania odkrycia.
0 tym za$ wiedzg dobrze badacze, zwlaszcza ci najwieksi. Chciatbym tu przytoczy¢
fragment autobiografii R.P. Feynmana, fizyka-Noblisty, ktory umiat na swojg prace
patrzeé z takiego wiasnie dystansu. Czasy wojenne skierowaty go do Los Alamos,
do pracy nad bronig jadrowa. Wyrwat sie stamtad, jak tylko skoriczyta sie wojna
1zostat profesorem fizyki w Comell University w Ithace. Czut sie wtedy gruntownie
wyjatowiony z jakiegokolwiek zapatu badawczego.

»Przyjatem wiec - wspominat —nowag postawe. Skoro nie moge tego zmienic,
zejestem wypalony i nigdy nic nie osiggne, a mam te cieptg posadke na uniwersyte-
cie, uczenie studentéw sprawia mi przyjemnos¢ i lubie czyta¢ Basnie ~ tysigca
ijednej nocy, bede sie bawit w fizyke, kiedy mi przyjdzie na to ochota, nie zastana-
wiajac sie, czy ma to jakie$ znaczenie dla Swiata. Kiedy mniej wiecej tydzieh poz-
niej siedziatem w kafeterii, jaki$ facet rzucit w powietrze talerz. Gdy talerz leciat
przez sale, zauwazylem, ze ma bicie podluzne i ze czerwony herb uniwersytetu
obraca sie. Byto dla mnie oczywiste, ze jeden obrot herbu trwa krocej nizjedna faza
bicia. Nie miatem nic innego do roboty, wiec zaczatem oblicza¢ ruch obracajgcego
sie talerza. Odkrytem, ze jezeli kat biciajest bardzo niewielki, herb obraca sie dwa
razy szybciej niz bicie —stosunek dwa do jednego. Wyszto mi tak z bardzo skompli-
kowanego réwnania! Pomyslatem sobie: ,,Czy moge znaleZ¢ jaka$ bardziej podsta-
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wowa przyczy ne - na przykifad sily, jakie dziatajgnatalerz - dla ktdrej ten stosur.ek
wynosi dwa do jednego?™ Do dzi$ pamigtam, ze poszedtem do Hansa Bethego
i powiedziatem:

—Hej, Hans! Zauwazytem ciekawa rzecz. Jak sie talerz obraca, wychodzi dwa
dojednego, bo... —pokazatlem mu przyspieszenia.

-To dos¢ interesujace, Feynman, ale co z tego wynika, co? Po co to robisz?

- Nic z tego nie wynika. Robie to tylko dla zabawy. - Jego reakcja nie znieche-
cita mnie; miatem postanowienie, ze bede sie bawit fizyka i robit to, na co mi przyj-
dzie ochota.

Nie przestatem pracowac nad réwnaniami bicia. Potem pomyslatem o tym. jak
przemieszczajgsie orbity elektronéw' w teorii wzglednosci. Potem pojawito sie row-
nanie Diraca z elektrodynamiki. Potem elektrodynamika kwantéwa. Zanim sig obej-
rzatem (stato sie to bardzo szybko), ,,bawitem sie" tym samym starym problemem,
ktory mnie tak bardzo cieszyt, nad ktérym przestatem pracowac, gdy pojechatem do
Los Alamos: znow'u miatem do czynienia z tymi staro$wieckimi, cudownymi pro-
blemami, nad ktérymi siedziatem do dyplomu” [9],

(Wspomniane w tekscie ,,bicie”, w oryginale wobbling, to bicie osiowe, tj. chy-
botanie obiektu).

Jak mi sie wydaje, nic innego jak dojmujgca potrzeba pewnego l'izu. rodzi we
wspotczesnych badaniach chemicznych takie objawy, jak np. wymyslanie zartobli-
wych skrétéw' dla nazw obiektdw' badawczych, albo technik eksperymentalnych.
Nie tak dawno, przegladajgc piSmiennictwo z interesujacej mnie dziedziny, napot-
katem skrot MIDAS. Przywotuje on natychmiast posta¢ znanego ze szkolnej mito-
logii krola Frygow, tak bardzo doswiadczonego przez Dionizosa. A oznacza metal
ion dependent adhesion site pewnego biatka receptorowego. Mitologia dostarczata
niegdy$ gotowych kryptonimow dla utajnianych w ten sposéb substancji alchemi-
kow. 1tak, np. stowo KRONOS byto jednym z kryptonimdyv otowiu. tatwo tu do-
strzec odniesienie do roli otowiu w procesach kupelacji. Ten dawny bdg starozyt-
nych Grekéw zjadat swoje dzieci, tak jak otow zanieczy szczenia metali szlachet-
nych. Co tu moze zadziwic, to dzisiejszy' nawroét do tej starej nazewniczej opcji. Jej
ponowne pojawienie.

Takie zartobliwe skréoty wystepujai w innych, niz chemia, gateziach wspdtcze-
snej nauki. Pulsary odkryto nie tak dawno, $ledzac nadchodzace z kosmosu regu-
larne impulsy radiow®. Ich regularno$¢ mogta sugerowac dziatanie jakich$ kosmicz-
nych inteligencji. Obiekty, wysylajace te sygnaty okreslono wiec skrétem LGM
(ang. little green man\ a dopiero pdzniej nazwano pulsarami (ang. pulsing radio
sources). Niekiedy terminy wymyslone dla oSmieszeniajakiejs$ teorii przyjmujgsie
jako te wiasciwe. Tak byto z powszechnie przyjeta nazwa ,,teoria wielkiego yyybu-
chu”. Termin ten wymyslit brytyjski kosmolog, F. Hoyle. Byt zyvolennikiem teorii
stanu stacjonarnego Wszechswiata i terminem tym chciat wtasnie o$mieszy ¢ prace
0 Kosmosie wytaniajacym sie z wielkiego prawybuchu. Ale céz, termin przyjat sie,
jako dobrze opisujacy przewidywany stan rzeczy [10],
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tetraedran kuban dodekaedran

snouten felicen lepidopteren

helwetan izraelan kongresan
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Resztki poczucia humoru chemikdw kryja sie tez w petnych nazuach zwiaz-
kéw chemicznych [11]. W jednej z wczesniejszych notatek pisatem o kongresanie
(patrz Rys.), weglowodorze zawdzieczajacym swe istnienie inwencji grafika, pro-
jektujacego oktadke do tomu materiatow 19 Kongresu IUPAC w Londynie (1963).
Mozna tu przytoczy¢ wiele podobnie wytworzonych nazw. Pochodzacych np. od
ksztattu czgsteczek: tetrahedran. kuban, dodekahedran, fuleren, ale i takie jak lepi-
dopteren (Lepidoptera to motyle), felicen (od ang. feline - kotowatej, i snouten
(od ang. snout - ryj). Albo wytworzonych od symboli panstw: helwetan i izralean.
I wreszcie nawet takie jak george (deltacyklen) i bigeorge. Kt6z zgadnie, jaki to
przyjaciel badacza zostat uwieczniony w tych nazwach? Kto wie. by¢ moze nazew-
nictwo chemiczne to ostatnie schronienie dla poczucia humoru chemikdw.

W tym wypedzaniu poczucia humoru, i w ogo6le, luzu z badarh naukowych,
wielki udziat majgsponsorzy nauki. Przydzielajacy $rodki na badania decydenci nie
znoszg, by z nauki ,,robiono sobie zarty" i zwykli bezwzglednie eliminowac zartow-
nisiow. Albo ludzi przedstawiajacych ,,zwariowane” tematy. Bo pienigdz musi by¢
wydatkowany z nalezyta powaga. Sami za$ czesto dokonuja wyboréw jak najgor-
szych. Jakiez to sumy, i przez ile wiekdw wydawano np. na uparte proby przeksztat-
cenia nieszlachetnych metali w ztoto. Nikt inny, jak dwory panujgcych, finansowaty
te obtednarobote. Albo w naszych juz czasach. Czy kto$ policzyt sumy wydane, nie
tylko przeciez przez mocarstwa Swiatowe, na wytworzenie broni jagdrowych? No
tak, ale to byty z punktu widzenia wladcow powazne cele.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] R. Rudgley, Zaginione cywilizacje epoki kamienia, Amber, Warszawa 1999, s. 151.
[2] M. Eliade, Kowale i alchemicy, Aletheia, Warszawa 1993, s. 20.
[3] J. Diamond, Strzelby, zarazki, maszyny. Losy ludzkich spoteczefstw, warszawa 2000. s. 287.
[4] M. Klimowicz, | Z. Siemion, Echa krakowskie w Cudzie mniemanym Bogustawskiego. Bardos
i machina elektryczna. Rocznik Tow. Lit. im. A. Mickiewicza, 1997,32. 73—88.
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Warszawa 1959, s. 230-243.
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49-51.
[7]1 F. Lasser-Cohn, Chemiazycia codziennego, T. 1, Warszawa 1900. s. 99—100.
[8] Aureliusz Augustyn, Wyznania, PAX, Warszawa 1987, s. 18.
[9] R.P. Feynman, ,,Pan raczy zartowaé, panie Feynman?" Przypadki ciekawego cztowieka.
Wyd. Znak, Krakéw 1996.s. 176-177.
[10] Dane te zaczerpnatem z ksigzki: M. White, J. Gribbin. Stephen Hawking. Zycie i nauka, WNT,
Warszawa 1994.
[U] W.V. Metanomski, Unusual names assigned to chemical substances, Chem. Intern., 1987, 9,
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ROBERT NOWAKOWSKI LAUREATEM
NAGRODY IM. JANA POPIELAWSKIEGO
| PIOTRA MODRAKA

Z inicjatywy grona przyjaciot przedwcze$nie zmartych wybitnych fizykochemikéw
Jana Marii Popielawskiego i Piotra Modraka,

utworzona zostata nagroda ich imienia. Nagrode ufundowata Fundacja BRE-Banku
w Warszawie. Celem tej Nagrody jest upamiegtnienie osiggnie¢ naukowych, organi-
zacyjnych i dydaktycznych Zmartych uczonych oraz promocja w Instytucie Chemii
Fizycznej PAN badan teoretycznych przez nich uprawianych. Szczego6towe infor-
macje o dorobku naukowym, dydaktycznym i organizacyjnym Zmartych J. Popie-
lawskiego i P. Modraka mozna znalez¢ w literaturze [1-6]. Na posiedzeniu W dniu
14-12 2005. w roku Jubileuszu 50-lecia Instytutu, Kapituta Nagrody przyznata
nagrode za rok 2005 Robertowi Nowakowskiemu, w uznaniu wybitnych osiagnie¢
naukowych w badaniach dyfuzji, samoorganizacji warstw adsorbatu, reorganizacji
powierzchni indukowanej adsorbatem. i reakcji powierzchniowych.

Drinz Robert Nowakowski
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Poprzednio, Nagrode otrzymali: Jerzy Gorecki za 2000 r., Andrzej Lech Kawczyn-
ski za 2002 r., Bogdan Nowakowski za 2004 r.

Dr inz. Robert Nowakowski rozpoczat prace w IChF PAN w 1986 r., po ukon-
czeniu studiow na Wydziale Fizyki Technicznej i Matematyki Stosowanej Politech-
niki Warszawskiej. W 1992 r. otrzymat tytut doktora nauk chemicznych na postawie
rozprawy doktorskiej —wykonanej pod kierunkiem prof. J. Lipkowskiego - na
temat optymalizacji rozdzielen w wysokosprawnej chromatografii cieczowej meto-
da symulacji komputerowej. Rozprawa ta zostata wyrdzniona przez Rade Naukowg
IChF. Od 1994 r. aktywno$¢ badawcza Roberta Nowakowskiego skupia sie uokot
nowoczesnych metod mikroskopii tunelowej (STM) i sit atomowych (AFM). Od
2000 r.jest pracownikiem zorganizowanego przez prof. J. Popielawskiego Zaktadu
Dynamiki Chemicznej, aktualnie kierowanego przez prof. R. Dusia. Dr Nowakow-
ski uruchomit w IChF pierwszy w Kraju komercyjny mikroskop STM/AFM.
Aktywnie uczestniczy w organizacji i badaniach Pracowni Mikroskopii. W roku
2005 zakonczyt z sukcesem przewod habilitacyjny przed Radg Wydziatu Fizyki
i Astronomii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Zainteresowania Roberta Nowakowskiego skierowane sg na obserwacje in situ
przebiegu réznorodnych procesdw powierzchniowych i reakcji przebiegajacych na
powierzchniach metali, w tym proceséw prowadzacych do samoorganizacji cien-
kich warstw czgsteczek organicznych na metalach [7], proceséw tworzenia i rozkta-
du stopéw metali [8], oraz, aktualnie, procesu tworzenia i rozktadu wodorkéw
metali [9]. W wiekszosci przypadkdw procesy te obserwowane sg z rozdzielczoscia
czasteczkowa lub mezoskopowa. Dostarczajg cennych informacji o przebiegu pro-
cesOw i zjawisk im towarzyszacych. Przyktadowo, badania in situ dyfuzji czaste-
czek potprzewodnika organicznego na metalach unaoczniajgtowarzyszacatej dyfu-
zji reorganizacje atoméw podtoza metalicznego. Ten eksperymentalny rezultat ma
Scisty zwiazek z pracami teoretycznymi prof. J. Popielawskiego nad szybkoScig
reakcji i procesow transportowych w nierownowagowych uktadach chemicznych.
Zainteresowania dr Nowakowskiego obejmuja réwniez uktady biologiczne [10].
Dr Nowakowski byt stypendystg Fundacji A. Humboldta w Niemczech i The Royal
Society w Wielkiej Brytanii. Fundacja Humboldta obdarowata go mikroskopem
tunelowym, ktoiy jest wykorzystywany w Pracowni Mikroskopii. Dr Nowakowski
jest autorem 47 publikacji w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym.

Prof. dr hab. A. Jabtonski

Przewodniczacy Kapituty Nagrody,
Dyrektor IChF PAN, Warszawa
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[7]
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[9]
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NOWE WYDAWNICTWA

H 1

Andrzej Cyganski, Chemiczne metody analizy ilosciowej, wydanie széste uzupetnione. Wydaw-
nictwa Naukowo-Techniczne, W'arszawa 2005.

Do kolejnej edycji tego bardzo popularnego wséréd studentéw podrecznika dodano nowy. obszerny
rozdziat pt. ,Kierunki rozwojowe wspotczesnej chemii analitycznej” ijest to rozszerzenie potrzebne
i uzasadnione.

Ksigzke wydanojak zawsze starannie, ale —co byto tez wadg poprzednich wydan - oszczedzono na
twardej oprawie. Tymczasem znaczna objeto$¢ (ponad 600 stron) w potaczeniu z klejonym grzbietem
i miekka oktadka nie wrézy podrecznikowi dtugiego zycia w rekach studenta, zwtaszcza w laboratorium
chemicznym.

W'ielka szkoda, ze uwagi nizej podpisanego umieszczone w recenzji poprzedniego wydania nie
zostaty wziete pod uwage przez Autora. W efekcie liczne, drobne ale irytujace nieScistosci czy niedocia-
gniecia z poprzedniego wydania znajdziemy takze w obecnym. Dwa tylko przyktady: 1) nie wiedzie¢
jednak czemu nadal obszernie omawia sie wagi periodyczne, co jest oczywistym anachronizmem, skoro
w praktyce laboratoryjnej takich wag sie juz nigdzie chyba nie uzywa, 2) kolejnym, zabawnym anachro-
nizmem jest cho¢by pierwsze cytowanie (dokumentpt. ,,Stan i prognozy rozwojowe chemii analitycznej
w Polsce7 z roku 1973 ijego odpowiednik z 1986). Radzitbym wiec przejrzeé¢ i zaktualizowaé¢ podang
literature przedmiotu.

Po kazdej cze$ci teoretycznej, ilustrowanej przyktadami rachunkowymi, nastepuje czes$¢ praktycz-
na (w tym szczegotowe przepisy wybranych analiz), za$ rozdzialy koricza przyktadowe zadania i zagad-
nienia. Zakres materiatu i liczba zadan sa catkowicie wystarczajace dla studentéw wydziatdbw chemicz-
nych uniwersytetéw i politechnik, cho¢ w popularnym podreczniku Gatusalzadan znajdziemy wiecej.
Podoba mi sie tez, cho¢ moze jestem w tym pogladzie odosobniony, ze nie podano rozwigzan zadan,
oczywiscie z wyjatkiem zadan przyktadowych.

Warto po$wieci¢ kilka stéw rozdziatowi széstemu, stanowigcemu istotng nowos$¢ i wazne rozsze-
rzenie. PoSwigcono go zagadnieniom analizy $ladowej, specjacji oraz zagadnieniom zwigzanym z anali-
zami $rodowiskowymi. Ograniczenie objetosci tego nowego rozdziatu spowodowato, ze jest on whasci-
wie spisem definicji i zbiorem skrétowych, niemal encyklopedycznych wiadomosci, ale w podreczniku
tego rodzaju - adresowanym gtéwnie do studentéw 2. czy 3. roku studiéw chemicznych —jest to zaleta,
aniewada. Nie mozna tez nie zauwazy¢ rozszerzenia rozdziatu piatego o nowoczesne techniki ekstrakcji.

1 Cwiczenia rachunkowe z chemii analitycznej, praca zbiorowa pod red. Z. Galusa, wydanie piate, PV«N,
Warszawa 1994.
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Wszystko to. a takze potgczenie wjednym tomie zagadnien praktycznych iteorety cznych sprav ia.
ze podrecznik Cyganskiego stanowi interesujgca pozycje na polskim tynku ksigzek z zakresu chemii
analitycznej ijest ze wszech miar godny polecenia.

Ponawiam jednak sugestie by starannie zrewidowac tekst przed nastepnym wydaniem. Chodzi tu
nie tylko o niedociggniecia i btedy powtarzane w kolejnych edycjach, ale tez o czytelno$¢ niektérych
wywodG6w teoretycznych. Niezaleznie od tego uwazam, ze Chemiczne metody analizy iloSciowej stano-
wigcenngpomoc dydaktyczngiwartoje zaleca¢ studentom, uczeszczajacym na wyktady i wykonujacym
¢wiczenia z iloSciowej analizy chemicznej.

Jacek Glinski



Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych" informuje, ze sg u nas do nabycia nas-

tepujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomosci Chemicznych”:

Nomenklatura steroidow (Zalecenia 1989% ttum. J.W. Yorzycki i W.J. Szczepek,
cena 3 zt

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

Z. Kluz, M. Pézniczek, Nomenklatura zwigzkéw chemicznych. Poradnik dla
nauczycieli, cena 10 zt

Podstawowa terminologia stereochemii oraz Stownik podstawowych terminéw
iv hauce o polimerach. Zalecenia 1996, red. O. Achmatowicz. B. Szechner
i P. Kubisa, cena 12 zt

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

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

K. Maruszewski, Fizykochemia molekut zamknietych iv zeotitach i zol-zelach,
cena 18 zt

Praca zbiorowa, Uporzadkowane materialy mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 z¢

Skorygowana nomenklatura rodnikéw, jonéw, jonorodnikéw i podobnych indyu i-
dudw chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokotowska i A. Wisniewski,

cena 15 zt

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

M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwo$¢jonow wpodwdjnych uktadach stopionych soli,
cena 8 zt.

Praca zbiorowa, Nanomateriaty, red. D. Hreniak, W. Lojkowski, W. Strek,
M. Suszynska, cena 25 zi.
Bibliografia ,,Wiadomos$ci Chemicznych ” za tata 1988-1997, cena 3 zt.

Ksigzki wysytamy na koszt zamawiajgcego. Zamowienia prosimy kierowac
pod adresem: Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroctaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: BPH SA | O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, NRB 83 1060 0076 0000 3200 0040 0597.



REGULAMIN DLA AUTOROW

»Wiadomosci Chemiczne” publikujg artykuty referatowe, nie oryginalne prace do$wiadczal-
ne, dotyczace wszystkich dziedzin chemii i nie drukowane przedtem w innych czasopismach. Ar-
tykuty publikowane w ,Wiadomoé$ciach Chemicznych" nie moga by¢ bez zgody Redakcji druko-
wane w innych czasopismach. Tres¢ artykutéw powinna odpowiada¢ stanowi wiedzy w chwili pi-
sania artykutu. PiSmiennictwo cytowane powinno uwzglednia¢ najnowsze prace krajowe i zagra-
niczne z dziedziny, ktorej dotyczy' artykut.

Maszynopisy (wydruki komputerowe) nalezy’ nadsytaé Redakcji w dwdch egzemplarzach:
oryginat i kopia lub kserokopia pisanajednostronnie, z zachow aniem podwdjnej interlinii i margi-
nesu szerokos$ci 5 cm z prawej strony; pierwszy wiersz akapitu nalezy zaznaczy¢ wcieciem na
5 uderzen w klawisz.

Na pierwszej stronie pod tytutem polskim nalezy umiesci¢ tytut w jezyku angielskim, adres
autora oraz spis rozdziatow. Praca powinna zawieraé obszerne streszczenie w jezyku angielskim
(do 1,5 strony maszynopisu z cytowaniem pi$miennictwa i odsytaczami do tabel i rysunkéw w tek-
$cie). Na osobnej kartce prosimy o krotkag(do 150 wyrazédw) notke z informacjao uprawianej przez
Autoratematyce naukowej i przebiegu pracy. Prosimy o podanie tytutu naukowego i miejsca pracy
oraz o dotaczenie aktualnego zdjecia. Przystanie tych informacji bedziemy traktowaé jako zgode
na ich publikacje.

Artykut}- nalezy opracowywac zwiezle i nie zamieszczaé¢ szczeg6téw, odsytajac czytelnika
do pisémiennictwa oryginalnego. Maszynopis nie powinien przekracza¢ 25 stron wraz z tabelami
i wykazem piSmiennictwa lub 100 stron, je$lijest monografig przeznaczongdo druku w ..Bibliote-
ce Wiadomosci Chemicznych”. Artykuty powinny byé napisane za pomoca komputera. Redakcja
prosi o dotgczenie dyskietki z tekstem pracy i ilustracjami wraz z wyczerpujaca informacjg o uzy-
wanym edytorze. Pozadany edytor Word (co najmniej wersja 6).

Rysunki (moga by¢ kolorowe, ale za doptata do druku) nalezy nadsyta¢ w dwé6ch egzempla-
rzach (oryginaty' i kopie lub kserokopie). Oryginaty rysunkéw musza mie¢ taka forme graficzna, by
nadawaty sie do reprodukcji. Na odwrotnej stronie nalezy poda¢ otéwkiem nazwisko autora i nu-
mer rysunku iten sam numer zaznaczy¢ w odpowiednim miejscu maszynopisu. Na osobnym arku-
szu dotaczy¢ podpisy pod rysunki. Wzory chemiczne i schematy reakcji chemicznych, ktérych
nie mozna W prosty sposdb napisaé na maszynie lub komputerze, powinny byé wpisane recznie,
w odpowiednich miejscach tekstu. Niezaleznie od tego do pracy nalezy dotgczy¢ jeden komplet
wzoréw i schematéw narysowanych oddzielnie w formie nadajacej sie do reprodukcji.

Tabele nalezy ponumerowaé cyframi arabskimi oraz podac¢ ich tytuty.

PiSmiennictwo zestawia sie w kolejnosci cytowania w tek$cie: powinno ono zawiera¢ kolej-
no inicjaty imion i nazwisko, skrét tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wydania,
tom podkre$lony i numer pierwszej strony cytowanej pracy. Wykaz skrétéw wazniejszych czaso-
pism chemicznych jest podany w ..Wiadomosciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jesli czgs$¢ pis-
miennictwa zebranajest w monografiach lub innych wydawnictwach, nie nalezy podawac szcze-
g6towo wykazu tego piSmiennictwa, lecz cytowaé odno$ne wydawnictwo.

(o] przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Maszynopisy nie odpowiadajga-
ce podanym warunkom nie beda przez Komitet rozpatrywane. Artykuty nie zakwalifikowane
do druku Redakcja zwraca, zachowujgc kopie maszynopisu. Autorzy przeprowadzajgjedng korek-
te tekstu. Po zakwalifikowaniu pracy do druku nie bedg uwzgledniane zadne poprawki rysunkéw.

Honoraria za wydrukowane prace sag wyptacane wytacznie tym Autorom, ktérych artykuty
zostaty zamoéwione przez Redakcje. Autorzy wydrukowanych prac otrzymuja bezptatnie 20 nadbi-
tek.



DO CZYTELNIKOW
LJWIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

Redakcja miesiecznika PTCh ,,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze wyso-
kos¢ prenumerat}' rocznej ,,Wiadomosci Chemicznych” za 2006 r. w}nosi 120 zt dla
instytucji i nie zrzeszon\ch prenumeratoréw indywidualn}ch oraz 60 zt dla bibliotek
szko6t Srednich i podstawowych. Naleznos¢ za prenumerate prosirm przekazywac na
konto:

Bank Przerm stowo-Handlowy S.A.
Oddziat we Wroctawiu
pi. Powstaricéw SI. 9, 53-316 Wroctaw
Redakcja ,,Wiadomosci Chemiczmch”
NRB 83 1060 0076 0000 3200 0040 0597

Prenumerata ,,Wiadomosci Chemicznych” dla czionkéw PTCh, potaczona
z oplatg sktadek cztonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia sie nastepujgco:

- prenumerata ,,Wiadomosci Chemicznych” na rok 2006 wraz ze sktadkgczton-
kowska, w ramach ktorej dostarczany jest ,,Orbital”. wynosi 60 zt (sktadka - 50 zi,
prenumerata - 10 zb);

- emeryci, doktoranci oraz studenci ptacg25 zt (sktadka - 15 z4, prenumerata
- 10 zb); a nauczyciele szkél Srednich i podstawowych ptacg30 zt (sktadka - 20 zt,
prenumerata - 10 zb).

Cztonkowie PTCh. ktérz\ zechcg zaprenumerowac ,,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sg 0 wnoszenie optat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Millennium BIG BG SA, Nr 57 1160 2202 0000 0000 2720 2458

Redakcja ,,IViadomosci Chemicznych™
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