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PROFESOROWI CZESELAWOWI
WAWRZENCZYKOWI W 80. ROCZNICE URODZIN

Kiedy poproszono mnie o krotkie przedstawienie sylwetki Profesora dr hab.
Czestawa Wawrzenczyka, zgodzitem si¢ z radoscia. Potaczyl mnie z nim los dosc¢
dawno temu - gdy w roku 1971 podjalem prace w Instytucie Chemii Organicznej
i Fizycznej Politechniki Wroctawskiej. Tyle tylko, ze przez wiele lat nie wiedziatem,
ze Jego imi¢ to Czestaw, bo na Politechnice funkcjonowat jako Marek. Gdy zaczatem
pisaé, zdatem sobie sprawe, jak niewiele naprawde wiemy o wspottowarzyszach
naszej zawodowej drogi przez zycie i dlatego poprositem o wsparcie, ktorego chetnie
mi udzielono, za co serdecznie dzigkuje.
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Profesor Wawrzenczyk jest dumnym synem Ziemi Kieleckiej. Urodzit sig
8 wrzesnia 1943 roku w Strawczynie oddalonym niewiele ponad 20 km od Kielc.
Dorastat w rodzinie Jozefa i Marianny, a Rodzice w odstepach trzyletnich obdarzyli go
bratem Joézefem (chociaz wigkszo$¢ nazywa go Ryskiem), siostrami Kazimierg
i Marianng. W roku 1961 ukonczyt I Liceum Ogdlnoksztatcace im. Stefana
Zeromskiego w Kielcach (Zeromski réwniez urodzit sie w Strawczynie). Jako uczen
chciat studiowa¢ filologi¢ polska, ale zdawat sobie sprawg¢ z ograniczonych mozliwosci
ciekawej pracy po takich studiach, wigc wybrat chemig. Zadecydowat o tym fakt, ze
w liceum w Kielcach byta $wietna pracownia chemiczna i lubit ten przedmiot.

Ze wzgledow geograficznych powinien wybra¢ Krakow, Lublin lub Warszawe, ale
za namowa kolegi przyjechal do Wroctawia i1 zaczatl studiowaé na Wydziale
Matematyczno-Fizyczno-Chemicznym Uniwersytetu Wroctawskiego. Ukonczyl je
w roku 1966 pracg magisterska pt. ,,Otrzymywanie 2,4-karadienu” wykonang pod
kierunkiem prof. Henryka Kuczynskiego tworcy szkoty chemii i stereochemii terpenow
na Politechnice Wroctawskiej. Bezposrednim opieckunem pracy byl pdzniejszy prof.
Krzysztof Piatkowski. I tak zaczela si¢ przygoda Profesora z chemia zwigzkow
naturalnych. Po ukonczeniu studiow podejmuje prace w Katedrze Chemii Organicznej
II na Politechnice Wroctawskiej, gdzie prof. Kuczynski powierza nad nim opieke
doktorowi Andrzejowi Zabzy.

Kiedy zaczat pracowac, nie do konca byt przekonany co do kariery naukowe;j
i wystartowal w konkursie na sprawozdawce sportowego w telewizji. Przeszedt
pierwszy etap konkursu, ale w nastgpnym miat za zadanie komentowaé¢ podnoszenie
cigzaro6w. To mato dynamiczny sport i taki sam byt komentarz, co skonczyto marzenia
Profesora o karierze telewizyjnego sprawozdawcy sportowego.

W roku 1974 mgr Czestaw Wawrzenczyk uzyskuje stopien naukowy doktora nauk
chemicznych, ktory nadaje mu Rada Naukowo-Dydaktyczna Instytutu Chemii
Organicznej i Fizycznej Politechniki Wroctawskiej. Podstawg nadania tego stopnia byta
rozprawa pt. ,,Stereochemia cyklicznych azaterpenow”, a promotorem byt doc. Andrzej
Zabza.

Mtody doktor stat si¢ wczesniej glowa rodziny. W dniu 20 lipca 1968 roku bierze
$lub z Mirostawa Plokarz, mtodsza kolezanka z Uniwersytetu. W 1970 roku pojawia si¢
w domu syn — Michat (architekt), a w roku 1978 corka Julia (dzisiaj znany wroctawski
chirurg-onkolog).

W grupie prof. Andrzeja Zabzy zwrdécono uwage na fizjologie owadow, gtownie
na ich rozw¢j. Role¢ kluczowa w tym procesie odgrywa uktad hormonalny, a jednym
z dwoéch kluczowych jest hormon juwenilny. Wiele grup badawczych, wsrod nich i ta
na Politechnice Wroctawskiej, projektowalo i otrzymywato analogi strukturalne tych
hormondéw w nadziei na znalezienie skutecznego insektycydu. Jako wspotorganizator
konferencji naukowej, ktora odbyta si¢ w roku 1980 w Karpaczu, gdzie zjechata si¢ cata
Swiatowa $mietanka specjalistow z zakresu fizjologii owadéw 1 chemii, Profesor
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Wawrzenczyk przekonuje si¢ ostatecznie do tej tematyki i kontynuuje badania z zakresu
syntezy analogéw strukturalnych hormonéw juwenilnych. W roku 1984 wyjezdza na
staz do zespotu profesora Glenna Prestwicha na Uniwersytet Stanu Nowy Jork w Stony
Brook. Po powrocie ze stazu, w roku 1985 na podstawie rozprawy habilitacyjnej pt.
wAnalogi strukturalne hormonow juwenilnych owadow”, decyzja Rady Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej dr Czestaw Wawrzenczyk uzyskat stopien
doktora habilitowanego nauk chemicznych. Po tym wydarzeniu dr hab. Czestaw
Wawrzenczyk zapragnat wigkszej samodzielno$ci naukowej i organizacyjnej. Rozgladat
si¢ wiec za uczelnig, ktdora da mu mozliwosci tworzenia zespotu badawczego. Wybdr,
troch¢ z sentymentu padl na Wyzsza Szkol¢ Pedagogiczna w Kielcach (obecnie
Uniwersytet im. Jana Kochanowskiego), gdzie od lutego 1987 roku pracowat na petnym
etacie docenta w Instytucie Chemii. W tym samym roku rozpoczat tez prace w Katedrze
Podstaw Chemii Akademii Rolniczej (obecnie Uniwersytet Przyrodniczy) we
Wroctawiu, najpierw w wymiarze pot etatu, a od 1989 w pelnym wymiarze. W roku
1987 odbyta si¢ druga miedzynarodowa konferencja omawiajaca wptyw hormonow
owadzich na ich rozwdj i behawior. I znéw zgromadzita ona §wiatowa czolowke
badaczy, a prof. Glenn Prestwich zaproponowal Czestawowi Wawrzenczykowi drugi
roczny staz naukowy, ktory odbyt si¢ w roku 1988. Ten staz zaowocowal otrzymaniem
znaczonych trytem i jodem hormonéw juwenilnych i ich pézniejsze zastosowanie do
badania biatka wigzacego ten hormon. Badania te pozwolity zdefiniowaé molekularne
podstawy regulacji hormonalnej rozwoju owadow.

Po powrocie ze stazu od 1 pazdziernika 1989 roku pierwszym pracodawcy stala si¢
Akademia Rolnicza we Wroctawiu a drugim Wyzsza Szkota Pedagogiczna w Kielcach.
W obu tych uczelniach prof. Wawrzenczyk rozpoczat budowanie dwoch zespotow
badawczych. W latach 1992-2000 byt zatrudniony na Akademii Rolniczej we
Wroctawiu na stanowisku profesora nadzwyczajnego, a od 2000 roku profesora
zwyczajnego. W miedzyczasie z rak Prezydenta Aleksandra Kwasniewskiego otrzymat
w roku 1998 tytul profesora nauk chemicznych. Procedur¢ o nadanie tytutu
przeprowadzita Rada Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. W roku 1996
zostat kierownikiem Katedry Podstaw Chemii, ktdrej nazwa szybko zostala zmieniona
na Katedr¢ Chemii. Prof. Wawrzenczyk rozwija swoja tematyke badawcza, ktora
w nowatorski sposob faczy doswiadczenia wyniesione z Politechniki Wroclawskiej
(chemia izoprenoidow), stazu na uniwersytecie w Stony Brook (badania na pograniczu
biologii i chemii) oraz tradycji badan prowadzonych przez prof. Stanistawa Meyera
(redukcja zwiazkow aromatycznych w cieklym amoniaku, redukcja Birch’a) i prof.
Antoniego Siewinskiego na Akademii Rolniczej (zastosowanie mikroorganizmoéw jako
katalizatorow w syntetycznej chemii organicznej).

Nauke¢ mozna wyobrazi¢ sobie jako wielki i pigkny zamek, w ktorym jest wiele
imponujacych i wystawnie umeblowanych komnat. Jednak jest tam jeszcze wiele pokoi,
ktore kryja niespodzianki, ale aby je pozna¢ trzeba otworzy¢ odpowiednie drzwi,
zbada¢ te niespodzianki a nast¢pnie urzadzi¢ te pokoje. W moim odczuciu prof.
Czestaw Wawrzenczyk otworzyl wiele drzwi, sam umeblowatl kilka pokoi, a inne
przygotowat swoim nastepcom. Co najmniej trzy z nich to prawdziwe komnaty. Pier-



404 PROFESOROWI CZESLAWOWI WAWRZENCZYKOWI

wsza z nich to projektowanie, synteza i ocena aktywnosci deterentdow pokarmowych
owaddéw w nadziei, ze moga znalez¢ zastosowanie jako czynniki regulujace populacje
szkodnikow upraw ro$linnych i magazynow zywnos$ci. Badania te prowadzit $cisle
wspolpracujac z laboratoriami prof. Jana Nawrota z Instytutu Ochrony Roslin
w Poznaniu, prof. Beaty Gabry§ z Katedry Biologii i Ekologii Uniwersytetu
Zielonogodrskiego oraz prof. Maryli Szczepanik z Katedry Zoologii Bezkregowcow na
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu. Druga komnata zastawiona jest potkami
z flakonikami zawierajgcymi substancje zapachowe. Celem badan bylo otrzymanie
sktadnikéw kompozycji perfumeryjnych oraz preparatéw, ktdore moga by¢ dodatkami
smakowymi w przemysle spozywczym. Badania te to nie tylko ich synteza, ale rowniez
proby korelacji struktury czasteczki z jej wilasciwo$ciami zapachowymi. Prawie
wszystkie metody otrzymywania zwiazkow zapachowych sg objete ochrong patentows.
Niezwyklym poszerzeniem grupy potaczen zapachowych byly krzemoizoprenoidy —
hybryda zwigzkow krzemu z terpenami. W trzeciej komnacie opracowano nowe metody
enzymatycznej modyfikacji fosfolipidow wyizolowanych z zéttek jaj kurzych, pod
katem wzbogacenia ich w nienasycone kwasy tluszczowe takie jak: a-linolenowy,
linolowy, y-linolenowy czy sprzezony kwas punikowy. Modyfikacje czgsci polarnej
fosfolipidow pozwolilty otrzymac pochodne hybrydowe zawierajace
dehydroepiandrosteron (DHA), czy betuling. Badania te prowadzono w celu
stwierdzenia, czy potaczony z lekiem fragment lipidowy moze stuzy¢ jako nosnik
ulepszajacy wlasciwosci farmaceutyku.

Obok zycia naukowego toczylo si¢ zycie rodzinne i Profesorowi udato si¢
wytyczy¢ pewng granic¢ migdzy rodzing a praca. W roku 1996 zostaje On wdowcem,
a rodza si¢ i dorastaja wnuki: Antoni, Maksymilian i Natalia, — jak tatwo si¢ domysli¢
prof. Wawrzenczyk jest kochanym dziadkiem. W kolejnym okresie Jego zycia pojawia
si¢ Krystyna i wnosi wiele stofica i spontanicznego optymizmu. Nieomal corocznie
razem wyjezdzaja na piesza pielgrzymke Szlakiem Jakubowym do Santiago de
Compostela. Szlak ten nazywany tez Camino de Santiago (lub po prostu camino), to
droga dla kazdego, ale niezwykta, gdyz kazdy przezywa ja na inny sposob. Potrafig tak
pigknie opowiada¢ o swoich przezyciach, ze skusili tez mnie i w roku 2016 wybraliSmy
si¢ tam rodzinnie. Nie bardzo tylko wiem, dlaczego wspolpracownicy Profesora
nazywaja te wyprawy pielgrzymkami rekreacyjnymi; zwykle jest to powazne
wyzwanie.

Najwigkszym osiagnieciem Prof. Wawrzefczyka jest niewatpliwie stworzenie
uznanej na $wiecie szkoty naukowej. Szkota ta to nie tylko badania, ale réwniez
wychowankowie i wspotpracownicy, ktorym pomoégl w osiggnigciu kolejnych etapow
rozwoju naukowego. Wypromowat on blisko 100 dyplomantéw, 31 doktorow i jednego
doktora Honoris Causa a 10 osob, korzystajac z Jego opieki, uzyskato samodzielnosé¢
naukowg (czwoérka jest juz profesorami tytularnymi). Jako promotor i kierownik
Profesor dat si¢ pozna¢ jako osoba zyczliwa, pomocna, pelna empatii, wspierajaca
szczegolnie w trudnych momentach, ktora zawsze znajduje czas na rozmowe, u ktorej
mozna zawsze zasi¢gna¢ porady nie tylko w sprawach naukowych. Posiada wyjatkowy
dar motywowania pracownikoéw do tworczej pracy, pozwalajac jednoczes$nie na ich du-
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73 samodzielnos¢. Motywujac do nauki, do rozwoju czy do stawiania sobie celow
ambitnych 1 wymagajacych wyrzeczen bardzo czesto postuguje sie cytatami z Biblii.
Jest bowiem profesor cztowiekiem glebokiej wiary.

Bedac wieloletnim kierownikiem katedry dobrze wiedzial, ze o jakoS$ci
prowadzonych badan silnie decyduja pieniadze. Dokonal znaczacej rozbudowy
infrastruktury laboratoriow oraz diametralnie poprawil stan pomieszczen Katedry
Chemii. Zdobyt tez wiele projektow badawczych pozwalajacych na prowadzenie badan
na odpowiednio wysokim poziomie. Jest oczywistym, ze tak intensywna kariera
naukowa obfituje w recenzje, prezentacje konferencyjne (ponad 10 konferencji sam
zorganizowat), wyktady i wspolprace naukowe. Kariera ta rOwniez owocowata wieloma
odznaczeniami, nagrodami i wyrdznieniami, zeby wspomnie¢ tylko o Krzyzu
Kawalerskim Orderu Odrodzenia Polski i Medalu Komisji Edukacji Narodowe;.

Last but not least, jest tez Profesor lubianym i cenionym dydaktykiem — mozna
nawet postawi¢ teze, ze uczenie to jedna z jego pasji. Jego wyklady charakteryzuje nie
tylko wysoki poziom merytoryczny, ale ciekawy i barwny sposob przyblizania
omawianych zagadnien. Jest autorem podrecznika akademickiego pt. ,,Chemia
organiczna. Wlasciwosci chemiczne i spektroskopowe zwigzkow organicznych”, bardzo
przydatnego do nauki chemii organicznej i interpretacji widm NMR i IR.

W koncu pozwole sobie na moment ,,prywaty”. Najbardziej mi brak wystawnych
$niadan (kietbasa, kaszanka, $ledzik i chleb), ktore prof. Marek Wawrzenczyk wydawat
raz na kilka miesiecy w swoim gabinecie. Tam przyjazniliSmy si¢, plotkowalismy,
dyskutowali o polityce, czy tez rozwazalisSmy problemy chemiczne. Niejednokrotnie
byly one okraszane nalewkami (zwykle produkcji sekretarki Profesora — pani Basi).
Niestety gabinetu Profesor juz nie ma.

Prof. Czestawa Wawrzenczyka mozna by nazwaé¢ nowoczesnym profesorem
o konserwatywnych pogladach na nauke. Ceni sobie bowiem tradycje i role struktury
akademickiej. Dobrze wie, ze do roli lidera naukowego trzeba po prostu dojrze¢, nie
tylko poprzez uzyskanie odpowiedniego dorobku naukowego, ale rowniez poprzez
rozumienie zycia. Jest on Przy tym osoba optymistyczna, otwarta i przyjazna. Nie
sposdb Go nie lubi¢ — ale jak tu nie czu¢ sympatii do osoby, ktéra lubi pszczoty (,,bo
zapylajg kwiaty i produkujg miod”) i motyle (,,bo sq pigkne”).

Prof. dr hab. inZ. Pawel Kafarski
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
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Typowa pamiagtka z wyjazdu nad morze
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Profesor prowadzi Mirkg¢ do $lubu

W Stony Brook z Glennem D. Prestwichem
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Nominacja profesorska

Profesor z doktorantami
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Profesor z wnukami
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PEPTYDY I PEPTYDOMIMETYKI JAKO
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2. Kwas kojowy
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3.2. Peptydy

4.  Podsumowanie

Pismiennictwo cytowane




412 P. LEDWON, M. JEWGINSKI, R. LATAJKA

Mgr Patrycja Ledwon jest absolwentka Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Po
stazu odbytym w 2018 r. na Uniwersytecie Florenckim, rozpoczeta badania do pracy doktorskiej
w Katedrze Chemii Bioorganicznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej pod
kierunkiem prof. dr. hab. Rafata Latajki oraz na Uniwersytecie Florenckim pod kierunkiem
prof. Paolo Rovero. Skupia si¢ na projektowaniu, syntezie i zastosowaniu peptydow
o potencjalnym znaczeniu w kosmeceutyce, gtdwnie jako inhibitory enzyméw wplywajacych na
procesy starzenia si¢ skory.

O] B htps:/forcid.org/0000-0003-2382-390X

O %

Dr inz. Michal Jewginski jest adiunktem w Katedrze Chemii Bioorganicznej na Wydziale
Chemicznym Politechniki Wroctawskiej. Pracg¢ doktorska, realizowang na Uniwersytecie
Opolskim pod kierunkiem prof. dr. hab. inz. Pawla Kafarskiego, obronit w 2009 roku. Jego
zainteresowania naukowe skupiaja si¢ na syntezie oraz badaniu zaleznosci struktury i aktywnoS$ci
biologicznej r6znej klasy foldameréw chinolinowych oraz peptydowych.

Ok td0] @ https://orcid.org/0000-0003-4931-5452

Prof. dr hab. Rafal Latajka jest pracownikiem Katedry Chemii Bioorganicznej na Wydziale
Chemicznym Politechniki Wroctawskiej. Prac¢ doktorska, realizowana pod kierunkiem prof.
dr. hab. inz. Pawla Kafarskiego, obronit w 2001 roku, w 2009 roku uzyskat stopien doktora
habilitowanego, a 2022 roku tytut profesora. Jego zainteresowania naukowe skupiaja si¢ wokot
badan peptydomimetykow oraz foldameréw peptydowych, jak rowniez badan zaleznoSci
struktura-aktywnos¢.

[l '@https://orcid.org/oooo-0003-2943-2838
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ABSTRACT

The publication reviews the results on the tyrosinase inhibition capacity
of a short peptide and peptide conjugates with known low molecular weight
inhibitors of this enzyme. Tyrosinase is a widespread copper-dependent enzyme
capable of catalyzing two reaction pathways for oxidizing monophenols to
o-diphenols and o-diphenols to o-quinones. Despite the wide distribution in nature,
the peptide chain that builds the catalytic cavity is relatively highly conserved for
all organisms. As the research results collected in the work show, the creation
of short peptide conjugates with known tyrosinase inhibitors, such as kojic acid,
significantly reduces the toxicity of the inhibitor and improves its stability.

Keywords: tyrosinase, peptides, peptidomimetics, tyrosinase inhibitors,
cosmeceuticals

Stowa kluczowe: tyrozynaza, peptydy, peptydomimetyki, inhibitory tyrozynazy,
kosmeceutyki
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mTYR
hTYR

DOPA

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— Tyrozynaza grzybowa, ang. mushroom tyrosinase
— Tyrozynaza ludzka, ang. human tyrosinase

— Kwas kojowy, ang. kojic acid

— 3,4-dihydroksyfenyloalanina
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WPROWADZENIE

Melaniny (Rysunek 1) to naturalne pigmenty o polimerycznej strukturze,
odpowiedzialne za karnacje skory. Sa jednymi z najbardziej rozpowszechnionych
barwnikow w naturze. Melaniny obecne sa u bakterii, grzybow i roslin. U zwierzat
melaniny sa produktem utlenienia i polimeryzacji -tyrozyny podczas procesu zwanego
melanogenezg. Zachodzi on w melanocytach, komodrkach obecnych w warstwie
podstawnej naskorka. Ilos¢ i rodzaj pigmentu wytwarzanego w melanocytach, a takze
jego dystrybucja w keratynocytach, determinuje kolor ludzkiej skory i wlosow. Proces
syntezy melanin jest bardzo ztozony, a jego opis mozna znalez¢ w literaturze.['?!

Rysunek 1. Struktura melaniny
Figure 1. Structure of melanine

Po raz pierwszy melanogeneza indukowana przez enzym tyrozynaz¢ byta
przedstawiona w roku 1927 przez Rapera, w pionierskiej publikacji dotyczacej roli tego
enzymu w opisywanym procesie.®] W roku 1988 Prota zaproponowat schemat
melanogenezy, w ktorym otrzymywane sg dwa typy melanin — eumelaniny
i feomelaniny.¥! Eumelanina to polimer o czarno-brazowej barwie, zbudowany gtéwnie
z meréow dihydroksyindolu. Otrzymywana jest w procesie utlenienia tyrozyny lub
3,4-dihydroksyfenyloalaniny (DOPA) do dopachinonu, katalizowanym przez
tyrozynaze. Feomelanina to czerwono-zolty pigment otrzymywany w procesie addycji
cysteiny do dopachinonu, bez udziatu enzymow. Gtéwna roéznica migdzy tymi dwoma
typami melaniny sa fotoochronne wtlasciwosci eumelaniny 1 fototoksycznose
feomelaniny.[1 W zwigzku z tym, feomelanina jest w duzej mierze odpowiedzialna za
fotostarzenie si¢ skory spowodowane nadmiernym oddzialywaniem promieni UV.
Niedobdr eumelaniny powoduje podwyzszong wrazliwo$¢ na stonce i powstawanie
przebarwien skoérnych.

Tyrozynaza odgrywa znaczacg role w procesie melanogenezy i bez watpienia jest
niezbednym czynnikiem w powstawaniu melanin. Spowodowato to zwigkszone
zainteresowanie nowymi inhibitorami tyrozynazy, glownie do celéw leczniczych
i kosmetycznych.

1. TYROZYNAZA

Tyrozynaza (EC 1.14.18.1) produkowana przez melanocyty znajduje si¢
w melanosomach. Ten metaloenzym zaliczany jest do oksydoreduktaz, posiada centrum
aktywne skladajace si¢ z czasteczki tlenu (Oz) i dwoch atomow miedzi — Cu(A)
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i Cu(B).” Tyrozynaza zaangazowana jest w dwie reakcje katalityczne: utlenienie
monofenoli do o-difenoli (aktywno$¢ monofenolazowa) oraz utlenienie o- difenoli do o-
chinonéw (aktywno$¢ difenolazowa). Oba te procesy sa skutkiem wigzania atomow
tlenu do atomoéw miedzi w centrum aktywnym enzymu.

Tyrozynaza jest szeroko rozpowszechniona w naturze, pomig¢dzy organizmami
moze rdzni¢ si¢ struktura, rozmiarem, Sciezka glikozylacji, sposobami aktywacji badz
dystrybucja miedzy tkankami. Nie istnieje uniwersalna struktura tyrozynazy obecna we
wszystkich organizmach, ale kazda z nich posiada trzy domeny: N-koncowa, C-
koficows i centralng.’! Domena centralna jest zachowana we wszystkich typach
tyrozynazy i zawiera dwa miejsca wiazace. Trzy reszty histydyny sa zaangazowane
w koordynacje kazdego z dwoch atoméw miedzi.l® Trojwymiarowa struktura miejsca
aktywnego zostala przedstawiona na Rysunku 2 na podstawie publikacji Zou i in.l']

His263

His94 5 His259

Rysunek 2. Centrum aktywne tyrozynazy. Jony miedzi zostaly oznaczone kolorem bragzowym, atom tlenu -
czerwonym!!%

Figure 2. Active center of tyrosinase. Copper ions showed as brown spheres; oxygen atom showed as
a red spheres!!?

Tyrozynaza grzybowa z Agaricus bisporus (mTYR) jest najczesciej uzywanym
rodzajem tyrozynazy podczas badan nad nowymi inhibitorami tego enzymu. Nalezy
jednak podkresli¢, ze réznice strukturalne migdzy mTYR a ludzka tyrozynaza (hTYR)
powoduja rézng specyficzno$¢ substratowa, i tylko cze$¢ z dotychczas opisanych
inhibitorow znalazto zastosowania kliniczne.''! Spowodowane jest to faktem, ze
badania wstgpne zazwyczaj opieraja si¢ na inhibicji mTYR, a trudno$ci z otrzymaniem
wystarczajagcych ilosci hTYR nie pozwalaja na przeprowadzenie pelnych
eksperymentdéw z wykorzystaniem ludzkiego enzymu. Z tego samego powodu badania
strukturalne i pelna charakterystyka struktury ludzkiej tyrozynazy wciaz jest
utrudniona.l'?l R6znice miedzy mTYR a hTYR sg wcigz badane.['*! Jednym z rozwigzan
tego problemu moze by¢ wykorzystanie lizatow komoérkowych do badan inhibicji
tyrozynazy, a nastgpnie takich samych komorek do badania inhibicji melanogenezy.
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Nalezy réwniez wspomnieé, ze na przebarwienia skorne oprocz procesow
biologicznych maja wpltyw rdézne czynniki zewngtrzne — nadmierna ekspozycja na
stonce, wczesniejsze uszkodzenia skory, stany zapalne, palenie tytoniu, choroby
nowotworowe 1 stres oksydacyjny. Niekontrolowany proces melanogenezy moze
prowadzi¢ do nowotworu skory, czerniaka. Warto wigc pamigtaé o stosowaniu
kosmetykéw z filtrem na co dzien. Problemy z przebarwieniami na skérze moga by¢
zmniejszone przez stosowanie kosmetykéw i kosmeceutykow o wlasciwosciach
wybielajacych. Sktadniki aktywne w takich specyfikach to czesto kwas kojowy (KA)
czy witamina C. W ostatnim czasie rowniez peptydy i ich modyfikacje znalazty swoje
zastosowanie jako inhibitory tyrozynazy. Przyklady takich zwigzkéw zostang
omoéwione w dalszej czesci artykulu. Wsréd produktow kosmeceutycznych
oferowanych przez wiodacych $wiatowych producentéw znalez¢ mozna formulacje
zawierajace kwas kojowy i arbutyng, zarowno t¢ izolowang ze zrddet naturalnych
(takich jak macznica lekarska czy boréwka brusznica), jak 1 otrzymywane
glikozydowane pochodne tego zwigzku.

2. KWAS KOJOWY

Kwas kojowy (KA, Rysunek 3) naturalny zwigzek bedacy pochodna 4-pironu,
odkryty w latach 80-tych ubieglego wieku, produkowany jest przez liczne szczepy
grzybow. Obecnie komercyjnie uzyskuje si¢ go miedzy innymi z grzyboéw gatunku
Asperegillus, gdzie syntezowany jest na drodze enzymatycznej dehydratacji glukozy.!'*!
Znany jest antybakteryjnych wlasciwosci, ktérych zebrany opis mozna odnalezé
w pracy Zilles i in.'>] Ponadto znaczaco poprawia cytotoksyczno$é wzgledem koméorek
nowotworowych takich zwigzkow jak kwercytyna.!'%

Kwas kojowy jest szeroko stosowany jako inhibitor tyrozynazy, charakteryzuje si¢
on stosunkowo wysokg wartoscig ICsp (20 pM), natomiast jego bezpieczne st¢zenie
w aplikacjach skornych nie powinno przekracza¢ 1%.!'") Przezywalno$¢ komorek
w obecnosci 1, 10 i 100 ppm KA zostata okre$lona odpowiednio na 91.75, 92.36
i 86.92%.0'% Innym problemem zwigzanym z kwasem kojowym jest jego stabilno$é
i niska trwalos¢ w gotowych preparatach. W zwiazku z powyzszym konieczne jest
poszukiwanie nowych zwiazkow chemicznych o podobnych wlasciwosciach
wybielajacych, a jednocze$nie wywotujgcych mniej skutkéw ubocznych niz KA.['7!
Jego koniugaty z aminokwasami i peptydami sg dobrym przyktadem rozwigzania tego
problemu.
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Rysunek 3. Struktura kwasu kojowego
Figure 3. Structure of kojic acid

3. PEPTYDY I ICH KONIUGATY JAKO ZNANE INHIBITORY
TYROZYNAZY

3.1. KONIUGATY AMINOKWASOWE I PEPTYDOWE Z KWASEM KOJOWYM

W roku 2009 Noh i in. przebadali wplyw sprzezenia kwasu kojowego
z aminokwasami na inhibicje tyrozynazy.['! 20 koniugatéw o ogdlnej strukturze KA-aa-
NH, zostalo zsyntezowanych i przetestowanych. Okazato si¢, ze wigkszo$¢ z nich
cechowala si¢ wigksza inhibicja mTYR niz sam KA. Co wazne, aminokwasy
aromatyczne takie jak Phe, Trp, Tyr i His sprz¢zone z KA wykazaty inhibicje mTYR na
poziomie 90% w stezeniu 20 uM. Najaktywniejszy zwigzek, KA-fenyloalanina,
wykazat warto§¢ ICso rowng 14.7 uM. Dodatkowo, zostala porownana stabilno§¢ KA-
Phe-NH; wzgledem KA. Wiasciwosci anty mTYR spadty z 18% na 8% w ciagu 3 dni
dla KA, podczas gdy pochodna z Phe utrzymata swoje wlasciwosci nawet do trzech
miesi¢cy po przechowywaniu jako roztwoér wodny (20 pM) w 50°C.

Kwas kojowy w formie koniugatu z peptydami byt opisany w literaturze glownie
z uwagi na proby obnizenia wspomnianej cytotoksycznosci tego zwigzku. 22 koniugaty
KA-tripeptyd w formie amidowej zostaly zsyntezowane na drodze syntezy w fazie
stalej.l?! Te same zwigzki w formie kwasowej daly takie same rezultaty pod wzgledem
inhibicji, i w kazdym przypadku lepsze niz sam kwas kojowy. Koniugaty KA
z tripeptydami byty stabilne w testowanych warunkach i utrzymaty wlasciwosci
inhibicyjne w trakcie przechowywania. Najlepsze rezultaty zar6wno pod wzglgdem
stabilnosci jak i aktywnosci otrzymano dla koniugatu KA-FWY.

W tym samym czasie zostaly opublikowane inne wyniki gdzie KA-FWY okazat
si¢ by¢ najlepszym z testowanych koniugatow KA, dajac 100-krotnie lepsza aktywno$¢
wobec mTYR niz KA (Tabela 1).®1 Dodatkowo zostaly przebadane stabilno$¢
i cytotoksyczno$¢ tych zwigzkdéw. Jak poprzednio, KA tripeptydy byly zwigzkami
stabilnymi przez ponad 15 dni, a kwas kojowy utracil znaczaco swoje wlasciwosci juz
po jednym dniu. Bardzo istotnym rezultatem zastosowania koniugatow kwasu kojowego
z peptydami jest fakt, ze w stezeniu az do 100 ppm zwigzki te nie dawaty zadnych
zmian w przezywalnosci komorek.
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Tabela 1.  Koniugaty tripeptydéw z kwasem kojowym jako inhibitory mTYR. Wyniki z prac Kim i in.'®!
oraz Noh i in.*"!

Table 1. Tripeptide-kojic acid conjugates as the inhibitors of mTyr. Results from publications Kim
etal." And Noh et al.l*”!

Zwiazek IC50 (uM)

KA 22.94

KA-Phe-Trp-Tyr 0.24

KA-Phe-Phe-Tyr 0.33

KA-Phe-Tyr-Tyr 0.39

KA-Trp-Trp-Tyr 0.78

KA-Phe-Trp-Asp 2.13

KA-Phe-Trp-lle 2.18

KA-Phe-Trp-Phe 4.48

KA-Phe-Trp-Trp 6.17

Kolejnymi wynikami potwierdzajacymi znaczenie peptydéw w inhibicji tyrozynazy jest
ich przyklad sprzezenia z mimozyna, znanym inhibitorem tego enzymu.?!! Rowniez
w tym przypadku koniugaty mimozyna-FFY, -FYY czy -FWY daly najlepsze rezultaty
wsrod testowanych zwigzkow (ICso w uM, odpowiednio: 5.6, 6.1, 7.4).

3.2. PEPTYDY

Lancuchy peptydowe bez modyfikacji rowniez okazaty sie by¢ dobrymi inhibitorami
tyrozynazy. Mimo, ze wyniki aktywnos$ci samych peptydow nie zawsze byty
satysfakcjonujace, szerokie badania w tym temacie pozwolily dostrzec pewne
zalezno$ci uzyteczne podczas projektowania nowych inhibitorow. Z badan
przedstawionych w poprzednim podrozdziale wywnioskowa¢ mozna, ze preferowane
reszty aminokwasowe powinny mie¢ wlasciwosci aromatyczne i hydrofobowe (Phe,
Trp, Tyr), a tyrozyna powinna znajdowac si¢ na C-koncu lancucha peptydowego.

Jednym z pierwszych doniesien dotyczacych peptydéw jako inhibitoréw tyrozynazy
sa publikacje z lat 90., gdzie byly opisane peptydy cykliczne z bakterii Lactobacillus
helveticus oraz korzeni Pseudostellaria heterophylla.”>?31 Wartoéci inhibicji tych
zwigzkéw byly jednak bardzo wysokie i w dzisiejszych czasach nie moga by¢
zwigzkami referencyjnymi.

Z uwagi na obecno$¢ atomoéw miedzi w centrum aktywnym tyrozynazy, wiele badan
skupilo si¢ na roli reszty cysteiny w dhuzszych sekwencjach peptydowych.? Nie mniej
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jednak, obecno$¢ C-koncowej Tyr byla niezbedna dla aktywnos$ci uzyskanych
zwigzkéw. Kolejne badania nad dipeptydami Cys-aminokwas i aminokwas-Cys
wykazaly, ze reszta cysteiny na N-koncu sekwencji okazata si¢ by¢ kluczowa,
a potwierdzajg to wyniki zebrane w Tabeli 2.1251 Analog Cys-Cys wykazal warto$¢ 1Csg
réwna 3.2 uM.

Tabela2.  Peptydy zawierajace reszte Cys jako inhibitory mTYR.?!

Table 2. Cys-containing peptides as mTYR inhibitors!>>)

_ DIPEPTYD
ICso (uM) (ODWROCONA SEKWENCIJA)  ICso (uM)
(H-aa,-aa;-OH)

DIPEPTYD
(H-aal-aa2-OH)

Cys-Glu 2.0 Glu-Cys 140.1
Cys-Phe 2.7 Phe-Cys 7.9
Cys-Tyr 3.1 Tyr-Cys 131.6
Cys-Gln 35 GlIn-Cys 59
Cys-lle 4.0 Ile-Cys 4.5
Cys-Ser 4.5 Ser-Cys 28.3
Cys-Met 49 Met-Cys 10.7
Cys-Trp 54 Trp-Cys 47.3
Cys-Gly 59 Gly-Cys 24.6
Cys-Lys 59 Lys-Cys 39.9
Cys-Leu 8.0 Leu-Cys 14.5
Cys-Arg 8.0 Arg-Cys 323
Cys-Val 8.2 Val-Cys 8.3
Cys-Thr 8.2 Thr-Cys 44.0
Cys-Ala 9.6 Ala-Cys 62.2
Cys-His 10.7 His-Cys 20.0
Cys-Asp 14.1 Asp-Cys 56.1
Cys-Asn 22.6 Asn-Cys 53
Cys-Pro 55.8 Pro-Cys 20.3

Innym przyktadem sekwencji zawierajacej reszte¢ cysteiny jest niedawno opisany
pentapeptyd EF-5: ECGYF.*! Zwigzek ten miat zdolno$¢ do wychwytu wolnych
rodnikow i inhibicji tyrozynazy (ICso: 460 uM). Dokowanie molekularne wykazato, ze
wigzanie peptydu EF-5 do tyrozynazy stabilizowane jest gtéwnie przez oddziatywania
wodorowe i hydrofobowe. Co wazne, po raz kolejny peptyd okazat si¢ by¢ nietoksyczny
dla komorek.

Jedenascie r6znych tripeptydow zostalo przebadanych jako inhibitory tyrozynazy na
potrzeby publikacji Hsiao i in., a wéroéd nich sekwencja z reszta cysteiny wykazata
najwiekszg aktywno$¢ (Tabela 3).2*! Poréownujac wyniki dla peptydu FFY
z przedstawionymi wczesniej danymi (KA-FFY) mozna wywnioskowa¢, ze koniugacja
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peptydow z kwasem kojowym jest dobrym rozwigzaniem (ICso 241.1 uM dla peptydu
versus 0.33 uM dla koniugatu).

Tabela3.  Tripeptydy przebadane jako inhibitory tyrozynazy pracy Hsiao i wspotautorow!?*

Table 3 Tripeptides tested as tyrosinase inhibitors by Hsiao et al.
(H-aaII-)aef:-):;-OH) 1C30 (kM)

Arg-Cys-Tyr 6.16
Cys-Arg-Tyr 127.5
Phe-Phe-Tyr 241.1
Arg-Trp-Tyr 397.8
Lys-Phe-Tyr 564.9
Lys-Asn-Tyr 719.3
Asn-Phe-Tyr 761.2
Lys-Asp-Tyr 800.5
Lys-Val-Tyr 841.9
Val-Phe-Tyr 1143.0
Lys-Lys-Tyr 1512.4

Peptydy do zastosowan w kosmeceutyce posiadajgce wiasciwosci anty-mTYR moga
by¢ otrzymane rowniez poprzez modyfikacje dotychczas poznanych sekwencji.
Przyktadem jest dodanie p-tyrozyny na koncu peptydéw o znanych wiasciwosciach, np.
GHK i GEKG.?” Otrzymuje si¢ w ten sposéb bifunkcyjne sekwencje, obnizajace
synteze melanin w komorkach i wykazujace wlasciwosci przeciwzapalne.?8! Zostalo
udowodnione, ze p-tyrozyna (w przeciwienstwie do r-tyrozyny) obniza ilo$¢ melanin

w melanocytach.?!

4. PODSUMOWANIE

Peptydy i peptydomimetyki oraz koniugaty peptydowe maja szerokie zastosowanie
w przemysle kosmeceutycznym. 2723031 Same w sobie moga wykazywaé bioaktywno$é
badz podwyzsza¢ stabilno$¢ i/lub efektywnos¢ skoniugowanej czasteczki o juz
udowodnionym dziataniu. W przypadku koniugatow, peptydy obnizaja cytotoksycznosé
czasteczki sprzgzonej z tancuchem peptydowym.

Podsumowujac, podczas projektowania nowych inhibitorow tyrozynazy opartych na
sekwencji peptydowej, nalezy mie¢ na uwadze niniejsze wskazowki:

a. Sekwencja peptydowa powinna by¢ raczej krotka — od dwoch do pigeiu reszt
aminokwasowych,

b. Reszta tyrozyny powinna by¢ zlokalizowana na C-koncu tancucha,

c. Nie ma réznicy w aktywnosci peptydow z amidowym i kwasowym C-koncem,
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d. Sekwencje zawierajace reszty cysteiny i aminokwasoéw aromatycznych, z uwagi na

zdolnosci chelatujace cysteiny i formowanie oddziatywan hydrofobowych przez
fenyloalaning, tyrozyng¢ i tryptofan, wykazuja najwigksze wartosci inhibicji
tyrozynazy,

Peptydy bez modyfikacji strukturalnych zazwyczaj okazywaty si¢ by¢ inhibitorami
o umiarkowanej aktywnosci, z warto$cig ICso okolo 100 puM. Wiele prob
koniugacji takich peptydow z dotychczas poznanymi, niskoczasteczkowymi
inhibitorami tyrozynazy przyniosto korzystny efekt.

Biorac pod uwage powyzsze informacje, projektowanie i synteza nowych

inhibitoréw tyrozynazy powinny skupia¢ si¢ na potaczeniu krotkich sekwencji
peptydowych z nowymi badz dotychczas poznanymi skutecznymi inhibitorami tego
enzymu.
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ABSTRACT

The review is devoted to self-disproportionation of enantiomers (SDE)
phenomenon which has been observed for many different classes of chiral organic
compounds. The SDE phenomenon occurs when the fractionation of an
enantioenriched sample due the application of a physicochemical process under
achiral conditions results in the variation of the proportion of the enantiomers present
across the fractions, though the overall composition in terms of the sample ee remains
unchanged. The SDE process can be considered in terms of separating the excess
enantiomer from the racemate. The basic terminology related to SDE was described.
The formation of the SDE under chromatographic conditions is the result of an
association process occurring in a solution of a chiral, non-racemic compound.
Information on preferred interactions leading to homo-/heterochiral supramolecules
can be provided by quantum chemical calculations, NMR spectroscopy and
comparison of crystal structures of the racemic and enantiomeric crystals.

Several examples of the chromatographic experiments with different classes of
compounds were given in two purposes 1) to highlight the possibility of application
SDE during column chromatography as the method for enantiopurification of the
chiral, non-racemic compounds; 2) to demonstrate that a standard workup
(chromatographic purification, evaporation) can alter the stereochemical outcome of
asymmetric reactions.

Keywords: chirality, chromatography, association, enantiomeric enrichment,
intermolecular interactions

Stowa kluczowe: chiralno$¢, chromatografia, asocjacja, enancjomeryczne
wzbogacanie, oddziatywania migdzyczasteczkowe
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

SDE — samo-dysproporcjonowanie enancjomerow

ee — nadmiar enancjomeryczny

NMR — magnetyczny rezonans jadrowy

DFT — teoria funkcjonatu gestosci (ang. Density Functional

Theory)

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

MPLC — §rednioci$nieniowa chromatografia cieczowa

MTBE — eter tert-butylowo metylowy

Rs — wspotczynnik retencji

MPS — sulfotlenek n-pentylowo metylowy

AcOEt — octan etylu

GABA — kwas gamma-aminomastowy

PBD — pirolo[2,1-c][1,4]benzodiazepina

NLPZ — niesteroidowy lek przeciwzapalny

CDCls — deuterowany chloroform

ESI — jonizacja przez elektrorozpylanie (ang. Electrospray
lonisation)

Bn — grupa benzylowa

Gly — glicyna

Cbz — grupa benzyloksykarbonylowa
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WPROWADZENIE

Pozyskiwanie enancjomerycznie czystych zwiazkéw odgrywa kluczowa role
w chemii, medycynie i farmacji, a takze w wielu galeziach przemystu, m.in.
kosmetycznym i agrochemicznym. Enancjomery danego zwiazku wykazuja identyczne
wiasciwosci fizykochemiczne w warunkach achiralnych, jednakze zmieniajg si¢ one
diametralne w warunkach chiralnych, w ktérych przyktadowo moga wykazywac réznice
w szybkosci reakcji asymetrycznej, a takze we wlasciwosciach biologicznych.
W ostatnich latach nastapit duzy postep w rozwoju reakcji asymetrycznych zwigzanych
z zastosowaniem efektywnych katalizatorow, jednak w wielu przypadkach w dalszym
ciggu niezbedny jest etap enancjomerycznego wzbogacania powstajacych zwiazkow
chiralnych. Jak dotad, jedyna wciaz stosowang metoda pozostaje krystalizacja
i chromatografia z zastosowaniem chiralnych faz stacjonarnych. Istotnym ograniczeniem
krystalizacji jest mozliwos$¢ zastosowania jej tylko dla zwigzkow stalych, przy czym
dobor odpowiedniego rozpuszczalnika, jesli w ogdle mozliwy, czesto jest procesem
czasochtonnym. Z tego tez wzglgdu mozliwo$¢ zastosowania zjawiska samo-
dysproporcjonowania enancjomerdéw (ang. self-disproportionation of enantiomers, SDE)
towarzyszacego  standardowej, achiralnej  chromatografii  kolumnowej do
enancjomerycznego wzbogacania zwigzkow chiralnych moze mie¢ duze znaczenie
praktyczne, jako prosta metoda laboratoryjna, niewymagajaca duzych naktadow
finansowych. Kolejnym waznym aspektem badan nad zjawiskiem SDE jest wyjasnienie
mechanizmu jego powstawania. Jest to o tyle znaczace, ze zjawisko to jest rozpatrywane
jako jeden z mozliwych mechanizméw powstawania homochiralnosci, a zatem ma
zwigzek z powstaniem zycia na Ziemi.[1-4]

1. PODSTAWY TEORETYCZNE SDE
1.1. DEFINICJA I TERMINOLOGIA STOSOWANA W BADANIACH SDE

Proces samo-dysproporcjonowania (SDE) moze by¢ obserwowany dla
zwigzkow chiralnych w postaci nieracemicznej (0%<ee<99,9%) podczas przemian
fizykochemicznych, takich jak krystalizacja, sublimacja, destylacja, jak rowniez
moze towarzyszy¢ chromatografii kolumnowej. Polega on na spontanicznym
podziale zwigzku na co najmniej dwie frakcje, ktére rdznig si¢ proporcja
enancjomero6w w poréwnaniu z wyjsciowym sktadem enancjomerycznym probki.[5—
7] Nalezy podkresli¢, ze proces SDE zachodzi w achiralnych warunkach i nie dotyczy
sytuacji rozdziatu enancjomerow, dotyczy sytuacji odseparowania nadmiarowego
enancjomeru od racematu. Przyktadowo dysponujemy probka zwigzku chiralnego
o masie 100 mg z 60% nadmiarem enancjomerycznym. Oznacza to, ze probka
zawiera 60 mg pojedynczego enancjomeru i 40 mg racematu, a zatem tylko 60 mg
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pojedynczego enancjomeru jest dostepne i w idealnym przypadku, czyli 100%
wydajnosci procesu SDE, moze by¢ odseparowane (Rysunek 1).

SDE

= 2 ]
60 mg S-enancjomer ‘ ‘ ‘
40 mg racemat —y ) ... = &=

69,99% ee, S

pierwszenstwo R'>R>R*>R* Y
60% ee S
100 mg, ee = 60%, S

Rysunek 1.  Ogdlna idea procesu SDE
Figure 1. General concept of the SDE

Zgodnie z zaprezentowanym opisem wydajnos¢ procesu SDE (Wspg),
definiowana jest jako iloraz masy wyizolowanej enancjomerycznie czystej probki do
maksymalnej wydajnosci (Wmax), ograniczonej warto$cia nadmiaru enancjo-
merycznego wyjsciowej probki.[8]

Wodainosé SDE (W _ masa enancjomerycznie czystej probki x 100%
ydajnosé (Wspg) = Winax (Gako masa) ’

Dla celow poréwnawczych efektu SDE wykazywanego przez rézne zwiazki,
wprowadzono parametr "Wzmocnienie SDE" (ang. magnitude of the SDE)
opisywane symbolem Aece, definiowane jako rdéznica pomigdzy frakcjami
0 najwigkszym i najmniejszym ee.[8]

Wzmocnienie SDE (Aee) = ee frakcji o najwyzszym ee — ee frakcji o najnizszym ee

Na podstawie badan naukowych wprowadzono pojecie "grup SDE-forycznych"
(ang. SDE-phoric groups), do ktorych jak do tej pory, zaliczono wigzanie sufinylowe,
amidowe, a takze grupe CFs— przylaczong do asymetrycznego atomu wegla
w alkoholach i aminach (Rysunek 2).[9] Obecnos$¢ takich ugrupowan w czasteczce
sugeruje, ze podczas chromatografii kolumnowej moze by¢ generowany silny efekt
SDE.

Ry

° 5 XH
\ Ris
® & R N o)
R OR, FsC |_\|
X =0, NR
A B C

Rysunek 2. Grupy SDE-foryczne [9]
Figure 2. SDE-phoric groups [9]
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Badania nad efektem SDE z udziatem innych klas zwiazkow trwaja i jest wysoce
prawdopodobne, ze inne wigzania/ugrupowania wigzan beda zaliczone do grup SDE-
forycznych. Dodatkowym celem wprowadzenia pojecia grup SDE-forycznych bylo
zachgcenie naukowcow do przeprowadzania testow na obecnos¢ SDE zwlaszcza tam,
gdzie produkty reakcji asymetrycznych sg oczyszczane za pomoca achiralnej
chromatografii kolumnowej, tak aby mie¢ pewnos¢, ze efekt SDE nie miat wptywu
na koncowy stereochemiczny wynik reakcji.[10, 11]

1.2. PODSTAWY FIZYKOCHEMICZNE SDE W WARUNACH
CHROMATOGRAFICZNYCH

Podstawa wystepowania zjawiska SDE w warunkach chromatograficznych
jest tworzenie w roztworze homo-/hetero-chiralnych supramolekularnych struktur
poprzez wigzania migdzyczasteczkowe, takie jak silne wiazanie wodorowe,
halogenowe, oddziatywania dipolowe, a takze stabsze oddzialywania typu van der
Waalsa lub n—w. Mozliwosci takich oddziatywan prowadzace do asocjatow o roéznej
rzgdowos$ci w roztworze chiralnego zwigzku o nadmiarze enancjomerycznym 60%
przedstawione sa na rysunku 3.[12]

nie moze ulega¢ enancjomerycznemu wzbogaceniu

Przypadek A O O O O O O O O Zwazek 0 60% ee;
o0

z utworzeniem dimerow;

nie moze ulegaé b

Przypadek B (x) Cx) Cx) CD Uprzywilejowane oddziatywania homochiralne

Przypadek C mm Uprzywilejowane oddziatywania homochiralne
z oligomerow;

(:D moze ulegaé j y b
Przypadek D Uprzywilejowane oddziatywania heterochiralne
O O O O O O z utworzeniem dimerow;
Przypadek E Uprzywilejowane oddziatywania heterochiralne
O O O O O O z utworzeniem oligomerow;
CH:D moze ulegaé ] y b i
O S enacjomer
O R enancjomer

Rysunek 3.  Mozliwosci oddziatywan w roztworze zwiazku chiralnego, nieracemicznego o 60% ee
Figure 3. Possibilities for the interactions in solution of chiral, non-racemic compound of 60% ee

Przypadek A dotyczy sytuacji, gdy czasteczki nie oddzialtywuja ze soba
W roztworze, proces ich asocjacji nie nastgpuje 1 w zwigzku z tym enancjomeryczne
wzbogacenie na drodze chromatografii kolumnowej nie moze mie¢ miejsca.
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Przypadek B przedstawia sytuacje, w ktorej preferowane jest tworzenie wigzan
homochiralnych z wytworzeniem homochiralnych dimerow. Powstate homochiralne
dimery nie r6znig si¢ masg, w zwigzku z tym nie moga ulec enancjomerycznemu
wzbogaceniu. W kolejnym modelu (Przypadek C) uprzywilejowane sg rowniez
oddziatywania homochiralne, ale z wytworzeniem wyzej rzedowych oligomerow.
Oligomery te r6znia si¢ masg czasteczkowa, a zatem mieszanina taka moze ulec
enancjomerycznemu wzbogaceniu. Przypadki D i E przedstawiajg sytuacje, w ktorej
czasteczki oddziatywuja ze sobg poprzez uprzywilejowane wigzania heterochiralne
z utworzeniem odpowiednio dimeréw lub wyzej rzedowych oligomeréw. W obu
przypadkach powstaja asocjaty, ktore roznig si¢ masg 1 mogg ulegal
enancjomerycznemu wzbogaceniu w warunkach chromatograficznych.[12]

W warunkach rzeczywistych mamy do czynienia z rbwnowaga dynamiczng
pomigdzy monomerami i strukturami wyzej rzedowymi: hetero-’homo-chiralnymi
dimerami i oligomerami w zaleznosci od trwatosci wytworzonych oddziatywan
i asocjatow (Rysunek 4).

@@ OO OO @0 @0 @0
Homochiralne dimery O O O O O O Heterochiralne dimery
LUB Q000 LUB
0000 000000  guddms, ..., ®Ceo e0eceo
Homochiralne oligomery/ Heterochiralne oligomery/
supramolekularne supramolekularne
agregaty O S enacjomer agregaty
O R enancjomer

Rysunek 4. Rownowaga dynamiczna w roztworze zwiazku chiralnego, nieracemicznego
Figure 4. Dynamic equilibrium in the solution of chiral, non-racemic compound

W konsekwencji procesu asocjacji w warunkach chromatograficznych mozemy
otrzymaé frakcje, ktére roznia si¢ proporcja enancjomeréw. W przypadku
chromatografii HPLC i MPLC mozliwe jest uzyskanie chromatogramow z wyrazna
granicg pomig¢dzy frakcja enancjomerycznie czysta i frakcja racemiczng, natomiast
w przypadku chromatografii flash i napedzanej grawitacyjnie otrzymanie frakcji
enancjomerycznie czystej jest nadal mozliwe, jednak z mniejszag wydajnoscia,
ponadto zmiany nadmiaru enancjomerycznego w poszczegdlnych frakcjach sa
stopniowe.[13]

Proces asocjacji jest rowniez obecny w roztworze racemicznym, ktory prowadzi
réwniez do ustalenia rownowagi dynamicznej. W tym jednak przypadku bez wzgledu
na to jakie oddziatywania sg preferowane, powstaja tozsame pod wzgledem masy
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asocjaty i w warunkach achiralnych (bez obecnosci zewngtrznej chiralnosci np.
w postaci chiralnego pomocnika) rozdziat nie jest mozliwy.[5]

Jak do tej pory nie ma odpowiednich narzedzi, ktére pozwolityby na
jednoznaczne okreslenie, jakie oddziatywania i jakiej rzedowosci asocjaty powstaja
w roztworze chiralnego zwigzku w postaci nieracemicznej. Pewnych informacji
moze dostarczyé pordéwnanie sieci krystalicznych obu form enancjomerycznie
czystej i racemicznej danego zwiagzku chiralnego. Dodatkowo za pomoca obliczen
kwantowo-chemicznych metoda DFT, mozna poréwnaé trwato$¢ homo- i hetero-
chiralnych asocjatow. Tworzenie asocjatow w roztworach zwigzkoéw chiralnych,
w postaci nieracemicznej dla wybranych zwiazkéw potwierdzono za pomoca
spektroskopii NMR.[14-16]

2. PROCES SDE TOWARZYSZACY CHROMATOGRAFII
KOLUMNOWEJ AMIDOW

2.1. POCHODNE 1-FENYLOETYLOAMINY

Zwiazki zawierajace wigzanie amidowe w swojej strukturze moga tworzyc
supramolekularne asocjaty z wykorzystaniem wigzania wodorowego pomiedzy silnie
elektroujemnym atomem tlenu i atomem wodoru zwigzanym z atomem azotu.
Dodatkowo wprowadzajac podstawniki o réoznym charakterze w obrgbie grupy
amidowej mozna sterowa¢ mocg tego wigzania tak, aby wzmacnia¢ lub oslabia¢
proces asocjacji, a co za tym idzie wielko$¢ SDE. Nic wigc dziwnego, zZe pierwsze
doniesienie literaturowe na temat SDE towarzyszace achiralnej, nape¢dzanej
grawitacyjnie chromatografii kolumnowej dotyczyto zwigzkéw amidowych
i pochodzi z 1984 roku.[17]

Na rysunku 5 przedstawiona jest struktura amidow 1 otrzymanych w wyniku
reakcji acylowania 1-fenyloetyloaminy, zawierajace podstawniki w grupie acylowej
o roéznym zatloczeniu przestrzennym la-e jak rowniez podstawniki o roéznych
efektach elektronowych 1f-g. Amidy te zastosowano jako zwigzki modelowe
w badaniach nad efektem SDE na drodze klasycznej chromatografii kolumnowe;j.[9,
18]
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CH; R R=
. /K a) Me,
N 0 b) Et,
| ¢) i-Pr,
H d) -Bu,
e) Ph,
1 f) OMe,
g) O-t-Bu
< >
Achiralna chromatografia i
kolumnowa @
|:> \pierwsza ostatniy
Poczatkowa probka Y
zebrane frakcje
(S)-1a  n-heksan/AcOEt 70% ee 89% ee 46% ee
(S)-1a  c-heksan/AcOEt 70% ee 99,8% ee 55.4% ee
(S)-1a  c-heksan/MTBE  70% ee 99,9% ee (Wspg = 3,6%) 45,4% ee
(S)-1a  c-heksan/MTBE  90% ee 99,9% ee (Wgpg = 58,2%) 80% ee
(S)-1g  c-heksan/MTBE  69% ee 78% ee 62% ee

Rysunek 5.  Chromatografia kolumnowa z udziatem amidow 1a-g
Figure 5. Column chromatography with amides 1a-g

Podczas standardowej chromatografii na zelu krzemionkowym zwigzek 1a
ulegat procesowi SDE w kazdym zastosowanym eluencie, tak dobranym aby
wspotczynnik retencji Ry mial porownywalng wartos¢ ok. 0,2.[9] Na rysunku 5
przedstawiono wybrane wyniki. Proces asocjacji byl najbardziej efektywny
w mieszaninie c-heksan/MTBE. Juz podczas chromatografii probki 1a z 70% ee
otrzymano enancjomerycznie czystg frakcje z wydajnoscia 3,6%. Gdy
przeprowadzono analogiczny eksperyment dla amidu 1la z 90% ee otrzymano
enancjomerycznie czysta frakcje z 58,2% wydajnoscia. Zaprezentowane przyktady
potwierdzaja, ze dla niektorych zwiazkow towarzyszacy chromatografii kolumnowej
efekt SDE moze by¢ metoda enancjomerycznego wzbogacania.[18] W przypadku
pozostatych amidow obecno$¢ rozbudowanych sterycznie podstawnikéw w grupie
acylowej redukowata proces asocjacji i efekt SDE, niemniej jednak caly czas efekt
ten byt obecny.[9]

Interesujace wyniki otrzymano podczas chromatografii amidéw
zawierajagcych atomy fluoru w grupie acylowej.[19] Obecnos¢ silnie
elektroujemnych atoméw  fluoru moze  zwigkszaé  oddzialywania
migdzyczasteczkowe, jak rdwniez moze si¢ przyczyniac¢ do zaburzania tego procesu.
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Obecnos¢ jednego lub dwodch atomoéw fluoru w grupie acylowej zaburzyto proces
asocjacji w warunkach chromatograficznych 1 spowodowato znaczaca redukcje
obserwowanego efektu SDE podczas chromatografii kolumnowej w najbardziej
optymalnych warunkach dla amidu 1a, warto$¢ Aee wyniosta jedynie 9,8 dla 1h i 8,0
dla 1i. Tak jak w przypadku chromatografii amidu la réwniez w przypadku
eksperymentow z amidami 1h i 1i otrzymano ten sam profil elucji, tzn. frakcje
enancjomerycznie wzbogacone byly wymywane jako pierwsze, §wiadczy to o tym
samym sposobie asocjacji (Rysunek 6).

ee (%) CH; R R=

100 1 % /K h) CH,F
00 | 1k ’I‘ 0 i) CHF,,
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k) C,F
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50 zel krzemionkowy
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Rysunek 6.  Profile elucji fluoro-amidow 1h-1
Figure 6. Elution profiles for fluorine-amides 1h-1

W przypadku amidéw zawierajacych grupy perfluoroalkilowe 1j,k,1, otrzymane
profile elucyjne byly przeciwne do profilu elucji zwigzku modelowego 1a. Oznacza
to, ze w przypadku amidéw z grupami perfluoroalkilowymi zmienia si¢ sposob
asocjacji czasteczek w roztworze. Czasteczki muszg przyjac takie utozenie, aby silnie
elektroujemne grupy perfluoroalkilowe byly oddalone od siebie tak, aby nie
wystepowaly odpychajace oddzialywania destabilizujgce  supramolekularny
twor.[19]

Porownujac wyniki chromatografii kolumnowej amidu 1a i jego fluorowego
analogu 1j, zawierajacego grupe CFs— zaobserwowano spadek wielko$ci
obserwowanego efektu SDE. Jak wspomniano powyzej efekt asocjacji ma miejsce
rowniez podczas spektroskopii NMR i objawia si¢ pojawieniem dwoch sygnatow dla
tego samego jadra. Na rysunku 7 przedstawione sg fragmenty widm protonowego
rezonansu jagdrowego z sygnatami pochodzacymi od protondéw grupy CHs— w pozycji
benzylowej w amidach: 1a i 1j.[20]
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Rysunek 7. Fragment widm 'H NMR dla amidéw 1a i 1j z sygnatami dla grupy CHs— w pozycji benzylowej
Figure 7. Part of the 'H NMR spectra of amides 1a and 1j with signals for CH3— group in the benzyl position

Zmniejszenie separacji sygnatdéw w przypadku amidu 1j jest roéwniez
obserwowane na widmie 'H NMR. Moze to by¢ wynikiem znacznego przesuniecia
rownowagi w kierunku pojedynczych czasteczek lub zmiany preferencji migdzy
asocjatami homo- 1 heterochiralnymi. Obliczenia kwantowo-chemiczne metodg DFT
przeprowadzone dla dimeré6w homo- i heterochiralnych amidu la wykazaly, ze
w przypadku tego zwiazku dimery heterochiralne s3 trwalsze od dimeréw
homochiralnych.[18]

Najsilniejszym efektem SDE w grupie perfluoroamidéw charakteryzowat
si¢ amid 1k, zawierajacy grup¢ —CF>CFs. W chromatograficznym eksperymencie
amidu 1k (68% ee, 80 mg) w polarnym eluencie c-heksan/MTBE (4 :1) dla ktérego
Rrwynosit 0,6 otrzymano dwie frakcje: frakcja pierwsza zawierata 62 mg amidu 1k
z 65% ee; frakcja druga: 13 mg amidu z 82% ee.

2.2. POCHODNE 0-AMINOKWASOW

Analogiczne badania przeprowadzono dla estrow metylowych i etylowych N-

acylowanych a-aminokwasow 2.
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Rysunek 8. Struktura estrow N-acylowych a-aminokwasow i profil elucji zwiazku 2a
Figure 8. Structure of esters of N- acetylated a-amino acids and elution profile of 2a

W przypadku tej grupy pochodnych amidowych stwierdzono, ze ulegaja one
SDE w kazdych zastosowanych warunkach chromatograficznych, jednak rzadko
mozliwe jest otrzymanie enancjomerycznie czystej frakcji. Obecno$¢ grupy estrowe;j
jako dodatkowej grupy funkcyjnej wptywa na proces asocjacji. Na rysunku 8
przedstawiono przyktadowy profil elucji otrzymany dla chromatografii kolumnowe;j
z udziatem estru etylowego N-acetylo-L-leucyny 2a na zelu krzemionkowym jako
fazie stacjonarnej i mieszaninie n-heksan/AcOEt jako eluencie. Podobnie jak
w przypadku pochodnych fluorowych 1-fenyloetyloaminy 1h—j obecno$¢ atomow
fluoru zaburza proces asocjacji i zmniejsza wielkos¢ obserwowanego SDE. Dla
pochodnej 2d, zawierajacej grupe CF3C(O)— parametr Aee wynosit —3,1, z wyraznie
odwroconym profilem elucji w poréwnaniu do analogu CH3C(O)- 2a. Dla tych
dwéch amidow przeprowadzono optymalizacje homo-/hetero- chiralnych dimerow
metoda DFT. W przypadku zwigzku 2a to dimer heterochiralny jest trwalszy od
dimeru homochiralnego o 0,11 kcal/mol, natomiast w przypadku pochodnej 2d,
dimer utworzony z jednostek homochiralnych jest trwalszy az o 5,95 kcal/mol od
dimeru heterochiralnego. Wyniki obliczen kwantowo-chemicznych sugerujg, ze
pochodne te w warunkach chromatograficznych ulegaja procesowi asocjacji
w odmienny sposob.[21]

2.3. POCHODNE B-AMINOKWASOW

Silny proces asocjacji w warunkach chromatograficznych obserwowany byt dla
p—aminokwasow, zawierajacych grupe CFs3— przytaczong do stereogennego atomu
wegla.[5] Kolejne badania z udziatem estrow etylowych N-acetylo B—aminokwasoéw
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3 dowiodty, ze obecnos$¢ grupy CFs— nie jest warunkiem koniecznym, aby nastgpit
proces SDE.[22]

(0]
H )k R WspE (%)
~
N CHs

CO,Et H 217
Me 14,4
F 37,1
R Cl 27,6
(R)-3 MeO 23,4
4-OCH,0-3 31,3

~72,5% ee

eluent: c-heksan/MTBE

Rysunek 9.  Struktura estrow etylowych N-acetylo f—aminokwasow 3
Figure 9. Structure of ethyl ester of N-acetyl f—amino acids 3

Przeprowadzona optymalizacja warunkéw chromatograficznych potwierdzita
obecno$¢ SDE w kazdych zastosowanych warunkach, jednak najwigksze
wzmocnienie SDE zaobserwowano dla eluentu skladajacego si¢ z c-heksanu
i MTBE. Jak zamieszczono na rysunku 9, chromatografia kolumnowa dla kazdej
pochodnej z tej grupy amidow dostarczyla enancjomerycznie czysta frakcje
z relatywnie wysoka wydajnoscig, co potwierdza, ze chromatografia kolumnowa
i obecny silny efekt SDE moze by¢ metoda enancjomerycznego wzbogacania tej
grupy zwigzkow.

Otrzymane wyniki badan dla f—aminokwaséow 3, byly inspiracja do podjecia
analogicznych badan dla pochodnych kwasu f—aminofosfonowego 4, zawierajacych
atomy fluoru w swojej strukturze i heteroaromatyczny podstawnik 3-indolowy.
Zainteresowanie syntezg nowych pochodnych kwasu f—aminofosfonowego wynika
z ich duzej aktywnosci biologicznych i mozliwosci aplikacyjnych.[23]
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Rysunek 10. Struktura pochodnych kwasu f—aminofosfonowego 4-6
Figure 10.  Structures of the derivative of B—amino phosphonic acid 4-6
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Badania chromatograficzne przeprowadzono dla pochodnych zawierajacych
wolng grupe aminowg, N-acylowych pochodnych jak réwniez dla dipeptydow,
odpowiednio 4, 5 i 6 (Rysunek 10). Tak jak w przypadku innych pochodnych
amidowych silny proces asocjacji w warunkach chromatograficznych przyczyniajacy
si¢ do powstawania SDE byl obserwowany, jednak w mniejszym stopniu
w poréwnaniu z pochodnymi f—aminokwasow 3.
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Rysunek 11. Profile elucji dla pochodnych kwasu B—aminofosfonowego z wolna grupa aminowa 4b, N-
acetylowej pochodnej 5b i dipeptydu 6b

Figure 11.  Elution profiles for derivatives of B—amino phosphonic acid with free amine group 4b, N-acetyl
derivative 5b and dipeptide 6b

Spadek wielkosci SDE jest szczegdlnie widoczny w przypadku pochodnych
dipeptydowych 6. Przyczyng moze by¢ obecnos¢ kilku miejsc wigzacych, ktore
konkurujg w procesie asocjacji.[23] Na rysunku 11 zamieszczono profile elucji dla
zwigzkow z wolng grupa aminowg 4b, N-acetylowej pochodnej 5b i dipeptydu 6b.

3. PROCES SDE Z UDZIALEM ZWIAZKOW Z CENTRUM
STEREOGENNYM NA ATOMIE SIARKI

Sulfotlenek metylowo n-pentylowy (7, MPS), zwigzek o stosunkowo prostej
budowie, bez dodatkowych grup funkcyjnych, mogacy tworzy¢ asocjaty poprzez
wigzanie typu dipol-dipol wykazatl duza tendencje do generowania SDE
w warunkach klasycznej chromatografii kolumnowej.[24, 25] Sulfotlenek ten
W postaci enancjomerycznie wzbogaconej w R-enancjomer zostal otrzymany metoda
Andersa[26, 27] w reakcji zachodzacej poprzez sulfinian mentylowy (sulfinian
Phillipsa)[28] ze stosunkowo niskim nadmiarem enancjomerycznym rownym 34,6%
ee. Niski nadmiar enancjomeryczny zwiazku modelowego w badaniach nad efektem
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SDE pozwolit oszacowaé, na ile metoda chromatograficzna moze by¢ efektywna
i przydatna w enancjomerycznym wzbogacaniu tej grupy zwiazkow.
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Rysunek 12. Profil elucji dla chromatografii kolumnowej MPS z 34,6% ee w mieszaninie AcOEt/c-heksan
(5:1) jako eluencie

Figure 12.  Elution profile for column chromatography of the MPS of 34,6% ee in AcOEt/c-heksan (5:1) as
an eluent.

Obecnos¢ grupy sulfinylowej 1 mozliwos¢ wytwarzania silnego
mig¢dzyczasteczkowego odzialywania dipol-dipol powoduje silng tendencje do
asocjacji i generowania znacznego efektu SDE. Na rysunku 12 przedstawiony jest
profil elucji otrzymany dla chromatografii kolumnowej w najbardziej optymalnych
warunkach, sprzyjajacych SDE. Jak wida¢é mozliwe bylo otrzymanie
enancjomerycznie czystej frakcji wychodzac z probki o niskim nadmiarze
enancjomerycznym. Wielkos¢ SDE byla obnizona w przypadku, gdy
w zastosowanych eluentach obecny byt metanol lub aceton.

4. PROCES SDE Z UDZIALEM ZWIAZKOW CHIRALNYCH
OSIOWO, POCHODNYCH CHINAZOLINONU

Pochodne chinazolinonu 8 zaliczane do grupy receptoréw GABA-ergicznych sa
zwigzkami chiralnymi osiowo na skutek zahamowanej rotacji wokot wigzania C—N.
Zwiazki te otrzymuje si¢ poprzez reakcje asymetrycznej desymetryzacji
z nadmiarami enancjomerycznymi w przedziale 28-99% ee.[29] Tylko nieliczne
udato si¢ otrzymaé w postaci enancjomerycznie czystej. Do procesu ich
enancjomerycznego wzbogacania zastosowano achiralng chromatografic MPLC
1 towarzyszacy jej proces SDE.[30] Chromatografi¢c MPLC przeprowadzono stosujac
zel krzemionkowy i dobierajac tak polarnos$¢ eluentu n-heksan/AcOEt, aby czas
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retencji wyniost okoto jednej godziny. Na rysunku 13 zamieszczono strukturg
pochodnych 8 i warto$ci wydajnosci otrzymane dla probek z wyjsciowym 65% ee.

1
o Br: 7 R? R R? WspE (%)
a) Me H 54

)\ b) Me Me 50

N/ R! C) Me OMe 51

d Et H 51

(P)-8 €) Et Me 55
~65% ee

eluent: n-heksan/AcOEt

Rysunek 13. Struktura pochodnych chinazolinonu 8
Figure 13.  Structures of the quinazolinone derivatives 8

Na chromatogramach analizowanych zwigzkéw widoczna byta wyrazna granica
pomiedzy frakcjami enancjomerycznie czystymi i ,,bardziej racemicznymi”. Dla
przyktadu na rysunku 14 zamieszczono chromatogram otrzymany dla zwigzku (P)-
8a z poczatkowym 65,8% ee. Frakcja zawierajaca enancjomerycznie czysty zwigzek
charakteryzowala si¢ mniejsza polarnoscig i byla wymywana jako pierwsza.
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Rysunek 14. Chromatogram MPLC zwiazku (P)-8a z 65,8% ee
Figure 14.  MPLC chart for compound (P)-8a of 65,8% ee

Jak wynika z przeprowadzonych badan chromatografia MPLC jest efektywna
metoda enancjomerycznego wzbogacania pochodnych chinazolinonu 8, dla
wszystkich zwiazkow odseparowano pochodne 8 z 99% ee i wysoka wydajnoscia
(powyzej 50%).

Dla poréwnania przeprowadzono réwniez badania stosujac klasyczna,
napedzang grawitacyjnie chromatografi¢ kolumnowa z uzyciem zaré6wno zelu
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krzemionkowego jak i tlenku glinu jako faz stacjonarnych. We wszystkich
zastosowanych warunkach silny efekt SDE towarzyszyt chromatografii
kolumnowej, jednak najbardziej optymalnym eluentem, sprzyjajacym generowaniu
silnego SDE byt chlorek metylenu i zel krzemionkowy jako faza stacjonarna.
Zgodnie z przewidywaniami metoda MPLC okazata si¢ metoda bardziej skuteczna
W enancjomerycznym wzbogacaniu tych zwiazkow. W przypadku chromatografii
napedzanej grawitacyjnie otrzymano profile elucji, w ktorych w sposéb stopniowy
zmieniala si¢ proporcja enancjomeréw, od wartosci najwyzszej (>90% ee) do
warto$ci najnizszej (>30% ee).

Silny efekt SDE obserwowany dla pochodnych chinazolinonu 8 byt
spowodowany silna asocjacja czasteczek w warunkach chromatograficznych poprzez
wytworzenie silnego migdzyczasteczkowego wigzania halogenowego pomigdzy
atomem bromu jednej czasteczki i atomem tlenu drugiej czgsteczki. Bardzo istotnych
informacji na temat uprzywilejowanych oddziatywan homo-lub hetero-chiralnych
i mozliwego mechanizmu SDE dostarcza analiza struktur krystalicznych form
racemicznej i enancjomerycznie czystej dla zwigzku 8a. Jak wynika z rysunku 15,
wigzanie halogenowe tworzy si¢ tylko pomiedzy czasteczkami heterochiralnymi
w krysztatach formy racemiczne;j.
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Rysunek 15. Struktury krystaliczne dla a) enancjomeru (P)-8a; b) racemicznego 8a
Figure 15.  Crystal structures of a) enantiomer (P)-8a; b) racemic 8a

Obecno$¢ wigzania halogenowego powoduje, ze krysztaly racemiczne sa
bardziej trwale od krysztatdow chiralnych. Potwierdzaja to rowniez parametry
fizyczne, takie jak temperatura topnienia, gesto$¢ krysztalow. Sg one wyzsze dla
krysztalow racemicznych i wynoszg odpowiednio 140-142 °C i 1,650 g/cm® (przy
105°C 11,605 g/cm? dla krysztatéw chiralnych).[31]
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5. BADANIA SDE Z UDZIALEM FLURBIPROFENU

Flurbiprofen (9) zaliczany do niesteroidowych lekoéw przeciwzapalnych (NLPZ)
zostal wybrany jako zwigzek modelowy w kompleksowych badaniach nad SDE na
drodze chromatografii kolumnowej i sublimacji.[32] Obliczenia kwantowo
chemiczne metoda DFT wykazaly, ze dimer homochiralny utworzony poprzez
wigzania wodorowe z udziatem dwoch grup karboksylowych jest trwalszy o 2,64
kcal/mol od dimeru heterochiralnego. Zwigzek ten wykazywat SDE w warunkach
chromatograficznych jak i podczas sublimacji, jednak efekt ten nie byt znaczacy.
Wartosci parametru Aee oscylowaly w zakresie 5-13% dla chromatografii
kolumnowej i 2—-12% podczas sublimacji.

Przeprowadzono rowniez badania asocjacji czasteczek flurbiprofenu za pomocg
technik NMR. Proces asocjacji objawiajacy si¢ pojawieniem dwoch sygnatéw dla
tego samego jadra zalezal od rozpuszczalnika. Rowniez od rozpuszczalnika zalezata
preferencja oddziatywan homo-/heterochiralnych. W deuterowanym toluenie
preferowane byly oddzialywania heterochiralne, a podwojne sygnaty obserwowano
na widmach 'H, F i *C NMR. Dla przykladu na rysunku 16 przedstawiono
fragmenty widm protonowych z sygnatami protonéw grupy CHs— wykonane dla
stezonych roztworow flurbiprofenu w postaci: enancjomerycznie wzbogaconej,
enancjomerycznie czystej i racematu.

82% ee

5.3 mg/600 pL ﬂ
R enancjomer
10.8 mg/600 puL

9
racemat
10.8 mg/600 uLﬁ

T
1.28 1.27 1.26 1.25 1.24 [ppm]

Rysunek 16. Sygnaty '"H NMR protonéw CHi— dla stezonych probek (R)-flurbiprofenu i rac-flurbiprofenu oraz
dla stgzonej probki enancjomerycznie wzbogaconego (R)-flurbiprofenu o 82% ee w toluenie-ds

Figure 16.  The 'H NMR signal of the CH;— protons for concentrated (R)-flurbiprofen and rac-flurbiprofen
samples and for a concentrated sample of enantioenriched (R)—flurbiprofen of 82% ee in toluene—
ds

Badania NMR wykazaty, Zze rozpuszczalnikach: c-heksan—di,/MTBE (4:1)
i CDCl3 dimer homochiralny byt trwalszy. W rozpuszczalniku c-heksan—di2/MTBE
(4:1) nie zaobserwowano rozdzielenia sygnalow dla zadnych jader, natomiast dla
CDCl; tylko w przypadku grupy CHs— na widmach '"H NMR.
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W rozpuszczalnikach polarnych, takich jak 1,4-dioksan-dg i acetonitryl-ds
proces asocjacji byt zredukowany. Z tego tez wzglgdu nie okreslono za pomoca NMR
preferencji oddziatywan. Preferencje oddziatywan w roztworach polarnych
okreslono za pomocg spektrometrii mas, metoda ESI.
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Energia jonizacji (eV)

Rysunek 17. Liczba jondéw dla jonu dimeru [2M — H] jako funkcji energii jonizacji dla roztworéw 0,5 mg/ml
flurbiprofenu w acetonitrylu

Figure 17.  Ion counts for the [2M — H] dimer ion vs. ionization energy for solutions of 0.5 mg/mL
flurbiprofen in acetonitrile

Jak wynika z rysunku 17, jon dimeru homochiralnego byt bardziej trwaty
w acetonitrylu w zastosowanych warunkach pomiaru.

Niestety proby korelacji wynikoéw badan procesu asocjacji za pomocg NMR
z otrzymanymi profilami elucji podczas chromatografii kolumnowej i mozliwosci
przewidywania, ktora frakcja bedzie eluowata jako pierwsza, nie powiodly sig.

6. PRZYKEADY PRAKTYCZNEGO ZASTOSOWANIA SDE

Za wyjatkiem dobrze znanej i powszechnie stosowanej krystalizacji,
w literaturze naukowej opisanych jest jak dotad tylko kilka przyktadow praktycznego
zastosowania zjawiska SDE jako metody enancjomerycznego wzbogacania
zwigzkéw chiralnych.[29, 30]

W wyniku sublimacji estru metylowego kwasu 4-propionylo-2,3-dihydro-1H-
pirolo-2-karboksylowego (10), zwigzku posredniego w syntezie pirolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepiny (PBD, 11), o wlasciwosciach antybakteryjnych
1 cytotastycznych wzgledem komorek rakowych, zastosowano proces sublimacji do
otrzymania enancjomerycznie czystego zwiazku. Jak zaprezentowano na rysunku 18,
proces sublimacji estru 10 o poczatkowym nadmiarze enancjomerycznym 34,8%
prowadzit do otrzymania dwdch frakcji: pozostatosci o czystosci optycznej powyzej
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99,9% ee i enancjomerycznie zubozonego sublimatu (27,2% ee). Zastosowanie
efektu SDE towarzyszacemu sublimacji pozwolilo na otrzymanie enancjomerycznie

czystego, finalnego dilaktamu PBD 11.[33]
oL
N
0

PBD dilaktam 11
MeOZCe
HN 0 Sublimacja Sublimat Pozostalo$é
7 > 27,2% ee >99,9% ee
Et
(£)-10 Wspg = 44,6%
34,8% ee

Rysunek 18. Enancjomeryczne wzbogacanie estru (S)-10, zwiazku przejsciowego w syntezie PBD dilaktamu
11 w procesie sublimacji

Figure 18.  Enantiomeric enrichment of the (S)-10 ester, an intermediate in the synthesis of PBD dilactam
11 by sublimation process

Kolejnym przykltadem praktycznego =zastosowania zjawiska SDE jest
enancjomeryczne wzbogacanie chiralnego osiowo laktamu 12 podczas MPLC na
zelu krzemionkowym jako fazie stacjonarnej i zastosowaniem mieszaniny heksanu
i octanu etylu jako eluentu.

mniej polarna frakcja

bardziej polarna ' >99% ee (27 mg)
frakcja i
62% ee (59 mg) :
} f : t
12 70 60 50 (min)
(90 mg, 73% ee) eluent: n-heksan/AcOEt

Wspe =41 %

Rysunek 19. Chromatogram MPLC laktamu 12 z 73% ee
Figure 19.  MPLC chart for lactam 12 of 73% ece
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Na otrzymanym chromatogramie, zarejestrowanym dla probki o poczatkowym
nadmiarze enancjomerycznym 73% ee, zaobserwowano wyrazng granice rozdziatu
pikow. Analiza frakcji, odpowiadajacych pikom za pomocag HPLC na kolumnie
chiralnej potwierdzita, ze pierwszg wymywang frakcjg jest frakcja zawierajaca
enancjomerycznie czysty zwiazek (>99,9% ee) z wydajnoscia 41%, natomiast druga,
bardziej polarna frakcja byta enacjomerycznie zubozona w poréwnaniu z wyj$ciows
probka (Rysunek 19).[34]

Chromatografia kolumnowa typu flash na zelu krzemionkowym, w eluencie c-
heksan/benzen/eter di-fert-butylowy (1/1/0,1) przeprowadzona dla chiralnych
alkoholi 13 o poczatkowym nadmiarze enancjomerycznym 75% ee, zawierajacych
w swojej strukturze grupe CFi;— przytaczong do stereogennego atomu wegla,
dostarczyta enancjomerycznie czystych zwigzkow z duza wydajnoscia.[35]

Fan\ R Wspg (%)
" a) NHBn, 35
OH b) NMe,, 39
¢) NEt,, 41
(5-13 d) NH,, 44
75% ee e) N(CHy)s, 40
f) OEt 53

Rysunek 20. Chromatografia typu flash dla CF;— amino alkoholi 13
Figure 20.  Flash chromatography for CFs— amino alcohols 13

Warto podkreslié¢, ze chromatografi¢ kolumnowa i towarzyszacy jej proces SDE
w przeciwienstwie do krystalizacji mozna réwniez zastosowaé jako metode
enancjomerycznego wzbogacania zwigzkoéw w stanie cieklym. Pochodne 13¢ i 13f to
ciecze i jak zaprezentowano na rysunku 20, enancjomerycznie czyste frakcje
otrzymano z wysoka wydajnoscia.

UWAGI KONCOWE

Proces SDE poczatkowo byl postrzegany przez naukowcow jako zjawisko
nieoczekiwane, ktdrego pojawienie si¢ przysparzato probleméw w pracy laboratoryjnej,
jak rowniez generowalo dodatkowa pracg.[36, 37] Dalsze badania dowiodly, ze SDE
moze stanowi¢ nowa, tanig 1 dostepng w kazdym laboratorium metode
enancjomerycznego wzbogacania zwigzkdéw chiralnych, tak jak zaprezentowano
w przytoczonych przyktadach.
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Na uwage zashuguje fakt, ze SDE moze zmieniaé rzeczywisty stereochemiczny
wynik reakcji asymetrycznych podczas chromatograficznego oczyszczania i rozdzielania
produktow, jak rowniez podczas odparowywania w warunkach prézni. W zwiazku z tym
zachgcamy do przeprowadzania testow potwierdzajacych zjawisko SDE, a takze
postulujemy, aby namiar enancjomeryczny produktow okresla¢ tuz po zakonczeniu
reakcji, przed przystapieniem do dalszych etapoéw izolowania i oczyszczania.[10, 11, 38]
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ABSTRACT

At the moment, phospholipids are among the most interesting molecules. The
possibilities of chemical and enzymatic modifications, while maintaining their
integrity and unique nature, also contribute to these compounds' great interest.

This review paper concerns the preparation of new phospholipid conjugates
containing fragments of biologically active compounds not found naturally in
phospholipids, and phospholipids enriched with specific fatty acids with health-
promoting properties (structured phospholipids).

Chemical methods for the synthesis of phospholipids containing conjugated
linolenic acid (CLA), dehydroepiandrosterone (DHEA) or selected non-steroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs) at the sn-1 and/or sn-2 position have been
described. In addition, the evaluation of the antiproliferative activity of the obtained
conjugates against selected cancer cell lines was also described. Enzymatic methods
of modifying natural phospholipids leading to their enrichment with bioactive
polyunsaturated fatty acids and conjugated acids have also been described.

Keywords: structured phospholipids, phospholipid conjugates, bioactive fatty acids,
phospholipid modification, dehydroepiandrosterone, NSAIDs, lipase, phospholipase

Stowa kluczowe: fosfolipidy strukturyzowane, koniugaty fosfolipidowe, bioaktywne
kwasy tluszczowe, modyfikacje fosfolipidow, sprz¢zony kwas linolowy,
dehydroepiandrosteron, niesteroidowe leki przeciwzapalne, lipaza, fosfolipaza
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ALA

AOT
Balb/3T3
B16
Caco-2
GLA

GPC

DHA
DHEA
suc-DHEA

EPA
LA
CLA
CLnA
DBTO
DCC
DMAP
DMF
Ecra
GPC
IBU
HL-60
HT-29
LDL
LNCaP
LPC
MCF-7
NAP
NLZP
NNKT
PA
1-PA-LPC
PL
PLA,
PLA,
PC
PSO
SA
1-SA-LPC

1,2-diSA-PC

SPC
SPL
WNKT
TAG

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

- kwas a-linolenowy

- dokuzynian sodu

- linia komorkowa mysich fibroblastow

- linia komoérkowa czerniaka mysiego

- linia komoérkowa gruczolakoraka jelita grubego
- kwas y-linolenowy

- sn-glicero-3-fosfocholina

- kwas dokozaheksaenowy

- dehydroepiandrosteron (3p-hydroksy-androst-5-en-17-on)
- monobursztynian DHEA (monobursztynian 3’3-O-androst-
5’-en-17’-onylu)

- kwas eikozapentaenowy

- kwas linolowy

- sprzezony kwas linolowy

- sprz¢zony kwas linolenowy

- tlenek dibutylocyny

- N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

- 4-(N,N-dimetyloamino)pirydyna

- dimetyloformamid

- efektywne wbudowanie CLA

- sn-glicero-3-fosfocholina

- ibuprofen (kwas 2-(4-izobutylofenylo)propionowy)
- linia komorkowa biataczki promielocytowej

- linia komoérkowa raka jelita grubego

- lipoproteiny o niskiej ggstosci

- linia komoérkowa raka prostaty

— lizofosfatydylocholina

- linia komodrkowa gruczolakoraka piersi

- naproksen (kwas 2-(6-metoksy-2-naftylo)propionowy)
- niesteroidowe leki przeciwzapalne

- niezbg¢dne nienasycone kwasy ttuszczowe

- kwas palmitynowy

- 1-palmitoilolizofosfatydylocholina

- fosfolipid

- fosfolipaza A,

- fosfolipaza A,

- fosfatydylocholina

- olej z pestek granatu

- kwas stearynowy

- 1-stearoilofosfatydylocholina

- 1,2-distearoilofosfatydylocholina

- strukturyzowana fosfatydylocholina

- strukturyzowane fosfolipidy

- wielonienasycone kwasy tluszczowe

- triacyloglicerole
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WPROWADZENIE

Wirdd biologicznie aktywnych lipidow, fosfolipidy (PL) przyciagaja duza uwage ze
wzgledu na swoje wyjatkowe wilasciwosci odzywcze 1 funkcjonalne. Z uwagi na swoj
amfifilowy charakter i zdolno$¢ przenikania przez blony, staly si¢ one doskonala matryca
do wprowadzania do organizmu substancji aktywnych biologicznie. Duze postgpy w
wiedzy w zakresie biochemii fosfolipidow 1 rozwdj wspotczesnej bioinzynierii
zaowocowaly powstaniem nowatorskich koncepcji 1 znacznym  postgpem
technologicznym w zakresie modyfikacji enzymatycznych i syntezy chemicznej
fosfolipidow do zastosowan przemystowych, farmaceutycznych i w zywieniu cztowieka.
Najwazniejsze kwestie obejmuja otrzymywanie nowych analogéw fosfolipidow
zawierajacych fragmenty biologicznie aktywnych zwiazkéw nie wystepujacych w
fosfolipidach naturalnie, (tzw. koniugatow fosfolipidowych) oraz fosfolipidow
wzbogaconych w konkretne kwasy tluszczowe o wilasciwosciach prozdrowotnych, o
zwickszonej wartosci zywieniowej lub korzystnych parametrach funkcjonalnych (tzw.
strukturyzowanych fosfolipidow) charakteryzujacych si¢ nowymi wilasciwosciami
funkcjonalnymi. W Katedrze Chemii (obecnie Chemii Zywnoséci i Biokatalizy)
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu od lat prowadzone sa badania nad
chemoenzymatycznym otrzymywaniem glicerofosfolipidow 0 znaczeniu
prozdrowotnym, tzw. super fosfolipidow, ktore oprocz kwasdow thuszczowych
wystepujacych w fosfolipidach naturalnie zawieraja biologicznie aktywne zwiazki, takie
jak izomery sprz¢zonego kwasu linolowego (CLA) [1,2], fragment zwiazku steroidowego
(dehydroepiandrosteronu) [3,4] czy niesteroidowe zwiazki przeciwzapalne [5].
Prowadzone sg takze badania nad wykorzystaniem lipaz i fosfolipaz do wzbogacania
naturalnych fosfolipidow w bioaktywne wielonienasycone kwasy ttuszczowe z rodziny
n-3 i n-6 takie jak kwas linolowy [6], a- i y-linolenowy [7], eikozapentaenowy (EPA) i
dokozaheksaenowy (DHA) [8] a takze w sprzezone kwasy thuszczowe, takie jak kwas
punikowy [9] i izomery sprzg¢zonego kwasu linolowego [10, 11,12].

1. CHEMICZNA I CHEMOENZYMATYCZNA SYNTEZA
GLICEROFOSFOLIPIDOW

Gléwnym wyzwaniem w syntezie fosfolipidow jest skonstruowanie struktury
chiralnej i zachowanie konfiguracji na dalszych etapach syntezy chemiczne;.
Stosunkowo prosta, a przez to rozpowszechniong metoda syntezy chemicznej
homopodstawionej fosfatydylocholiny, zawierajacej takie same reszty acylowe w
pozycji sn-1 1 sn-2 jest estryfikacji Steglicha. Polega ona na reakcji kompleksu
chlorku kadmu i dowolnego fragmentu glicero-3-fosforanowego, np. sn-glicero-3-
fosfocholiny (GPC) z kwasem karboksylowym w obecnosci 4-(N,N-dimetylo-
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amino)pirydyny (DMAP) i odczynnika sprzggajacego, jakim jest N,N'-
dicykloheksylokarbodiimid (DCC) (Rys. 1) .
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Rysunek 1. Schemat estryfikacji Steglicha sn-glicero-3-fosfocholiny
Figure 1. Scheme of Steglich esterification of sn-glicero-3-phosphocholine

Zaletg tej metody jest mozliwo$¢ uzyskania stereoizomerycznie czystego
produktu o konfiguracji naturalnych glicerofosfolipidow, gdy jako substrat zostanie
zastosowany sn-glicerofosforan (GPC).

Synteza heteropodstawionych glicerofosfolipidow, zawierajacych roézne reszty
acylowe w pozycji sn-1 i sn-2 jest wyzwaniem, wymagajagcym zastosowania
regioselektywnych odczynnikéw chemicznych lub katalizy enzymatycznej. W
literaturze opisanych jest kilka metod syntezy tej grupy zwigzkow [13]. Dwie z nich
sg szczegoblnie przydatne w syntezie fosfolipidow o Scisle zdefiniowanym sktadzie
reszt acylowych. Pierwsza opiera si¢ na syntezie 1-acylo-sn-glicero-3-fosfocholiny z
GPC z uzyciem tlenku dibutylocyny (DBTO). Produktem przejsciowym w tej reakcji
jest czasteczka acetalu dibutylocynowego glicerofosfocholiny, ktory w wyniku
dziatania chlorku kwasu tluszczowego podstawiany jest regioselektywnie grupa
acylowag w pozycji sn-1 (Rys. 2). Otrzymang w ten sposob l-acylo
lizofosfatydylocholing (1-acylo LPC) poddaje si¢ kolejnej estryfikacji metoda
Steglicha z uzyciem kwasu tluszczowego, ktory ostatecznie zajmuje pozycj¢ sn-2 w
fosfatydylocholinie.
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Rysunek 2. Dwuetapowa synteza heteropodstawionej fosfatydylocholiny: monoacylowanie sn-glicero-3-
fosfocholiny za posrednictwem tlenku dibutylocyny , po ktérym nastgpuje estryfikacja Steglicha

Figure 2.  The two-step synthesis of heterosubstituted phosphatidylcholines: tin-mediated monoacylation of
sn-glycero-3-phosphocholines followed by a Steglich esterification
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Druga metoda to proces chemoenzymatyczny, gdzie 1-acylo LPC uzyskuje si¢
w wyniku hydrolizy homopodstawionej fosfatydylocholiny z wykorzystaniem sn-2
specyficznej fosfolipazy (PLA)) jako katalizatora, a nastepnie po oczyszczeniu
poddaje si¢ estryfikacji Steglicha (Rys. 3). Szczegolnie wydajnie i szybko hydroliza
przebiega w uktadach micelarnych, w ktorych PLA, ulega enkapsulacji w micelach
powstatych z fosfatydylocholiny (PC) i dokuzynianu sodu (AOT). Bardzo duza
efektywno$¢ tej metody jest zwigzana z powstaniem granicy miedzyfazowej lipid-
woda. W odwrdéconych micelach polarne glowy fosfolipidu skierowane sg do
wewnatrz miceli, a tancuchy hydrofobowe na zewnatrz, w kierunku rozpuszczalnika
jakim jest izooktan. Metoda ta pozwala uzyska¢ catkowitg hydroliz¢ PC do 1-acylo
LPC juz po 15 minutach reakcji [14,15].

Rozpuszezalnik hydrofobowy o
(izooktan) J.
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Rysunek 3. Dwuetapowa chemoenzymatyczna synteza heteropodstawionej fosfatydylocholiny. Struktura
odwroconej miceli w srodowisku reakcji enzymatycznej hydrolizy fosfatydylocholiny.
Figure 3. Two-step chemoenzymatic synthesis of heterosubstituted phosphatidylcholine. Struktura of reverse
micelles in the environment of the enzymatic reaction of phosphatidylcholine hydrolysis.

1.1. KONIUGATY FOSFOLIPIDOWE Z IZOMERAMI SPRZEZONEGO KWASU
LINOLOWEGO

Terminem sprzezony kwas linolowy (CLA, ang. conjugated linoleic acid)
opisywane sg izomery pozycyjne i geometryczne kwasu thuszczowego C18:2 z
dwoma sprzezonymi wigzaniami podwdjnymi. Najczesciej stosowane w badaniach
naukowych sa izomery cis-9,trans-11 CLA (¢9,¢11) i trans-10,cis-12 CLA (¢10,c12).
Kwas cis-9,trans-11 CLA (kwas rumenowy) wystepuje glownie w tluszczach
pochodzacych od przezuwaczy, a jego biosynteza jest zwigzana z metabolizmem
bakterii symbiotycznych zasiedlajacych zwacz, gltéwnie Butyrivibrio fibrisolvens
[16] trans-10,cis-12 CLA nie wystgpuje naturalnie i otrzymuje si¢ go w wyniku
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alkalicznej izomeryzacji kwasu linolowego. Izomer ten jest wytwarzany razem z cis-
9,trans-11 w stosunku rownomolowym [17]. Dane literaturowe dowodza, ze CLA
ma roznorodny wplyw na funkcje fizjologiczne organizméw zywych, w tym na
zmniejszenie zachorowalnosci na nowotwory, zmian¢ metabolizmu lipidow,
stymulacje uktadu odporno$ciowego, zmniejszenie ryzyka miazdzycy. Ponadto
wykazano, ze aktywno$¢ biologiczna CLA jest izomerycznie specyficzna [18].

W zespole prof. Wawrzenczyka przeprowadzono badania, ktorych celem byta
synteza koniugatow fosfolipidowych z izomerami CLA, mogacych znalezé
zastosowanie jako prolek lipidowy zwickszajacy dostepnos¢ CLA w organizmie
[1,2].

Pierwsza grupe stanowity homopodstawione fosfatydylocholiny zawierajace
identyczne reszty kwasow thuszczowych: ¢9,¢/11CLA lub #10,c12CLA w pozycji sn-
1 1sn-2 (Rys. 4A). Otrzymano je w wyniku estryfikacji Steglicha (Rys.1).

Po 40 h reakcji prowadzonej w bezwodnych warunkach i przy stosunku
molowym reagentéw GPC:CLA:DMAP:DCC 1:4:2:4,2 uzyskano produkty z dobra
wydajnoscig powyzej 75% 1 czystoscia >98%. Sklad izomeryczny reszt CLA w
produktach fosfolipidowych byt taki sam jak w kwasach tluszczowych uzytych do
estryfikacji (>95%). Struktura otrzymanych fosfolipidowych koniugatéow z CLA
zostata potwierdzona metoda spektroskopowa.
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Rysunek 4. Struktury koniugatéw fosfolipidowych z CLA
Figure 4. Structures of phospholipid coniugates of CLA

Druga grupa otrzymanych  zwiazkow  byly  heteropodstawione
fosfatydylocholiny, zawierajace okreslony izomer CLA w pozycji sn-1 lub sn-2.
Synteza tych zwigzkow zaktadala dwa etapy: (i) otrzymanie odpowiednich 1-acylo
LPC z zastosowaniem DBTO, (ii) estryfikacj¢ Steglicha (Rys.2). Poniewaz po
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pierwszym etapie procesu, pomimo zastosowanych roznych metod ekstrakcji nie
udato si¢ wyizolowaé¢ produktu z zadowalajagca czystoScia 1 wydajnoscia
zastosowano alternatywne podejscie. Polegalo one na hydrolizie odpowiednich
homopodstawionych fosfatydylocholin (distearoilo-PC, 1,2-¢9,111CLA-PC oraz 1,2-
t10,c12CLA-PC) w odwrdéconych micelach przy uzyciu fosfolipazy A, z trzustki
wieprzowej jako katalizatora (Rys. 3). Wydajnos$¢ izolowana poszczegélnych 1-
acylo LPC (Rys. 4B) w tym przypadku miescita si¢ w zakresie 89-99%. W kolejnym
etapie l-acylo-LPC poddano acylowaniu, czego efektem bylo uzyskanie dwoch
typow heteropodstawionych PC: zawierajacych reszte kwasu stearynowego (SA) w
pozycji sn-1 oraz izomer CLA w pozycji sn-2, oraz z odwrotnym podstawieniem tych
reszt kwasowych (Rys. 4C). Wyniki analizy pozycyjnej wszystkich badanych
heteropodstawionych PC ujawnity, niewielkie ilosci produktu ubocznego (ok. 10%),
ktoéry byt wynikiem czgsciowej migracji reszt acylowych z pozycji sn-1 do pozycji
sn-2 w LPC. Prawdopodobnym powodem mogt by¢ lekko kwasny charakter zelu
krzemionkowego stosowanego na etapie oczyszczania l-acylo LPC metodg
chromatografii ~ kolumnowej.  Badania  dowodza, zZe w  roztworach
lizofosfatydylocholiny o pH 6-9 ustala si¢ stan rownowagi, w ktorym stosunek 1-
acylo LPC do 2-acylo LPC wynosi 9:1 [19].

Wykonano testy biologiczne na aktywno$¢ cytotoksyczng wobec linii komorek
nowotworowych biataczki promielocytowej (HL-60), raka piersi (MCF-7) i raka
jelita grubego (HT-29) w celu okreslenia zalezno$ci struktura-aktywno$¢ pomigdzy
poszczegdlnymi grupami koniugatéw fosfolipidowych z izomerami CLA. Wszystkie
heteropodstawione PC  wykazywaly mniejszy efekt cytotoksyczny od
homopodstawionych PC, a w badaniach nie wykazano réznicy pomiedzy efektem
antyproliferacyjnym dla PC z CLA w pozycji sn-2 a PC z CLA w pozycji sn-1. Wérod
homopodstawionych fosfatydylocholin, 1,2-¢9,/11CLA-PC wykazywala lepsza
aktywno$¢ w stosunku do linii HL-60 i MCF-7 niz PC z dwoma resztami izomeru
t10,c12CLA. Z kolei w przypadku testow na linii HT-29 aktywniejsze okazaty si¢
zarbwno homo- jak 1 heterokoniugaty PC =z izomerem ¢10,c12CLA.
Lizofosfatydylocholiny wykazaly wyzsza cytotoksyczno$¢ od PC w przypadku
testow na liniach HL-60.

Kolejne badania [20] dowiodly, ze nanonosniki lipidowe (state nanoczastki
lipidowe, SLN oraz nanostrukturalne nosniki lipidowe, NLC) w ktorych
wykorzystano koniugaty fosfolipidowe z CLA (1,2-diCLA-PC) jako jeden z
surfaktantéw stabilizujacych dyspersj¢ charakteryzowaty sie wysoka stabilno$cig i
bardzo dobrymi parametrami fizycznymi. Co najwazniejsze wykazywaly lepszy
efekt nekrotyczny w stosunku do komoérek ludzkiego raka naskorkowego (A431) i
czerniaka zto§liwego skéry (MeWo) w porownaniu do nanono$nikow
stabilizowanych distearoilofosfatydylocholing (1,2-diSA-PC). Te obiecujace wyniki
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badan potwierdzaja, ze koniugaty fosfolipidowe z CLA moga znalez¢ zastosowanie
nie tylko jako stabilizatory nanono$nikow, ale moga dziata¢ wspoélnie z innym lekiem
lub markerem poddanym enkapsulacji w macierzy lipidowej, a tym samym znalez¢é
zastosowanie w skojarzonych terapiach farmakologicznych.

1.2. KONIUGATY FOSFOLIPIDOWE Z DHEA

Dehydroepiandrosteron (DHEA) to naturalnie wystepujacy androgenny steroid,
ktory wytwarzany jest gtoéwnie w warstwie siatkowatej kory nadnerczy z 17-
hydroksypregnenolonu. DHEA jest istotnym zwigzkiem w biosyntezie hormonéw
ptciowych, takich jak testosteron czy estradiol [21]. Szeroki zakres jego dzialania
sprawit, ze okresla si¢ go mianem ,superhormonu”. Wykazano aktywno$¢
przeciwnowotworowg DHEA wobec kilku linii komérek nowotworowych [22].
Udowodniono rowniez jego przydatno$¢ w leczeniu otylo$ci, obnizaniu poziomu
cholesterolu i glukozy we krwi, wzmacnianiu uktad odpornosciowego, poprawie
pamigci, czy spowalnianiu postgpéw chordb Alzheimera i Parkinsona [23].

Poniewaz fosfolipidy moga by¢ efektywnymi nosnikami DHEA postanowiono
otrzyma¢ pochodne fosfatydylocholiny (PC) zawierajace kowalencyjnie zwigzang
czasteczke DHEA w pozycjach sn-1 i/lub sn-2 [3].

DHEA nie posiada wolnej grupy karboksylowej, wykorzystano wigc kwas
bursztynowy jako tgcznik do wytworzenia wigzania estrowego z grupami
hydroksylowymi szkieletu glicerolowego. DHEA zostal zestryfikowany
bezwodnikiem bursztynowym w obecnosci DMAP, a otrzymany z wysoka
wydajnoscia (96%) monobursztynian DHEA (suc-DHEA) postuzyt w kolejnych
etapach do estryfikacji pozycji sn-1 i/lub sn-2.

Uzyskano 9 pochodnych fosfatydylocholiny zawierajacych w swojej strukturze
jedna Iub dwie czasteczki DHEA (Rys. 5).

Homopodstawiong di-(suc-DHEA)-PC (1) uzyskano w reakcji estryfikacji
metoda  Steglicha (Rys. 1). Przy zastosowaniu 4-krotnego nadmiaru
monobursztynianu DHEA w stosunku do GPC otrzymano produkt estryfikacji obu
pozycji (sn-11sn-2) z wydajnoscia 52%. Dwie fosfatydylocholiny (2, 3) zawierajace
przytaczong reszt¢ suc-DHEA w pozycji sn-1 a kwas oleinowy lub palmitynowy w
pozycji sn-2 otrzymano na $ciezce syntezy wg [24] (Rys. 2). W pierwszej kolejnosci
z monobursztynianu DHEA w reakcji z 3-krotnym nadmiarem chlorku oksalilu
otrzymano z bardzo wysoka wydajnoscia (98%) jego chlorek kwasowy, ktory
nastepnie poddano reakcji z acetalem dibutylocynowym glicerofosfocholiny.
Uzyskang w ten sposob 1-suc-DHEA-LPC (4) zestryfikowano nastgpnie
odpowiednim kwasem tluszczowym, stosujac dwukrotny nadmiar molowy kwasu.
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=Cy7H15 (C18:1)
=C5Ha¢ (C16:0)

=C47H3¢ (C:18:2, CLA)

=reszty kwasow tluszczowych PC nasion soi
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3: R=Cy5H3; (C16:0)

Rysunek 5. Struktury koniugatow fosfolipidowych z DHEA
Figure 5. Structures of phospholipid coniugates of DHEA

Trzecig grupe fosfolipidow stanowity fosfatydylocholiny z resztg suc-DHEA
przylaczona w pozycji sn-2. Zsyntezowano 2-suc-DHEA-PC (5-9), ktore posiadaty
w pozycji sn-1: kwas palmitynowy, kwas oleinowy, CLA lub naturalne kwasy
thuszczowe fosfatydylocholiny pozyskanej z nasion soi lub zoéttka jaja kurzego. W
pierwszym etapie, stosujac opisang wyzej metodyke D’ Arrigo uzyskano syntetyczne
I-acylo-LPC zawierajace reszty kwasoéw palmitynowego, oleinowego lub CLA.
Naturalne 1-acylo-LPC otrzymano natomiast w wyniku hydrolizy enzymatycznej
naturalnych PC wyizolowanych z soi i zottka jaja, prowadzonej w obecnoS$ci
fosfolipazy A, (PLA») z trzustki wieprzowej [14]. W kolejnym etapie syntezy
ponownie wykorzystujac metode estryfikacji Steglicha przylaczano reszta suc-
DHEA do pozycji sn-2 lizofosfatydylocholin uzyskujac pozadane fosfatydylocholiny
z dobrymi wydajno$ciami (61-82%).

Uzyskane pochodne PC posiadajace steroidowe ugrupowanie DHEA zostaly
poddane badaniom na aktywno$¢ antyproliferacyjng wobec prawidtowej linii
komoérkowej mysich fibroblastow (Balb/3T3) oraz nowotworowych linii: biataczki
promielocytowej (HL-60), mysiego czerniaka (B16) oraz raka prostaty (LNCaP).
Zaden z otrzymanych fosfolipidow nie wykazywal toksycznosci wobec
prawidtowych komoérek mysich fibroblastow (Balb/3T3). Najbardziej aktywnym
zwiazkiem  wobec  wszystkich linii  komoérek nowotworowych  byta
fosfatydylocholina (7) posiadajaca w pozycji sn-1 kwas CLA a DHEA w pozycji sn-
2. Fosfolipidy zawierajace tylko DHEA czyli di-(suc-DHEA)-PC (1) i 1-suc-DHEA-
LPC (4) pozostaly nieaktywne w stosunku do wszystkich linii komoérkowych.
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1.3. KONIUGATY FOSFOLIPIDOWE Z NIESTEROIDOWYMI ZWIAZKAMI
PRZECIWZAPALNYMI (NLPZ)

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) wykazuja dziatanie przeciwzapalne,
przeciwbolowe 1 przeciwgoraczkowe [25] i sa obecnie jednymi z najczesciej
stosowanych lekow na §wiecie. Stosuje si¢ je rowniez wspomagajaco przy chorobach
reumatoidalnych oraz dnie moczanowej [26-28]. Udowodniono roéwniez ich
wlasciwosci antynowotworowe [29-33]. NLPZ to bardzo zrdéznicowana strukturalnie
grupa zwigzkow, wsérdd ktorych najbardziej znane to pochodne kwasu 2-
arylopropionowego (profeny), do ktorych nalezg migdzy innymi ibuprofen i
naproksen.

Oprocz pozytywnych oddziatywan na organizm cztowieka, NLPZ posiadajg
takze niepozadane skutki uboczne. Jednym z najpowazniejszych jest uszkadzanie
btony §luzowej przewodu pokarmowego, co prowadzi do powstawania owrzodzen i
roznego rodzaju krwawien [34,35]. Z racji tego, ze hydroliza fosfolipidow nastgpuje
dopiero w jelitach, interesujacym wydaje si¢ wykorzystanie tych zwigzkéw jako
no$nikéw NLPZ. Przeprowadzono wig¢c badania nad wbudowaniem niesteroidowych
lekoéw przeciwzapalnych z grupy profendéw do struktury fosfatydylocholiny [5]. (S)-
(+)-Ibuprofen (IBU) oraz (S)-(+)-naproksen (NAP) posiadaja grupy karboksylowe,
mogg wigc tworzy¢ bezposrednio wigzanie estrowe z grupami hydroksylowymi
szkieletu glicerolowego PL.

Zsyntetyzowano osiem koniugatow w tym 6 fosfatydylocholin z ibuprofenem
lub naproksenem w pozycjach sn-1 i/lub sn-2 oraz dwie lizofosfatydylocholiny
zawierajagce NLPZ w pozycji sn-1 (Rys. 6). Sciezke syntezy rozpoczeto od
otrzymania odpowiednich 1-acylo-LPC. Najpierw zsyntezowano chlorki kwasowe S-
profenéw w wyniku reakcji z chlorkiem oksalilu w obecnosci katalitycznych ilo$ci
bezwodnego dimetyloformamidu (DMF). Nastepnie zastosowano wspomniang
wczesniej metode acylowania sn-glicero-3-fosfocholiny chlorkiem odpowiedniego
kwasu z wykorzystaniem DBTO oraz trietyloaminy (Rys. 2). Uzyskano 1-NAP-LPC
(10) oraz 1-IBU-LPC (11) z dobrymi wydajnosciami (odpowiednio 70 i 68%). W
kolejnym etapie odpowiednig 1-acylo LPC estryfikowano metodg Steglicha z
kwasem palmitynowym (PA) otrzymujac fosfatydylocholiny 12 i 13, z
wydajno$ciami odpowiednio 25% i 57%. PC z wbudowanymi NLPZ w pozycji sn-2
i kwasem palmitynowym w pozycji sn-1 uzyskano w analogicznej Sciezce. Najpierw
przygotowano 1-PA-LPC z chlorku palmitoilu, a nastgpnie estryfikowano ja
ibuprofenem lub naproksenem ponownie stosujac warunki Steglicha. Wydajnosci
otrzymanych produktow (14, 15) w tym wypadku wynosity 41% i 53%

Fosfatydylocholiny zawierajace ugrupowania ibuprofenu lub naproksenu w obu
pozycjach sn-1 1. sn-2 zsyntetyzowano w jednoetapowej estryfikacji Steglicha dwoch
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wolnych grup hydroksylowych GPC w obecnosci czterokrotnego molowego
nadmiaru ibuprofenu lub naproksenu. Uzyskano 1,2-dilBU-PC (16) oraz 1,2-diNAP-
PC (17) z wydajnosciami odpowiednio 61% i 72%.
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Rysunek 6. Struktury koniugatow fosfolipidowych z NLPZ
Figure 6. Structures of phospholipid coniugates of NSAIDs

W prowadzonych warunkach syntezy przylaczone czasteczki S-profendéw
ulegaty racemizacji, prowadzac w rezultacie do uzyskania fosfatydylocholin (12-17)
w postaci mieszanin diastereoizomerdéw. Izomeryzacja zachodzita w obecno$ci
DMAP oraz DCC i byla prawdopodobnie wynikiem enolizacji grupy karboestrowej
z udziatem H wegla asymetrycznego S-profenow.

Przeprowadzono rowniez porownawcze badania cytotoksycznos$ci ibuprofenu,
naproksenu oraz ich fosfolipidowych koniugatéw wobec komorek ludzkiej biataczki
promielocytowej (HL-60), Iudzkiego raka jelita grubego (Caco-2) oraz
prawidtowych komorek nabtonka jelita swinskiego (IPEC-J2). Wyniki tych badan
wskazywaty, ze fosfolipidy z NLPZ w obu pozycjach (14 i 15) byly bardziej
cytotoksyczne niz sam ibuprofen lub naproksen, natomiast zaréwno 1-NAP-LPC
oraz 1-IBU-LPC byly mniej toksyczne wobec wszystkich badanych linii
komoérkowych. Z kolei fosfolipidy z NLPZ w pozycji sn-1 i kwasem palmitynowym
w sn-2 (10 i 11) wykazywaly nizszg cytotoksyczno§¢ wobec komoérek Caco-2 i
komoérek prawidtowych (IPEC-J2) niz zwigzki referencyjne.

2. MODYFIKACJE ENZYMATYCZNE GLICEROFOSFOLIPIDOW

Wykorzystywanie enzymoéw, jako biokatalizatoréw w syntezie i modyfikacji
fosfolipidéw, niesie wiele korzysci ze wzgledu na selektywnos¢ katalizowanych
reakcji, ale takze ze wzgledu na to, ze wpisuja si¢ one w nowoczesne proekologiczne
metody biotechnologii zalecane przez Green Chemistry.
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Wymiang reszt acylowych w fosfolipidach mozna przeprowadzi¢ na kilka
sposobow (Rys. 7). Pierwszym z nich jest dwuetapowa modyfikacja polegajaca na
wstepnej lizie fosfolipidow, wyodrebnieniu powstatego lizofosfolipidu i jego
estryfikacji wybranym donorem reszt acylowych, w wyniku czego otrzymuje si¢
zmodyfikowany fosfolipid. Liz¢ mozna przeprowadzi¢ w $rodowisku wodnym
(hydroliza) lub w $rodowisku bezwodnym, w obecnosci alkoholu jako czynnika
lizujacego (alkoholiza).

Druga z metod modyfikacji PL jest ich bezposrednia transestryfikacja z uzyciem
kwasu karboksylowego (acydoliza) lub estrow tych kwaséw (interestryfikacja).
Mimo ze procesy transestryfikacji prowadzi si¢ bezposrednio, uzywajac jako
substratu fosfolipidu, to wymiana reszty acylowej zajdzie tylko wtedy, gdy w
mieszaninie reakcyjnej czg$¢ substratu ulegnie hydrolizie. Zatem zaréwno w
procesach jedno-, jak i dwuetapowych kluczowym etapem jest powstawanie puli
czasteczek lizofosfolipidu bedacego substratem dla enzymatycznego podstawienia
pozadang grupg acylowa.
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Rysunek 7. Enzymatyczne metody modyfikacji glicerofosfolipidow
Figure 7. Enzymatic method for modification of glycerophospholipids

Obie metody sg szeroko stosowane w modyfikacjach fosfolipidow. Posiadaja
swoje zalety i wady, a dobor odpowiedniej z nich podyktowany jest zazwyczaj
zadang czystoScia produktu koncowego [36].

Enzymami wykorzystywanymi do modyfikacji czgsci hydrofobowej
glicerofosfolipidow sa fosfolipazy i sn-1,3 regioselektywne lipazy (Rys. 8).
Fosfolipaza A1 (1-acylohydrolaza fosfatydylocholiny, PLA1) i fosfolipaza A> (2-
acylohydrolaza fosfatydylocholiny, PLA>) naleza do hydrolaz, ktore specyficznie
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hydrolizuja wigzanie estrowe odpowiednio w pozycji sn-1 isn-2 glicerofosfolipidow
[37]. Natomiast fosfolipaza B hydrolizuje oba wigzania estrowe zarowno w pozycji
sn-1 jak i sn-2.

Wiele lipaz charakteryzuje si¢ wigksza stabilnoscia od fosfolipazy A, oraz
wickszg dostepnoscia w formie preparatow komercyjnych zaréwno w postaci
liofilizowanej, immobilizowanej (Lipozyme TL IM, Novozyme 435) jak i w formie
roztworéw. W porownaniu do PLA; i PLA, nie wymagaja jondw wapnia oraz
pozostaja aktywne w aktywnosci wody ponizej 0,22 [38].

Lipaza 1,3-specyficzna
Fosfolipaza A,

)OL/ B k-

P N
" /\ ~ .
R/l o) X
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Lizofosfolipaza

Fosfolpaza B ys\‘\-.msfohpa’a A,

Rysunek 8. Regioselektywnos¢ enzymow wykorzystywanych do modyfikacji glicerofosfolipidow
Figure 8.  Regioselectivity of enzymes used to modify glycerophospholipids

2.1. STRUKTURYZOWANE FOSFOLIPIDY Z BIOAKTYWNYMI KWASAMI
TLUSZCZOWYMI

Enzymatyczne modyfikacje glicerofosfolipidéw umozliwiajg migdzy innymi
wymian¢ obecnych oryginalnie w fosfolipidach kwasow tluszczowych na inne,
biologicznie aktywne kwasy, a co za tym idzie zmiang wartos$ci zywieniowych takich
fosfolipidow. Prowadzone badania mialy na celu uzyskanie strukturyzowanych
fosfolipidéw wzbogaconych w kwasy tluszczowe o znaczeniu prozdrowotnym, w
tym kwasy wielonienasycone (WNKT) n-3 i n-6 oraz zawierajace sprzezone uktady
wigzan podwojnych. Proces otrzymywania fosfolipidow wzbogaconych o
zdefiniowane kwasy tluszczowe w okre§lonych pozycjach szkieletu glicerolowego
(strukturyzowanych fosfolipidéw, SPL) przeprowadzono na drodze enzymatycznej
modyfikacji fosfatydylocholiny (PC) uzyskanej z zottek jaj kurzych [6-12,39].

2.1.1. Wzbogacanie PC zo6ltka jaja w kwasy n-3 i n-6 WNKT

Wielonienasycone kwasy tluszczowe z rodziny #-3, w tym kwasy a-linolenowy
(ALA, C18:3, 9,12,16, all cis), dokozaheksaenowy (DHA, C22:6, 4,7,10,13,16,19,
all cis) 1 eikozapentaenowy (EPA, 20:5, 5,8,11,14,17, all cis) wptywaja korzystnie na
gospodarke lipidowa organizmu, wykazuja wiasciwosci przeciwzakrzepowe i
przeciwzapalne, a takze dzialanie ochronne na uktad sercowo-naczyniowy [40,41].
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DHA i EPA wykazuja bardzo wysoka aktywnosc¢ biologiczng. Obnizaja poziom
cholesterolu catkowitego oraz frakcji LDL, zapobiegaja stluszczaniu watroby
[42,43]. DHA odpowiada za prawidlowa prace moézgu oraz jest niezbedny do
tworzenia odpowiedniej ilosci polaczen synaptycznych i zachowania plastycznos$ci
neuronéw [44,45]. EPA przypisuje si¢ aktywno§¢ w hamowaniu rozwoju niektoérych
rodzajéw guzow nowotworowych [46,47]. Kwasy n-6 WNKT s3 waznymi
zwigzkami bioragcymi udziat w utrzymaniu prawidtowej struktury i funkcjonowania
skory [48]. Kwas linolowy (LA, C18:2, 9,12, all cis) wbudowywany jest w ceramidy
bedace swoistym uszczelniaczem skory, chroni wigc organizm przed nadmierng
utratag wody [49]. Z kolei kwas y-linolenowy (GLA, C18:3; 6,9,12, all cis) poprawia
przeptyw krwi w naczyniach krwiono$nych, jest rOwniez niezb¢dny w profilaktyce i
leczeniu suchej, podraznionej i zaczerwienionej skory [50].

Wiekszos¢ tych kwasow (ALA, GLA, EPA, DHA,) nie wystgpuje w naturalnej
fosfatydylocholinie zottka jaja Iub wystgpuje w niewielkiej ilosci (LA),
przeprowadzono wiec szereg badan prowadzacych do otrzymania strukturyzowanej
PC (SPC) wzbogaconej w kwasy n-3 i n-6 WNKT.

Analiza sktadu kwaséw ttuszczowych czystej fosfatydylocholiny wyizolowanej
z z6ttek jaj kurzych wykazala, ze dominujgcymi w niej kwasami sg nasycony kwas
palmitynowy (C16:0, ok. 40%) oraz mononienasycony kwas oleinowy (C18:1, ¢9,
ok. 27%). Ze wzgledu na brak w naturalnej fosfatydylocholinie kwasu -
linolenowego, bedacego prekursorem polienowych kwasow thuszczowych z rodziny
n-3, w pierwszej kolejnosci opracowano metode enzymatycznego wprowadzenia
tego kwasu do jej czasteczki [7,51].

Podj¢to proby wzbogacenie PC w kwas a-linolenowy zarowno w pozycji sn-1
jak i sn-2 [51]. Do modyfikacji pozycji sn-1 PC wykorzystano jednoetapowy proces
acydolizy (Rys. 9), w ktéorym jako donor grup acylowych zastosowano dostepng
komercyjnie mieszaning kwasow thuszczowych, zawierajaca ponad 70% ALA.
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Rysunek 9.  Schemat katalizowanej lipazami acydolizy fosfatydylocholiny z kwasem a-linolenowym
Figure 9. Scheme of lipase-catalyzed acidolysis of phosphatidylcholine with a-linolenic acid

Trzy komercyjnie dostgpne preparaty immobilizowanych lipaz: Novozym 435
(CALB, lipaza B z Candida antarctica), Lipozyme® (RML, lipaza z Mucor micher)
oraz Lipozyme TL IM (TLL, lipaza z Thermomyces lanuginosus) przetestowano jako
biokatalizatory w tym procesie. Warunki reakcji byly nastepujace: temperatura 52-
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55 °C, ponad 5-krotny nadmiar kwaséw w stosunku do PC, 20% dodatek enzymu w
stosunku do masy substratow oraz heptan jako medium reakcyjne.

Wprowadzenie ALA w pozycje sn-2 wymagato zastosowania procesu
dwuetapowego, obejmujacego regioselektywng hydrolize fosfatydylocholiny do 1-
acylo LPC, ktora przeprowadzono na calej masie zottka. Nastepnie wyizolowang z
mieszaniny produktéw 1-acylo LPC poddano procesowi estryfikacji kwasem a-
linolenowym (Rys. 10). Oba etapy byly katalizowane przez fosfolipaze A; - hydrolize
przeprowadzono w zawiesinie zo6ttka przy uzyciu plynnego preparatu
enzymatycznego a przed etapem estryfikacji enzym byl unieruchomiony na Supelite
DAX-S.
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Rysunek 10. Schemat dwuetapowego procesu wprowadzania ALA w pozycje sn-2 fosfatydylocholiny
Figure 10.  Scheme of a two-step process of introducing ALA into the sn-2 position of phosphatidylcholine

Poniewaz uzyte w procesach enzymy (lipazy oraz PLA;) wykazujg

selektywnosc¢ tylko wobec jednej pozycji (sn-1 Iub sn-2 PC) teoretycznie przy 100%
wydajno$ci procesow (acydoliza PC lub estryfikacja 1-acylo LPC) maksymalny
stopien wbudowania nowego kwasu, jaki mozna osiggnaé¢ w tego typu procesach
wynosi 50%.
Najwyzszy stopien inkorporacji ALA w pozycje sn-1 (28%) uzyskano w procesie
acydolizy z uzyciem immobilizowanej lipazy B z Candida antarctica (Tab. 1).
Pozostate lipazy charakteryzowaly si¢ nizsza aktywnoscig, przy czym wszystkie
zastosowane preparaty wykazywaty regioselektywnos$¢ wobec pozycji sn-1, o czym
swiadczyla zmniejszona zawarto$¢ kwasow nasyconych w PC po procesach
modyfikacji. Fosfolipaza A, rowniez efektywnie wbudowata czgsteczke ALA w
procesie estryfikacji 1-acylo LPC. W tym wypadku w reakcji prowadzonej w toluenie
uzyskano okoto 25%-owe wbudowanie kwasu w pozycje sn-2 fosfatydylocholiny.

Kolejne badania nad otrzymaniem strukturyzowanych fosfolipidow
wzbogaconych w WNKT skupily si¢ na reakcjach z uzyciem sn-1,3-
regioselektywnych lipaz, gdyz enzymy te pozwalaja na wprowadzanie takich
kwasow w czasteczke fosfolipidu z zachowaniem nienasyconych kwasow
thuszczowych (C18:1, C18:2 i C20:4) naturalnie wystgpujacych w pozycji sn-2
szkieletu glicerolowego PC.
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Tabela 1. Profil kwasow ttuszczowych [% wg GC] w fosfatydylocholinie wyizolowanej z zottka jaja
kurzego oraz uzyskanej po modyfikacji enzymatycznej
Table 1. Fatty acid profile [% acc. to GC] in egg yolk phosphatidylcholine and obtained after enzymatic

modification

Enzymatycznie modyfikowana PC

Kwas P 2oltia jaja Modytikacja pozycji sn-1 Modyf}kacj a
tluszczowy pozycji sn-2
Novozym Lipozyme  Lipozyme PLA
Total — sn-1— sn-2 135 Rl;V[ M TpL ™ (Lecitase | 0L)
C16:0 40 66 1 6 16 24 43
Cl6:1 1 2 - 1 <1 <1 <1
C18:0 17 28 1 3 6 11 17
C18:1 27 3 55 30 27 28 4
Cl18:2 12 1 35 30 26 23 10
C18:3 ALA - - - 28 23 12 25
C20:4 3 - 8 2 1 1 -

Badania dotyczace wzbogacenia fosfatydylocholiny w EPA i DHA objety dwa
etapy: otrzymanie koncentratu WNKT z oleju z watroby dorsza, a nastgpnie
zastosowanie go jako donora grup acylowych w procesie katalizowanej lipazami
acydolizy PC [8]. Koncentrat otrzymano wykorzystujac znang metode
kompleksowania mocznikiem wcze$niej zhydrolizowanego oleju [52]. Wyjsciowy
olej zawieral 27% n-3 WNKT. Kompleksowanie mocznikiem pozwolito na
uzyskanie koncentratu zawierajagcego ponad trzykrotnie wieksza ilo$¢ n-3 WNKT
(87%), w ktorym DHA 1 EPA stanowily odpowiednio 45% oraz 27%.

Reakcje acydolizy PC uzyskanym koncentratem WNKT prowadzono w
standardowych warunkach procesu acydolizy, ustalonych na podstawie
wczesniejszych badan [7]. Wyjsciowa fosfatydylocholing wyizolowano z zoéttek jaj
pochodzacych od kur karmionych pasza wzbogacona w WNKT, zawierata wiec ona
niewielkie iloéci wielonienasyconych kwasow tluszczowych z rodziny n-3 (okoto
4%).

Tym razem zbadano aktywno$¢ 7 réznych lipaz jako biokatalizatorow oraz
przeprowadzono dobdr optymalnych warunkéw procesu acydolizy (rodzaj
rozpuszczalnika, stosunek molowy substratéw oraz ilos¢ dodanego enzymu).
Warunki procesu acydolizy katalizowanej Novozymem 435 (heksan jako medium
reakcyjne, temperatura 55° C, 1/3 stosunek molowy PC/WNKT, 20% dodatek
enzymu, czas reakcji 48 godzin) pozwolily na otrzymanie strukturyzowanej PC
(SPC) zawierajacej 27,5% n-3 WNKT (Tab. 2). Kwasem, ktéry wprowadzony zostat
w najwickszej ilosci do fosfolipidow byt DHA (17,6%).

Czynnikiem, ktéry najbardziej wptywat na proces inkorporacji kwasow EPA i
DHA do czasteczki PC okazata si¢ ilo§¢ koncentratu kwasow WNKT w mieszaninie
reakcyjnej. Zwigkszenie stosunku molowego PC/WNKT z 1/3 do 1/10 w procesie
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prowadzonym w heksanie z 20% dodatkiem enzymu, skutkowato zwickszeniem
zawarto$ci kwasoéw n-3 w zmodyfikowanej PC z 27,5% nawet do 45,5%, niestety
znaczgco spadta wydajno$¢ z jaka uzyskiwano zmodyfikowang PC.

Tabela 2. Sktad kwasow thuszczowych [% wg GC] w fosfatydylocholinie natywnej (PC zoltka jaja) oraz
produktach jej acydolizy z koncentratem WNKT, prowadzonej w obecnosci Novozym 435

Table 2. Fatty acid composition [% acc. to GC] in native phosphatidylcholine (egg yolk PC) and products
of its acidolysis with PUFA concentrate, carried out in the presence of Novozym 435

Kwas PC natywna PC zmodyfikowana
tuszezowy Total sn-1 sn-2 Total sn-1 sn-2
Cl6:0 34,2+0,11 64,1+0,22 0,8+0,04 15,7+0,48 28,5+0,65 0,5+0,55
C18:0 15,7+0,05 29,2+0,55 1,1+0,09 9,5+0,27 19,5+0,35 0,3+0,13
Cl18:1 29,0+0,04 5,5+£0,33 56,3+0,32 30,1+0,09 7,5+0,12 52,1+0,95
Cl18:2 15,3+0,02 1,240,05 28,8+0,55 15,9+0,34 1,540,25 29,0+0,84
C18:4 SDA n-3 - - - 2,1+0,06 3,8+0,22 0,2+0,06
C20:4 n-6 2,040,01 - 4,5+0,06 1,8+0,08 3,5+0,12 0,5+0,08
C20:5 EPA n-3 0,6+0,02 - 1,4+0,06 7,8+0,13 14,5+0,35 1,540,12
C22:6 (DHA) n-3 3,2+0,05 - 7,1+0,22 17,6+0,11 29,1+0,34 3,2+0,55
> n-3 WNKT 3.8 0 8,5 27,5 47,4 4,9

Analiza pozycyjna SPC wykazata, ze kwasy EPA 1 DHA wbudowaly si¢ prawie
catkowicie w pozycje sn-1, zastepujgc kwasy nasycone wystepujace w tej pozycji w
fosfatydylocholinie natywnej. Zaproponowana metoda pozwala wigc na uzyskanie 1-
DHA-PC w tagodnych warunkach procesu, z naturalnych substratow (PC zottka jaja,
olej z watroby dorsza) przy udziale komercyjnie dostepnej regioselektywnej lipazy
(Novozym 435).

Poniewaz w naturze mozna znalez¢ oleje bogate w bioaktywne kwasy
thuszczowe, kolejnym aspektem badan bylo zastosowanie naturalnych
triacylogliceroli (TAG), czyli olejow roslinnych w procesach enzymatycznego
wzbogacania fosfolipidow w n-3 1 n-6 WNKT [51]. W przypadku wzbogacenia PC
w kwas a-linolenowy (n-3 WNKT) takim surowcem byt olej Iniany zawierajacy ok.
58% kwasu a-linolenowego. W celu zwigkszenia ilosci n-6 WNKT, jako zrédto tych
kwasow wykorzystano oleje stonecznikowy, krokoszowy oraz olej z wiesiotka
(zawierajace ponad 70% kwasu linolowego,) a takze olej z ogdérecznika (zawierajacy
40% LA). Dodatkowo oleje z wiesiotka oraz ogorecznika zawieraly niewielkie ilosci
kwasu y-linolenowego (n-6 WNKT), odpowiednio 10% oraz 20%.

Tym razem zaproponowano metod¢ opartg na procesie interestryfikacji czyli
wymianie reszt acylowych pomigdzy fosfolipidem a triacyloglicerolami oleju
roslinnego (Rys. 11). W badaniach przetestowano aktywno$¢ tych samych trzech
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komercyjnie dostgpnych preparatow immobilizowanych lipaz. Zastosowano
podobne warunki reakcji, zmniejszono jedynie stosunck molowy substratow
PC/TAG z 1/5 na 1/2, gdyz wykorzystany w tym procesie donor grupy acylowej czyli
TAG zawiera w jednej czasteczce az dwa dostgpne dla lipaz tancuchy kwasoéw
thuszczowych w pozycjach sn-1 1 sn-3.

o o} o
)J\ I \;,/ )L JL lipaza R)LO/\,(\O’FI"O/\/ N
R O/Y\O’C\; O/\/h\ + R, O/;(H\O R3 heksan 3 o o
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o roslinnego

Rysunek 11. Schemat katalizowanej lipazami interestryfikacji fosfatydylocholiny - olejami ro$linnymi
Figure 11.  Scheme of lipase-catalyzed interesterification of phosphatidylcholine with plant oils

Preparat immobilizowanej lipazy z C. antarctica (Novozym 435) ponownie
najefektywniej wprowadzat zaréwno kwasy n-3 jak i n-6 do czasteczki PC (Tab. 3).

Tabela 3. Sktad kwasow thuszczowych [% wg GC] w fosfatydylocholinie natywnej (PC zoltka jaja) oraz
produktach jej interestryfikacji olejami ros§linnymi, katalizowanej przez Novozym 435

Table 3. Fatty acid composition [% acc. To GC] in native phosphatidylcholine (egg yolk PC) and
products of its interesterification with plant oils, catalyzed by Novozym 435

PC

Kwasy soltia SPC (olej SPC (olej SPC (olej SPC (olejz  SPC (olej z
tluszczowe jaja Iniany) krokoszowy) slonecznikowy) wiesiotka) ogoérecznika)
C16:0 30 8 8.8 139 9.4 15.7
Cl6:1 1.5 1 - - - -
C18:0 15 3 5.4 8.0 4.5 9.2
C18:1 28 28 39.5 357 322 355
C18:2 (LA) 20 22 43.9 38.7 46.7 28.2
C18:3 (ALA) - 34 - - - -
C18:3 (GLA) - - - - 4.0 7.3
C20:4 (ARA) 4.5 3 2.4 3.7 32 4.1
Zn-6 WNKT 24.5 25 46.3 424 539 39.6
Xn-3 WNKT - 34 - - - -

W procesie interestryfikacji PC olejem Inianym uzyskano strukturyzowang
fosfatydylocholing (SPC) zawierajaca w sktadzie kwasow tluszczowych az 34%
ALA, nieznacznie wigcej niz w procesie acydolizy PC katalizowanej przez ten enzym
[7]. Regioselektywno$¢ zastosowanej lipazy spowodowala znaczace obnizenie
zawarto$ci kwasow nasyconych (z 45% do 11%) w uzyskanej SPC, natomiast
zawarto$¢ kwaséw mononienasyconych pozostata na zblizonym poziomie jak w PC
natywnej. Oprdocz uzyskania fosfatydylocholiny zawierajacej ponad 35% kwasow n-
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3 WNKT (w tym 34% ALA), nastapita istotna redukcja stosunku n-6/n-3 WNKT w
PC z24,5 do 0,7, co jest bardzo istotne z punktu zastosowania takiego produktu jako
suplementu diety. Nizszy stosunek kwasoéw thuszczowych n-6/n-3 jest bardziej
pozadany w diecie gdyz zmniejsza ryzyko wielu chorob przewlektych, w tym chorob
sercowo-naczyniowych, NOWOtworow oraz chordb zapalnych i
autoimmunologicznych [53].

W procesie interestryfikacji PC zottka jaja olejami bogatymi w kwas linolowy
(olejem krokoszowym, stonecznikowym czy olejem z wiesiolka) uzyskano
porownywalne wyniki wbudowania LA do PC. Maksymalny wzrost zawartosci tego
kwasu w czasteczce PC z 20% do 46,7% osiagnigto przy zastosowaniu preparatu
Novozym 435 1 oleju z wiesiotka jak dawcy acylu. W przypadku olejow
krokoszowego 1 stonecznikowego w obecnosci tego samego enzymu zawarto$¢ LA
w SPC wzrosta odpowiednio do 43,9 i 38,7% (Tab. 3). Zastosowanie oleju z
wiesiolka pozwolitlo na uzyskanie produktu o bardzo niskiej zawarto$ci kwasow
nasyconych (14%) i okoto 54%-owej zawartosci kwaséw n-6 niezbednych
nienasyconych kwaséw thuszczowych (NNKT), w tym 46,7% LA i 4% GLA.
Zastosowanie oleju z ogdérecznika w procesie interestryfikacji katalizowanej tg samg
lipaza rowniez dato produkt zawierajacy oba te kwasy w ilosciach 28% LA i1 7%
GLA.

2.1.2. Wzbogacanie PC zo6ltka jaja w sprzezony kwas linolenowy (CLnA)

Zaproponowana metoda interestryfikacji fosfatydylocholiny z6itka jaja kurzego
z wykorzystaniem TAG olejow ro§linnych zostata réwniez wykorzystana do
uzyskania SPC wzbogaconej w kwas punikowy [9].

Kwas punikowy (9Z,11F,13Z — oktadekatrienowy) nalezy do grupy izomeroéw
sprzezonych kwasow linolenowych, ktére sa geometrycznymi i pozycyjnymi
izomerami kwasu linolenowego (18:3), zawierajacymi uktad trzech sprzezonych
wigzan podwdjnych (Rys. 12).

HOJWV\:M

Rysunek 12. Wzdr kwasu punikowego, 18:3; 9Z,11F,13Z oktadekatrienowego
Figure 12. Formula of punicic acid, 18:3; 9Z,11E,13Z octadecatrienoic acid

CLnA wykazuja szereg korzysci zdrowotnych [54-56] m.in. wlasciwosci
antykancerogenne. Udowodniono cytotoksyczne dziatanie kwasu punikowego
wobec linii komérkowych nowotwordw piersi, prostaty i okreznicy. Liczne badania
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potwierdzaja rowniez dziatania antyoksydacyjne, regulujace gospodarke lipidowa
oraz wptyw tego kwasu na wzmocnienie odpowiedzi immunologicznej.

Zimnotloczony, nieoczyszczony olej z pestek granatu (PSO) zawierajacy ponad
77% kwasu punikowego w TAG, wykorzystano jako donor grupy acylowej w
procesie interestryfikacji PC zoltka jaja. Wstepny skrining enzymoéw ponownie
wykazal najwyzsza aktywno$¢ lipazy B z Candida antarctica (Novozym 435), a
analiza wptywu badanych czynnikéw, pozwolita na optymalizacje parametrow
procesu interestryfikacji katalizowanej lipaza B z Candida antarctica zardbwno pod
wzgledem ilo$ci wbudowanego kwasu punikowego, jak wydajnosci izolowania SPC.
W optymalnych warunkach (1/3 stosunek molowy substratoéw PC/PSO, 20% dodatek
enzymu, 72 godziny reakcji) mozna uzyskaé strukturyzowang fosfatydylocholine
zawierajaca prawie 50% wielonienasyconych kwasow tluszczowych, w tym 28,8%
kwasu punikowego, z ok. 40% wydajnoscia izolowania SPC.

2.1.3. Wzbogacanie PC zéltka jaja w sprzezony kwas linolowy (CLA)

Podjeto réwniez badania nad wprowadzaniem izomeréw sprzezonego kwasu
linolowego do fosfolipidow w procesie acydolizy fosfatydylocholiny z zéttka jaja
kurzego [12]. Podczas optymalizacji procesu acydolizy musi zosta¢ osiaggnigty
pewien kompromis pomiedzy stopniem wbudowania CLA, a wydajnosciag
modyfikowanej PC. Nalezy wiec monitorowac¢ nie tylko stopien wbudowania CLA
w fosfolipidy, ale rowniez stopien hydrolizy. Dlatego jako najbardziej zlozone
kryterium oceny efektywno$ci procesu zaproponowano parametr ,.efektywnego
wbudowania CLA” (Ecra = (ilo$¢ moli CLA w PC + iloé¢ moli CLA w LPC) / ilo$§¢
moli PC poddanego acydolizie x 100%), ktory opisuje zawartos¢ reszt CLA w PC 1
LPC w stosunku do poczatkowej ilo$ci fosfatydylocholiny wykorzystanej w reakcji.
Do optymalizacji procesu acydolizy wykorzystano mieszaning izomerow c¢9,¢11 i
t10,c12CLA w stosunku molowym 1:1 uzyskang w wyniku alkalicznej izomeryzacji
kwasu linolowego [17].

Przeprowadzono badania przesiewowe czterech lipaz immobilizowanych: TLL,
CALB i RML oraz lipazy z Burkholderia cepacia (BCL) i trzech liofilizowanych
lipaz: z Aspergillus niger (ANL), z trzustki wieprzowej (HPL) i z Candida
cylindracea (CCL). Jedynie trzy lipazy (TLL, RML, CALB) wykazaly wysoka
aktywnos$¢ dajac produkt fosfolipidowy o zawartosci CLA powyzej 20%. Najwyzsze
efektywne wbudowanie CLA uzyskano z wykorzystaniem lipazy z Rhizomucor
miehei (RML), w tym przypadku EcLa wyniosto 21%.

Po 24 h acydolizy prowadzonej w rozpuszczalnikach hydrofobowych (heptan,
izooktan czy toluen), efektywne wbudowanie wyniosto 15-20%. W przypadku
rozpuszczalnikéw hydrofilowych (DMSO, dioksan) osiagnigto jedynie 3,5%
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wbudowania. Najwyzszy poziom Ecra (20%) uzyskano w przypadku reakcji
prowadzonej w heptanie.

Badajac wptyw wody na wydajnos¢ fosfolipidow i zawarto§¢ CLA w
produktach modyfikacji, przeprowadzono eksperymenty w kontrolowanej
aktywnosci wody (aw) w zakresie od 0,11 do 0,87, w temperaturze 55°C. Przed
rozpoczgciem reakcji substraty dodatkowo inkubowano w wybranej aktywnosci
wody przez 24 h. Najwyzsze wartosci efektywnego wbudowania uzyskiwano po 12
h. Calkowita zawarto§¢ PC i LPC badana w czasie, spadata szybciej w reakcjach
prowadzonych przy wyzszej aktywnosci wody. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
wysoka zawarto$¢ wody przyspiesza hydrolize PC oraz migracj¢ reszty acylowej z
2-acylo LPC, a nastepnie hydrolize powstatej w jej wyniku 1-acylo LPC do GPC.
Najwyzsza warto$¢ Ecra otrzymano w przypadku prowadzenia reakcji w ay = 0,33.
W optymalnych warunkach procesu prowadzonego w heptanie, przy tej aktywnos$ci
wody, w temperaturze 45°C, przy 8-krotnym nadmiarze CLA do PC i24% zawarto$ci
enzymu w stosunku do sumarycznej masy substratow, uzyskano efektywne
wbudowanie CLA na poziomie 25%.

Obnizajagc aktywno$§¢ wody podczas acydolizy mozna doprowadzi¢ do
przesuni¢cia rownowagi reakcji z hydrolizy w strong estryfikacji, doprowadzajac do
powstania dodatkowe;j ilosci fosfatydylocholiny.

W kolejnych do§wiadczeniach prowadzono kontrole aktywnos$ci wody poprzez
obnizenie ay, z 0,33 do 0,23 lub 0,11 po 12 h trwania acydolizy. Po 24 h takiej reakcji
prowadzonej w ay, = 0,23 zaobserwowano wzrost EcLa o okoto 4%. Po 36 h reakcji,
w ktorej aktywno$¢ zostata zredukowana do 0,11 uzyskano Ecra na poziomie 39,0%,
(Rys. 13). W tych warunkach zawartos¢ CLA w PC osiagneta 33,8%, a w LPC
50,1%, a wydajnosci PC i LPC wynosity odpowiednio 39,5 i 25,3%. Analiza sktadu
kwasow thuszczowych w otrzymanych produktach acydolizy wykazala, ze
wbudowanie CLA nastapito tylko w pozycje sn-1 fosfatydylocholiny. Wysoka
zawarto§¢ reszt sprz¢zonego kwasu linolowego w LPC sugeruje, ze
lizofosfatydylocholina tworzyta si¢ gléwnie poprzez estryfikacje GPC w wyniku
obnizenia aktywnosci wody.
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Rysunek 13.  Wplyw zmiany aktywnos$ci wody podczas acydolizy fosfatydylocholiny z zéttka jaja kurzego
sprzezonym kwasem linolowym na efektywne wbudowanie CLA do PL. (Strzatka wskazuje
moment zmiany aktywnosci wody)

Figure 13. Effect of water activity change during acidolysis of egg-yolk phosphatidylcholine with conju-
gated linoleic acid on the effective incorporation of CLA into PL. (Arrow points water activity
change)

W badaniach nad opracowaniem wydajnej metody enzymatycznej syntezy
fosfolipidéw z pojedynczymi czystymi (>90%) izomerami ¢9,¢11 i t10,c12 CLA
zbadano trzy immobilizowane lipazy (RML, CALB, TLL) pod katem specyficznosci
wobec izomeréw CLA w acydolizie fosfatydylocholiny zéttka jaj [10]. RML i CALB
charakteryzowata niewielka selektywnos$¢ w stosunku do izomeru ¢9,/.11 CLA. TLL
wykazata najwicksza rdéznicg we wbudowaniu poszczegdlnych izomerow CLA do
czasteczki PC, ktore dla ¢9,111 CLA wyniosto 8,8%, a dla 110,c12 CLA tylko 1,4%.
W optymalnych warunkach reakcji prowadzonych w heptanie, w stosunku molowym
PC/CLA 1:6; 24% wag. RML i przy kontroli aktywnosci wody, w tych badaniach
zastosowano dodatek (5% Iub 10%) dimetyloformamidu (DMF) jako substancji
nasladujacej wode (z ang. water mimicking co-solvent). Przy aktywnos$ci wody na
poziomie 0,11 z 5% dodatkiem DMF po 48 h uzyskano efektywne wbudowanie
9,t11 CLA i t10,c12 CLA na poziomie odpowiednio 53 i 47% (Rys. 14). W
poréwnaniu do wczesniejszych wynikow acydolizy przeprowadzonej przy aw = 0,23,
Ecra wzrosto o 25-30% jedynie w wyniku dodania rozpuszczalnika imitujacego
wode i zmniejszenia aktywnos$ci wody do 0,11. Ponadto przeprowadzone badania
wykazaly, ze lipazy wykazuja selektywnos¢ wzgledem fosfatydylocholin r6znigcych
si¢ skltadem reszt kwasow thuszczowych 1 lepiej akceptuja natywng
fosfatydylocholing z zoéttka jaja niz syntetyczng 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-
fosfocholing.
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Rysunek 14.  Wptyw dodatku dimetyloformamidu (DMF) na efektywno$¢ inkorporacji izomerow CLA w
reakcji acydolizy fosfatydylocholiny z z6ttka jaja

Figure 14. Effect of dimethylformamide (DMF) on the effective incorporation of ¢9,11CLA and
t10,c12CLA in the acidolysis reaction of phosphatidylcholine from egg yolk

Proces acydolizy fosfatydylocholiny (PC) zottka jaja kurzego
przeprowadzono réwniez przy uzyciu koncentratow CLA otrzymanych z oleju
stonecznikowego 1 oleju z krokosza barwierskiego [11]. Koncentraty uzyskano w
wyniku dwuetapowego procesu polegajacego na hydrolizie 1 jednoczesnej
izomeryzacji TAG, a nastgpnie krystalizacji adduktow mocznika z uzyskanymi
kwasami tluszczowymi. Otrzymane koncentraty zawieraty ponad 90% sprzgzonego
kwasu linolowego i sktadaty si¢ gtéwnie z ¢9,¢11 1¢10,c12 CLA z niska zawartoscia
innych izomeréow (<2,5%). Kompleksowanie z mocznikiem nie tylko zwigkszyto
zawarto$¢ CLA w koncentracie, ale takze wzbogacito wyjSciowa rownomolowa
mieszaning obu izomerow w izomer #10,c12. Preparaty CLA byly nastgpnie
wykorzystywane w procesie acydolizy (temp. 45°C, medium reakcyjne: heptan,
stosunek molowy CLA/PC, 8:1, 24% wag. Lipazy RML). Poczatkowa aktywnos$¢
wody, ktora wynosita 0,33, zmniejszono po 12h trwania rekacji do 0,11. Ustalone
warunki reakcji pozwolity uzyska¢ PC i LPC zawierajace odpowiednio 42—44% oraz
62-65% reszt acylowych CLA. Wysoka efektywna inkorporacjc CLA (42%)
uzyskano po 36 h reakcji (Rys. 15).
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Rysunek 15. Wbudowanie CLA w fosfatydylocholing i lizofosfatydylocholing oraz sktad fosfolipidow w
mieszaninie reakcyjnej podczas acydolizy koncentratami CLA wytworzonymi na bazie oleju
stonecznikowego (A) oraz oleju z krokosza barwierskiego (B)

Figure 15.  Incorporation of CLA into PC and LPC and phospholipids distribution in the reaction mixture of
PC acidolysis with CLA concentrate from sunflower oil (A) and safflower oil (B)

UWAGI KONCOWE

Nowe koniugaty fosfolipidowe otrzymane zaprezentowanymi metodami
chemicznymi lub chemoenzymatycznymi, zawierajace takie bioaktywne zwigzki jak
dehydroepiandrosteron, niesteroidowe leki przeciwzapalne czy CLA, moga by¢
doskonatymi nosnikami tych substancji, zwigkszajac miedzy innymi ich
biodostgpnos¢. Dodatkowo niektére z uzyskanych potaczen wykazuja wyzsze
aktywnoSci antyproliferacyjne wzgledem badanych linii nowotworowych Iub nizszg
cytotoksyczno$¢é wobec zdrowych komoérek niz wyjsciowe substancje.

Uzyskane strukturyzowane fosfolipidy, wzbogacone w kwasy n-3 lub n-6
WNKT mozna nazwaé lipidami multifunkcjonalnymi zawierajagcymi dwa
funkcjonalne fragmenty: reszty kwasow NNKT oraz choling, co daje ogromnag szanse
na wykorzystanie ich jako nutraceutyki, dodatki do formulacji produktow
kosmetycznych lub dodatki funkcjonalne do zywnos$ci. Zastosowanie tanich olejow
ro§linnych zamiast syntetycznych dawcow grup acylowych w procesie wzbogacania
fosfolipiddéw w kwasy wielonienasycone moze znacznie obnizy¢ koszt takiego
procesu.
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ABSTRACT

The craving for sweets is a universal desire that connects people of all ages
and cultures. Traditionally used sweeteners based on sugars, such as sucrose or
glucose-fructose syrup, are known for their multidirectional negative impact on
human health. With the development of research into artificial sweeteners and natural
sucrose alternatives, more and more consumers are turning to healthier options to
satisfy their sweet tooth.

Among the potential new sweeteners of natural origin, dihydrochalcones
deserve special attention. These compounds belong to polyphenols and are present in
plants. In the daily diet of people, their source may be citrus fruits, strawberries and
apples. Dihydrochalcones, like other polyphenols, have a high and diverse health-
promoting effect, e.g. antioxidant, antimicrobial or anticancer. Unfortunately, their
extraction from plant material is challenging and economically unprofitable.

The article presents a brief description of traditionally used sweeteners based
on sugar, as well as alternative sweeteners. Methods for the chemical synthesis of
dihydrochalcones are presented here, and the biotransformation processes involved
in producing these sweet-tasting compounds are discussed.

Keywords: sugar, sweeteners, dihydrochalcones, biotransformations
Stowa kluczowe: cukier, stodziki, dihydrochalkony, biotransformacje
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WPROWADZENIE

Stodki smak pozadany jest przez ludzi w réoznym wieku, pochodzacych
z réznych klas i kultur. Stodycz od zawsze odgrywata istotng rolg w zywieniu
cztowieka, pomagajac ukierunkowaé¢ zachowania zywieniowe na produkty
dostarczajgce zarowno energii, jak i niezbednych sktadnikow odzywczych [1]. Po
spozyciu stodkiego pokarmu aktywacji ulegaja obwody moézgowe generujace
przyjemno$é. Wedtug badan klinicznych ten obwdd jest taki sam lub pokrywa si¢
z tym, ktory posredniczy w uzalezniajagcym charakterze narkotykow, takich jak
alkohol i opiaty [2].

Najwczesniej stosowanymi substancjami stodzagcymi byly mioéd 1 soki
roslinne. W przemysle spozywczym tradycyjnie najczesciej stosowang substancja
jest sacharoza — dwucukier, ktérego gldéwnymi zrodtami pozyskiwania sg trzcina
cukrowa i buraki cukrowe [3].

Smak 1 profil stodkosci czystej sacharozy okresla si¢ ,,zlotym standardem”.
Poniewaz cukier ten jest powszechnie wykorzystywany w produktach spozywczych,
ludzie utozsamiajg slodko$¢ ze smakiem sacharozy [4]. Sacharoza jest dobrze
rozpuszczalna w wodzie, a takze stabilna chemicznie i termicznie. Dodatkowym
atutem tego dwucukru jest mozliwo$¢ jego wykorzystania w konserwowaniu
zywnoscli, a takze nadawaniu jej odpowiedniej lepkosci i tekstury [5]. Sacharoza jest
jednak wysoce kaloryczna, a jej zwickszone spozycie skutkuje dodatnim bilansem
energetycznym. Nadmierne spozycie sacharozy uwaza si¢ za jedng z przyczyn m. in.
otytosci, cukrzycy, chordb sercowo-naczyniowych, czy nowotworow [6,7]. Obecnie
coraz czesciej jest ona wypierana przez bogaty we fruktoze syrop pozyskiwany
z kukurydzy, ktory wykazuje jeszcze bardziej negatywny efekt metaboliczny niz
sacharoza [8].

Powyzsze fakty stanowig silny impuls do poszukiwania niskoenergetycznych
substytutow sacharozy, ktére posiadalyby poréwnywalne z nig parametry fizyko-
chemiczne i sensoryczne, a ich spozycie nie bytoby obarczone tak negatywnym
wplywem na organizm [4].

1. NEGATYWNY WPLYW CUKRU NA ZDROWIE

Glukoza to glowny cukier magazynowany w organizmach zwierzat, natomiast
u roélin jest to sacharoza ztozona z czasteczki glukozy i fruktozy. Poniewaz ludzie
od zawsze konsumowali produkty pochodzenia roslinnego, w ich diecie obecna byta
réowniez fruktoza [9,10]. Zwickszone wykorzystanie fruktozy w przemysle
spozywczym poczatkowo wigzato si¢ z przekonaniem, ze stanowi ona zdrowszg
alternatywe dla glukozy, ze wzgledu na jej nizszy indeks glikemiczny i fakt, ze
metabolizm fruktozy nie jest regulowany przez insuling. Uwazano, ze dzigki temu
fruktoza moze by¢ bezpiecznie stosowana u pacjentéw z cukrzyca [11,12]. Fruktoza
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jest tez najstodszym naturalnie wystgpujacym cukrem, co umozliwia wykorzystanie
mniejszych jej ilosci do zapewniania pozgdanego poziomu stodkosci produktow, co
obniza ich kalorycznos$¢ w stosunku do produktéw stodzonych glukozg czy sacharozg
[13,14]. Jednak juz w latach 60-tych XX wieku zaobserwowano, ze zwickszone
spozycie fruktozy u zwierzat i ludzi wywotuje hipertriglicerydemie na poziomie duzo
wyzszym niz w wyniku spozywania skrobi czy glukozy [10]. Pomimo tego udziat
fruktozy w diecie ludzi wzrost w ciagu ostatnich 40 lat o 30% [15]. Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO) rekomenduje, by cukry dodawane do zywnos$ci nie
stanowily wiecej niz 10% naszej diety. Szacuje si¢ jednak, ze mlodziez z samej tylko
fruktozy moze czerpa¢ wigcej niz 15% dziennej dawki kalorii, a dorosli niemal 20%
[13,16]. Wynika to w duzym stopniu z powszechnego wykorzystywania w przemysle
spozywczym syropu kukurydzianego o wysokiej zawarto$ci fruktozy (HFCS).
Stodziwo to zostato po raz pierwszy wprowadzone do uzytku w USA w 1972 roku
w odpowiedzi na rosngce zapotrzebowanie przemyshu spozywczego na alternatywy
dla rafinowanego cukru, ktorego produkcja jest droga [9,17]. HFCS jest tanszy,
stodszy i trwalszy niz sacharoza. Stodzik ten nie ulega krystalizacji w produkcie,
zapewnia zachowanie wilgotnosci wypiekow i tatwo si¢ rozpuszcza dodany do
napojoéw. Szacuje sig¢, ze stanowi on obecnie 40% odzywczych substancji stodzacych
dodawanych do zywnosci [9,13,18]. Produkcja HFCS opiera si¢ na wykorzystaniu
enzymow pozyskanych z mikroorganizmow — w pierwszym etapie skrobia
kukurydziana hydrolizowana jest do monosacharyddw, nastepnie izomeraza ksylozy
konwertuje czes$¢ glukozy do fruktozy. Najbardziej popularny HFCS zawiera 55%
fruktozy i 45% glukozy. Dzigki temu jest on stodszy i ma ptynna konsystencje [10].

Pomimo tego, ze glukoza i fruktoza majg t¢ sama kalorycznosc¢, sg one odmiennie
metabolizowane w organizmach zwierzat i r6znig si¢ wptywem na rozwdj chordb
metabolicznych [19]. Glukoza jest podstawowym paliwem energetycznym dla
wiekszosci tkanek i komorek zwierzecych, natomiast fruktoza jest metabolizowana
gléwnie w watrobie [10]. Podczas absorpcji w przewodzie pokarmowym, gdy
stezenie fruktozy w jelicie jest nizsze niz 1 mM, duza jej ilo§¢ jest przeksztalcana
w glukozg w enterocytach. Ta konwersja zmniejsza wewnatrzkomorkowe stezenie
fruktozy, utatwiajgc jej wchtanianie. Jesli jednak stezenie fruktozy wzros$nie powyzej
tego poziomu, mniej fruktozy jest metabolizowane w enterocytach, przez co
w niezmienionej formie przechodzi ona do krwioobiegu i ulega metabolizmowi
watrobowemu [16]. W watrobie ulega przeksztalceniu do fruktozo-1-fosforanu,
ktorego  wickszo§¢  jest nastepnie metabolizowana do aldehydu 3-
fosfoglicerynowego. Zwiazek ten moze zosta¢ przeksztatcony i uwolniony jako
mleczan lub przeksztalcony w glukoze (glukoneogeneza). Po uwolnieniu do krazenia
ogolnoustrojowego glukoza i mleczan moga by¢ wykorzystywane jako substrat
energetyczny przez mdzg, serce i tkanke migsniowa. Aldehyd 3-fosfoglicerynowy
moze jednak roéwniez ulec konwersji do acetylo-CoA stanowiacego prekursor
kwasow tluszczowych, lub do glicerolo-3-fosforanu przeksztatlcanego dalej do
triglicerydow [12,18].
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U ludzi z nadwagg dieta bogata w fruktoze lub z identyczna ilo$cig glukozy (25%
catkowitego spozycia kalorii) skutkowata podobnym przyrostem masy ciata. Jednak
tylko fruktoza w diecie specyficznie zwigksza lipogenezg de novo w watrobie,
wywoluje dyslipidemi¢, zmniejsza wrazliwo$¢ na insuling i zwigksza otytos¢
trzewng. Thuszcz trzewny, zwany takze thuszczem brzusznym, jest magazynowany
pod jamg otrzewnej i jest aktywny w wydzielaniu cytokin prozapalnych. Sthuszczenie
watroby, trzustki, migsni szkieletowych, czy serca uposledza procesy metaboliczne
i funkcjonowanie tych narzadéw. Zatem przechowywanie tluszczu trzewnego jest
bardziej szkodliwe metabolicznie w pordwnaniu z thuszczem podskérnym. Osoba
moze nadal wyglada¢ na szczupla z zewnatrz, ale mie¢ parametry metaboliczne
osoby otylej, jest to okreslane jako ,,chudy na zewnatrz, thusty w $rodku” (“thin on
the outside, fat on the inside”, TOFI) [12,19]. Przyjmowanie fruktozy przyczynia si¢
takze wprost do zwigkszonego spozycia pokarmu i otylosci poprzez regulacje
osrodkowego uktadu nerwowego [19]. Spozyta fruktoza obniza wrazliwo$é
organizmu na leptyng, nazywang hormonem sytoSci [12], natomiast stymuluje
wydzielanie greliny, nazywanej hormonem glodu [19].

Spozywanie zwigkszonych ilosci fruktozy wigze si¢ bezposrednio z rozwojem
takich schorzen jak: cukrzyca typu 2; niealkoholowa stluszczeniowa choroba
watroby 1 jej agresywna postac, niealkoholowe sttuszczeniowe zapalenie watroby;
niektore nowotwory, zwlaszcza watroby, trzustki i okreznicy; oraz choroby uktadu
krazenia i nerek [9,12]. Nadmiar fruktozy w diecie sprzyja rowniez zaburzeniom
neurologicznym i psychiatrycznym, takim jak wzmozony lek, depresja i choroba
Alzheimera [15].

2. ODCZUWANIE SLODKOSCI

Wysoka wrazliwo$¢ na stodki smak jest wrodzona, a poszukiwanie stodkich
pokarméw jest uwarunkowane ewolucyjnie. Stopien odczuwania stodko$ci i poziom
odczuwanej przyjemnosci po spozyciu stodkich pokarméw s3 natomiast
zroznicowane osobniczo [20,21]. Jezyk i1 podniebienie migkkie sa obszarami
wyposazonymi w receptory smaku stodkiego i w tych miejscach zaczyna si¢ jego
odczuwanie po spozyciu pokarmu [22]. Proces ten jest ztozony i opiera si¢ na
interakcji pomigdzy stodka substancja a centrami aktywnymi obecnymi
w receptorach, ktore znajduja si¢ w komoérkach nablonka [23]. Zwigzki zdolne do
wywotywania stodkiego smaku czesto znaczgco roznig si¢ budowa, dlatego wiele
osrodkow naukowych podjeto proby wykazania zaleznosci pomiedzy strukturg
chemiczna zwigzku a jego stodko$cia [24]. Juz w XIX wieku wykazano znaczenie
stereochemii zwigzkéw w mechanizmie odczuwania stodko$ci. W 1886 roku Piutti,
udowodnil w toku prowadzonych przez siebie badan, ze aminokwas D-asparagina
jest stodki, a jego L-izomer nie [24].
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3. SLODZIKI

Substancje stodzace mozna podzieli¢ na dwie grupy: odzywcze
1 nieodzywcze. Odzywcze zawieraja monosacharydy (fruktoze i1 galaktoze),
disacharydy (sacharoze) oraz poliole (alkohole cukrowe), ktore w roznym stopniu sg
zrédlem energii. Natomiast nieodzywcze substancje stodzace, takie jak acesulfam K,
aspartam, sacharyna i sukraloza nie zawieraja kalorii w iloSciach istotnych dla
codziennego bilansu energetycznego [8].

Konsumenci coraz czgsciej skupiaja si¢ na wartosci odzywczej kupowanych
produktow spozywczych, a nie jedynie na ich smaku i koszcie. Rosngca §wiadomosé
wpltywu diety na zdrowie, czestos¢ wystepowania chorob wynikajacych ze zZle
zbilansowanej diety, a takze moda na zdrowy styl zycia stale potgguja popularnosé
niskokalorycznych produktéw spozywczych [25] i1 sg impulsem do poszukiwania
nowych substancji slodzacych o obnizonej kaloryczno$ci [26]. Zadaniem tych
substancji, okre§lanych mianem stodzikéw, jest nasladowanie stodkos$ci sacharozy,
bez drastycznego podnoszenia kalorycznosci produktu [25]. Idealny stodzik musi by¢
catkowicie bezpieczny dla zdrowia, a takze powinien cechowaé si¢ stabilno$cig
w calym procesie wytwarzania i przechowywania produktu finalnego [4,27].

3.1. POLSYNTETYCZNE SUBSTANCJE SEODZACE

Potsyntetyczne substancje stodzace, sg grupa niskokalorycznych zwigzkéw,
ktore charakteryzuja si¢ nieco nizszg stodkoscig niz sacharoza [28]. Wspottworza one
struktur¢ produktu i sg wykorzystywane jako wypeklniacze, a takze zwigzki
konserwujace. By zapewni¢ konsumentom satysfakcjonujacy poziom stodkosci,
zwiazki te moga by¢ taczone z innymi stodzikami [29]. Chemicznie polsyntetyczne
substancje stodzace to gléwnie alkohole cukrowe — poliole. Sg to pochodne cukrow,
w ktorych grupa aldehydowa Iub ketonowa jest zastgpiona grupg hydroksylowa [30].
Spozycie polioli nie wigze si¢ z ryzykiem rozwoju prochnicy, dlatego sg one czesto
stosowanymi zamiennikami cukru, szczegdlnie w cukiernictwie. Dodatkowo,
zwigzki te nie powodujg wahan poziomu glukozy we krwi, poniewaz zmniejszajg
odpowiedz glikemiczng i poprawiajg wrazliwo$¢ insulinowg [31]. Wsréd alkoholi
cukrowych ksylitol, erytrytol, mannitol i sorbitol s3a najczgéciej wskazywane jako
potencjalne alternatywy dla zastapienia sacharozy w produktach spozywczych
i naleza do najczgéciej stosowanych alkoholi cukrowych, obok m.in. maltitolu,
laktitolu i izomaltozy [32] . Ponizej przedstawiono krotka charakteryzacje ksylitolu
i erytrytolu.

Erytrytol (rys. la) to czteroweglowy alkohol cukrowy zawierajacy w swojej
strukturze cztery grupy hydroksylowe. Jest biala, krystaliczng, bezwonng substancja
o stodkos$ci na poziomie 60-80% stodyczy sacharozy [4]. Na tle innych polioli
wyroznia si¢ sposobem otrzymywania — erytrytol jest produkowany na skale
przemystowa przy wykorzystaniu biokatalizatorow [33]. Erytrytol moze by¢ wytwa-
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rzany biotechnologicznie z glicerolu, glukozy lub fruktozy poprzez kilka konwersji
enzymatycznych do erytrozy, ktora jest nastgpnie przeksztalcana przez reduktazg
erytrozy do poliolu [32]. Erytrytol najczgéciej stosowany jest do produkcji
niskokalorycznych napojow i gum do zucia [31].

OH OH
HO\)\/\
- OH HO OH
OH OH OH
(a) (b)

Rysunek 1. Struktura chemiczna erytrytolu (a) i ksylitolu (b)
Figure 1. Chemical structure of erythritol (a) and xylitol (b)

Ksylitol (rys. 1b) jest zwigzkiem powszechnie obecnym w owocach
1 warzywach, a takze jest produktem posrednim metabolizmu weglowodanoéw
u ssakoéw. U ludzi jest wolno wchianiany i nie powoduje gwattownych zmian stgzenia
glukozy we krwi [34]. Obecnie w celu =zaspokojenia przemyslowego
zapotrzebowania na ten stodzik wykorzystuje si¢ chemiczng metode¢ jego syntezy.
W tym procesie ksyloza ekstrahowana z biomasy lignocelulozowej poddawana jest
katalitycznemu uwodornieniu w celu wytworzenia ksylitolu [35]. Zwigzek ten mozna
wytwarza¢ biotechnologicznie z substratow lignocelulozowych, ktore sa
przeksztalcane w hydrolizaty bogate w ksyloze i ostatecznie przeksztalcane
w ksylitol przez reduktaze ksylozowg [32]. Zwigzek ten wykazuje dzialanie
przeciwprochnicze a takze remineralizacyjne i dlatego powszechnie stosuje si¢ go do
produkcji preparatow stomatologicznych, a takze syropow, czy suplementéw diety
[36]. Wykazano jednak, ze wysokie spozycie ksylitolu (20-30 g) moze skutkowac
niegrozng biegunka osmotyczng [34].

3.2. SUBSTANCJE INTENSYWNIE SLODZACE

Druga grupa srodkow stodzacych sg te o duzo wyzszej stodyczy niz
sacharoza, nazywane sg one $rodkami intensywnie stodzacymi lub alternatywnymi
stodzikami [37]. W tabeli 1 przedstawiono poréwnanie popularnie stosowanych
substancji stodzacych pod katem ich stodkosci i kalorycznosci.

Bioragc pod uwagge sit¢ stodzaca intensywnie stodzacych substancji, stosuje
si¢ znacznie mniejszy ich dodatek, niz sacharozy, zatem tadunek energetyczny
takiego produktu jest duzo nizszy. Niestety, smak wielu alternatywnych stodzikow
nie jest stabilny, czesto obserwuje si¢ obce posmaki [42]. Zwiazki te stosowane s3
jednak powszechnie w batonach, ptatkach, jogurtach ,light”, dzemach, lekach, czy
pastach do zebow [43].
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Tabela 1.  Zestawienie wybranych substancji stodzacych stosowanych jako dodatki do zywnosci pod katem
ich sity stodzacej i kalorycznosci [38—41]

Table 1. List of selected sweeteners used as food additives in terms of their sweetening power and calorific
value [38-41]

Symbol Warto$¢
Stodzik o Sita stodzaca energetyczna
” [keal/g]
Sacharoza - 1 4
Taumatyna E957 2000 4
Aspartam E951 200 4
Acesulfam K E950 150-200 0
Erytrytol E968 0.7 0.2
Ksylitol E967 1 2.5
Dihydrochalkon neohesperydyny E959 1500-2000 2

Aspartam (rys. 2) to najpopularniejszy stodzik na §wiecie Jego zaletg jest
zwigkszanie intensywno$ci innych smakow 1 aromatéw, natomiast wada —
stosunkowo niska rozpuszczalno$¢, a takze ograniczona stabilno$¢ termiczna oraz
chemiczna [5,44]. Aspartam to dipeptyd, na ktory sklada si¢ ester metylowy
L-fenyloalaniny i kwas L-asparaginowy [37]

A NH CH,
OH  NH, o)

Rysunek 2. Struktura chemiczna aspartamu
Figure 2. Chemical structure of aspartame

Po spozyciu zwiazek ten ulega catkowitemu rozpadowi do kwasu
asparaginowego, fenyloalaniny i metanolu, ktory uwalniany jest z aspartamu pod
wpltywem chymotrypsyny [44]. Metanol w organizmie jest utleniany do
formaldehydu i dalej do kwasu mrowkowego wykazujacych dziatanie toksyczne
[30]. Spozycie produktéw zawierajacych aspartam wigze si¢ z wystgpowaniem
sucho$ci w jamie ustnej, zmianami nastroju, wymiotami, a takze chronicznym bolem
glowy [45]. W badaniach na szczurach wykazano réwniez potencjalne dziatanie
rakotworcze tego stodziku. U samcow zaobserwowano zwigkszone wystepowanie
1 wzrost nowotwordéw ztos§liwych, a u obu pici wicksza czestotliwos¢ chtoniaka
i biataczki. Zastosowana w badaniu dawka byla zblizona do tej, ktora jest
dopuszczona do stosowania u ludzi [46].
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Acesulfam — K (Rys. 3) to stodzik charakteryzujacy si¢ szybko
wyczuwalnym stodkim smakiem [44], ktory jednak w wyzszych stezeniach moze
dawa¢ niepozadany posmak [47]. Zwigzek jest wysoce termostabilny, a takze
rozpuszczalny, dzigki czemu moze by¢ stosowany w wytwarzaniu réznorodnych
produktow spozywczych [44].

Rysunek 3.  Struktura chemiczna acesulfamu - K
Figure 3. Chemical structure of acesulfame — K

W badaniach na myszach wykazano, ze stodzik ten podawany w wysokiej dawce (60
mg/kg masy ciata) uszkadza ich materiat genetyczny [48].

Taumatyna to, na chwilg obecng, jedyny alternatywny stodzik produkowany
na skalg¢ przemystows. Zostata ona wyizolowana z owocow afrykanskiej rosliny
Thaumatococcus daniellii. Zwiazek ten jest biatkiem wystepujacym pod postacia
pigciu roznych form [49]. Taumatyna ulega catkowitemu rozkltadowi w organizmie
ludzkim i uwaza sig, ze jest bezpieczna dla zdrowia. Cechuje si¢ tez duzo wyzszg
stodkos$cig od sacharozy (tab. 1). Jej wadg jest mato oplacalny proces ekstrakcji
z materiatu roslinnego [50].

Alternatywne slodziki pozwalajg zmniejszy¢ spozycie cukru i obnizyé
kaloryczno$¢ przyjmowanych positkdw, co ma bezsprzecznie pozytywny wptyw na
zdrowie ludzi. Niestety, coraz czgsciej spozycie substancji stodzacych wigzane jest
z roznorodnymi, nierzadko powaznymi, problemami zdrowotnymi. Wérdéd nich
nalezy wymieni¢ dysbioze mikrobioty jelitowej [51], stan zapalny [26],
przyczynianie si¢ do choréb uktadu krazenia [52], nowotworéw uktadu moczowego
u kobiet [53], a nawet, paradoksalnie, zaburzen metabolicznych i otylosci [51,54].
Z tego powodu stale poszukuje si¢ alternatyw, ktore bylyby catkowicie bezpieczne
dla Iudzi, a najlepiej — dodatkowo pozytywnie wpltywatyby na ich zdrowie.

4. POTENCJAL DIHYDROCHALKONOW DO STOSOWANIA JAKO
SEODZIKI

Chalkony to wtérne metabolity ro$lin, sg zaliczane do zwigzkow
flawonoidowych. W ro§linach stanowia prekursory dla flawanonow, flawonow
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1 izoflawondéw. Cechg charakterystyczng tej grupy zwigzkdéw jest intensywna zolta
lub pomaranczowa barwa [55,56]. Chalkony sktadajg si¢ z dwodch pierscieni
aromatycznych polaczonych tréjweglowa o,B-nienasycong karbonylowa struktura.
Po raz pierwszy ich syntezy chemicznej dokonalo dwodch uczonych — Kostanecki
i Tambor i oni s3 tworcami nazwy ,,chalkony” [57,58]. Zwiazki te ze wzgledu na
latwo$¢ pozyskiwania na drodze syntezy chemicznej, a takze szeroki wachlarz
aktywnosci biologicznych sa potencjalnie atrakcyjnymi kandydatami na substancje
aktywne $rodkoéw farmaceutycznych, a takze dodatki do zywnosci. Udowodniono, ze
te ros$linne polifenole wykazuja aktywnos¢ m. in. przeciwutleniajacs,
przeciwzapalna, przeciwmikrobiologiczng, przeciwnowotworowa, przeciw-
cukrzycows, przeciwotylo$ciowa, hepatoprotekcyjna, a takze kardioprotekcyjna [57—
59].

O o)
(@) (b)

Rysunek 4. Struktura chemiczna chalkonu (a) i dihydrochalkonu (b)
Figure 4.  Chemical structure of chalcone (a) and dihydrochalcone (b)

Dzieki uwodomieniu chalkonow uzyskuje si¢ dihydrochalkony (Rys. 4) — zwigzki
o wysokim potencjale do zastosowania jako syntetyczne stodziki [60]. Smak tej grupy
zwigzkow silnie zalezy od struktury zwiazku i obecnych w nim podstawnikow [61], nie
wszystkie dihydrochalkony sg stodkie, a ich smak moze zaleze¢ rowniez od stezenia (Tab. 2)
[62].

Dihydrochalkony, podobnie jak chalkony sa syntezowane w roslinach,
czgsto w odpowiedzi na stres biotyczny i abiotyczny. Biosynteza tych dwoch klas
zwigzkow  flawonoidowych  przebiega  podobnie, jednak  biosynteza
dihydrochalkonéw wymaga przeksztatcenia p-kumaroilo-CoA, gtéwnego prekursora
chalkonow otrzymywanego droga szikimowa, w p-dihydrokumaroilo-CoA przez
dehydrogenaze zalezng od NADPH. Uwaza sig¢, ze syntaza chalkonu katalizuje wtedy
addycje trzech czasteczek malonylo-CoA, otrzymanego na szlaku poliketydowym,
do jednej czgsteczki p-dihydrokumaroilo-CoA. Pierscien A powstaje zatem na szlaku
poliketydowym, natomiast B jest tworzony na szlaku fenylopropanoidowym [63].
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Tabela 2. Pordwnanie dihydrochalkonéw z azotem wbudowanym w pierscien B. Na podstawie [62]

Table 2. Comparison of dihydrochalcones with nitrogen incorporated into the B ring. Based on [62]

XN X | X
N P
= = N
OH o) OH O

0,1 ppm — brak smaku
0,01-0,1 ppm — brak -

OH O

1 ppm - staby stodki smak,

1 ppm — bardzo stabo stodki ) 1 ppm — umami
cierpki
) 10 ppm — op6zniony stodki 10 ppm — silny smak podobny
10 ppm — stodki ) )
smak, cierpki do umami
100 ppm — bardzo stodki, 100 ppm — stabo stodki, 100 ppm — intensywny umami,
lukrecjowy chemiczny, gorzki lekko gorzki

Podobnie jak inni przedstawiciele zwiazkéw flawonoidowych, réwniez
dihydrochalkony sg wysoce aktywne biologicznie. Ich prozdrowotne dziatanie to
migdzy innymi aktywno$¢ przeciwutleniajaca, przeciwzapalna, przeciwdiabetyczna,
przeciwnowotworowa, czy hepatoprotekcyjna [63,64].

Stodki smak, bliska zerowej kaloryczno$¢, naturalne pochodzenie
1 wykazywane dziatanie prozdrowotne czynig z dihydrochalkonow atrakcyjnych
kandydatéw na nowoczesne dodatki do ZywnoSci.

Najlepiej zbadanym zwigzkiem jest dihydrochalkon neohesperydyny
(NHDC) (Rys. 5), ktéry po raz pierwszy zostal opisany jako intensywnie stodka
substancja przez Horowitza w 1963 roku [60]. Zwigzek ten pozyska¢ mozna poprzez
chemiczng modyfikacj¢ neohesperydyny — naturalnego glikozydu flawonoidowego,
ktory obecny jest w skorce gorzkiej pomaranczy [60,65].

T
e OH 0
o)
HO” N OH
= OH O
“SOH

Rysunek 5. Struktura chemiczna dihydrochalkonu neohesperydyny
Figure 5.  Chemical structure of neohesperidin dihydrochalcone
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NHDC nie tylko wykazuje stodko$¢ okoto 1500 razy wyzsza od sacharozy,
ale rowniez hamuje aktywno$¢ receptorow smaku gorzkiego [66]. Posmak NHDC
okresla si¢ jako lukrecjowy, jego kalorycznos$¢ to okoto 2 kcal/l g (8.4 kJ), co ze
wzgledu na stosowanie tego dodatku w bardzo matych ilosciach nie ma duzego
znaczenia zywieniowego. Istotng zaleta tego zwiazku jest wysoka stabilno$é
termiczna [50]. Dzigki temu dihydrochalkon neohesperydyny jest stosowany
w przemysle spozywczym 1 jest zarejestrowany w krajach Unii Europejskiej jako
dodatek E959 [64,67].

NHDC moze by¢ wykorzystywany zaréwno jako stodzik w napojach,
gumach do zucia czy sosach, a takze jako modyfikator smaku w margarynach,
produktach migsnych i galaretkach owocowych. Znane jest rowniez zastosowanie
tego zwigzku w preparatach farmaceutycznych do maskowania gorzkiego smaku
substancji aktywnych, a takze jako dodatku poprawiajacego smak pasz [68].

4.1. EKSTRAKCJA DIHYDROCHALKONOW Z MATERIALU ROSLINNEGO

Naturalnym Zrédtem dihydrochalkonow sg rosliny, a najbardziej bogate w te
zwiazki s3 jabtonie zawierajace do 14% dihydrochalkonéw w suchej masie lisci.
Dihydrochalkony mozna pozyska¢ z materialu roslinnego poprzez ekstrakcje
z uzyciem takich rozpuszczalnikow, jak etanol, eter dietylowy, metanol, heksan,
dichlorometan, a takze dwutlenek wegla w stanie nadkrytycznym [64,69].
Tradycyjne metody ekstrakcji obarczone sa szeregiem niedogodno$ci — stosowane
rozpuszczalniki sg nierzadko toksyczne, czas ekstrakcji siega kilkunastu dni, proces
prowadzony jest czgsto w wysokiej temperaturze, co jest wysoce energochtonne
1 moze powodowaé degradacje wrazliwych zwigzkow [70]. Materiat roslinny
nierzadko jest trudny do pozyskania, metabolity wtdérne zazwyczaj syntezowane sg
w niewielkich iloSciach i tylko w okre§lonych organach roélinnych, uprawa
uzalezniona jest od warunkoéw klimatycznych. Czesto musi uptynaé wiele lat, by
material roSlinny zawieral metabolity w satysfakcjonujacych ilosciach, dla
przyktadu, korzenie Panax ginseng (zen-szen) sg gotowe do zbioru po okolo szesciu
latach, a cisy najwigcej taksolu produkuja dopiero po okolo szes¢dziesieciu latach
[71].

4.2. SYNTEZA CHEMICZNA DIHYDROCHALKONOW

Chemicznie dihydrochalkony mozna otrzymaé miedzy innymi przez
regioselektywnag redukcje podwojnego wigzania wegiel-wegiel w a,-nienasyconych
ketonach.

Do bezposredniego uwodornienia chalkonéw do dihydrochalkonéw niezbedne
jest uzycie soli (kompleksow) metali, takich jak iryd, pallad, ruten, czy nikiel [72].
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Odczynniki stosowane w tych reakcjach sa silnie tatwopalne, z tego wzgledu musza
by¢ zachowane $ci§le kontrolowane warunki reakcji [73]. Briot w 2004 roku
zaproponowat uzycie palladu do otrzymywania dihydrochalkonéw. Przykladowa
reakcja zostata umieszczona na schemacie 1. Arylowanie palladem 1-arylo-2-propen-
1-olu, jest kluczowym etapem procesu. Dzieki tej metodzie mozliwe jest otrzymanie
szerokiego wachlarza r6znorodnych pochodnych [74].

/ / ; ) ] I \ \ )
~ | + ! R™ [Pd] katalizator ~ R— ‘ R
“XCH, X Z I Z
OH OH O

Schemat 1. Chemiczna synteza dihydrochalkonu (R*R?: -H, -OH, -CHs, -OCH, -Br, -Cletc.) [74]
Scheme 1 Chemical synthesis of dihydrochalcone (R*R% -H, -OH, -CH;, -OCH;, -Br, -Cl etc.) [74]

Redukcja a,B-nienasyconych ketonow zachodzi rowniez przy uzyciu innych
katalizatorow, takich jak [IrCp*Clz]2 [75] (Schemat 2).

O O [erp*Cl
| X

Schemat2.  Przebieg reakcji uwodomienia z zastosowaniem [Ith*Clz > [75]
Scheme 2 The course of the hydrogenation reaction with [FCp*CL}, [75]

Wydajnos$¢ tej reakcji w optymalnych warunkach byla bardzo wysoka
i wynosita 83-99%. Najwyzsza wydajnos¢ tworzenia si¢ dihydrochalkonu - 99%
uzyskano stosujac KoCOs (5 mol%) w propanolu [75]. Zestawienie warunkow reakceji
wraz z uzyskanymi wydajno$ciami przedstawiono w tabeli 3.

Innym katalizatorem umozliwiajacym przeprowadzenie chemoselektywnego

uwodornienia sg metaliczne nanoczastki rutenu [76]. Substratami wykorzystanymi w
badaniu byly 3-buten-2-on, 3-penten-2-on oraz 4-metyl-3-penten-2-on.
Katalizatorem byty nanoczgstki rutenu o $rednicy 7nm. Reakcja przebiegla z bardzo
wysoka selektywnosciag wynoszaca >99.9%. Kolejna zaleta omawianego procesu sa
jego tagodne warunki (roztwor etanolu, 35°C, 1-10 bar Hz) i mozliwosé
wielokrotnego stosowania nanoczasteczek rutenu w reakcjach uwodorniania
nienasyconych ketonow [76].
Kolejng bardziej przyjazng dla $rodowiska naturalnego metoda umozliwiajaca
chemoselektywng redukcje o,B-nienasyconych zwigzkow karbonylowych, w tym
chalkonow, jest zastosowanie komplekséw palladu z N-heterocyklicznymi
karbenami. Stosowanie karbenowych kompleksow palladu jest zgodne z zaleceniami
zielonej chemii ze wzglgdu na mozliwos¢ ich regeneracji i ponownego wykorzystania
[64].
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Tabela 3. Zestawienie reagentow w reakeji uwodomienia chalkonu wraz z wydajnoscia. Do reakcji zastosowano: chalkon
(0,2 mmol), [IrCp*CL], (1mol%), reagent (0,5 equiv.), rozpuszezalnik (1ml), 85°C, 5h[75]
Table 3. List of reagents used in the chalcone hydrogenation reaction along with the yield. The following were used in the
reaction: chalcone (0.2 mmol), [kCp*Cl,}, (1mol%), reagent (0.5 equiv.), solvent (1ml), 85°C, Sh[75]
— 5
Lp Rozpuszczalnik Reagent giig?;iical[lg ]n Alkohol
1 MCOH K2C03 3 1 0
2 EtOH K,COs 36 0
3 1-PrOH K,COs 70 0
4 1-BuOH K,COs 57 0
5 2-PrOH K,COs 92 0
6 2-PrOH Na,CO; 89 0
7 2-PrOH Cs,CO; 61 64
8 2-PrOH KOH 2 86
9 2-PrOH NaOH 3 84
10 2-PrOH NEt; 14 0
11* 2-PrOH K,COs 99 0
12 2-PrOH - 66 0

11%* - zastosowano Smol% K,CO;

Kolejnym

selektywnym katalizatorem

podwdjnego wigzania w a,fB-nienasyconych

umozliwiajgcym uwodornianie
ketonach jest Cu/AlLOs; [77].
Zastosowanie wodorku miedzi na powierzchni pirogenicznej krzemionki umozliwia

uzyskanie wigkszej aktywnosci i1 selektywnosci katalizatora. Czg¢§¢ zastosowanych

w badaniu zwigzkéw ulegta konwersji w bardzo wysokim procencie i z duza
selektywnoscig (Tabela 4), dodatkowa zaleta tej reakcji jest brak produktow
ubocznych, takich jak alkohole [77].

Tabela 4. Uwodornienie nienasyconych ketonéw w obecnosci 8% Cw/ALOs, 1 atm Hy, temperatura: 90°C, rozpuszczalnik —
toluen. Wybrane zwiazki na podstawie [77]
Table 4. Hydrogenation of unsaturated ketones in the presence of 8% CwALO;, 1 atm Hytemperature: 90°C, solvent -

toluene. The compounds were selected based on [77]

Czas  Konwersja  Selektywno$¢

(%] (%]

[h]
1 @\r\\/@ 3 100 100
(8} (n]
o] o
2 WCHg @f\)LCHa 6 100 96

2’-Hydroksydihydrochalkony mozna réwniez otrzymaé przez chemiczne
rozszczepienie pierScienia C we flawonie, ktére zachodzi podczas katalitycznego

Lp. Substrat Produkt
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uwodornienia. Flawon w reakcji z mroéwczanem amonu w obecnosci Pd/C

w metanolu i w atmosferze azotu dat 2’-hydroksydihydrochalkon z 20% wydajnoscia
(Schemat 3) [78].

OH
Seq NH,HCO,, Pd/C O O
MeOH

Schemat 3. Katalityczne uwodornienie flawonu z towarzyszacym mu rozszczepieniem pierscienia C [78]
Scheme 3 Catalytic hydrogenation of a flavone with C—ring cleavage [78]

Dostepne na rynku hydroksypochodne zwigzkow flawonoidowych, takie jak
kwercetyna 1 naryngenina rowniez moga stanowi¢ substraty do produkcji
dihydrochalkonéw. Opisano pigcioetapowy proces, w ktorym wydajnos¢ wynosi od
23% do 37% [64]

Wiekszos¢ opisywanych w literaturze chemicznych metod syntezy
dihydrochalkonéw z odpowiadajacych im flawonow, czy chalkonéw jest
nieoptacalna ekonomicznie, poniewaz wymaga przynajmniej dwuetapowej syntezy,
wydzielenia odpowiedniego produktu posredniego i skomplikowanej procedury
uwodorniania pod wysokim ci$nieniem [64].

Znaczna cze$¢ odczynnikéw, ktore stosuje si¢ w omawianych powyzej
reakcjach jest toksyczna i szkodliwa dla srodowiska. Z tego wzgledu nalezy wybieraé
reagenty odnawialne, ktére zmniejszajg ilo$¢ odpadow. Katalizatory powinny
cechowac si¢ jak najwyzsza selektywnoscia, a uzyskiwane produkty nie powinny
pozostawa¢ w srodowisku [79].

4.3. ZNACZENIE BIOTRANSFORMACJI W SYNTEZIE
DIHYDROCHALKONOW

W poréwnaniu ze swoimi chemicznymi odpowiednikami enzymy sg uznane za
zielone katalizatory, poniewaz pozyskiwane sg z surowcow odnawialnych i dzialaja
w lagodnych warunkach temperatury i ci$nienia. Ogromng zaleta katalizowanych
przez nie reakcji jest ich wysoka regio- i enancjoselektywnos¢ [80—-82]. Biokataliza
staje si¢ waznym narzedziem do produkcji zwiazkow chemicznych o ztozonej
strukturze. Do skali przemystowej opracowano juz co najmniej 134 procesy
biotransformacji [83].
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Enzymy pochodzenia mikrobiologicznego odznaczaja si¢ wicloma zaletami:
-Sg aktywne i stabilne.
-Katalizuja reakcje z duzg wydajnoscia, a zmieniajac warunki reakcji (zastosowane
medium reakcji, temperatura, dodatek jonéw metali) mozna wptywac na rodzaj i ilos¢
wytwarzanego produktu.
-Dzigki rozwojowi procesow fermentacji szczegdlnie wyselekcjonowane szczepy sa
w stanie wytwarza¢ oczyszczone, dobrze scharakteryzowane enzymy na duzg skalg.
-Materiat genetyczny mikroorganizméw jest tatwy do sekwencjonowania, wiele
genomoOw jest dostepnych w otwartych bazach danych, co umozliwia badania
bioinformatyczne i odkrywanie nowych sekwencji kodujacych biatka o aktywnosci
enzymatyczne;j.
-Mikroorganizmy bedace zrédtem enzymoéw wykorzystywanych w biotechnologii sg
bardziej podatne na modyfikowanie narzedziami inZynierii genetycznej, co
umozliwia otrzymywanie nowych preparatéw enzymatycznych o poprawionych
wlasciwosciach 1 wyzszych mozliwosciach aplikacyjnych w przemysle [81,84,85].

Biotransformacje oparte na oczyszczonych enzymach nie sg jednak rowniez
wolne od wad, do ktorych naleza pracochtonne procedury izolowania i oczyszczania
enzyméw, wysoki koszt, wigksza wrazliwo§¢ na zmiany warunkéw Srodowiska
reakcji oraz toksyczno$¢ substratu lub wytwarzanego produktu, a takze konieczno$¢
stosowania drogich kofaktoréw enzymow. Biokatalizatory calokomoérkowe moga
by¢ namnazane z wykorzystaniem niedrogich podtozy, umozliwiajg kaskadowe
przemiany substratow, wspomagaja regenerowanie kofaktoréw, zatem sg tansza
1 efektywng alternatywga dla preparatow enzymatycznych [82,86,87].

4.4. PRZYKLADY BIOTECHNOLOGICZNEGO WYTWARZANIA
DIHYDROCHALKONOW

Bogaty aparat enzymatyczny wielu grup drobnoustrojow umozliwia uzyskanie
produktéow trans-uwodornienia wigzania podwojnego trojweglowego fragmentu
chalkonu [88]. Przeprowadzone do tej pory badania dowodza, ze transformacje
chalkonow do dihydrochalkonow mozliwe s3a przy wykorzystaniu jako
biokatalizatorow komorek bakterii, grzybow strzepkowych, czy drozdzy [89].
Odnalezione w literaturze przyklady przedstawiaja wylacznie biokatalizatory
catlokomorkowe, brak jest prac opisujacych wykorzystanie czystych enzymoéow do
otrzymywania dihydrochalkonow.
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4.4.1 BIOKATALIZATORY PROKARIOTYCZNE

Wiele gatunkow bakterii jest zdolnych do uwodorniania podwojnego wigzania
w o,B-nienasyconych ketonach [90]. W badaniach, w ktérych jako substraty

zastosowano pochodne 4’-metylochalkonu, biokatalizatory stanowily bakterie
Gordonia sp. DSM44456 1 Rhodococcus sp. DSM364 (schemat 4).

HyC R? R' HyC R? R' H,C R? R'
+
0 0 OH

1.8 1a-8a 8b
1,1a:R'=H,R*=H 5, 5a: R! = CH,CH;, R?=H
2,2a:R'=CH;, R?>=H 6, 6a: R' = OCH,CH;, R?=H
3,3a:R'=0CH;,R?=H 7,7a: R'=NO,,R?=H

4, 4a: R' = OCH;, R? = OCH;3 8, 8a, 8b: R' = COOH, R?=H

Schemat4.  Biotransformacje pochodnych 4’-metylochalkonu przy zastosowaniu Gordonia sp. DSM44456 1 Rhodococcus sp.
DSM364. Na podstawie [90].

Scheme 4. Biotransformations of 4'-methylchalcone derivatives using: Gordonia sp. DSM44456
and Rhodococcus sp. DSM364 [90]

Reakcja w kulturach obu szczepdéw przebiegala z wysoka wydajnoscia
wynoszaca od 38% do ponad 99%. 4’-Metylochalkon oraz jego pochodne
podstawione grupami alifatycznymi, alkoksylowymi, a takze grupg nitrowg (1-7)
daty wytacznie produkty redukcji podwdjnego wigzania, natomiast w przypadku 4’-
metylochalkonu podstawionego grupa karboksylowag (8) powstal takze produkt
dodatkowej redukcji grupy karbonylowej chalkonu. Analizujagc przebieg
biotransformacji substratu 8 odkryto, ze po pierwszej godzinie zar6wno szczepy
Gordonia sp., jak i Rhodococcus sp. wytworzyly wylacznie produkt 8a (Schemat 7),
redukcja grupy karbonylowej (produkt 8b) rozpoczynata si¢ dopiero od szostej
godziny inkubacji z substratem. Omawiane powyzej biokatalizatory bakteryjne
wykorzystano rowniez w Dbiotransformacjach chalkonu, 4-metoksychalkonu
i chalkonu naryngeniny. Wszystkie reakcje przebiegaty chemoselektywnie skutkujac
wylacznie tworzeniem si¢ nasyconych pochodnych 1,3-difenylo-1-propanonu. Po 72
godzinach uzyskano produkty z wydajnoscia od 13% do 94% [91].

W badaniach Stompor 1 wsp. zastosowali siedem rdznorodnie
podstawionych chalkonéw pozyskanych na drodze syntezy chemicznej (Rys. 6.)
i jeden komercyjnie zakupiony chalkon bez dodatkowych grup funkcyjnych [92].
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R1 R2 R3
\
O
1:R'=R?>=H,R’=Cl 5:R'=0CH;; R?=H; R*= CH;
2:R'=R?>=H,R*=CH; 6: R' = OCH;; R?> = H; R*= OCH,CH;
3:R!=H, R>=0OH, R*=CH; 7:R'=0OCH;3; R?=H; R*=Br
4:R'=0OCH;; R*=H; R’*=H 8:R'=R?’=R’=H

Rysunek 6. Substraty zastosowane do otrzymywania dihydrochalkonéw w kulturach bakterii z rodzajow
Rhodococcus i Lactobacillus i drozdzy z rodzaju Rhodotorula [92]

Figure 6.  Substrates used to obtain dihydrochalcones in cultures of bacteria of the genus Rhodococcus
and Lactobacillus and yeast of the genus Rhodotorula [92]

Wykorzystujac jako biokatalizatory bakterie z rodzaju Rhodococcus
i Lactobacillus, a takze drozdze z rodzaju Rhodotorula uzyskano redukcje wigzania
podwdjnego chalkonéw z wydajnoscig od 12% do 72% w czasie od 3 do 7 dni [92].

Wydajnymi mikroorganizmami zamieszkujacymi $rodowisko wodne
zdolnymi do  przeksztalcania chalkonéw okazaly si¢  cyjanobakterie.
W dos$wiadczeniu substratem byt chalkon, a biokatalizatorami halofilne komorki
Spirulina platensis, a takze stodkowodne: Anabaea laxa, Anabaena sp.,
Aphanizomenon  klebahnii, —Nodularia moravica, —Chroococcus  minutus,
Merismopedia glauca and Synechocystis aquatilis. Wszystkie testowane organizmy
byly zdolne do redukowania podwojnego wigzania chalkonu w ciggu 14 dni
biotransformacji, z r6zna wydajno$cia wynoszaca od 3% do >99%. Cyjanobakterie
Anabaena sp. 1 C. minutus poza gtéwnym produktem wytwarzaly niewielkie ilo$ci
produktow redukcji grupy karbonylowej [89].

Chalkony na drodze biotransformacji mogg powstawac nie tylko w wyniku
uwodornienia odpowiednich chalkonéw, ale takze otwarcia heterocyklicznego
pierscienia C flawanondéw. Takie uzdolnienia posiada szczep bakterii
Stenotrophomonas maltophilia KB2, ktéry 7-metoksyflawanon przeksztatcat do
czterech roznych produktow w wyniku hydroksylacji, O-demetylacji, dehydratacji
i otwarcia pier§cienia C (Schemat 5). W tym ostatnim przypadku zaobserwowano
utworzenie si¢ zarowno dihydrochalkonu, jak i chalkonu. Dihydrochalkon powstat
z niewielkg wydajnos$cig wynoszaca 3.7% [93].
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Schemat5.  Biotransformacje 7-metoksyflawanonu w kulturze bakterii Stenotrophomonas maltophilia KB2 [93]
Scheme5.  Biotransformations of 7-methoxyflavanone in Stenotrophomonas maltophilia KB2 strain culture [93]

Omawiane bakterie przeksztalcity, zastosowany jako substrat 5,7-
dimetoksyflawanon w ciggu 12 dni, wylgcznie do analogicznego dihydrochalkonu
i chalkonu z wydajnos$ciami, odpowiednio 54.1% i 2.7%. Prawdopodobnie chalkon
jest produktem posrednim prowadzacym do powstania dihydrochalkonu [93].

4.4.2 BIOKATALIZATORY EUKARIOTYCZNE

Dobrym Zrédtem enzymédw redukujacych wigzanie podwojne jest morski grzyb
Penicillium raistrickii CBMAI 931. W do$wiadczeniu substraty stanowila grupa 2’-
hydroksychalkonéw zawierajgcych grupe metoksylowsa, a takze atomy fluorowcow
— Cl, Br, F. Wigzania podwojne we wszystkich substratach zostaty zredukowane
w ciggu 14 dni, a wydajno$¢ wyniosta od 25% do 83%. Oprocz dihydrochalkonow,
produktami reakcji byty flawanony powstajace z wydajnos$cia 3-9% (schemat 6). Na
stopien konwersji substratu wptywat rodzaj podstawnika obecnego w substracie.
Badany szczep przeksztalcal z nieznacznie wigksza wydajnos$cia  2’-
hydroksychalkon, gdy w pierscieniu B w pozycji para obecna byla grupa
metoksylowa (53%), niz kiedy w tej samej pozycji znajdowala si¢ silnie
elektroujemna grupa akceptorowa — Cl (41%). Stopien lipofilnosci podstawnika
skorelowany byl ze stopniem konwersji substratu, prawdopodobnie dlatego, ze
zwigzki zawierajace bardziej lipofilne podstawniki mogg lepiej przenika¢ przez btone
komoérkowa. W przytoczonym eksperymencie bromopochodne chalkonéw
biotransformowane byly z  wigksza wydajnoscia od  analogicznych
chloropochodnych, a najwyzsze wydajno$ci uzyskano dla chalkonu zawierajgcego
atom fluoru. Wynika¢ to moze z tworzenia si¢ silnych wigzan wodorowych pomiedzy
fluorem a resztami aminokwasoéw tworzacych centrum aktywne w enzymie [94,95].
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Schemat 6. Chemoselektywna hydrogenacja 2’-hydroksychalkonow w kulturze Penicillium raistrickii
CBMAI 931 [95]

Scheme 6. Chemoselective hydrogenation of 2'-hydroxychalcones in the culture of Penicillium raistrickii
CBMAI 931 [95]

Szczepy grzybow strzgpkowych z rodzaju Aspergillus, ktore wczesniej
szeroko stosowane byly w biotransformacjach flawonéw [96], réwniez posiadajg
zdolno$¢ do przeksztalcania chalkonéw w dihydrochalkony. Endofityczne grzyby
z gatunku Aspergillus flavus sa zdolne do redukowania podwoéjnego wigzania
chalkonu, 3,4,5-trimetoksychalkonu i 2,3,4,4’-tetrametoksychalkonu (Schemat 7).
Wydajno$¢ wynosita od 15.6% dla 2,3,4,4’-tetrametoksychalkonu do 74.5% dla
chalkonu [97].

;

CH CH
O/ 3 O/ 3
(0] (0]
. e
_—
h i i
(0] CH, (0] CH,
CH, (|I)H3
(6] O (0] O
_—
- T T
(6] (6] CHj (0] (0] CH,

Schemat7.  Biotransformacje chalkonu i jego metoksypochodnych przeprowadzonych przez Aspergillus flavus [97]
Scheme 7.  Biotransformations of chalcone and its methoxy derivatives carried out by Aspergillus flavus
[97]

Entomopatogenne grzyby strzgpkowe, od niedawna stosowane do
biotransformacji zwigzkow flawonoidowych, w swoich komorkach wytwarzaja
enzymy umozliwiajgce kaskadowe przeksztatcenia ksenobiotykéw. Mikroorganizmy
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te s zdolne nie tylko do prowadzenia redukcji podwojnego wiazania chalkonow, ale
jednocze$nie  wprowadzaja do  struktury  zwiazku  czasteczki  4-O-
metyloglukopiranozy, dzigki czemu poprawiaja ich stabilnos¢, rozpuszczalno$é
w wodzie 1 biodostepnos¢ [98,99].

2'-Hydroksy-2-metylochalkon uzyskany na drodze syntezy chemicznej zostat
poddany biotransformacjom w hodowlach szczepdéw Beauveria bassiana KCH J1.5,

Isaria fumosorosea KCH J2 i Isaria farinosa KCH J2.6. W rezultacie otrzymano pigé
nowych glikozylowanych dihydrochalkonéw (Schemat 8) z wydajnoscia od 2.9% do
13.1% [99].

Schemat 8. Biotransformacje 2’-hydroksy-2-metylochalkonu w kulturach: Isaria fimosorosea KCH J2 (a),
Beauveria bassiana KCH J1.5 (b) 1 Isaria farinosa KCH J2.6 (c) [99]

Scheme 8.  Biotransformations of 2'-hydroxy-2-methylchalcone in the cultures of: Isaria fumosorosea KCH
J2 (a), Beauveria bassiana KCH J1.5 (b) and Isaria farinosa KCH J2.6 (c) [99]
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Podobnie jak wspomniany wczesniej szczep bakterii S. maltophilia KB2,
réwniez grzyb strzepkowy Penicillium chermesinum 113 posiada zdolno$¢ konwersji
flawanonéw do odpowiednich dihydrochalkonow. W kulturze tego szczepu 7-
metoksyflawanon zostal przeksztalcony wylacznie do 4,2’-dihydroksy-4’-
metoksydihydrochalkonu z wydajno$cia izolowana wynoszaca 15% po 15 dniach
biotransformacji (Schemat 9). 7-Metoksyflawon w kulturze tego samego szczepu
ulegt jedynie hydroksylacji w pozycje C-4’ [100].

7
(0] OH OH
(0]

Schemat9.  Biotransformacje 7-metoksyflawanonu w kulturze szczepu Penicillium chermesinum 113 [100]
Scheme 9. Biotransformations of 7-methoxyflavanone in Penicillium chermesinum 113 strain culture [100]

Komorki drozdzy stanowig bardzo wydajne narzedzie do produkeji
dihydrochalkonéw z chalkonéw. Schemat 10 przedstawia przyktadowa redukcje
biokatalizowang komoérkami drozdzy.

R! R?
O
Rhodororula marina: Rhodororula marina:
R, R?=H R!'= OCH,,
Rhodotorula rubra: R? = OCH,CH,

R' = OCH,, R? = Br

R! R? RR
(e}
R! l I R’
OH

Schemat 10.  Przykiad biotransformacji chalkonu z uzyciem drozdzy Rhodotorula marina i Rhodotorula rubra [79]

Scheme 10. An example of chalcone biotransformation using yeasts Rhodotorula marina and Rhodotorula
rubra [79]

2
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Drozdze z rodzaju Rhodotorula posiadaja zdolno$¢ przeksztatcania
chalkonéw niepodstawionych, a takze podstawionych grupg metoksylows, czy
bromem [56,92].

Janeczko 1 wsp. poréwnali przebieg biotransformacji pomiedzy kilkoma
gatunkami drozdzy (Yarrowia lipolytica KCh 71, Rhodotorula glutinis KCh 242,
Rhodotorula rubra KCh 4, Saccharomyces cerevisiae KCh 464) 1 grzyboéw
strzepkowych (Syncephalastrum racemosum KCh 105, Chaetomium sp. KCh 6651,
Didymosphaeria igniaria KCh 6670, Absidia coerulea KCh 93, Fusarium culmorum
KCh 10) i wykazali, ze pierwsza grupa mikroorganizmow jest zdolna do redukcji
podwdjnego wigzania chalkonéw duzo szybciej. Juz po jednej godzinie
biotransformacji od 80 do 99% substratu (chalkonu i 2’-hydroksychalkonu) ulegato
konwersji. W wigkszosci przypadkéw po trzech godzinach procesu nastgpowat
jednak spadek zawartosci dihydrochalkonu w mieszaninie poreakcyjnej, co byto
spowodowane redukcjg grupy karbonylowej [56].

Modelowy biokatalizator drozdzowy stanowig komodrki Saccharomyces
cerevisiae, ktore sg w stanie redukowac réznie podstawione chalkony (Schemat 11).

X X X
ol ™ e o L«
= N = =
(0] (0]

1-9 1a-9a
l,la—R'=H,R*=H 6, 6a—R'=H, R>=4-OCH;
2,2a—R'=4-OCH;,R?=H 7,7a—R'=H, R? = 3,4-di-OCH;
3,3a—R'=3,4-di-OCH;, R>=H 8, 8a—R!=H, R?>=3,4-(OCH,0)
4,4a—R'=3,4-(OCH,0),R*=H 9,9a—R'=H, R?=4-NO,

5,5a—R'=4-NO,,R*=H

Schemat 11.  Bioredukcja chalkonu i jego pochodnych przez Saccharomyces cerevisiae [101]
Scheme 11. Bioreduction of chalcone and its derivatives by Saccharomyces cerevisiae [101]

W przypadku wszystkich zastosowanych substratow gtéwnemu produktowi
nie towarzyszyly produkty uboczne, takie jak alkohole. Dodatkowo zbadano, jak
warunki podczas biotransformacji wplywaja na jej przebieg, dzicki czemu wykazano,
ze temperatura 35-45°C i pH > 5,5 s3 najkorzystniejsze i umozliwiajg >99%
konwersje substratow. Roéwniez gesto§¢ komodrek biokatalizatora wplywa na
wydajnos$¢ redukcji, a najlepsze wyniki uzyskano dla gestosci 100 g/L catych
komorek S. cerevisiae [101].

Sposréd drozdzowych biokatalizatorow na szczegdlng uwage zastuguje
gatunek Y. lipolytica. Stale rosngce zainteresowanie tymi drozdzami wynika z ich
potencjatu do katalizowania réznorodnych reakcji, a takze tatwosci w hodowli
wynikajacej migdzy innymi z wysokiej tolerancji na zmiany pH, st¢zenia soli oraz
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akceptowania szerokiej gamy zrodel wegla, co podnosi ekonomiczng optacalnosé
procesu. Co wazniejsze, status GRAS (Generally Recognized As Safe) czyni szczepy
tych drozdzy atrakcyjnym 1 przyjaznym dla $rodowiska narzedziem
mikrobiologicznym do produkcji nutraceutykdéw, zywnosci fermentowanej
i suplementéow diety. Drozdze Y. lipolytica sa dopuszczone w krajach Unii
Europejskiej do obrotu jako nowa zywno$¢ od 2019 roku (Rozporzadzenie UE
2019/760). Maksymalna stosowana dawka wynosi 3 g dziennie dla dzieci w wieku
od 3 do 10 lat. Powyzej 10 roku zycia dawka wynosi 6 g dziennie [102].

Wysokie zdolnos$ci biokatalityczne szczepu Y. [lipolytica KCh 71,
w porownaniu z innymi gatunkami drozdzy, =zostaly dowiedzione przy
wykorzystaniu pigciu  pochodnych chalkonu uzyskanych na drodze syntezy
Claisena—Schmidta (Schemat 12).

4

R
r® OH R®
\Q;( NaOH, MeOH
cH, t H )
| R 2h, chtodnica zwrotna
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7 H H OCH; H OCH; OCH;
8 H OCH; OCH; OCH; OCH; OCH;

Schemat 12.  Synteza metoksychalkonéw metoda kondensacji Claisena—Schmidta [102]
Scheme 12. Synthesis of methoxychalcones by Claisen-Schmidt condensation [102]

Aktywno$¢ drozdzy Y. lipolytica pordbwnano ze szczepami: Rhodotorula
rubra KCh 4, Rhodotorula marina KCh 77, R. rubra KCh 82, Candida viswanathii
KCh 120, R. glutinis KCh 242, Saccharomyces cerevisiae KCh 464 1 Candida
parapsilosis KCh 909.

Substraty 1-4 byly konwertowane przez szczep Y. lipolytica KCh 71 do
analogicznych chalkonow z bardzo wysokimi wydajnosciami wynoszacymi od 88 do
99% juz po jednej dobie, jedynie substrat 5 byl przeksztalcany mniej efektywnie.
W jego przypadku maksymalna zaobserwowana wydajno$¢ wyniosta 20% po
siedmiu dniach biotransformacji. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen
badacze wysnuli wniosek, ze wydajnos¢ biotransformacji jest skorelowana ujemnie
z liczba podstawnikow metoksylowych obecnych w pier§cieniu B, a produktow redu-
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kcji nie zaobserwowano w ogole, kiedy dwie grupy metoksylowe obecne byly
w pierScieniu A [102].

Stosujac ten sam panel biokatalizatorow i pochodne 2’-hydroksychalkonu
podstawione bromem w réznych pozycjach pierScienia A i B (Rys. 7) wykazano
kluczowe znaczenie potozenia atomu bromu dla przebiegu biotransformacji: ilo§¢
tworzonego dihydrochalkonu malata w zaleznosci od pozycji atomu bromu
w szkielecie chalkonu, zgodnie z prawidtowoscig 2>3>5">4 [103].

Br

OH Br OH

X X
(0] (0]
OH Br OH

AN

Br | X

(0] (0]

Rysunek 7. Bromopochodne 2°-hydroksychalkonu zastosowane w biotransformacjach katalizowanych przez
drozdze [103]
Figure 7. Bromo derivatives of 2'-hydroxychalcone used in yeast-catalysed biotransformations [103]

UWAGI KONCOWE

Ukierunkowanie konsumentow na wybdr smacznych, ale jednoczes$nie
zdrowych produktow spozywczych jest silnym impulsem do badan nad substytutami
tradycyjnie stosowanej sacharozy.

Stodzik powinien nadawa¢ pozywieniu cechy organoleptyczne jak najbardziej
zblizone do tych uzyskiwanych przy uzyciu cukru, ale jednoczesnie w jak najmniejszym
stopniu wptywac na kaloryczno$¢ potrawy i nie powodowa¢ wahan poziomu glukozy we
krwi po jej spozyciu. Idealnie, jezeli jego pochodzenie byloby naturalne, a takze gdyby
zapewniat dodatkowe korzysci zdrowotne konsumentom i poprawiat trwato$¢ zywnosci.
Cze$¢ dihydrochalkonow, zwiazkéw pochodzenia roslinnego lub ich bliskich analogéw,
ma szansg¢ sprosta¢ tym wymaganiom. Dzieki naturalnemu pochodzeniu dihydrochalkony
moga by¢ stosowane w zywnosci funkcjonalnej i zyskaé szeroka akceptacje wsrod
konsumentow. Intensywnie stodki smak i bliska zerowej kaloryczno$¢ stanowia znaczace
atuty tej grupy polifenoli, w stosunku do sacharozy. Wykazywana przez te zwigzki

aktywnosc¢ biologiczna, w tym przeciwutleniajaca i przeciwmikrobiologiczna, moze nie
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tylko wplywaé pozytywnie na zdrowie spozywajacych je ludzi, ale rowniez przedhuzaé
trwato$¢ zywnosci.

Dihydrochalkony mozna pozyskiwa¢ w wyniku ekstrakcji, syntezy chemicznej
lub biotransformacji. Ta ostatnia metoda wydaje si¢ optymalna ze wzgledu na
uzyskiwane wysokie wydajnosci, stosunkowo niski koszt, a takze znikomy negatywny
wplyw na srodowisko naturalne. Odkryto do tej pory wiele wydajnych biokatalizatoro6w
i metod umozliwiajacych pozyskiwanie znaczacych ilosci dihydrochalkonow. Do dzi§
jako dodatek do zZywnosci stosowany jest jednak jedynie dihydrochalkon
neohesperydyny.

Niezbedne sg intensywne badania nad okresleniem poziomu stodko$ci nowo
uzyskiwanych dihydrochalkonéw, ich Dbezpieczenstwa, a takze potencjatu
prozdrowotnego. Dzicki temu mozliwe bedzie rozszerzenie wachlarza zdrowych

i naturalnych zamiennikow sacharozy.
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ABSTRACT

Natural and synthetic lactones containing an aromatic ring exhibit a number of
biological properties, e.g. antiproliferative, antifeedant or antimicrobial activity.
This review deals with the synthesis and biological properties of lactones
containing an aromatic substituent in the p-position of the lactone ring. The
described group of compounds includes halolactones, hydroxylactones, unsaturated
lactones and products of reductive dehalogenation of iodolactones. In addition to
chemical transformations, biotechnological methods for obtaining optically active
lactones have also been described, including the use of lipases in the
chemoenzymatic pathway leading to the production of halolactones, kinetic
separation of hydroxylactones in the process of enzymatic transesterification,
microbial hydrolytic dehalogenation of iodolactones and enantioselective
hydrolysis of the lactone ring. The biological activity of the obtained B-aryllactones
was also briefly characterized.

Keywords: lactones, chemoenzymatic synthesis, absolute configuration,
antiproliferative activity, antifeedant activity

Stowa kluczowe: laktony, synteza chemoenzymatyczna, konfiguracja absolutna,
aktywnos¢ antyproliferacyjna, aktywnos$¢ antyfidantna
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WPROWADZENIE

Laktony stanowia jedna z najliczniejszych grup zwiazkow spotykanych
w przyrodzie. S wtornymi metabolitami roslin [1], owadow [2], mikroorganizmow
[3,4]. Naturalne i syntetyczne laktony sa czesto nosnikami przyjemnych zapachow
[5,6], a wigkszo§¢ z nich charakteryzuje si¢ wlasciwosciami biologicznymi, np.
aktywnoscia antyfidantnag [7,8], przeciwdrobnoustrojowa [9,10] czy cytostatyczna [11].
Petnig czgsto role feromondéw u zwierzat [12,13] i mikroorganizmow [14].

Interesujace wlasciwos$ci biologiczne stwierdzono dla laktonéw zawierajacych
pier§cien aromatyczny. Wykazuja one m.in. dziatanie przeciwbolowe i przeciwzapalne
[15], przeciwbakteryjne [16], przeciwgrzybicze [17], przeciwwirusowe [18]. Szeroko
opisana jest ich aktywno$¢ cytostatyczna wzgledem komodrek nowotworowych [19-21].
W tej grupie laktondw na uwage zashuguja y i d-laktony z podstawnikami
aromatycznymi w pozycji B. Seri¢ takich zwiazkéw, wywodzacych si¢ z naturalnych
aldehydéw aromatycznych, otrzymano takze w Katedrze Chemii Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu. Oprocz form racemicznych, opracowano rowniez
chemoenzymatyczne i1 biotechnologiczne metody uzyskania ich poszczegdlnych
enancjomerow.

1. B-ARYLO-3-JODO-y-LAKTONY I B-ARYLO-y-JODO-6-LAKTONY

1.1. CHEMOENZYMATYCZNA SYNTEZA OPTYCZNIE CZYNNYCH
JODOLAKTONOW

Zwigzkami wyjSciowymi w syntezie serii laktonow z podstawnikiem
aromatycznym w pozycji B byly naturalne, aromatyczne aldehydy: aldehyd
benzoesowy,  p-metylobenzoesowy,  kuminowy,  2,5-dimetylobenzoesowy
i piperonal (la-e), ktore w pierwszym etapie poddano kondensacji krzyzowej
Claisena-Schmidta z acetonem w §rodowisku zasadowym, otrzymujac odpowiednie
a,B-nienasycone ketony 2a-e. Uzyskane ketony zredukowano nastgpnie przy uzyciu
borowodorku sodu do odpowiednich alkoholi allilowych z uktadem 4-arylobut-3-
en-2-olu (3a-e) (Rys. 1) [22,23].

o OH
| NaOH /Qk NaBH4
\
N N

MeOH, 0“0
1a-e 2a-e 3a-e

00 o D

Rysunek 1. Synteza racemicznych alkoholi allilowych 3a-e
Figure 1. Synthesis of racemic allyl alcohols 3a-e
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Celem uzyskania jako koncowych produktéw optycznie czynnych laktondw,
w kolejnym etapie syntezy dokonano kinetycznego rozdzialu enancjomeroéw
otrzymanych alkoholi 3a-e w procesie transestryfikacji. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej w Srodowisku eteru diizopropylowego (DIPE),
z zastosowaniem propionianu winylu lub octanu izopropenylu jako donoréw grupy
acylowej. Sposrod testowanych w tym procesie lipaz najbardziej efektywnym
biokatalizatorem okazala si¢ lipaza CAL-B, w przypadku ktorej juz po 1-2 h reakcji
uzyskano enancjomerycznie wzbogacone (S)-alkohole 3a-e i (R)-estry 4a-e
z bardzo wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi (88-99%) i blisko 50%-owymi
wydajno$ciami izolowanymi. Produkty reakcji enzymatycznych rozdzielono za
pomoca chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym, a wydzielone estry
zhydrolizowano w $rodowisku zasadowym uzyskujac (R)-alkohole 3a-e. (Rys.2)
[22,24,25].

OH 0 R,
Ar/\\\/K N Rw)J\O&
rac-3 a-e a-d: Ry=Et, R,=H

e: Ry,R;=Me ce ce

CAL-B | DIPE, 20°C (-(S)alkoholu3d  (+):-(R)-estru4

a: >899 99
OH 0 Ry
/\/l\ . . : b: 95 88
Ar = AR
c: 29 >99
()}-[3E.25)-3a-e (+)-(3E.2R)-da-e
d: 98 98
OH e: 99 91
p SN Neor
(++(GE.2R)-3a-e

e e

Rysunek 2.  Kinetyczny rozdziat racemicznych alkoholi allilowych 3a-e w procesie enzymatycznej
transestryfikacji
Figure 3.  Kinetic resolution of racemic allyl alcohols 3a-e by enzymatic transesterification
Konfiguracje absolutne uzyskanych alkoholi ustalono w oparciu o znang,
empiryczng regute Kazlauskasa, ktora pozwala przewidzie¢, ktory z enancjomerow
alkoholu reaguje szybciej w reakcjach transestryfikacji katalizowanych przez
lipazy. Zgodnie z ta reguta, majacg zastosowanie w przypadku, gdy podstawniki

wokot centrum asymetrii r6znig si¢ wyraznie wielkoscia i przy zatozeniu kolejnosci
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podstawnikoéw ustalonej wg regut pierwszenstwa w porzadku: grupa OH > wickszy
podstawnik (L) > $redni podstawnik (M), wigkszos$¢ lipaz katalizuje preferencyjnie
reakcje transestryfikacji (R)-alkoholi (Rys. 3). W efekcie przypisano konfiguracje
R szybciej reagujacym enancjomerom alkoholi 3a-e i ich estrom 4a-e oraz
przeciwne konfiguracje nieprzereagowanym enancjomerom alkoholi 3a-e.
W przypadku znanych zwigzkoéw 3a, 3b i 3e ustalenia te potwierdzono porownujac
dodatnie znaki skrecalno$ci wlasciwej otrzymanych izomeréw z danymi
literaturowymi. Regule zastosowano rowniez dla nieopisanych wczesniej
w literaturze alkoholi 3¢ i 3d, biorgc pod uwage ich duzg analogie¢ strukturalng do
alkoholi 3a,b,e (Rys. 3), dodatni znak skrecalnoSci wilasciwej wszystkich
enancjomerow uzyskanych po hydrolizie optycznie czynnych estrow 4a-e oraz fakt,
iz estry te otrzymano w reakcjach z udzialem tego samego enzymu

w praktycznie tych samych warunkach reakcji [22].

(+H(R)-3a (+-(R)-3b (+}(R)-3c

g OH
=
M L
(+HR)-3d (+)-(R)-3e

Rysunek 3. Enancjomery (£)-4-arylobut-3-en-2-oli preferowane w reakcjach transestrytikacji
katalizowanych przez lipaz¢ CAL-B zgodnie z reguta Kazlauskasa

Figure 3. Enantiomers of (£)-4-arylbut-3-en-2-ols preferred in CAL-B-catalyzed transesterification
according to the Kazlauskas’ rule
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Kolejnym kluczowym ze stereochemicznego punktu widzenia etapem syntezy byto
przegrupowanie Claisena w ortoooctanowej modyfikacji Johnsona, w wyniku
ktoérego z enancjomerow alkoholi 3a-e otrzymano estry Sa-e. Stereochemia tej
reakcji skutkuje przeniesieniem chiralnoéci z atomu C-2 alkoholu allilowego na
atom C-3 w pozycji benzylowej tworzacego si¢ estru z pelng retencja konfiguracji.
Produktami przegrupowania enancjomerow S alkoholi 3a-e byly zatem estry 5a-e
o konfiguracji S, a z alkoholi o konfiguracji R otrzymano estry o konfiguracji R.
Otrzymane (S)-estry Sa-e zhydrolizowano w §rodowisku zasadowym otrzymujac
kwasy 6a-e o identycznych konfiguracjach i nadmiarach enancjomerycznych
w stosunku do substratow. Kwasy te w koncowym etapie poddano reakcji
jodolaktonizacji za pomoca jodu w jodku potasu, w uktadzie dwufazowym: eter
dietylowy-nasycony roztwér NaHCOs; (Rys.4). Identyczng S$ciezke syntetyczng
zastosowano w przypadku (R)-alkoholi 3a-e [24,25].

0

o] o]
COOE COOH o
2
 CHiG(OEY, /"\/\ /(/\ w Kl whio . @l o wl,
r(8) Ar (R) (5)’:,]'/ Ar ¢
ea-e

Ar " Ecoon, EtOH Ar Et,OMNaHCOs i
138 °C Sa-e Ta-e (S) sae |R) 9a-e |

T

Rysunek 4. Trzyetapowa synteza jodolaktonow 7-9a-e z (S)-alkoholi 3a-e
Figure 4. Three-step synthesis of iodolactones 7-9a-e from (S)-alcohols 3a-e

3a-e

W mieszaninach produktéw jodolaktonizacji zdecydowanie dominowaty
produkty 5-exo-cyklizacji, najwyzsza zawartos$cig (40-56%) charakteryzowaty si¢
cis-0-jodo-y-laktony 7a-e, ich izomery trans (8a-e) identyfikowano w ilo$ciach 23-
35%. Reakcja jest kontrolowana kinetycznie, a etapem determinujagcym szybko$é
calego procesu jest atak anionu karboksylanowego na kompleks jod-wiazanie
podwdjne. Preferencja tworzenia izomeru cis wynika z dazenia do minimalizacji sit
odpychania elektrostatycznego w stanie przejsciowym reakcji miedzy pierscieniem
aromatycznym a szybko tworzonym w pierwszym etapie jonem jodoniowym.
Powstale w wyniku 6-endo-cyklizacji trans,cis-y-jodo-6-laktony 9a-e stanowity 15-

24% mieszaniny produktow. Wszystkie jodolaktony otrzymano z bardzo duzymi
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nadmiarami enancjomerycznymi (93-99%), a konfiguracje absolutne ich centréw
chiralnosci potwierdzity analizy rentgenograficzne. Wyniki tej analizy wykazaty, ze
cis-0-jodo-y-laktony 7a-e oraz wyizolowane ftrans,cis-y-jodo-3-laktony 9a,b
otrzymane z S-enancjomerdéw kwasow posiadaty konfiguracje 4R,5R,6S, natomiast
ich enancjomery uzyskano jako produkty laktonizacji kwaséw o konfiguracji R.
Przyktadowe struktury krystaliczne enancjomerycznych par otrzymanych

jodolaktonow przedstawiono na rysunku 5 [24,25].

A) B)

"R“{m A .}]& . @k e

?\a s ’H
) D)

c H3E5
H3 —-\_'301
ﬂ ﬁ
. HIC
cs5 p
[ HE e G s\}

e H2' Hm‘i«ﬂra H7E

Rysunek 5. Wybrane struktury krystaliczne enancjomerycznych par jodolaktondéw: cis-3-jodo-y-lakton
(4R,5R,65)-7e (A) i jego enancjomer (4S,5S,6R)-Te (B) oraz trans,cis-y-jodo-d-lakton
(4S8,58,6R)-9a (C) oraz jego enancjomer (4R,5R,65)-9a (D)

Figure 5. Selected crystal structures of enantiomeric pairs of iodolactones: cis-6-iodo-y-lactone
(4R,5R,65)-Te (A) and its enantiomer (45,55,6R)-7e (B) and trans, cis-y-iodo-d-lactone
(4S8,58,6R)-9a (C) and its enantiomer (4R,5R,65)-9a (D)

Z uwagi, iz nie udato si¢ uzyska¢ monokrysztatow trans-6-jodo-y-laktonow
8a-e, konfiguracje ich centrow stereogenicznych ustalono w oparciu o mechanizm

jodolaktonizacji (Rys.6).
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Ar 0
Ar o
(8)
NG HOH ki By,
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Et,O/NaHCO H
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H' s
»
(4E,3S)-6a-e

(4E.3R)-6a-e (4S,5R,6S)-8a-e

Rysunek 6. Mechanizm powstawania stereoizomerow frans d-jodo-y-laktonéw w reakceji jodolaktonizacji
enancjomerycznych kwaséw 6a-e pokazujacy konfiguracje centréw stereogenicznych
powstatych produktow

Figure 6.  The mechanism of formation of trans -iodo-y-lactones in the iodolactonization of enantiomeric
acids 6a-e showing the configuration of stereogenic centers of the resulting products

Stosujgc wyzej opisang Sciezke syntetyczng z racemicznych alkoholi

allilowych 3a-e otrzymano takze racemiczne cis 6-jodo-y-laktony 7a,b,c,e, trans o-

jodo-y-laktony 8a,b,c,e oraz y-jodo-6-laktony 9a,b [23].

1.2. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA RACEMICZNYCH I OPTYCZNIE CZYNNYCH
B-ARYLO-6-JODO-y-LAKTONOW

Otrzymane z racemicznych alkoholi allilowych 3a-e racemiczne cis 6-jodo-
y-laktony z podstawnikiem fenylowym (7a), p-metylofenylowym (7b)
i p-izopropylofenylowym (7¢) wykazywaly dziatanie bakteriobdjcze przeciwko
Proteus mirabilis, laktony 7b 1 7¢ byly dodatkowo aktywne przeciwko Bacillus
cereus. Sposrod testowanych laktonow najwyzsza cytotoksycznos¢ wobec linii
komoérek nowotworowych HelLa i MCF7 oraz normalnej linii komérkowej NHDF
wykazywat lakton 7¢, ktory rowniez w najwigkszym stopniu zaburzat réwnowage
oksydacyjno-antyoksydacyjng w komoérkach linii NHDF. W przeciwienstwie do
laktonu 7¢, laktony 7a i 7b nie wywotywaty hemolizy erytrocytow po 48 h inku-



OTRZYMYWANIE I WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE RACEMICZNYCH LAKTONOW 519

bacji. Odmienna aktywnos¢ laktonéw z grupami alkilowymi byta konsekwencjg ich
réznego wplywu na wlasciwosci fizykochemiczne blony komorkowe;j
skorelowanego z budowa podstawnika aromatycznego. Obecno$¢ duzej
objetosciowo grupy izopropylowej w pierScieniu benzenowym powodowata giebsza
penetracje lipidu dwuwarstwy przez lakton 7c¢ i bardziej znaczace zmiany
w organizacji btony takie jak wzrost upakowania w obszarze hydrofilowym oraz
nieznaczny wzrost plynnosci tancuchoéw weglowodorowych [26]. W innych
badaniach lakton 7¢ wykazal wysokg aktywnos$¢ antyproliferacyjng wzgledem linii
Jurkat (linia biataczki T komérkowej cztowieka) [23].

Interesujgce  zaleznosci  wykazano w  badaniach  aktywnosci
antyproliferacyjnej enancjomerycznych jodolaktonéw. Badania przeprowadzono na
czterech wybranych liniach komorek nowotworowych: Jurkat (bialaczka
T komoérkowa cztowieka), D17 (kostniakomigsak psa), GL-1 (ostra biataczka B-
komoérkowa) 1 CLBL-1 (chioniak B-komorkowy). W 42 sposrod 48
przeprowadzonych testow badane zwigzki wykazaly znaczaca aktywno$¢
antyproliferacyjng. Najwigkszy stopien zahamowania proliferacji w stosunku do
wszystkich badanych linii komoérkowych odnotowano dla obu enancjomerow
laktonu 8d oraz izomeru trans-(4S,5R,65)-8e. [zomery trans byly bardziej aktywne
od izomerdéw cis, zalezno$§¢ ta byla wyraznie widoczna dla zwigzkow
z pierScieniem 2,5-dimetylofenylowym oraz 1,3-benzodioksolowym. Oba
enancjomery frans-laktonu wywodzacego si¢ z 2,5-dimetylobenzaldehydu (8d)
wykazaly porownywalnie wysoka aktywno$¢, natomiast wsrod pozostatych
izomeréw trans aktywniejsze byly enancjomery o konfiguracji 4S,5R,6S.
W  przypadku izomerow cis obserwowane relacje migdzy aktywno$ciami
enancjomerow byly zmienne w zalezno$ci od rodzaju podstawnika aromatycznego
1 testowane;j linii komoérkowej [24].

W kolejnych badaniach wybrane aktywne jodolaktony poddano kolejnym
testom celem poznania mechanizmu dzialania tych zwigzkoéw. Cztery stereoizomery
d-iodo-y-laktonu z podstawnikiem p-izopropylofenylowym wykazaly wyzsza
aktywno$¢ wzgledem komorek nowotworéw ukladu limfatycznego w poréwnaniu

z nowotworami sutka. Rowniez w tym przypadku stereoizomery o konfiguracji 45



520 W. GLADKOWSKI

posiadaty wicksza aktywno$¢, a najbardziej aktywny okazal si¢ izomer cis-
(45,5S,6R)-7c. Badane zwiazki indukowaly apoptoze komoérek poprzez szlak
zalezny od mitochondriéw i aktywacj¢ kaspaz [27]. Z kolei oba enancjomery trans-
5-(1-jodoetylo)-4-(2°,5’-dimetylofenylo)dihydrofuran-2-onu ~ (8d) powodowaly
apoptoze komorek nowotworowych poprzez obnizenie poziomu ekspresji biatek
anty-apoptotycznych: Bcl-2 i Bel-xL. W zastosowanych w badaniu psich liniach
testowane zwigzki angazowaly takze receptorowa S$ciezke apoptozy poprzez
powodowanie fragmentacji bialka Bid, co dodatkowo wzmacnialo proapoptyczne
dziatanie tych zwigzkow [28].

2. OPTYCZNIE CZYNNE $-ARYLO-6-BROMO-y-LAKTONY I $-ARYLO-
v-BROMO-6-LAKTONY

2.1 SYNTEZA

Z uwagi na wysoka aktywno$¢ jodolaktonéw otrzymanych z 2,5-
dimetylobenzaldehydu, w kolejnych badaniach przedmiotem zainteresowania staty
si¢ ich analogi z atomem bromu [29]. Reakcje bromolaktonizacji
enancjomerycznych kwaséw 6d wykonano z stosujac jako reagent N-bromoimid
kwasu bursztynowego (NBS) w tetrahydrofuranie (THF) w $rodowisku kwasnym.
W  przeciwienstwie do reakcji jodolaktonizacji, w mieszaninie poreakcyjnej
dominowaly (0k.60%) produkty 6-endo cyklizacji czyli trans,cis-y-bromo-6-laktony
10 (Rys. 7).

Odmienna w poréwnaniu z opisang wczesniej jodolaktonizacja
regioselektywnos¢ bromolaktonizacji manifestujaca si¢ przewaga d-laktonow
w mieszaninach poreakcyjnych wynika z faktu, iz jej najwolniejszym etapem,
determinujgcym szybko$¢ reakcji jest w tym przypadku addycja bromu do wigzania
podwojnego. W drugim etapie reakcji odpychanie steryczne i elektronowe miedzy
podstawnikiem arylowym przy C-3 i jonem karboksylanowym utrudnia atak
nukleofila na C-4, sprzyjajac w ten sposob szybszemu tworzeniu pier§cienia
szesciocztonowego. Podczas otwarcia jonu bromoniowego (Rys. 8) tworzy si¢ tylko
jeden stereoizomer vy-bromo-d-laktonu 10 (A). Brak drugiego teoretycznie

mozliwego stereoizomeru (B) wyjasnia analiza jego struktury konformacyjnej. Wy-
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nika z niej, ze w tym stereoizomerze brom i podstawnik metylowy musiatyby zajaé

energetycznie niekorzystne pozycje pseudoaksjalne.

60% 60%

(4R5R.68)10 (45,58,6R)-10
COOH 2 HOOC
= NBS - NBS A
AeOH 15% Br Ao
(S)eéd (4R ,5R,65)11 (R)6d

——

25% Br } B 25%
(4R.58,6R)-12 ! (48,5R,65)1-12

Rysunek 7. Bromolaktonizacja enancjomerycznych kwasoéw 6d
Figure 7. Bromolactonization of enantiomeric acids 6d

P

Ar.

") R NBS

H_oH H THF, AcOH \Ej\

g7 (R)y6d
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Rysunek 8. Mechanizm bromolaktonizacji wyjasniajacy tworzenie tylko jednego stereoizomeru §-laktonu na
przyktadzie reakcji kwasu (R)-6d z NBS
Figure 8.  The mechanism of bromolactonization explaining the formation of only one stereoisomer of 8-
lactone on the example of the reaction of (R)-6d acid with NBS
Przewidywane na podstawie mechanizmu bromolaktonizacji konfiguracje

centrow chiralnosci enancjomerycznych y-bromo-6-laktonow 10 potwierdzono

badaniami krystalograficznymi (Rys.9), natomiast dla d-bromo-y-laktonéw 111 12
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zostaly one przypisane na podstawie mechanizmu bromolaktonizacji, analogicznie

jak w opisanym wczesniej procesie jodolaktonizacji [29].

Rysunek 9.  Struktury krystaliczne trans, cis-y-bromo-d-laktonu (4S,5S,6R)-10 oraz jego enancjomeru
4R,5R,6S
Figure 9. Crystal structures of trans, cis-y-bromo-8-lactone (4S5,55,6R)-10 and its enantiomer 4R,5R,6S

2.2. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Testy in vitro wykazaly znaczaca aktywno$¢ antyproliferacyjng
uzyskanych zwigzkéw wzgledem linii D17, CLBL-1, CLB70, GL-1 oraz Jurkat,
przy czym najbardziej aktywne byly enancjomery frans &-bromo-y-laktonu 12.
Wyzsza aktywno$¢ obserwowano kazdorazowo w przypadku enancjomeréw
o konfiguracji S na atomie C-4. W badaniach interakcji uzyskanych enancjomeréw
z btonami biologicznymi nie stwierdzono efektu cytotoksycznego tych zwigzkow
wzgledem erytrocytow. Testy przeprowadzone metodami fluorymetrycznymi
wykazaty, iz zwiazki te oddzialuja z blona erytrocytow lokujac sie w jej czesci
hydrofilowej, natomiast nie wykazuja praktycznie zadnego wplywu na obszar

hydrofobowy [29].

3. TRANS B-ARYLO-6-HYDROKSY-y-LAKTONY

3.1. SYNTEZA I AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Otrzymane wczesniej z odpowiednich aldehydéw aromatycznych w toku
syntezy racemicznych jodo- i bromolaktonéw racemiczne 7y,5-nienasycone estry

z pier§cieniem fenylowym (5a), p-metylofenylowym (5b) oraz 1,3-benzodioksolo-
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wym (5e) oraz ester zawierajacy podstawnik p-metoksyfenylowy (5f) poddano
laktonizacji z zastosowaniem kwasu m-chloronadbenzoesowego (m-CPBA) oraz

katalitycznej ilosci kwasu trifluoroctowego (Rys.10) [30].

COOEt P 0 2
/@\ m-CPBA, CF;COOH /do ﬁi Jij)\
Ar & > Ar * ’ -
CHCl, N Ar ‘ Artoy
S o OH

5a,b,e,f
13a,b.e,f 14a,b,e,f 15a,b,e,f

Rysunek 10.  Synteza hydroksylaktonow z estrow 5a,b,e,f
Figure 10.  Synthesis of hydroxylactones from esters 5a,b,e,f

W  trakcie reakcji nastgpowata epoksydacja podwdjnego wigzania,
a powstaly produkt posredni byl natychmiast przeksztalcany do mieszaniny
hydroksylaktonow. W kazdym przypadku w postaci czystej otrzymano jedynie
izomery trans p-arylo-d-hydroksy-y-laktonéw (13a,b,e,f), ktére poddano testom na
aktywno$¢ antyfidantng i antyproliferacyjng. Dobra aktywnos$¢ deterentng wobec
owadzich szkodnikéw magazynowych (wolka zbozowego, skoérka zbozowego,
trojszyka ulca) wykazaly hydroksylaktony z podstawnikiem fenylowym i p-
metylofenylowym (13a i 13b). Z kolei ich analogi z pierscieniem dioksolowym
(13e) lub grupa metoksylowa w pierscieniu aromatycznym (13f) wykazywaty
zauwazalng  aktywno$¢  antyproliferacyjng ~ wobec  linii  komdrkowej
kostniakomigsaka cztowieka (U2-OS)[30].

3.2. OTRZYMYWANIE OPTYCZNIE CZYNNYCH TRANS-B-ARYLO-3-HYDROKSY-y-
LAKTONOW

Z uwagi na opisang wyzej aktywnos¢ biologiczng, opracowano dwie
metody otrzymywania enancjomerycznie wzbogaconych trans-B-arylo-3-hydroksy-
y-laktonow 13a,b,e,f. W pierwszej metodzie chemoenzymatycznej zsyntetyzowano

oba enancjomery hydroksylaktonow 13a,b,e,f z wysokimi nadmiarami enancjome-



524

W. GLADKOWSKI

rycznymi (73-97%), wychodzac z odpowiednich enancjomerow

y,0-nienasyconych estrow Sa,b,e.f uzyskanych w wyniku przegrupowania Claisena
z enancjomerycznych alkoholi allilowych otrzymanych przy udziale lipaz
w procesie transestryfikacji (Rys.11). Konfiguracje centrow stereogenicznych

zsyntetyzowanych zwigzkéw wyznaczono na podstawie mechanizmu kwasowej

laktonizacji estrow 5a,b,e,f w obecnosci kwasu m-chloronadbenzoesowego [31].
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Rysunek 11. Chemoenzymatyczna synteza enancjomerycznie wzbogaconych trans-p-arylo-6-hydroksy-y-
laktonow 13a,b,e,f
Figure 11. Chemoenzymatic synthesis of enantiomerically enriched trans-f-aryl-3-hydroxy-y-lactones

13a,b,e,f

Alternatywna metodg otrzymywania optycznie czynnych trans-p-arylo-o-
hydroksy-y-laktonéw 13a,b,e,f byl katalizowany lipaza kinetyczny rozdziat ich
mieszanin racemicznych w procesie transestryfikacji propionianem winylu jako
donorem grupy acylowej. Najbardziej efektywnym biokatalizatorem tego procesu
okazata si¢ lipaza B z Candida antarctica, ktoérej zastosowanie w skali
preparatywnej po 6h pozwolitlo na otrzymanie nieprzereagowanych (4S,5R,6S5)-
enancjomerow hydroksylaktonow 13a,b,e,f oraz propionianéw ich enancjomeréw
(16a,b,e,f) o konfiguracjach 4R,5S,6R. Wickszos¢ z uzyskanych zwiazkow
wysokimi lub  bardzo wysokimi nadmiarami

charakteryzowata  si¢

enancjomerycznymi (84-98%) (Rys.12) [31].
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Rysunek 12. Kinetyczny rozdziat trans-p-arylo-6-hydroksy-y-laktonow 13a,b,e,f w procesie enzymaty-
cznej transestryfikacji

Figure 12. Kinetic resolution of trans-p-aryl-6-hydroxy-y-lactones 13a,b,e,f by the enzymatic transeste-
rification

Obie opracowane metody otrzymania enancjomerow trans-p-arylo-o-
hydroksy-y-laktonéw 13a,b,e,f o okreslonych konfiguracjach absolutnych centrow
stereogenicznych, sg kluczowe z punktu widzenia badan zaleznosci: struktura

przestrzenna-aktywno$¢ biologiczna.

3.3. OTRZYMYWANIE OPTYCZNIE CZYNNYCH CIS-B-ARYLO-3-HYDROKSY-y-
LAKTONU W WYNIKU MIKROBIOLOGICZNEJ DEHALOGENACIJI

Atrakcyjnym uzupehlieniem opisanych powyzej metod otrzymywania
optycznie czynnych hydroksylaktondw z pier§cieniem aromatycznym jest proces
mikrobiologicznej dehalogenacji odpowiednich jodolaktonow. W ten sposéb mozna
otrzymac¢ niedostepne opisang wczesniej metodg laktonizacji z udziatem m-CPBA
izomery cis B-arylo-6-hydroksy-y-laktonéw. W badaniach Mazur i wsp. [32]
enancjomeryczne cis-5-(1-jodoetylo)-4-fenylodihydrofuran-2-ony (7a) zostaty
przeksztalcone w  kulturze grzyba strzepkowego Absidia glauca do
enancjomerycznie czystych cis d-hydroksy-y-laktondw 17 (ee=99%) w procesach
hydrolitycznej dehalogenacji (Rys.13). Reakcja zachodzi zgodnie z mechanizmem
substytucji nukleofilowej typu Sn2, zakladajacym atak czasteczki wody na atom
wegla zwigzany z jodem z przeciwnej strony w stosunku do przylaczonego
chlorowca, co prowadzi do odwrocenia konfiguracji na atomie C-6. W efekcie,

z enancjomeru (4R,5R,65)-jodolaktonu 7a otrzymano (4R,5R,6R)-hydroksylakton
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17, a z enancjomeru 4S5,5S,6R jodolaktonu 7a tworzyl si¢ enancjomer 4S,55,6S
hydroksylaktonu 17.

o Q

8 o 8 o
o S, Absida glauca o S
A 4 o 7
z _— = z
iR i8S
< s
0

(4R,5R 65)-7a (4R,5R,6R)-17 (45,55,6R)-Ta (48,55,68)-17

Rysunek 13. Mikrobiologiczna dehalogenacja enancjomerycznych jodolaktonéw 7a prowadzaca do otrzy-
mania obu enancjomeroéw hydroksylaktonu 17
Figure 13. Microbial dehalogenation of enantiomeric iodolactones 7a leading to both enantiomers of hy-

droxylactone 17

Racemiczny substrat byt transformowany z najwyzsza
enancjoselektywno$cia w kulturze Absidia cylindrospora, a optymalizacja
warunkow biotransformacji stwarza nadziej¢ na mozliwy calkowity rozdziat

kinetyczny enancjomerow jodolaktonow w reakcji hydrolitycznej dehalogenacji.

4. p-ARYLO-y-ALKILO-y-LAKTONY — PRODUKTY DEHALOGENACJI
JODOLAKTONOW

4.1. SYNTEZA RACEMICZNYCH B-ARYLO- y-ALKILO-y-LAKTONOW I ICH
AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Kolejng grupa p-arylo-y-laktonéw otrzymang w naszym zespole
badawczym byly produkty dehalogenacji uzyskanych wczesniej racemicznych cis
i trans 8-jodo-y-laktonoéw (7a,b,e,f i 8a,b,e,f) (Rys.14).

Pierwsza grupg stanowily cis i1 trans P-arylo-y-etylo-y-laktony 18a,b,e,f
i 19a,b,e,f uzyskane jako jedyne produkty redukcyjnej dehalogenacji odpowiednich
substratow przy udziale tributylowodorku cyny. Reakcja cis 8-jodo-y-laktonow
7a,b,e,f z DBU dostarczyla kazdorazowo dwoch produktéw: B-arylo-y-etylideno-y-
laktonéw 20a,b,e,f oraz B-arylo-y-winylo-y-laktonow 21a,b,e,f, ktorych proporcje
w mieszaninie reakcyjnej roznity sie w zaleznosci od budowy czesci aromatycznej
substratu. Byly one wynikiem przebiegu przestrzennego eliminacji czasteczki HI
z udziatem duzej objctosciowo zasady jaka jest DBU. Ten rodzaj eliminacji

przebiega zgodnie z mechanizmem E2 i generalnie preferuje powstanie bardziej
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trwalego termodynamicznie produktu z egzocyklicznym wigzaniem podwojnym
(laktony 20a,b.e,f). Jednocze$nie jednak reakcja wymaga konformacji
antyperiplanarnej atomu jodu i odszczepianego atomu wodoru, co w przypadku
atomu H-5 wymusza rotacje wokét wigzania C-5-C-6 i przyjecie konformacji
powodujacej elektrostatyczne odpychanie atomu jodu i podstawnika aromatycznego
przy C-4. Te niekorzystne oddziatywanie zwigksza si¢, gdy pierscien fenylowy
zawiera podstawniki przekazujace elektrony do pierscienia. W zwigzku z tym
udziat w mieszaninie reakcyjnej drugiego produktu, y-winylo-y-laktonu (21a,b,e,f),
ktoérego powstanie nie wymaga wspomnianych zmian konformacyjnych, zwickszat
si¢ tym bardziej, im silniej aktywujacy podstawnik znajdowat si¢ w pierScieniu
aromatycznym. W przypadku reakcji jodolaktonu z pierscieniem dioksolowym (7e)
y-winylo-y-lakton 21le nieznacznie przewazal nad y-etylideno-y-laktonem 20e
(Rys.14). Wymagania eliminacji typu E2 skutkowaly rowniez konfiguracja E
podwdjnego wigzania w y-etylideno-y-laktonach 20a,b,e,f [33,34].

o e}

0 [e]
(CaHg)sSnH o o
p G Dau .
e
. . benzen refluks  pf . Ar N\ Ar Ne—

benzen,refluks

Ar AN
18a,b,e,f Ta,bef | 20a,b,e,f 21a,b,e,f
o o 20a 91% 21a8%
(C4Hg)sSnH 20b 70% 21b 30%
0 o 20e 47% 21e53%

benzen,refluks

20f 60% 21f40%
AF Ar
19a,b,e,f 8a,b,e,f |

Rysunek 14.  Synteza nasyconych i nienasyconych B-arylo-y-alkilo-y-laktonéw z jodolaktonow w reakcjach
redukcyjnej dehalogenacji oraz eliminacji

Figure 14. Synthesis of saturated and unsaturated f-aryl-y-alkyl-y-lactones from iodolactones by reducti-
ve dehalogenation and elimination
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Nasycone B-arylo-y-etylo-y-laktony 18a,b,e,f 1 19a,b,e,f uzyskane
w wyniku redukcyjnej dehalogenacji jodolaktonow oraz nienasycone laktony
20a,b,e,f oraz 2la,b,ef, powstale w reakcji eliminacji testowano pod katem
aktywnosci antyfidantnej wzgledem szkodnikow magazynéw zbozowych. Produkty
dehalogenacji byty z reguly bardziej aktywnymi antyfidantami od wyjsciowych
jodolaktonow.  Szczegélnie aktywny okazat si¢ cis y-winylo-y-lakton
z podstawnikiem p-metoksyfenylowym (21f) oraz trans vy-etylo-y-lakton
z niepodstawionym pier§cieniem benzenowym (19a) [33,34].

Zwiazki z podstawnikiem fenylowym, p-metylofenylowym
i benzodioksolowym (18a,b,e-21a,b,e) badano takze pod katem aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej wzgledem szczepow grzybow strzgpkowych z rodzaju
Fusarium. Kluczowym elementem strukturalnym decydujacym o aktywnoS$ci
fungistatycznej okazatl si¢ pierScien benzodioksolowy, a najwigksza aktywnoS$cia
charakteryzowat si¢ trans y-etylo-y-lakton 19e ktoéry ograniczat wzrost szczepow
F. oxysporum, F. avenaceum, F. solani i F. culmorum [34]. Grupe laktondéw
z podstawnikiem p-metoksyfenylowym (18f-21f) poddano testom na aktywnos¢
przeciwbakteryjng. W tej grupie jedynie cis y-etylo-y-lakton 18f znaczaco hamowat
wzrost Gram-dodatnich bakterii Staphylococcus aureus 1 Listeria monocytogenes

[33].
4.2. MIKROBIOLOGICZNA HYDROLIZA B-ARYLO-y-ETYLIDENO- y-LAKTON()W

Skrobiszewski i wsp. [35] przeprowadzili réwniez hydrolize p-arylo-y-
etylideno-y-laktonow 20a,b,e,f stosujac jako biokatalizator szczep Aspergillus
ochraceus AM370. Szybciej hydrolizowane byly (R)-enancjomery substratow,
pozwalajac na otrzymanie enancjomerycznie wzbogaconych nieprzereagowanych
(S)-enancjomerdéw laktonéw. Uzyskane produkty hydrolizy, (R)-hydroksykwasy 22
z nietrwalym ugrupowaniem enolowym tautomeryzowaly do odpowiednich (R)-

ketokwaséw (Rys.15).
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Rysunek 15.  Mikrobiologiczna hydroliza B-arylo-y-etylideno- y-laktonow 20a,b,e,f
Figure 15. Microbial hydrolysis of B-aryl-y-ethylidene-y-lactones 20a,b,e,f

Enancjomeryczna czysto§¢ nieprzereagowanych laktonéw byta Scisle
zwigzana z rodzajem podstawnika arylowego, przy czym najwyzszy nadmiar
enancjomeryczny (ee=77%) otrzymano dla zwigzku posiadajacego niepodstawiony
pierScien benzenowy (20a). Wszystkie laktony, zaréwno racemiczne, jak
i enancjomerycznie wzbogacone, a takze produkty ich hydrolizy wykazywaty r6zna
aktywno$¢ deterentng wobec ple$niakowca 1$nigcego, co bylo uzaleznione od
budowy zwigzku i stadium rozwojowego owada. Szczegoélnie silnym antyfidantem
okazat si¢ y-etylideno-y-lakton z p-metoksypodstawionym pier§cieniem fenylowym
(20f), zarbwno w postaci racemicznej, jak i enancjomerycznie wzbogaconego
izomeru S. W przypadku laktonu 20a stwierdzono wpltyw konfiguracji centrum
stereogenicznego na aktywno$é, wzgledem osobnikéw dorostych plesniakowca
I$nigcego bardziej aktywny byt lakton racemiczny niz jego (S)-enancjomer, wobec
larw tego owada zalezno$¢ byla odwrotna. Mozna zatem przypuszczaé, ze w tym
przypadku (S)-enancjomer jest bardziej aktywny wobec larw, a (R)-enancjomer jest

lepszym antyfidantem wobec postaci dorostych [35].
UWAGI KONCOWE

Opracowane $ciezki syntezy laktondéw zawierajacych podstawnik aromatyczny
w pozycji p pozwalaja na otrzymanie nie tylko racemicznych, lecz réwniez optycznie
czynnych laktonéw o szerokim spektrum aktywnosci biologicznej. Wykazuja one akty-
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wno$¢ antyfidantng, przeciwdrobnoustrojowa, jednak najwicksze nadzieje wigzaé
nalezy z ich aktywnoscig antyproliferacyjna w kontekécie potencjalnego zastosowania
jako sktadnikow preparatow przeciwnowotworowych. Z tego wzglgdu badania tych
zwigzkow obejmuja réwniez ich interakcje z btonami komoérkowymi. Szczegdlnego
znaczenie nabiera takze mozliwo$¢ badania zaleznosci aktywnos$ci biologicznej tych
zwigzkoéw od konfiguracji ich centrow stereogenicznych. Nalezy wigc spodziewaé si¢
dalszych badan zar6wno nad otrzymaniem poszczegolnych enancjomerow [3-
arylolaktondéw metodami biotechnologicznymi (biotransformacje z udzialem
oczyszczonych enzymow lub calych komoérek drobnoustrojow), jak i kompleksowych

badan odziatywan: aktywny zwiazek-docelowa komorka.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] M. Chadwick, H. Trewin, F. Gawthrop, C. Wagstaff, Int. J. Mol. Sci., 2013, 14, 12780.

[2] S. Basu, R. E. Clark, Z. Fu, B. W. Lee, D. W. Crowder, Insect Biochem. Mol. Biol., 2021,
128, 103514.

[3] L. Kiippers, W. Ebrahim, M. El-Neketi, F. C. Ozkaya, A. Mandi, T. Kurtin, R. S. Orfali,
W. E. G. Miiller, R. Hartmann, W. Lin, W. Song, Z. Liu, P. Proksch, Mar. Drugs, 2017, 15,
359.

[4] J. Wang, C. Quan, X. Wang, P. Zhao, S. Fan, Microb. Biotechnol., 2011, 4, 479.

[5] G. D. Dumitriu, N. Lépez de Lerma, C. 1. Zamfir, V. V. Cotea, R. A. Peinado, LWT-Food
Sci., Technol. 2017, 86, 643.

[6] H. Zia, U. Von Ah, Y. H. Meng, R. Schmidt, J. Kerler, P. Fuchsmann, Food Chem. X, 2022,
13, 100220.

[7] A. Grudniewska, M. Klobucki, K. Dancewicz, M. Szczepanik, B. Gabrys, C. Wawrzenczyk,
PLoS One, 2015, 10, e0131028.

[8] B. M. Fraga, C. E. Diaz, M. Bailén, A. Gonzalez-Coloma, Plants, 2021, 10, 891.

[9] D. F. Dalla Lana, A. R. Carvalho, W. Lopes, M. H. Vainstein, L. S. P. Guimaraes, M. L.
Teixeira, L. F. S. de Oliveira, M. M. Machado, S. F. de Andrade, M. M. Sa, T. V. C. Russo,
G. P. Silveira, A. M. Fuentefria, Folia Microbiol., 2019, 64, 509.

[10] M. Mazur, D. Mastowiec, Antibiotics 2022, 11, 1327.

[11] M. F. Garcia Manzano, M. B. Joray, J. Laiolo, S. M. Palacios, M. C. Carpinella, J. Nat. Prod.,

2020, 83, 1909.
[12] M. Kamio, M. Schmidt, M. W. Germann, J. Kubanek, C. D. Derby, J. Exp. Biol., 2014, 217,
1286.

[13] V. Buda, L. Blaiyté-Cereékiené, S. Radziuté, V. ApSegaité, P. Stamm, S. Schultz,
D. Aleknavicius, R. Moziraitis, Insects, 2020, 11, 138.

[14] S. Schulz, S. Hotling, Nat. Prod. Rep., 2015, 32, 1042.

[15] W. Shen, H. Mao, Q. Huang, J. Dong, Eur. J. Med. Chem., 2015, 97, 747.

[16] W. Gladkowski, M. Siepka, T. Janeczko, E. Kostrzewa-Sustow, M. Mazur, B. Zarowska,
W. Laba, Molecules, 2019, 24, 4151.

[17] F. Jun-Tao, W. De-Long, W. Yong-Ling, Y. He, Z. Xing, Bioorganic Med. Chem. Lett., 2013,
23, 4393.

[18] C. Zhao, K. P. Rakesh, S. Mumtaz, B. Moku, A. M. Asiri, H. M. Marwani, H. M.
Manukumar, H. L. Qin, RSC Adv., 2018, 8, 9487.

[19] B. H. Alizadeh, A. Foroumadi, S. Emami, M. Khoobi, F. Panah, S. K. Ardestani, A. Shafiee,
Eur. J. Med. Chem., 2010, 45, 5979.

[20] G. Benedekovi¢, 1. Kovacevi¢c, M. Popsavin, J. Francuz, V. Koji¢, G. Bogdanovic,
V. Popsavin, Bioorganic Med. Chem. Lett., 2016, 26, 3318.

[21] Y. Ren, D. D. Lantvit, Y. Deng, R. Kanagasabai, J. C. Gallucci, T. N. Ninh, H. B. Chai, D. D.
Soejarto, J. R. Fuchs, J. C. Yalowich, J. Yu, S. M. Swanson, A. D. Kinghorn, J. Nat. Prod.,
2014, 77, 1494.



OTRZYMYWANIE I WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE RACEMICZNYCH LAKTONOW 531

[22]

[23]

[24]

[25]
[26]
[27]
[28]
[29]
[30]
(31]
[32]
[33]
[34]

[35]

W. Gladkowski, A. Gliszczynska, M. Siepka, M. Czarnecka, G. Maciejewska, Tetrahedron
Asymmetry, 2015, 26, 702.

W. Gladkowski, A. Skrobiszewski, M. Mazur, M. Siepka, A. Pawlak, B. Obminska-
Mrukowicz, A. Biatonska, D. Poradowski, A. Drynda, M. Urbaniak, Tetrahedron, 2013, 69,
10414.

W. Gtadkowski, A. Skrobiszewski, M. Mazur, A. Gliszczynska, M. Czarnecka, A. Pawlak,
B. Obminska-Mrukowicz, G. Maciejewska, A. Biatonska, Tetrahedron Asymmetry, 2016, 27,
227-237.

W. Gladkowski, A. Skrobiszewski, M. Mazur, M. Siepka, A. Biatonska, European J. Org.
Chem., 2015, 605.

A. Wioch, D. Stygar, F. Bahri, B. Bazanéw, P. Kuropka, E. Chetmecka, H. Pruchnik,
W. Gladkowski, Biomolecules, 2020, 10, 1594.

A. Pawlak, W. Gtadkowski, M. Mazur, M. Henklewska, B. Obminska-Mrukowicz, A. Rapak,
Chem. Biol. Interact., 2017, 261, 18.

A. Pawlak, W. Gladkowski, J. Kutkowska, M. Mazur, B. Obminska-Mrukowicz, A. Rapak,
Bioorganic Med. Chem. Lett., 2018, 28, 1171.

W. Gtladkowski, A. Wtoch, A. Pawlak, A. Sysak, A. Biatonska, M. Mazur, P. Mitula,
G. Maciejewska, B. Obminska-Mrukowicz, H. Kleszczynska, Molecules, 2018, 23, 3035.
Skrobiszewski A., Gladkowski W., Lis M., Gliszczynska A., Maciejewska G., T. Klejdysz,
Obminska-Mrukowicz B., Nawrot J., Wawrzenczyk C., Przem. Chem., 2014, 93, 1637.

A. Skrobiszewski, W. Gladkowski, G. Maciejewska, C. Wawrzenczyk, Molecules, 2016, 21,
1552.

M. Mazur, A. Kudrynska, A. Pawlak, B. Hernandez-Suarez, B. Obminska-Mrukowicz,
W. Gladkowski, Catalysts, 2020, 10, 1313.

M. Mazur, A. Skrobiszewski, W. Gladkowski, M. Podkowik, J. Bania, J. Nawrot, T. Klejdysz,
C. Wawrzenczyk, Pest Manag. Sci., 2016, 72, 489.

A. Skrobiszewski, W. Gladkowski, P. Walczak, A. Gliszczynska, G. Maciejewska,
T. Klejdysz, J. Nawrot, C. Wawrzenczyk, J. Chem. Sci., 2015, 127, 687.

A. Skrobiszewski, W. Gladkowski, M. Mazur, M. Szczepanik, G. Maciejewska,
C. Wawrzenczyk, Molecules, 2018, 23, 1516.

Praca wptyneta do Redakeji 23 lutego 2023 r.






DOI: 10.53584/wiadchem.2023.05.6 WIADOMOSCT  2023,77,5-6
chemiczrte  PL ISSN 0043-5104

SYNTEZA ORAZ AKTYWNQSC ANTYFIDANTNA
LAKTONOW

SYNTHESIS AND ANTIFEEDANT ACTIVITY
OF LACTONES

Marcelina Mazur

Katedra Chemii Zywnosci i Biokatalizy,
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu
e-mail: marcelina.mazur@upwr.edu.pl

Abstract
Wykaz stosowanych symboli i oznaczen
Wprowadzenie
1. a-Metylenolaktony
2. Fosfonianowe pochodne laktonow
3. Arylowe pochodne laktonéw
4. Alkilowe pochodne laktonow
5. Laktony z uktadem p-mentanu
5.1. Laktonowe pochodne piperytolu
5.2. Laktonowe pochodne pulegonu
Uwagi koncowe
Pismiennictwo cytowane




534 M .MAZUR

Dr inz. Marcelina Mazur Od 2011 roku pracownik naukowo-dydaktyczny w Katedrze Chemii
Zywnoéci i Biokatalizy. Do$wiadczenie naukowe zdobywata miedzy innymi podczas stazy
zagranicznych na Uniwersytecie w Zagrzebiu oraz na Uniwersytecie w Poitiers. Zainteresowania
naukowe Autorki znajduja si¢ na pograniczu chemii i biotechnologii. W pracy naukowej skupia
si¢ na biokatalizie i jej zastosowaniu do otrzymywania zwigzkoéw biologicznie aktywnych. Swoja
uwage kieruje w szczegdlnosci na zwigzki chlorowcoorganiczne oraz zawierajace w swojej
strukturze pierscien laktonowy.

E @ https://orcid.org/ 0000-0002-6192-5248




SYNTEZA ORAZ AKTYWNOSC ANTYFIDANTNA LAKTONOW 535

ABSTRACT

Antifeedants, or food deterrents, are substances that, by acting on the sense of
taste of insects, entirely or partially inhibit their feeding and can be used to reduce
the population of harmful species. Antifeedants have the advantage of low toxicity
and high selectivity towards selected groups of pests, providing an alternative to the
classically used insecticides, which usually have a broad spectrum of action and
greater toxicity, even towards vertebrates. Among their numerous activities,
lactones can exhibit antifeedant properties. However, the use of natural lactones as
antifeedants is limited due to their low isolation yields from natural sources and
complex chemical synthesis. Therefore accesible synthetic compounds are of great
interest. This work presents the synthesis pathways and the deterrent activities of
the lactones obtained in convenient transformations, often from natural terpene
precursors.

Keywords: lactones, antifeedants, food deterrents, insect pests
Stowa kluczowe: laktony, antyfidanty, deterenty pokarmowe, szkodniki owadzie
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— kwas m-chloroperoksybenzoesowy

— sumaryczny wspotczynnik deterentnosci
— tetrahydrofuran
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WPROWADZENIE

Laktony to wewnatrzczasteczkowe estry hydroksykwasow. Z uwagi na wielko$¢
pierScienia laktonowego oraz mozliwo$ci jego polaczenia z rdéznorodnymi
podstawnikami alkilowymi lub arylowymi, stanowig one niezwykle zréznicowana
grupe zwigzkéw. Dzigki tej rdznorodnosci laktony wykazuja szereg interesujacych
wlasciwosci biologicznych np. wlasciwosci przeciwbakteryjne [1],
przeciwnowotworowe [2], przeciwzapalne [3], przeciwwirusowe [4] lub
przeciwmalaryczne [5]. Moga by¢ otrzymywane ze zrodet naturalnych, jak kumaryna
o zapachu siana lub wyizolowany z kocimietki nepetalakton. Z uwagi na mozliwosci ich
wykorzystania ze wzgledu m.in. na atrakcyjne wtasciwosci zapachowe, otrzymywane sa
rowniez na skalg przemystowa, zardwno na drodze syntezy chemicznej jak i metodami
biotechnologicznymi. Przyktadem jest 6-dekalakton, ktory charakteryzuje si¢ olejowo-
brzoskwiniowym aromatem wyczuwalnym juz przy stezeniu 5 mg/dm? [6].

Sposéréd licznych aktywnosci, zwigzki z ugrupowaniem laktonowym moga
wykazywa¢ wlasciwosci antyfidantne. Antyfidanty, czyli deterenty pokarmowe, to
substancje, ktore oddzialujac na narzady smaku owaddw, calkowicie lub cz¢$ciowo
hamujg ich zerowanie i moga shizy¢ do ograniczania populacji ich szkodliwych
gatunkéw [7]. Zaleta antyfidantow jest ich niska toksyczno$¢ oraz selektywnosé
wzgledem wybranej grupy szkodnikow, co stanowi alternatywe wzgledem klasycznie
stosowanych insektycydow, ktore zwykle cechujg si¢ szerokim spektrum dziatania
1 wicksza toksycznoscia nawet w stosunku do kregowcow [8].

Jednym z najbardziej znanych naturalnych antyfidantéw jest azadirachtyna [9].
Natomiast liczne laktony seskwiterpenowe, izolowane ze zrddet naturalnych, réwniez
wykazujg ten rodzaj aktywnosci [10]. Jako przyktad moze postuzy¢ miedzy innymi
helenalina - aktywny sktadnik arniki goérskiej od wiekdw stosowanej w medycynie
ludowej, znana ze swojego silnego dzialania przeciwzapalnego. Alantolakton
i izoalantolakton sg rowniez znane z uwagi na swoja aktywnos$¢ przeciwnowotworowa,
przeciwzapalng i przeciwutleniajaca. Kazdy z wymienionych powyzej laktonow jest
aktywnym antyfidantem wzgledem szkodnikéw magazynoéw zbozowych takich jak
skérek zbozowy 1 trojszyk ulec [11]. Zastosowanie naturalnych laktonéw jako
antyfidantow jest jednak ograniczone z uwagi na ich niewielka wydajno$¢ izolowania
ze zrodetl naturalnych oraz skomplikowang synteze chemiczng. W zwiazku z tym duzym
zainteresowaniem ciesza si¢ zwiazki syntetyczne, ktore tatwo otrzymaé na drodze
syntezy chemicznej czg¢sto stosujac naturalne prekursory terpenowe.



538 M .MAZUR

1. e-METYLENOLAKTONY

Laktony zawierajace w swojej strukturze ugrupowanie o-metylenowe znane sa
powszechnie ze swoich wlasciwosci cytotoksycznych, przeciwbakteryjnych,
przeciwpasozytniczych i przeciwnowotworowych [12]. Seskwiterpenowe laktony
z ugrupowaniem o-metylenowym, to zwiazki powszechnie izolowane z roslin, gtownie
z rodziny Compositae i stosowane w medycynie ludowej, zwlaszcza do leczenia stanow
zapalnych [13]. Roéwniez wilasciwosci antyfidantne tych potaczen budza
zainteresowanie. a-Metylenolaktony mozna otrzymaé¢ m.in. w dwuetapowej syntezie
chemicznej z alkenow lub cykloalkenéw, zgodnie ze schematem przedstawionym
ponizej (Rys. 1). W pierwszym kroku nastgpuje wprowadzenie grupy karboksylowej
w reakcji z kwasem Meldruma, a uzyskane a-karboksylaktony poddaje si¢ metylenacji
polaczonej z dekarboksylacja.

HCHO

2 PhNHMe
0 2eq (NHy),Ce(NO3)g CH;COOH
Me(,N Re o CH3COONa R o
Ry 3 » Re
COOH
1a Ry, R, =CH; >< 2a Ry, R, =CH;

1b Ry, R,=H 2b R;,R;=H

Rysunek 1.  Synteza a-metylenolaktonow
Figure 1. Synthesis of a-methylene lactones

Szereg otrzymanych na tym szlaku syntezy o-metylenolaktonéw poddano testom
biologicznym w celu okreslenia ich aktywnoS$ci antyfidantnej. Zwiazki testowane byly
wzgledem takich szkodnikoéw jak stonka ziemniaczana (Leptinotarsa decemlineata Say)
oraz plesniakowiec l$niacy (Alphitobius diaperinus Panzer). Miara aktywnosci
deterentnej w badaniach prowadzonych z udziatem tych szkodnikow jest sumaryczny
wspotczynnik deterentnosci (T) bedacy suma wzglgdnego wspotczynnika deterentnosci
(wyznaczanego w testach z wyborem) oraz bezwzglednego wspdiczynnika
deterentno$ci (wyznaczanego w tescie bez wyboru). Kiedy warto$¢ sumarycznego
wspotczynnika deterentno$ci miesci si¢ w granicach 200-150 substancja wykazuje
bardzo silna aktywno$¢ deterentna, w przedziale 150-100 dobra aktywno$¢ deterentna,
100-50 $rednig aktywnos$¢ deterentng, 50-0 stabg, natomiast ponizej zera uwazana jest
za atraktant [14] .

L. decemlineata jest jednym z najbardziej powszechnych szkodnikow owadzich
ziemniaka (Solanum tuberosum L.) w Europie i Ameryce Polnocnej. Chemiczne
zwalczanie tego owada stalo si¢ trudne ze wzgledu na szybki rozwdj odpornosci
populacji chrzaszczy na wickszo§¢ insektycydow. Sposrod szeregu laktonow
z podstawnikiem a-metylenowym najwyzsza aktywno$¢ zardwno wzgledem larw
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(T=160) jak i osobnikéw dorostych stonki ziemniaczanej (T=136) wykazywal lakton
2a. Natomiast jego prekursor — 2,4,4, -trimetylo-pent-1-en (1a) wykazywat wiasciwosci
atraktanta pokarmowego. W szeregu przeprowadzonych testow biologicznych mozna
zauwazy¢, ze wprowadzenie funkcji laktonowej zwigkszato aktywnos$¢ deterentng
wzgledem tego gatunku szkodnika [15].

Podobne zaleznosci mozna bylo zaobserwowa¢ w testach prowadzonych na
plesniakowcu I$niacym (4. diaperinus). Szkodnik ten zamieszkujacy $cidtke
w kurnikach oraz fermach drobiu, jest potencjalnym rezerwuarem wielu patogenow
ptakow w tym bakterii Salmonella typhimurium, Escherichia coli, wirusow
wywotujacych biataczke u drobiu, chorob¢ Mareka, chorob¢ Gumboro, chorobg
Newcastle oraz ptasia grype [16]. Testowane laktony w wiekszosci przypadkow
wykazywaly wyzsza aktywno$¢ deterentng niz ich prekursory. Przyktadem mogg by¢
laktony 3a i 4a otrzymane z myrcenu (3) i kamfenu (4), dla ktérych sumaryczny
wspolczynnik deterentnosci wzgledem osobnikoéw dorostych szkodnika wynosit
odpowiednio T=109 i 103. Jednak sposrod wszystkich testowanych zwiazkow,
najwyzszag aktywno$¢ deterentng charakteryzowal si¢ 2,4,4,-trimetylo-pent-1-en (1a),
dla ktérego sumaryczny wspotczynnik deterentnosci wynosit T= 161 [17].

R

Rysunek 2. a-Metylenolaktony otrzymane z myrcenu, kamfenu, karenu i citralu
Figure 2. a-Methylene lactones derived from myrcene, camphene, carene and citral

o

Z gota odmienne wnioski wyciagnig¢to z badan prowadzonych dla analogicznych
par zwiazkéw w testach aktywnosci deterentnej wzgledem mszycy grochowej
Acyrthosiphon pisum (Harris) oraz mszycy brzoskwiniowo-ziemniaczanej Myzus
persicae (Sulzer). Mszyca grochowa i mszyca brzoskwiniowo-ziemniaczana to dwa
gatunki mszyc, ktore moga powodowa¢ powazne szkody w rdznego typu uprawach
roslin uzytkowych. M. persicae jest uwazany za najbardziej polifagiczny gatunek
mszycy z zywicielami wtornymi w ponad 40 réznych rodzinach roslin. Jest takze
najwazniejszym wektorem owadzim ponad 100 wiruséw roslinnych. 4. pisum, cho¢
raczej oligofagiczny (ograniczony gtownie do roslin stragczkowych), jest gatunkiem
szkodnika, ktory moze przenosi¢ ponad 30 choréb wirusowych [18,19]. Dla
testowanych par alkenow i cyklicznych terpendw oraz ich pochodnych laktonowych
w wigkszosci przypadkow nie zaobserwowano znacznych réznic w aktywnosci.
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a-Metylenolaktony 2b i Sa otrzymane z 2-metylopent-1-enu (1b) i (+)-3-karenu (5)
wykazywaly aktywno$¢ antyfidantng wobec M. persicae, podczas gdy zwiazki
wyjsciowe nie byly aktywne. Natomiast (x)-kamfen (4), ktory byt silnym deterentem
wzgledem mszycy  brzoskwiniowo-ziemniaczanej, stracit aktywnos$¢  wraz
z wprowadzeniem pierscienia laktonowego (4a) [19]. Laktonowe pochodne citralu (6)
takze wykazywaly aktywno$¢ deterentng wzglgdem mszycy brzoskwiniowo-
ziemniaczanej. Citral odznaczal si¢ najszerszym dzialaniem modyfikujacym
zachowanie mszyc i1 dziatal jako repelent oraz antyfidant przed i po spozyciu.
Relatywny wspolczynnik deterentnosci (DI) oznaczony w tescie z wyborem dla
swobodnie  przemieszczajacych  si¢  mszyc byl najwyzszy dla citralu
i a-metylenolaktonu 6a i osiggat odpowiednio 0,7 i 0,8 po 24 godzinach od uzyskania
przez mszyce dostgpu do liSci. Warto$ci tak oznaczonego wspodtczynnika wahajg si¢ od
1(idealny deterent) do —1 (idealny atraktant) [20].

2. FOSFONIANOWE POCHODNE LAKTONOW

Grupa fosfonianowa wystepuje w wielu naturalnych i syntetycznych zwigzkach
biologicznie czynnych. Niektore fosfoniany pochodzenia naturalnego, jak
fosmidomycyna, wykazujg dzialanie przeciwbakteryjne [21]. Przyktadami
syntetycznych biologicznie aktywnych fosfonianéw jest alafosfalina o dziataniu
przeciwbakteryjnym lub herbicyd N-fosfonometyloglicyna [22]. Natomiast niektore
pochodne fosfonianowe laktondw wykazujg wlasciwosci antyfidantne. Jako przyktad
mogg postuzy¢ laktony, ktore udato si¢ otrzymac w kilkuetapowej syntezie chemicznej
rozpoczynajacej si¢ od reakcji metylofosfonianu dietylolitu odpowiednio z aldehydem
krotonowym (7) lub 3-metylo-2-buten-1-alem (8).

Produkty tych reakcji, ktérymi byly pochodne alkoholi allilowych 7a i 8a, zostaly
poddane nastepnie przegrupowaniu Claisena w modyfikacji ortooctanowej. Otrzymane
nienasycone estry 7b, 8b utleniono kwasem m-chloroperoksybenzoesowym w celu
otrzymania epoksyestrow 7c¢ i 8c. Te natomiast stanowily substraty w reakcji
laktonizacji prowadzonej w $rodowisku kwasnym, w wyniku ktorej otrzymano
fosfonohydroksylaktony 7d i 8d [23]. Otrzymane na tym samym szlaku przeksztalcen
estry stanowily rowniez substraty do otrzymywania jodolaktonéw 7f i 8f oraz ich
nienasyconych pochodnych 7g i 8g. W tym wypadku estry poddawane byty zasadowej
hydrolizie, a produkty hydrolizy, ktérymi byty nienasycone kwasy karboksylowe 7e, 8e,
jodolaktonizowano i poddawano dehydrohalogenacji z udziatem
1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-enu (DBU) (Rys. 3) [24].



SYNTEZA ORAZ AKTYWNOSC ANTYFIDANTNA LAKTONOW 541

R

o] OH R
o )\/ . I 7aR=H
n-BuLi
I + cHo (Et0),P 8aR=CH
(E10),PCH, ~ 2 7 a 3

7R=H
8R=CH, CH;C(OE),
EtCOOH, 180°C
0 R 1) KOH/EtOH o R
Il 2) HCl I
(EtO),P. N COOEt — 3 (EtO),P; N COOH
7TbR=H 7eR=H
8b R=CH, 1/KI 8e R =CHj
m-CPBA NaHCO,
I ) i "
(El()):P\/<T)</COOE1 (ntO),U
7cR=H 7fR=H
gHg 8cR=CH, b 8fR = CH,
2 DBU
HCIO, ©
‘0‘ oH R o R
(EtO),P; (EtO). U
2/ /
Y 7dR=H \ 7gR=H
8d R=CHj, 8g R =CHj;
° o

Rysunek 3.  Synteza fosfonolaktonow
Figure 3. Synthesis of phosphonolactones

Wszystkie otrzymane pochodne fosfonianowe laktondow zostaly poddane badaniom
aktywnosci antyfidantnej wzgledem szkodnikéw magazynow zbozowych takich jak:
chrzaszcze wotka zbozowego (Sitophilus granarius L.), larwy skorka zbozowego
(Trogoderma granarium Ev.) oraz chrzaszcze i larwy trojszyka ulca (Tribolium
confusum Duv.). Najbardziej aktywne okazaty si¢ jodolaktony zawierajgce reszte kwasu
fosfonowego 7f, 8f. Dla wszystkich testowanych szkodnikow sumaryczny
wspotczynnik  deterentnosci  tych zwiazkow przekroczyt wartos¢ 100 [24],
a w przypadku pochodnej 7f dla larw skoérka zbozowego wynidst 155. Laktony
nienasycone 7g, 8g i hydroksylaktony 7d, 8d wykazywaly wigksza selektywnos¢
wzgledem larw trojszyka ulca oraz larw skorka zbozowego [23].

3. ARYLOWE POCHODNE LAKTONOW

Prekoceny, metoksylowe pochodne 2,2-dimetylochromenu, wyizolowane z ros$lin
z rodzaju Ageratinae, znane s3 ze swojej aktywnosci do indukowania przedwczesnej
metamorfozy u niedojrzatych pluskwiakow [25]. Dowiedziono, ze prekoceny wykazuja
réowniez dziatanie antyfidantne. Obecnos¢ prekocenu II w diecie Rhodnius prolixus
ogranicza jego zerowanie, co zwigzane jest ze zmniejszeniem ilo$¢ krwi pobieranej
przez tego owada [26]. Mimo, iz prekoceny wykazuja wlasciwosci antyjuwenilne
i antyfidantne, charakteryzuja si¢ rowniez wlasciwosciami hepatotoksycznymi
i nefrotoksycznymi w stosunku do kregowcow [27]. W zwiazku z tym chemiczne mo-
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dyfikacje ich struktury prowadzone byly w celu otrzymania pochodnych
o potencjalnie mniejszej toksycznosci.

Transformacj¢ prekocendow 9 i 10 w odpowiednie 3-chromanony 9a i 10a
przeprowadzono zgodnie ze zmodyfikowang metoda Jenningsa [28] (hydrolizg
i przegrupowanie 3.,4-diolu przeprowadzono jednoetapowo przy uzyciu kwasu
chlorowodorowego w acetonie). Otrzymane w ten sposob chromanony 9a i 10a
poddano reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa. Bezposrednie produkty olefinowania
chromanonéw, estry z egzocyklicznym wigzaniem podwojnym, izomeryzowaly
w $rodowisku reakcji do bardziej trwatych p,y-nienasyconych estrow 9b i 10b.
Kolejnym etapem byta ich zasadowa hydroliza oraz jodolaktonizacja. Nienasycone
laktony 9e i 10e otrzymano w reakcji odpowiednich jodolaktonow 9d i 10d
z trietyloaming w eterze dietylowym w temperaturze pokojowe;j (Rys. 4).

COOMe
(Et0),P(0)CH,CO,Me

1) m-CPBA/CH,CI, R 0 MeLiTHF R &
e
2) HCl/aceton

MeO 0

9 R= H 9a R= H
10 R = OMe 10a R = OMe J

COOK COOMe
R EGN 1,/KI KOH
Et,0 NaHCO;/Et, () \ MeOH
- -— -—
MeO O O
9¢ R=H 9d R=H 9¢ R=H 9% R=H

10e R = OMe 10d R = OMe 10c R = OMe 10b R = OMe

Rysunek 4. Synteza laktonowych pochodnych prekocenow
Figure 4. Synthesis of lactone derivatives of precocenes

Prekoceny, zwlaszcza prekocen II (10), wykazywaly bardzo silne dziatanie
antyfidantne na wszystkie testowane szkodniki magazynoéw zbozowych (chrzaszcze
i larwy T. confusum. chrzaszcze S. granarius, larwy T. granarium). Wprowadzenie
ugrupowania laktonowego spowodowato spadek aktywnosci antyfidantnej wobec tych
gatunkow. Oba prekoceny byly umiarkowanie aktywne wobec stonki ziemniaczanej (L.
decemlineata). Najlepszymi antyfidantami dla tego gatunku byly jodolaktony.
Wprowadzenie jodu do czasteczki mialo pozytywny wplyw na zwigkszenie aktywnosci
antyfidantnej testowanych laktonéw wzgledem stonki ziemniaczanej w poréwnaniu do
nienasyconych analogow [29].

Poréwnujac wilasciwosci antyfidantne aromatycznych e-laktonéw, otrzymanych
w reakcji utlenienia Baeyera-Villigera (Rys. 5) z metoksy- i dimetoksypochodnych
tetralonu, réwniez w wigkszosci przypadkéw mozna zauwazy¢, ze wykazywaly one
wyzsza aktywno$¢ od karbonylowych prekursorow. Najbardziej aktywny sposrod puli
testowanych zwiazkéw okazat si¢ 6,9-dimetoksybenzoksepan-2-on (11a) wzgledem
larw trojszyka ulca (7. confusum) z catkowitym wspolczynnikiem deterentnosci na
poziomie T=146 oraz 7,8-dimetoksybenzoksepan-2-on (12a), dla ktérego sumaryczny
wspotczynnik deterentnosci wynosit T=142. Wszystkie testowane w tym badaniu zwia-
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zki wykazywaly do$¢ staba aktywnos$¢ wzgledem larw skoérka zbozowego (T.
granarium) [30]. W przypadku badan aktywnosci deterentnej wzgledem mszycy
brzoskwiniowo-ziemniaczanej M. persicae, to wlasnie 7,8-dimetoksybenzoksepan-2-on
(12a) charakteryzowat si¢ najwyzsza aktywnoscia [31].

Ry o R,
(o]
Ry Ry 0
m-CPBA
_—
Rs Ry
Ry R4
11 R;Ry= OCH; R,Ry=H 1la R; R4= OCH; R,Ry=H
12 R, R4=H, R, R;=OCHj3 12a R, R;=H, R, R;=OCH;

Rysunek 5. Reakcja utlenienia Baeyera-Villigera pochodnych tetralonu do e-laktonow
Figure 5. Baeyer-Villiger oxidation reactions of tetralone derivatives to e-lactones

Liczne B-arylo-y-laktony zawierajace, dodatkowo w swojej strukturze, grupy
hydroksylowe, atomy chlorowca oraz wigzania olefinowe stanowily grupe zwiazkow
testowych, wsérdéd ktorych udato si¢ znalezé substancje o wysokiej aktywnosci
antyfidantnej, poréwnywalnej nawet z azadirachtyng. Bezposrednimi substratami
w syntezie laktonéw byly y,8-nienasycone estry 13c-16¢. zawierajace podstawnik
fenylowy  13¢, p-metylofenylowy  14¢, p-metoksyfenylowy 15¢  oraz
benzo[1,3]dioksolowy 16¢. Otrzymano je na szlaku przeksztalcen wychodzac
z odpowiednich aldehydéw aromatycznych 13-16, ktére w pierwszym etapie poddano
kondensacji Claisena-Schmidta z acetonem w Srodowisku zasadowym. Produkty tej
reakcji 13a-16a nastepnie selektywnie redukowano z udzialem NaBH4, w wyniku czego
otrzymano odpowiednie alkohole allilowe 13b-16b. Kolejnym etapem byto
przegrupowanie Johnsona-Claisena z zastosowaniem ortooctanu etylu i katalitycznej
ilosci kwasu propionowego. Otrzymane 7,d-nienasycone estry poddano laktonizacji
przy uzyciu kwasu m-chloroperoksybenzoesowego oraz katalitycznej ilosci kwasu
trifluoroctowego. W toku reakcji nastgpowata epoksydacja podwdjnego wigzania,
a powstale epoksyestry byly natychmiast przeksztalcane w  mieszaning
hydroksylaktonow. Alternatywnie estry hydrolizowano w $rodowisku zasadowym, do
v,0-nienasyconych kwasow karboksylowych 13e-16e, ktore w dalszej kolejnosci
poddawano jodolaktonizacji oraz dehydrohalogenacji z udziatem DBU lub reakcji
z wodorkiem tributylocyny, w wyniku ktorej otrzymano y-etylopochodne 13i-16i, 13h-
16h (Rys. 6).

Sposrod testowanych hydroksylaktonéw najwyzsza aktywnoscia, wzglgdem
szkodnikow magazynow zbozowych, charakteryzowal si¢ lakton z podstawnikiem
p-metylofenylowym 14d. Catkowity wspolczynnik deterentnosci wynosit w tym
wypadku T=132 wzgledem larw trojszyka ulca (7. confusum), T=124 wzgledem larw
skorka zbozowego (T. granarium) i T=104 wzgledem chrzaszczy wotka zbozowego
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(S. granarius) [32]. Lakton z podstawnikiem fenylowym 13i wykazywal wysoka
aktywnos$¢ (T=162) wzgledem larw trojszyka ulca, natomiast lakton z podstawnikiem
p-metylofenylowym 14i wykazywat wysoka aktywnos¢ (T=167) wzgledem larw skoérka
zbozowego [33]. Sposrod laktondw z podstawnikiem p-metoksyfenylowym najwigksza
aktywnos$¢ antyfidantng wobec wszystkich testowanych szkodnikéw, poréwnywalng
z azadirachtyna, zaobserwowano dla laktonu z podstawnikiem winylowym 15k, ktory
okazal si¢ bardzo silnym deterentem zerowania osobnikéw dorostych i larw trojszyka
ulca (7. confusum, T = 171 i 184) oraz skorka zbozowego (7. granarium, T = 172).
W testach prowadzonych z udziatem wotka zbozowego (S. granarius), zaobserwowano
silng aktywnosc¢ tego zwiazku (T=143) [34].

13 R= - o NaBH,,

f aceton McOH
R R ~ — /\)\

13a, 14a, 15a, 16a 13b, 14b, 15b, 16b
14 R=

(e} EtCOOH, 138°C

o] o]
15 R= . m-CPBA,CF;COOH
. CHCL
O - . o R/"
16 R= . R - R 3
0 i
OH OH HO

A

l CH;C(OEb);

13d, 14d, 15d, 16d 13c, 14c¢, 15c¢, 16¢

NaOH
EtOH

o
L/KI
Eé _ NaHCOy/ELO o7
R 7

13e, 14e, 15¢, 16e
13g, 14g, ng, 16g 13f, 14f, 15f, 16f

DBU / benzen

(C4Hyg)3SnH / benzen Eé\ &
Eé\ d 13j, 14j, 15j, 16 13k, 14k, 15k, 16k

13i, 14i, 15i, 16i 13h, 14h, 15h, 16h

Rysunek 6. Synteza laktonéw z podstawnikiem aromatycznym
Figure 6. Synthesis of lactones with aromatic substitutent

4. ALKILOWE POCHODNE LAKTONOW

Alkilopodstawione e-laktony mozna otrzymac¢ jako produkty reakcji utlenienia
typu Baeyera-Villigera odpowiednich metylopodstawionych cykloheksanonéw (Rys. 7).
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Dodatkowo obecnos$¢ w czasteczce substratu wigzania C=C powoduje, ze produkty
syntezy, obok pierscienia laktonowego, moga réwniez zawiera¢ funkcj¢ epoksydowa.
Co ciekawe, wystepowanie pier§cienia oksiranowego zwigkszato aktywnos¢ deterentng
niektorych pochodnych e-laktonéw wzgledem szkodnikéw magazyndéw zbozowych.
Sposrdéd  licznych  testowanych  metylopodstawionych — e-laktonéw  najwyzsza
aktywnoscia (T=109) charakteryzowat si¢ 4,4,6-trimetylooksepan-2-on (17a),
wzgledem chrzaszczy trojszyka ulca. Jednak zdecydowanie wyzsze aktywnosci
deterentne uzyskano testujac epoksydowe pochodne werbenonu 18b (chrzgszcze wotka
zbozowego T=164) i dihydrokarwonu 19¢ i 19d (trojszyk ulec larwy 19¢ T=117, a 19d
T=145) [35]. W przypadku badania aktywnoSci antyfidantnej podobnej grupy zwigzkow
wzgledem  mszycy  brzoskwiniowo-ziemniaczanej  najwyzsza  aktywnoscig
charakteryzowaly si¢ epoksylaktony otrzymane z dihydrokarwonu [36].

17 17a 17b

m-CPBA

— MIBA . N

o]

/\
19

(+)-19a (+)-19¢
(-)-19b (-)-19d

Rysunek 7. Reakcje utlenienia Baeyera-Villigera cyklicznych ketonéw do e-laktonow
Figure 7. Baeyer-Villiger oxidation reactions of cyclic ketones to e-lactones

Wzbogacone enancjomerycznie y- 1 O-dekalaktony 20a i 2la otrzymano
z odpowiednich racemicznych dioli 20 i 21, jako produkty enzymatycznego utleniania
katalizowanego przez rézne dehydrogenazy alkoholowe w tym dehydrogenaze
alkoholowa (HLADH) wyizolowana z watroby konskiej, jak i rekombinowana w E. coli
(Rys. 8). Dziatanie deterentne dekalaktonow 20a i 2la przeciwko mszycy
brzoskwiniowo-ziemniaczanej M. persicae zalezalo od wielkoSci piericienia
laktonowego i czystoSci enancjomerycznej zwiazkow. Dekalakton 21a zawierajacy
szedciocztonowy pierScien okazal si¢ nieaktywny wobec M. persicae, podczas gdy
lewoskretny izomer dekalaktonu 20a z pigcioczlonowym pier§cieniem wykazywat
wlasciwosci deterentne [37].
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Rysunek 8.  Enzymatyczna synteza v- i 5-dekalaktonu
Figure 8. Enzymatic synthesis of y- and 3-decalactone

Alkilopodstawione laktony zawierajace egzocykliczne wigzanie C=C otrzymano
rowniez w sekwencji reakcji wychodzac z odpowiednich y,8-nienasyconych kwasow,
ktére poddano jodolaktonizacji i dehydrohalogenacji z udziatem DBU (Rys. 9 i 10). Ich
aktywnos$¢ wyznaczono m.in. dla stonki ziemniaczanej (L. decemlineata) oraz mszycy
brzoskwiniowo-ziemniaczanej (M. persicae). Najdhuzej efekty deterentne wzgledem
mszyc wywotywal nienasycony lakton 22b. W tym wypadku zmniejszenie liczby
owadoéw zasiedlajacych liscie obserwowano od rozpoczecia do konca trwania
eksperymentu, to jest do 24 godzin po zastosowaniu laktonu 22b [38].

COOH  I/KI
NaHCO4/Et,0 DBU
- - -
22 i o o o .
22a 22b

Rysunek 9. Synteza y-laktonu 22b
Figure 9. Synthesis of y-lactone 22b

Laktony 23c¢ i 23d byly skuteczniejszymi deterentami wzgledem chrzaszczy niz
larw stonki ziemniaczanej. Szczegodlnie dobre wlasciwosci antyfidantne wobec
chrzaszczy stwierdzono w przypadku laktonu 23c¢ o konfiguracji E wigzania
podwdjnego. W tescie z wyborem calkowicie hamowat on Zerowanie, a w tescie bez
wyboru chrzaszcze zjadaly o 60% mniej pokarmu, w poréwnaniu z kontrolg. Byl on
réowniez dobrym deterentem wzglgdem larw tego szkodnika, ale dziatanie to byto
widoczne tylko w tescie z wyborem. W sytuacji braku wyboru potraktowany badanym
zwigzkiem pokarm byl akceptowany przez larwy, a poziom zerowania tylko
nieznacznie rdznit si¢ od kontroli [39].
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Rysunek 10.  Synteza y-laktonow 23c¢ i 22d
Figure 10. Synthesis of y-lactones 23¢ and 22d

Wychodzac od farnezolu (24), seskwiterpenowego alkoholu allilowego,
w podobnej sekwencji reakcji otrzymano szereg zwigzkow, ktorych aktywnosé
antyfidantng okreslono wzgledem szkodnikow magazynéw zbozowych, stonki
ziemniaczanej oraz mszycy brzoskwiniowo-ziemniaczanej. Szlak przeksztatcen
obejmowal w tym wypadku przegrupowanie Johnsona-Claisena, zasadowa hydrolize
otrzymanych estréw, jodolaktonizacje nienasyconych kwasoéw karboksylowych,
a nastepnie przeksztatcenie laktonowych pochodnych z udzialem DBU i wodorku
tributylocyny (Rys. 11). Sposrdd uzyskanych zwigzkoéw z ugrupowaniem laktonowym,
najwyzsza aktywno§¢ wykazywal lakton 24e wzgledem larw i chrzaszczy trojszyka
ulca, sumaryczny wspolczynnik deterentnosci osiagngt wartosci odpowiednio T=152
i 144. Dobrymi deterentami wzglgdem tego szkodnika okazaly si¢ takze lakton 24d
(T=142 1 114) oraz jodolakton 24¢ (T =138 i 112). Jednak podkresli¢ nalezy, ze zwigzek
wyjsciowy — farnezol, miat zdecydowanie szerszy wachlarz aktywnos$ci i wykazywat
wlasciwo$ci antyfidantne wzgledem: larw trojszyka ulca (T=185), chrzaszczy woltka
zbozowego (T=149), larw skorka zbozowego (T=128) oraz chrzaszczy plesniakowca
ISnigcego (T=121) [40]. Podobnie w badaniach deterentnosci wzgledem stonki
ziemniaczanej najbardziej aktywny okazat si¢ farnezol. Natomiast dobre wiasciwosci
deterentne wzgledem larw tego szkodnika wykazywat takze y-metylenolakton 24d [41].
Farnezol okazal si¢ tez najbardziej aktywnym deterentem wzgledem mszycy
brzoskwiniowo-ziemniaczanej. Stosowanie tego terpenoidu powodowato unikanie
potraktowanych nim roslin przez mszyce. Laktonowe pochodne farnezolu 24d i 24e
byly aktywnymi deterentami (wartosci relatywnego wspotczynnika deterentnosci
wynosity odpowiednio DI: 0,4 i 0,3), jednak ich niekorzystny wplyw na zasiedlanie
roslin przez mszyce byt widoczny dopiero po 24h trwania eksperymentu. Testowany
jodolakton 24c¢ nie wykazywal aktywnosci deterentnej w przeprowadzonych
eksperymentach [42].
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Rysunek 11.  Synteza laktonowych pochodnych farnezolu
Figure 11. Synthesis of lactone derivatives of farnesol

5. LAKTONY Z UKLADEM p-MENTANU
5.1. LAKTONOWE POCHODNE PIPERYTOLU

Liczne zwiazki z ugrupowaniem laktonowym otrzymano w wyniku syntezy
chemicznej, ktora rozpoczynata si¢ od terpenowych prekursoréw z uktadem p-mentanu.
Jako przyklad moga tu poshizy¢ laktony, ktére otrzymano w trzy i czteroetapowej
syntezie z racemicznych trans- (25) oraz cis-piperytolu (26), jak i enancjomeréw
poszczegolnych alkoholi (Rys. 12) [43]. Synteza obejmowata  przegrupowanie
Johnsona-Claisena oraz zasadowa hydrolize estrow. Nienasycone kwasy byly
substratem w trzech réznych reakcjach halolaktonizacji. Pierwsza prowadzona byla
w $rodowisku zasadowym z zastosowaniem roztworu jodu w jodku potasu, a jej
produktami byly odpowiednie jodolaktony 25e i 26a. W wyniku laktonizacji v,d-
nienasyconych kwaséw karboksylowych z uzyciem bromu jako czynnika
elektrofilowego otrzymano odpowiednie bromolaktony 25d i 26b. Aby otrzymac
chlorolaktony, przeprowadzono reakcje y,0-nienasyconych estrow z N-chloroimidem
kwasu bursztynowego (NCS). W reakcji estrow otrzymanych z cis-piperytonu z NCS
powstata mieszanina produktow, ktérych niestety nie udato si¢ rozdzieli¢
i w konsekwencji okresli¢ ich struktury. W reakcji framns-y,0-nienasyconego estru
z NCS, otrzymano odpowiadajacy mu chlorolakton 25¢. W reakcji jodolaktonow
z wodorkiem tributylocyny otrzymano nasycone laktony 25f i 26¢ [44]. Utlenianie v,0-
nienasyconych estréw kwasem m-chloroperoksybenzoesowym pozwolito na otrzymanie
epoksyestrow 1 nastepnie, w reakcji laktonizacji prowadzonej w §rodowisku kwasnym,
odpowiednich hydroksylaktonow 25h i 26d [45].
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Synteza laktonowych pochodnych z trans-piperytolu oraz ich odpowiedniki otrzymane

Z cis-piperytolu

Synthesis of lactone derivatives of frans-piperitol and their analogues derived from cis-

piperitol

Wszystkie laktonowe pochodne wykazywaly aktywno$¢ deterentng wzgledem
mszycy brzoskwiniowo-ziemniaczanej. Jodo-, bromo- i chlorolaktony wptywaly
negatywnie na zerowanie wstepne oraz wlasciwe i osiadanie M. persicae. Aktywnos¢
deterentna poszczeg6lnych zwigzkow rdznita si¢ w zaleznoscei od rodzaju atomu chloro-
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wca obecnego w czasteczce oraz od struktury przestrzennej laktonu.

W odniesieniu do epidemiologicznego znaczenia mszyc jako wektorow wirusow,
bromolaktony, zwlaszcza (+)-25d i (+)-26b, bylyby najbardziej obiecujacymi
substancjami deterentnymi, ktore potencjalnie moga zapobiega¢ przenoszeniu wirusow
roslinnych [43]. Laktony (+)-25f i (£)-25f wykazaty szeroki zakres i dtugo$¢ dziatania
deterentnego wobec M. persicae: zwiazki te dzialaly natychmiast po zastosowaniu
i powodowaly zaprzestanie zerowania wstgpnego testowanych owadow [44]. Wszystkie
hydroksylaktony wptywaty negatywnie na osiadanie M. persicae. Lakton (—)-26d byt
sposréd nich najsilniejszym deterentem zerowania wstepnego oraz wlasciwego dla tych
szkodnikow [45].

Laktonowe pochodne piperytoli testowano roéwniez wzgledem plesniakowca
ISnigcego A. diaperinus. Praktycznie wszystkie laktonowe pochodne byly znacznie
silniejszymi antyfidantami dla osobnikéw dorostych niz dla larw, co jest zjawiskiem
dos¢ powszechnym. Spowodowane jest to tym, ze osobniki doroste posiadaja wigksza
liczbe chemoreceptorow w czgsci ggbowej i wybieraja okreslone ro$liny, na ktérych
zeruja 1 sktadajg jaja. Najbardziej aktywnymi zwigzkami byty hydroksylaktony (—)-25h
i (%)-25h. Sumaryczny wspotczynnik deterentnosci wynosit w tym wypadku
odpowiednio T=172 1 180, co stanowi warto§¢ porownywalna do azadirachtyny.
W obecnosci tych laktonow, pokarm spozywany przez osobniki doroste tego owada
w tescie bez wyboru, stanowil jedynie okoto 3% pokarmu spozywanego w kontroli.
Z pochodnych laktonowych zawierajacych atom chlorowca na uwage zastuguje wysoka
aktywnos$¢ joodolaktonu (x)-25a zarowno wzgledem larw (T=164) jak i osobnikow
dorostych (T=159) plesniakowca ISnigcego [46]. Testowane laktony wykazywaty
jednak stabe wilasciwosci deterentne wzgledem stonki ziemniaczanej L. decemlineata
[45].

5.2. LAKTONOWE POCHODNE PULEGONU

Szereg laktonowych pochodnych otrzymano rowniez stosujac jako substrat
w syntezie pulegon (27). Laktonowe pochodne otrzymano na dwoéch szlakach
przeksztalcen jednym klasycznym, rozpoczynajacym si¢ redukcja grupy karbonylowej
ketonu z udzialem NaBHs i dalej prowadzonym w sposdb analogiczny do
przedstawionego wyzej dla piperytolu. Produktami tych reakcji byty odpowiednie jodo-
(27a), hydroksy- (27d, 27e) nienasycone (27¢) i nasycone laktony (27b).
Hydroksylaktony otrzymane na tym szlaku utleniano rowniez, stosujac dichromian
pirydyny w dichlorometanie, do odpowiednich ketonowych pochodnych 27f, 27g
(Rys.13) [47,48].
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Rysunek 13.  Laktony otrzymane z pulegonu
Figure 13. Lactones derived from pulegone

Drugi szlak przeksztalcen rozpoczynat si¢ od reakcji przegrupowania allilowego
polaczonego z przegrupowaniem Claisena enancjomerow cis-pulegolu (28).
W obecnosci katalitycznych ilosci wody otrzymano mieszaniny 7,0-nienasyconych
estrow etylowych 28b i 28c. Taki przebieg reakcji byt spowodowany przegrupowaniem
cis-pulegoli do bardziej stabilnych alkoholi trzeciorzedowych, ktore ulegaty
przegrupowaniu Claisena. Mieszaning estréw nastgpnie zhydrolizowano oraz
przeprowadzono w p-nitrofenylowe pochodne 28f i 28¢g, ktére rozdzielono metodami
chromatograficznymi. Nastepnie prowadzono reakcje epoksydacji z m-CPBA,
a otrzymane epoksyestry 28h, 28i rozdzielono i poddano reakcji laktonizacji
w s$rodowisku kwasnym, jako produkty otrzymujac y- i d-hydroksylaktony 28k i 281
(Rys. 14) [49].
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Rysunek 14.  Przyktadowy schemat syntezy laktonowych pochodnych cis-pulepolu
Figure 14. Example for the synthesis of cis-pulepol lactone derivatives
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Otrzymane w powyzszych szlakach syntezy zwiazki poddane zostaly testom
aktywnosci antyfidantnej wzgledem szkodnikow magazynow zbozowych (S. granarius,
T. granarium, T. confusum). Wigkszos¢ syntetycznych polaczen wykazywata $rednig
aktywnos$¢ deterentng w poroéwnaniu z wzorcami, ktéorymi byly azadirachtyna czy
bakkenolid. Spos$réd badanych zwigzkdéw najbardziej aktywne byly spirolaktony
z grupami hydroksylowymi (+)-27d i (-)-27d lub ketonowymi (+)-27g i (-)-27g, ktore
wykazywaly silng oraz bardzo silng aktywno$¢ deterentng wzgledem osobnikow
dorostych oraz larw trojszyka ulca. Dla hydroksylaktonu (+)-27g sumaryczny
wspolczynnik deterentnosci wynosit T=172 wzglgdem larw oraz T=162 wzgledem
osobnikéw dorostych tego szkodnika. Ketolaktony wykazywaly rowniez silng
aktywnos$¢ deterentng wzgledem larw skoérka zbozowego. Sumaryczny wspotczynnik
deterentnos$ci wynosit odpowiednio T=143 dla (+)-27g oraz T=135 dla (-)-27g.
Aktywno$¢ biologiczna wzgledem testowanych szkodnikéw w sposéb istotny zalezata
zatem od konfiguracji centréw chiralnosci zwiazkow. Poréwnanie aktywnosci
antyfidantnej par enancjomeréw wykazato, ze w wigkszosci przypadkow laktony
syntetyzowane z (R)-(+)-pulegonu byly bardziej aktywnymi antyfidantami niz te
otrzymane z (S)-(-)-pulegonu [50].

6-Hydroksy-y-spirolaktony (+)-27d i (-)-27d wykazywaly réwniez znaczng
aktywnos$¢ wobec osobnikéw dorostych plesniakowca 1$nigcego (4. diaperinus), ale
zastapienie grupy hydroksylowej grupa ketonowa znacznie zmniejszylo dzialanie
deterentne &-keto-y-spirolaktonow (+)-27f i (—=)-27f. Bicykliczne y-hydroksy-o6-laktony
ze skondensowanymi pier§cieniami (+)—28k i (—)-28k oraz 4-hydroksy-y-lakton (+)—281
byly bardzo silnymi antyfidantami zarowno dla larw jak i osobnikéw dorostych
plesniakowca I$nigcego [51].

UWAGI KONCOWE

Szkodniki owadzie s3 gtownym zrodtem strat w uprawach, powodujg zarowno
obnizenie plonow, jak i spadek ich jakosci. Dodatkowo moga réwniez powodowaé
powazne straty w trakcie przechowywania produktow spozywczych. Do ograniczania
ich populacji powszechnie stosowane sa chemiczne $rodki ochrony roslin — pestycydy.
Jednak nadmierne stosowanie pestycydow tj. wigksze niz jest to konieczne do
osiggnigcia wzrostu wydajnosci, moze mie¢ szkodliwy wplyw na $rodowisko przez
zmniejszenie roznorodnosci biologicznej, jak i toksyczny wplyw na organizmy zywe.
Pestycydy, w czasie ich aplikacji, moga stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia rolnikow.
Zastosowanie pestycydow prowadzi réwniez do zanieczyszczenie gleb i zasobow
wodnych oraz stwarza niebezpieczenstwo zwigzane z utylizacja ich pustych opakowan.
Waznym aspektem jest rowniez pojawianie si¢ odpornosci u szkodnikow owadzich
[52]. Liczne zagrozenia, ktoére zwigzane s3 z zastosowaniem pestycydow,

a jednoczesnie konieczno$¢ ochrony plonéw sprawiaja, ze proponowanych i rozwija-
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nych jest coraz wigcej rozwigzan alternatywnych. Zastosowanie zwigzkéw laktonowych
o aktywnosci deterentoéw pokarmowych, ktore czesto otrzymywane sa z naturalnych
prekursorow i wykazuja selektywng i bardzo wysoka aktywno$¢, moze by¢ jedna
z mozliwych perspektyw na drodze do rozwigzania tych problemow.
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ABSTRACT

The resistance of Candida albicans and other pathogenic yeasts to azole
antifungal drugs has increased rapidly in recent years and is a significant problem in
clinical therapy. The current state of pharmacological knowledge precludes the
withdrawal of azole drugs, as no other active substances have yet been developed that
could effectively replace them. Therefore, one of the anti-yeast strategies may be
therapies that can rely on the synergistic action of natural compounds and azoles,
limiting the use of azole drugs against candidiasis. Synergy assays perperformed in
vitro were used to assess drug interactions Fractional Inhibitory Concentration Index.
The synergistic effect of fluconazole (1) and three synthetic lactones identical to
those naturally occurring in celery plants—3-n-butylphthalide (2), 3-n-
butylidenephthalide (3), 3-n-butyl-4,5,6,7-tetrahydrophthalide (4)—against Candida
albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091, and C. guilliermondii KKP 3390
was compared with the performance of the individual compounds separately. MICo
(the amount of fungistatic substance (in pg/mL) inhibiting yeast growth by 90%) was
determined as 5.96-6.25 ng/mL for fluconazole (1) and 92—-150 pg/mL for lactones
2—4. With the simultaneous administration of fluconazole (1) and one of the lactones
24, it was found that they act synergistically, and to achieve the same effect it is
sufficient to use 0.58-6.73 pg/mL fluconazole (1) and 1.26-20.18 pg/mL of lactones
2—4. Based on biological research, the influence of the structure on the fungistatic
activity and the synergistic effect were determined.

Keywords: synergistic effect, Candida albicans, phthalide lactones, fluconazole
Stowa kluczowe: efekt synergistyczny, Candida albicans; laktony ftalidowe;
flukonazol
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1. WPROWADZENIE

1.1. Candida albicans jako czynnik potencjalnie zakazny

Kandydoza jest infekcja wywolywana zaréwno przez Candida albicans, jak 1 gatunki
Candida non-albicans (NAC). Infekcje te sa najczgsciej endogennie, poniewaz glownym
zrodlem zakazenia jest przewod pokarmowy [1, 2]. Inwazyjne procedury medyczne stwarzaja
mozliwo$¢ przenoszenia zakazenia z czlowieka na cztowieka w $rodowisku szpitalnym. C.
albicans 1 C. glabrata sg obecnie najczestszymi patogenami grzybiczymi u ludzi. W Stanach
Zjednoczonych w latach 2013-2017 [3] drozdzaki Candida byly odpowiedzialne za jedna
czwartg zgonéw spowodowanych przypadkami fungemi w szpitalach. Drozdze z rodzaju
Candida odpowiadaja za kandydoze rozsiana, kandydoze wewnatrznaczyniowa, a nawet
infekcje osrodkowego ukladu nerwowego. W krajach wysoko rozwinigtych, takich jak USA,
Norwegia czy Wielka Brytania, coraz czesciej obserwuje si¢ wzrost $miertelnosci z powodu
ogolnego zakazenia oportunistycznymi szczepami Candida [4, 5]. Przewiduje sig, ze 75% kobiet
na catlym $wiecie zachoruje na kandydozg przynajmniej raz w zyciu. Problem ten z roku na
rok staje si¢ coraz powazniejszy i stanowi niepokojace zagrozenie dla zdrowia
publicznego, dlatego tak wazne jest podjecie dziatan w kierunku jego ograniczenia [6].

1.2. Farmakologiczne zastosowanie flukonazolu i zwigzane z nim ryzyko

Wiadomo, ze flukonazol jest jednym z najczeSciej stosowanych lekow w terapii
kandydozy [7]. Jest zwigzkiem nalezacym do grupy azoli. Lek ten hamuje wzrost wigkszosci
drozdzakéw Candida, Cryptococcus 1 innych dermatofitow odpowiedzialnych za
ogolnoustrojowe i powierzchowne zakazenia grzybicze u ludzi. W farmakologii jest stosowany
jako lek pierwszego wyboru od 1990 roku.

Flukonazol, ze wzgledu na obecno$¢ w swojej strukturze dwoch triazoli oraz pierscienia
difluorofenylowego, zaburza syntezg steroli [8]. Przy dluzszej terapii stosowanie flukonazolu
moze prowadzi¢ do hepatotoksycznosci, co stanowi istotny problem dla 0séb z obnizong
odpornoscig i immunosupresjg. Najbardziej narazone grupy stanowig pacjenci z AIDS,
w trakcie chemioterapii oraz osoby z chorobami uktadu oddechowego, w tym z ostrym
COVID-19 [9-11]

1.3. Mechanizm dzialania flukonazolu na komoérki drozdzakéw z rodzaju Candida
Mechanizm dzialania flukonazolu opiera si¢ na hamowaniu aktywnosci produktu genu ERG1 1,
zaangazowanego w biosyntezg ergosterolu. Enzym 14 o-lanosterolu odpowiada za konwersje
lanosterolu do 4,4-dimetylocholesta-8(9), 14,14-trien-33-olu, waznego etapu biosyntezy steroli.
Hamowanie syntezy ergosterolu zwigksza przepuszczalnos¢ blony komorkowej, poniewaz jest
on kluczowym jej sktadnikiem. Zaburzenie biosyntezy ergosterolu powoduje takze gromadzenie
si¢ toksycznych 14-metylosteroli w komorkach grzybow. W zwiagzku z tym zaburzona jest
réwniez synteza wybranych komponentéw $ciany komoérkowej oraz adhezja komorek.
Dziatanie to ma charakter grzybostatyczny [12—16] (Rys. 1b).
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Phthalide lactone -lakton ftalidowy: azole- zwiazki azolowe, ROS- reaktywne formy tlenu (RFT)

Rysunek 1. (a) Mechanizm dziatania 3-butylofalidu na metabolizm komoérek drozdzy (b) Mechanizm dziatania
zwigzkow azolowych na komorki drozdzy (c). Mechanizm synergistycznego dziatania zwiazkow
azolowych i laktonow ftalidowych. (utworzony w BioRender).

Figure 1.  (a) Mechanism of action of 3-butylphalide on yeast cell metabolism (b) Mechanism of effect of
azole compounds on yeast cell (c). Mechanism of synergistic action of azole compounds and
phthalide lactones. (created in BioRender).

Fenotypy opornosci u szczepéw z rodzaju Candida najczesciej generuja zwigzki
azolowe stosowane w medycynie i ochronie ro$lin [17]. Istnieje kilka mechanizméw
opornosci szczepow Candida na leki azolowe. Pierwszy z nich jest zwigzany z nadekspresja
genow kodujacych biatka z rodziny ABC transporteréw w komorce grzyba, dzigki ktorym lek
moze zosta¢ usuniety z komorki i jego dziatanie jest ograniczone. Wplyw na ekspresj¢ gendw
CDRI/CDR2 i MDRI niewatpliwie maja mutacje punktowe w genach, pod ktorych kontrola
znajduja si¢ te transportery [18, 19] (Rys. 1b). Innym mechanizmem prowadzacym do
lekoopornosci sa mutacje w genie ERG/I, ktorego produkt jest celem dziatania lekow
azolowych. Mutacje zmieniaja miejsce wigzania azolu i obnizajac skutecznos¢ leku [20].
Badania in vitro wykazaly, ze w szczepach C. albicans oprocz zwigkszonego poziomu
ekspresji genu wystepujg mutacje punktowe w genie ERG/ 1. Sg to mutacje typu substytucji
w pozycjach 143 (zamiana lizyny na argining), 266 (zamiana kwasu glutaminowego na kwas
asparaginowy), 404 (zamiana waliny na leucyne) oraz 488 (zamiana waliny na izolgcyng).
W izolowanych szczepach C. albicans, odkryto zmian¢ konformacyjna 14a-demetylazy
lanosterolu, ktéra zmniejsza skuteczne wigzanie czasteczek flukonazolu, ostabiajac jego
dzialanie [20]. Komorki grzybow moga rowniez by¢ zdolne do rozwijania alternatywnych
szlakow syntezy ergosterolu, na ktore nie wplywaja leki azolowe. W zwigzku z tym
skuteczno$¢ leku jest obnizona, a grzyby zachowuja funkcjonalnos$é bton komérkowych. Ze
wzgledu na coraz czgstsze nabywanie lekoopornosci przez szczepy grzybow, w wielu
osrodkach naukowych prowadzi si¢ badania nad nowymi lekami azolowymi, o zmienionej
strukturze chemicznej i wlasciwosciach fizykochemicznych, na ktore grzyby nie sa oporne [3,
21,22].
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1.3. Laktony ftalidowe, izolowane z ro$lin z rodziny Apiaceae Lindl

Laktony ftalidowe, uwaza si¢ za gtowne sktadniki odpowiedzialne za bioaktywno$é
ro$lin z rodziny Apiaceae. Obecnie, opisano okoto 180 naturalnie wystepujacych ftalidow
wyizolowanych z okoto 137 roslin [23-26]. Popularnic stosowane w Tradycyjnej
Medycynie Chinskiej rosliny z tej rodziny zawieraja ich mieszaniny w r6znych ilo$ciach.
Angelica sinensis zawierajaca 27 ftalidow, stosowana jest gtownie w zaburzeniach
ginekologicznych takich jak nieregularne czy bolesne miesigczki, a takze w przypadku
ich braku. Ekstrakty z Ligusticum chuanxiong zawierajace 36 réznych ftalidow sa
natomiast stosowane podczas migren oraz bolow glowy. Obie te rosliny stosuje sig¢
rowniez w przypadku astmy [27-28]. Zaréwno wyizolowane i oczyszczone ftalidy, jak
i ekstrakty z roslin z rodziny Apiaceae wykazuja szeroka aktywnos¢ biologiczng, w tym
réwniez silne dziatanie grzybostatyczne [29]. Na Rysunku 2 przedstawiono przyktadowe
struktury laktonow wystepujacych w roslinach z rodziny Apiaceae.

o4,

3-n-butyloftalid buty lidenoftalid cnidilid

0O
O
O
| o
ligustilid neocnidilid sedanenolid

Rysunek 2. Struktury laktonéw wystepujacych w roslinach z rodziny Apiaceae
Figure 2. Structures of lactones found in plants of the Apiaceae family

Najbardziej znanym 1 najcze$ciej opisywanym ftalidem jest 3-n-butyloftalid,
naturalny zwiazek zatwierdzony przez Chinska Narodowa Administracj¢ Produktow
Medycznych, wykorzystywany do leczenia udaru niedokrwiennego moézgu [30-34].
Wieloletnie badania wykazaly, ze 3-butyloftalid dziala neuroprotekcyjnie w stanach
niedokrwiennych i zmniejsza obrz¢gk mozgu, poprawiajac mikrokrazenie w obszarze
niedokrwienia. Wykazano réwniez, ze hamuje on stres oksydacyjny i apoptoze komorek
nerwowych [35-38].
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1.4. Mechanizm dziatania 3-n-butyloftalidu na komoérki Candida albicans

Obecnos¢ 3-n-butyloftalidu w cytozolu (Ryc. 1a) generuje w komodrce wicksza ilos¢
reaktywnych form tlenu (RFT) tworzonych w mitochondrium. Ilo§¢ RFT wyznacza si¢
poprzez pomiar potencjalu blony mitochondrialnej (Aym). Nagromadzenie RFT
przyczynia si¢ do zniszczenia blony mitochondrium i uwolnienia duzych ilosci
reaktywnych form tlenu do cytozolu. RFT zaburza homeostaz¢ komorkowa, oddziatuje
negatywnie na kwasy nukleinowe, hamujg aktywno$¢ enzymoéw oraz  powoduje
peroksydacje lipidow. Wszystkie te procesy prowadza do zniszczenia btony komoérkowe;.
i inicjuja proces apoptozy. Ponadto, 3-n-butyloftalid wptywa na ograniczenie ekspresji
genéw CDRI i CDR2, powstaje mniej pomp transportujacych, co przyczynia si¢ do
kumulacji 3-n-butyloftalidu wewnatrz komoérki (logP = 2,8) [33, 39, 40].

2. SYNERGISTYCZNE DZIALANIE FLUKONAZOLU I LAKTONOW
FTALIDOWYCH WOBEC CANDIDA ALBICANS ATCC 10231, C. ALBICANS
ATCC 2091, C. GUILLERMONDII KKP 3390

Do testow uzyto flukonazolu (1) i trzech syntetycznych racemicznych laktonow
o strukturach identycznych z naturalnie wystgpujacymi w roslinach selerowatych:— 3-n-
butyloftalidu (2), 3-n-butylidenoftalidu (3), 3-n-butylo-4,5,6,7-tetrahydroftalidu (4) (Rys.
3). Laktony 2-4 syntezowano wedlug metody opisanej przez A. Leon i inni [22].
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Rysunek 3. Struktury chemiczne: flukonazol (1), 3-n-butyloftalid (2), 3-n-butylidenoftalid (3), 3-n-butylo-
4,5,6,7-tetrahydroftalid (4)

Figure 3. Chemical structures of: fluconazole (1), 3-n-butylphthalide (2), 3-n-butylidenephthalide (3),
3-n-butyl-4,5,6,7-tetrahydrophthalide (4)

Istnieja trzy rodzaje interakcji miedzy zwigzkami biologicznie czynnymi: synergia,
dziatanie neutralne i antagonizm. Mozna okresli¢ je wyznaczajac frakcjonalne stezenie
hamujace (FIC). Wspodtczynnik ten pozwala okresli¢ charakter interakcje migdzy
zwigzkami obecnymi w mieszaninie.

MIC, w mieszaninie,z;  MICz w mieszaninieyg
MIC, MICp

FIC =

Obliczany jest on w oparciu o minimalne st¢zenia hamujace MIC wyznaczone dla
sktadnikéw oddzielnie i w mieszaninach. W oparciu o stopien zahamowania mozna dla
kazdego zwiazku wyznaczyé MICsy (MICy) czyli stgzenie zwiazku hamujace wzrost
i proliferacj¢ komorek mikroorganizmu w 50% (90%).
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A 0D kontroli — OD badanego zwiazku
Stopien zahamowania wzrostu (%) = oD kontroli X 1009
controli

ODxoniroli — g¢St0$¢ optyczna wyznaczona dla hodowli mikroorganizmu bez dodatku zwiazku
OD badanego. zwiazk— ¢StOSE optyczna wyznaczona dla hodowli z dodatkiem badanego zwiazku

Synergizm (3 FIC < 0,5) to stan, w ktorym dwa istniejace zwiazki poprzez wspdlne
wystgpowanie w mieszaninie wzajemnie wzmacniajg swoje dziatanie, a tym samym ich
faczny efekt jest wigkszy niz suma efektow ich osobnego dziatania.

Najczgsciej obserwuje si¢ jednak dziatanie neutralne, czyli takie, w ktorym obecno$é
obu zwigzkéw nie wptywa na komorki w uktadzie (0,5 < Y FIC <4, 0). Z kolei, gdy > FIC
> 4,0, wystepuje antagonizm, czyli stan, w ktorym dwa istniejace zwigzki przez wspdlne
wystgpowanie w mieszaninie wzajemnie oslabiajg swoje dziatanie. Ich faczny efekt jest
zatem mniejszy niz suma efektow ich oddzielnych dziatan [41].

Aby okresli¢ interakcje miedzy flukonazolem a laktonami 2-4, przeprowadzono
testy na dwoch szczepach referencyjnych Candida albicans ATCC 10231, C. albicans
ATCC 2091 oraz szczepie C. guillermondii KKP 3390. Réwnocze$nie wyznaczano
wartosci MICso, MICoo (minimalne stezenia hamujace wzrost i proliferacje komorek
w 50% 1 90%) dla zwigzkéw 1-4 oddzielnie (Tabela 1) i mieszaninach flukonazolu
z poszczegblnymi laktonami 2-4 (Tabela 2).

W tym celu wykorzystano opisany wczesniej w literaturze protokoét szachownicy
[42].
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Rysunek 4. Tlustracja eksperymentu oznaczania aktywnos$ci biologicznej laktondéw ftalidowych. (utworzony
w BioRender)

Figure 4.  Illustration of an experiment to determine the biological activity of phthalide lactones (created
in BioRender)

Przed przeprowadzeniem testow flukonazol (1) i laktony 2-4 rozpuszczono
w DMSO w stezeniu 10 mg/mL dodano do 96-dotkowej ptytki titracyjnej i rozcienczono
metodg podwojnych rozcienczen w celu uzyskania kombinacji obu zwigzkéw w réznych
stezeniach. Nastepnie dodano standaryzowane inokulum jednego z trzech testowanych
mikroorganizméw: Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091,
C. guillermondii KKP 3390. Przygotowane w ten sposob plytki umieszczono w inkuba-
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torze do osiagnigcia gestosci optycznej (OD = 1). Uzyskane wartosci OD pozwolity na
wyznaczenie minimalnego stezenia hamujacego poszczegodlnych kombinacji flukonazolu
i laktonu oraz frakcjonalnego stezenia hamujacego (FIC) okreslajacego ilosciowo
interakcje miedzy zwigzkami obecnymi w mieszaninie) (Rys. 4, Tabela 1, 2).

Tabela 1.  Eksperymentalne okreslenie dziatanie fungistatycznego flukonazolu (1) i laktonow 2-4 wobec
Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091, C. guillermondii KKP 3390. Warto$ci
MIC podano w ng/mL
Table .  Experimentally determined fungistatic activity of fluconazole (1) and 2-4 lactones against Candida
albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091, C. guillermondii KKP 3390. MIC values are

in pg/M1

Zwiazki

o re ,.i?
Ce O COrp

( ¢ (

’ / I

1 2 3 4

Testowane szczepy

C. albicans MICso 1,56 45,55 48,90 62,72
ATCC 10231 MICw 6.25 137,72 150,12 1500
C. albicans MICso 2,19 30,79 17.61 20,10
ATCC 2091 MICsp 3,57 92,34 110,0 120,10
C. guillermondil MICszp - 33,0 36,96 46,15
KKP 3390 MICop =18,00 80.0 38,93 30,34

Tabela 2.  Wyznaczenie MIC w kombinacji i wartoéci FIC dla laktonoéw 2,3,4 i flukonazolu w systemie
hodowlanym Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091, C. guilliermondii KKP
3390. Wartosci MIC podano w pg/mL
Table 2. Determination of the MIC in the combination and the FIC values for the lactones 2,3,4 and
fluconazole in Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091, C. guilliermondii KKP
3390 culture system. MIC values are in pg/mL

ATCC 10231 ATCC 2091 KEKP 3390
Zwiazek  MICmieczaming FIC MIC mieszsminy FIC MIC mieszaniny FIC

50% 90% S0% 90% S0% 90% S50% 90% 50% 90% 50% Q0%

1 0,78 136 078 136 1.36 078
141 027 117 050 031 023

2 0,78  3.13 23 23 3.13 1.26

1 062 139 055 141 1,27 038
042 028 042 047 032 033

3 1,20 447 372 2223 432 20,18

1 042 145 0,70 148 122 6,73
041 034 055 049 043 063

4 1,32 1527 445 20,27 11,58 24,86
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Ocena dziatania przeciwgrzybiczego in vitro wykazala, ze laktony ftalidowe maja
nizsza aktywnos$¢ grzybostatyczng niz flukonazol (Tabela 1), a badane szczepy nie
wyksztalcity mechanizméw opornosci na azole. W przypadku laktondéw ftalidowych
zaobserwowano 50% zahamowanie wzrostu mikroorganizméw przy stgzeniach
w zakresie 30,79—62,72pg/mL. Jednak 3-n-butylidenoftalid (3), posiadajacy podwojne
wigzanie przy C-3, wykazuje wysoka aktywno$¢ wobec szczepu C. albicans ATCC 2091;
zahamowanie wzrostu tego organizmu w 50% uzyskano przy stezeniu 17,61 pg/ml.
Stezenie potrzebne do uzyskania 50% redukcji wzrostu szczepu C. guilliermondii KKP
3390 wynosito z kolei okoto 37 pg/ml. Zahamowanie wzrostu grzybni o 90% wymagato
3-4 krotnego wzrostu stezenia st¢zenia flukonazolu i laktonow 2-4 w testach wobec C.
albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091 1 mniej niz dwukrotnosci dawki
zwigzkow 1-5, potrzebnej do redukcji wzrostu grzybni o 50%, w przypadku C.
guillermondii KKP 3390. We wszystkich testach zaobserwowano roéwniez wysoka
swoistos¢ poszczegdlnych laktonow wobec szczepow Candida.

Wyniki przedstawione w Tabeli 2 obrazuja MICsg, MICy flukonazolu (1) i laktonéw
2-4 w mieszaninach. Na podstawie danych z tabeli 1 i tabeli 2 wyznaczono frakcjonalne
stezenia hamujace FICso, FICqo. Mieszaniny, w ktorych wartosci FIC sg réwne 0,5 lub
mniejsza, oznaczaja, ze flukonazol i lakton dodane razem dziataja silniej niz dodawane
oddzielnie, a sumaryczna ilo$¢ zwigzkéw potrzebna na osiagnigcie tego samego efektu
jest wielokrotnie mniejsza.

Posrod 18 wartosci utamkowych stezen hamujacych FIC, 13 ma warto$ci ponizej
0,5, a tylko dwukrotnie wyznaczono wartosci FIC powyzej 1 (Tabela 2).

W przypadku 3-butyloftalidu (2) st¢zenie potrzebne do osiggnigcia 90% redukcji
wzrostu C. albicans ATCC 109231 bylo okolo 45-krotnie mniejsze, a w przypadku
flukonazolu okoto 2-krotnie mniejsze niz stezenie tych zwigzkow dziatajace oddzielnie,
a nie w mieszaninie. Podobne zjawisko mozna zaobserwowa¢ w przypadku 3-n-
butylidenoftalidu (3) w mieszaninie z flukonazolem, ktorego stezenie potrzebne do
zahamowania wzrostu grzybni o 90% zmalato z 150 pg/mL do 4,47 pg/mL. Takze
stezenie niearomatycznego laktonu 4 w mieszaninie z flukonazolem potrzebne do
znacznego zahamowania wzrostu szczepow Candida byta kilkadziesiat razy mniejsza niz
w przypadku zastosowania laktondéw bez dodatku flukonazolu. Nalezy roéwniez
zaznaczy¢, ze aktywno$¢ flukonazolu we wszystkich przypadkach wzrastata wraz
z obecnoscia laktonow ftalidowych, zatem do uzyskania pozadanego efektu potrzebne
bylo stezenie kilkakrotnie nizsze niz przy stosowaniu samego flukonazolu.

Mechanizm synergistyczny migdzy laktonami 2—4 i flukonazolem (1) opiera si¢ na
promowaniu wchtaniania lekéw 1 hamowaniu ich wyptywu poprzez obnizenie
transkrypcji transporterow lekow CDR1 i CDR2 [39, 40]. Dzigki takiemu dziataniu przy
mniejszych stezeniach flukonazolu jak i laktonéw ftalidowych obserwujemy dziatanie
fungistatyczne (Rys. 1c).

3. STUDIA IN SILICO W ANALIZIE WPLYWU STRUKTURY CHEMICZNEJ
NA AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Badajac aktywnos$¢ biologiczng staramy si¢ przeanalizowa¢ wplyw na nig ma
struktura chemiczna testowanych zwiazkow. Wielokrotnie taka strategia nie pozwala na
jednoznaczne wnioski.

Dlatego w rozwazaniach uwzgledniono dane z analiz in silico wykonanych przy
wykorzystaniu oprogramowania ADME. Lipofilowo$¢, toksycznos¢ dla komorek szczu-
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ra, oraz hamowanie enzymow odpowiedzialnych za biotransformacj¢ i detoksykacje
lekow sg niezwykle wazne (Tabela 3) [43, 44, 45-48].

Przewidywanie toksyczno$ci oparto na obliczeniach z algorytmu opracowanego
przez Szwajcarski Instytut Bioinformatyki na Uniwersytecie w Lozannie. Algorytm
wspomaganego komputerowo projektowania lekéw (CADD) oparty na uczeniu
maszynowym moze z duzym prawdopodobienstwem przewidzie¢ wlasciwosci
biologiczne badanej substancji chemicznej [43]. Szczegdtowa metodologie programu
opisuja autorzy szwajcarskiego ADME. Toksyczno$¢ doustna u szczurdow zostata
opracowana przy uzyciu modelu way2drug stworzonego przez Zaktad Bioinformatyki
Laboratorium Projektowania Lekow w oparciu o strukturg i funkcje Instytutu Chemii
Biomedycznej (IBMC) w Moskwie [44].

Tabela 3. Okre$lenie in silico lipofilowos$ci (Log P), toksycznos$ci doustnej u szczuréow (LDso) i przewidywanie
hamowania CYP dla flukonazolu i laktonéw 2-4 na podstawie algorytmow Swiss ADME i way2drug
algorytmy

In silico determination of lipophilicity (Log P), rat oral toxicity (LDs), and CYP inhibition prediction
of fluconazole and 2-4 lactones from Swiss ADME and way2drug algorithms

Table 3.

Lwiazki
N y .
”N . f, _,:.'U — o
. L Cre (e C f o
" wem R | F
b4 / } j
B y { )
F £ £ £
1 2 3 4
LogP 0.88 2,31 203 283
Toksyeznose pokarmowa wobec 5844 4872 1865 3184
szczura (mg'ke)
CYP inhibitor CYPZC19  CYP1AZ CYP1A2 -
CYP2CO

Do powyzszych programéw wprowadzono struktury wszystkich uzytych w pracy
zwiazkow chemicznych, w tym flukonazolu i laktonoéw ftalidowych, co pozwolito
uzyska¢ informacje dotyczace lipofilowosci powyzszych zwiazkéw oraz
prawdopodobnego  hamowania  kluczowych  enzymoéw  cytochromu  P450
odpowiedzialnych za metabolizm w organizmie czlowieka oraz toksycznosci
pokarmowej wobec szczura (Tabela 3)

Otrzymane laktony ftalidowe 2—4 (Rys. 3), czyli estry wewngtrzne, maja podobng
budowe i r6znig si¢ liczba oraz potozeniem wigzan podwojnych. 3-n-Butyloftalid (2) i 3-
n-butylidenoftalid (3) sa zwigzkami aromatycznymi i dlatego maja plaska strukture. 3-n-
Butylo-4,5,6,7-tetrahydroftalid (4) ma tylko jedno wigzanie podwdjne migdzy
w bicyklicznym uktadzie pierscieni, ktéry nie jest ptaski; jego konformacja moze si¢
zmienia¢ w zaleznosci od srodowiska. Laktony 2-4 maja mas¢ czasteczkowg 188-194
g/mol. Flukonazol ma odmienna budowe¢ chemiczna, jest to trzeciorzgdowy alkohol,
z dwoma azolowymi pierScieniami i difluorofenolem, czego konsekwencj¢ stanowi
odmienna lipofilowos¢ (Tabela 3). Flukonazol (1) lepiej rozpuszcza si¢ w wodzie
a laktony 2—4 i w tluszczach. Zwiazki te rdznia si¢ toksycznoscia (Tabela 3). Flukonazol
jest od 3 do 10 razy bardziej toksyczny niz przedstawione laktony. Zaobserwowano
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zaskakujaca roznice w toksycznosci poszczegdlnych laktonéw — obecno$¢ wigzania
podwdjnego przy trzecim atomie wegla drastycznie zmniejsza dawke $miertelna.

Kolejne analizowane dane dotycza enzymow nalezacych do kompleksu cytochromu
P450, ktore w swojej budowie maja wspolng czasteczke hemu. Odgrywaja one kluczowa
role w metabolizmie ksenobiotykow u wszystkich przedstawicieli eukariontow [49].
Jednym z ich podstawowych zadan jest detoksykacja organizmu. Trzy rodziny enzymow
cytochromu P450 (CYP1, CYP2 i CYP3), ktore sa odpowiedzialne za biotransformacje
duzej czgéci lekéw powszechnie stosowanych w farmakologii, maja najwigksze
znaczenie w okre$laniu farmakokinetyki i wptywu chemikaliéw na ssaki organizmy
ssakow. Flukonazol jest silnym inhibitorem enzymu CYP2C19, odpowiedzialnego
w watrobie ssakow za detoksykacje nawet 20% lekow. 3-n-Butyloftalid hamuje enzymy
CYP1A2 i CYP2(C9, a trzykrotnie bardziej toksyczny 3-butylidenoftalid tylko CYP1A2.
Najmniej toksyczny 3-n-butylo-4,5,6,7-tetrahydroftalid (4) — nie jest silnym inhibitorem
enzymoéw CYP.

UWAGI KONCOWE

Istnieje pilna potrzeba ograniczenia ilo$ci antybiotykow, szczegolnie tych
z uktadami azolowymi. Mechanizm synergistyczny mi¢dzy laktonami 2—4 i azolami
opiera si¢ na promowaniu wchianiania lekow 1 hamowaniu ich wyptywu poprzez
obnizenie poziomu transkrypcji biatek z rodziny transporteréw ABC,
w szczegbdlnosci Cdrl i Cdr2 w komorkach drozdzy z rodzaju Candida. We
wszystkich analizowanych przypadkach zastosowanie flukonazolu i niewielkich
iloéci laktonow wystepujacych w roslinach selerowatych pozwala na ograniczenie
ilosci flukonazolu.
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ABSTRACT

Ruthenium complexes appear in scientific publications mainly as catalysts in the
olefins metathesis process. In this review, we want to indicate the research niche
regarding the use of ruthenium(Il) and ruthenium(IIl) complexes in other catalytic
processes, i.e. polymerization or epoxidation of olefins and depolymerization.

We would like to combine the catalytic properties of ruthenium(ILIIT) complex
compounds with their biomedical activity due to the growing problem of drug
resistance (including antibiotic resistance). Scientists have been designing new
metallopharmaceuticals exhibiting biological activity for several years, therefore this
requires a critical review of the literature. The main goal of designing new
metallodrugs is to create compounds with new or stronger biological properties
compared to free ligands. Ruthenium compounds are considered potential substitutes
for known drugs. In particular, Ru(Il) and Ru(Ill) based complexes have reduced
toxicity and can be tolerated in vivo. In addition, a wide spectrum of ruthenium
oxidation states, a different mechanism of action and the kinetics of ligand
substitution increase the advantage over coordination complex compounds based on
platinum.

In conclusion, in this review, we will focus on the latest reports from
the literature on the catalytic properties and biomedical activity of ruthenium(II)
and ruthenium(IIT) chemical compounds.

Keywords: Ru(Il) complex compounds, Ru(Ill) complex compounds, biomedical
properties, catalytic properties
Stowa kluczowe: zwigzki kompleksowe Ru(Il), zwiazki kompleksowe Ru(IIl),

wlasciwosci biomedyczne, wlasciwosci katalityczne
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WPROWADZENIE

Materiaty katalityczne zawierajace jony rutenu(ll) lub rutenu(Ill) wykazuja
zdolnos$¢ przenoszenia elektronow, wlasciwosci kwasowo-zasadowe, niski potencjat
redoks oraz wysoka stabilno§¢ chemiczng. Wszystkie te cechy powoduja, ze zwigzki
koordynacyjne rutenu moga by¢ wykorzystane jako katalizatory w roznego rodzaju
reakcjach chemicznych np. polimeryzacji oraz epoksydacji olefin [1]. Kompleksy
rutenu dzigki szerokiemu zakresowi stopni utlenienia, wysokiej trwato$ci kinetycznej
oraz wykazywaniu podobnych zaleznosci, co zwiazki koordynacyjne zelaza(ll),
w oddzialywaniu z biomolekutami, stanowig interesujacag grupe Srodkow
terapeutycznych. Dodatkowo mozliwo$¢ dostosowania wielkosci czastek,
wlasciwosci  termodynamicznych, kinetycznych, kwasowo-zasadowych oraz
aktywnosci redoks stanowi mozliwo$¢ projektowania nowych metalofarmaceutykow
o Scisle okreslonym mechanizmie dziatania, wykazujacych pozgdane wilasciwosci
biomedyczne [2].

1. REAKCJE Z UDZIALEM MATERIALOW KATALITYCZNYCH
RUTENU(II) ORAZ RUTENU(III)

1.1. METATEZA OLEFIN

Metatez¢ olefin katalizowang metalem przejSciowym (OM), mozemy
zdefiniowa¢ jako katalityczny proces wymiany wigzan podwojnych pomiedzy
atomami wegla. W literaturze wyrdznia si¢ 3 najwazniejsze rodzaje tego procesu:
metatez¢ z otwarciem pierScienia (ROM), metatez¢ z zamknigciem pier§cienia
(RCM) oraz metatezg krzyzowa (CM) (Rys. 1). Ponadto bardzo wazne miejsce
w przemysle znajduja réwniez polimeryzacja z otwarciem pier§cienia (ROMP) oraz
polimeryzacja acyklicznych dienéw (ADMET) [3.4].

Historia metatezy olefin sigga lat 50. Kiedy Anderson i Merckling przedstawili
reakcje przegrupowania wigzania podwdjnego wegiel-wegiel podczas prowadzenia
katalizowanej tytanem polimeryzacji norbornenu. Od czasu tego wydarzenia reakcja
metatezy olefin stuzy jako podstawa w syntezie chemicznej i cieszy si¢ duzym
zainteresowaniem zarowno w przemysle jak 1 w nauce [5,6].

Pierwsze katalizatory metatezy byly uktadami wielosktadnikowymi, w ktorych
sktad wchodzit halogenek metalu przejSciowego oraz metal z grupa alkilowa np.
WCI¢/EtAICL,, WCle¢/BuSns. Jednak wady uktadéw wielosktadnikowych sktonity
naukowcow do badan nad jednosktadnikowymi katalizatorami metatezy opartymi na
jonach metali przejsciowych takich jak tytan czy wolfram np. niejednorodny
katalizator Calderona (WCl¢/EtAICI/EtOH), a w pdzniejszym czasie pojawily si¢
réwniez katalizatory na bazie molibdenu. Niestety pomimo wysokiej aktywnoS$ci
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katalitycznej tych zwiazkow, posiadaly one ograniczong tolerancj¢ na tlen i wilgo¢
utrudniajgc tym samym ich zastosowanie w wielu reakcjach [7,8].
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Rysunek 1. Schematy przebiegu trzech najwazniejszych rodzajow metatezy olefin. (A) CM (B) RCM (C)
ROM (X= CH,, R; R,=reszta tancucha alifatycznego) [3, 4]

Figure 1. Schemes of the three most important types of olefin metathesis. (A) CM (B) RCM (C) ROM
X = CH,, R, R, = rest of the aliphatic chain) [3, 4]

N

Rosngce znaczenie w procesie metatezy olefin zyskuja katalizatory na bazie
rutenu(Il). Zwiazane jest to z ich zwickszong tolerancjg na tlen atmosferyczny i wodg
oraz znacznie wyzszg reaktywnos$¢ wzgledem olefin w porownaniu z kompleksami
innych metali przejsciowych takich jak tytan, molibden czy wolfram.

Dotychczas najpopularniejszymi katalizatorami na bazie rutenu jest seria
katalizatorow Grubbsa oraz pochodne tych katalizatorow (Rys. 2). Katalizatory
Grubbsa I generacji sg kompleksami szeroko stosowanym w syntezie organiczne;j.
W sklad katalizatora wchodzi ruten na II stopniu utlenienia oraz ligand
tricykloheksylofosfinowy. Reakcja otrzymywania tego katalizatora jest stosunkowo
prosta 1 jednoetapowg synteza dichlorotris(trifenylofosfiny)  rutenu(Il)
[RuClx(PPh3)3] z fenylodiazometanem i tricykloheksylofosfing. Katalizatory tego
typu sa wzglednie stabilne na powietrzu i wobec wilgoci, oprocz tego wykazuja duza
aktywno$¢ w obecnos$ci olefin. Kompleksy te sg aktywne we wszystkich rodzajach
metatezy. Powoduja przyspieszenie reakcji metatezy krzyzowej oraz metatezy
z zamknieciem pierécienia. Takie uktady posiadaja rowniez wady, poniewaz
wykazuja niska stabilno$¢ termiczng oraz ci¢zko je uzy¢ w przypadku olefin
posiadajacych grupy funkcyjne [9,10].

Katalizatory Grubbsa II generacji, r6znig si¢ od swoich poprzednikéw zamiang
liganda fosfiny na N-heterocykliczny ligand karbenowy (NHC). Dzigki tej zmianie
nastepuje zwiekszenie zasadowosci, a tym samym wplyw na poprawe aktywnos$ci
katalitycznej. ,Nowy ligand” powoduje zwigkszenie stabilno$ci termicznej
katalizatora oraz tolerancji na obecno$¢ grup funkcyjnych, rowniez zmniejsza
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wrazliwo$¢ na tlen i wilgo¢. Katalizator II generacji przede wszystkim jest bardziej
aktywny w reakcjach metatezy krzyzowej oraz w reakcji metatezy z zamknigciem
pier§cienia. Otrzymuje si¢ go w reakcji katalizatora I generacji z alkoksylowa
pochodng 1,3-dimezytylo-4,5-dihydroimidazol-2-ylidenu [8—10].
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Rysunek 2. Katalizatory Grubbsa (1) I generacji i (2) II generacji [8-10]
Figure 2. Grubbs catalysts (1) first generation and (2) second generation [8-10]

Uzytecznos$¢ katalizatoréw odkrytych przez Grubbsa zmotywowata badaczy do
dalszego rozwoju Kkatalizatoréw rutenowych wyposazonych w r1dzne typy
podstawnikéw. Doprowadzito to do powstania katalizatorow Hoveydy-Grubbsa
(Rys. 3), ktdére znacznie rozszerzylty zakres stosowania reakcji metatezy. Katalizatory
Hoveydy-Grubbsa charakteryzuja si¢ wysoka stabilnoscig i tolerancjg wobec wielu
grup funkcyjnych. Wykazuja ponadto aktywnos$¢ katalityczng w polimeryzacji
metatetycznej z otwarciem pierScienia cykloolefin (ROMP). Duza zaleta
katalizatorow Hoveydy-Grubbsa jest wysoka stabilno§¢ na powietrzu, tatwo$é
przechowywania oraz mozliwo§¢ ponownego wykorzystania. Dzigki tym
wiasciwo$ciom mozliwe jest prowadzenie reakcji bez koniecznosci stosowania §cisle
bezwodnych i beztlenowych warunkow, a nastgpnie odzyskanie katalizatora np. przy
pomocy chromatografii kolumnowej, co w przypadku katalizatora Grubbsa jest
niemozliwe, poniewaz ulega on rozkladowi w obecnosci nawet §ladowych ilo$ci
tlenu. Jednakze, zwiazki te posiadajg rowniez wady, mianowicie wykazuja mata
aktywnos$¢ katalityczng w reakcjach metatezy krzyzowej i cyklizacji metatetycznej
substratow posiadajacych zawade sterczyng w poblizu wigzania podwoéjnego. Do
niedoskonatosci katalizatora Hoveydy-Grubbsa mozna réwniez zaliczy¢ wolniejszg
inicjacj¢ w pordwnaniu z katalizatorem Grubbsa II generacji, ktéra prawdopodobnie
wynika z wlasciwosci  sterycznych oraz  elektronodonorowych  grupy
izopropoksylowej [6,9].

Aktywnos¢ katalizatoréw | generacji nie napawata optymizmem, w zwiazku
z tym poddano je modyfikacjom wprowadzajac trwaty N-heterocykliczny ligand
karbenowy (NHC) w miejsce tricykloheksylofosfiny, otrzymujac w ten sposob
katalizator Hoveydy-Grubbsa II generacji. Katalizatory te charakteryzuja si¢ jeszcze
wyzszg efektywno$cig w reakcji metatezy krzyzowej z olefinami zawierajacymi
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grupy elektronoakceptorowe. Katalizator wykazuje rowniez aktywno$¢ w reakcjach
cyklizacji metatycznej oraz metatezie z otwarciem pierScienia [4,9-11].
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Rysunek 3.  Katalizatory Hovedy-Grubbsa (3) I generacji i (4) II generacji [6-11]
Figure 3. Hoveda-Grubbs catalysts (3) 1st generation and (4) 2nd generation [6-11]

W 2020 Zhang i wspolpracownicyv [12] zsyntetyzowali makrocykliczny
katalizator Ru-karbenowy. Nowo powstaty zwigzek kompleksowy sktadat si¢ z N,N'-
bis(2,6-dimetylo-4-(4,4,5,5-tetrametylo-1,3,2-dioksaborolan-2-ylo)fenylo)etano-1,2
-diaminy 1 4,6-dijododibenzofuranu jako ligandéw. Oceniono jego aktywno$¢
katalityczna w RCM diallilomalonianu dietylu (DEDAM). Reaktywnos¢ katalizatora
bylta znacznie mniejsza niz zwigzku 4, gdzie nowy rutenowy katalizator potrzebowat
90 h, aby osiagna¢ 85% konwersji, czyli byt 160 razy wolniejszy niz katalizator 4
[12].

Aktualnie badania dotyczace katalizatoréw metatezy olefin opartych na jonach
rutenu(Il) i rutenu(Ill) dotycza glownie modyfikacji i ulepszania dotychczas
poznanych katalizatorow. Modyfikacje te najczesciej polegajg na substytucji liganda
lub wprowadzeniu podstawnika do jego struktury. W literaturze z roku na rok
mozemy znalez¢ coraz wigcej artykulow [10-14] dotyczacych syntezy nowych
materiatow katalitycznych opartych na jonach rutenu(Il) oraz rutenu(Ill), ktére
wykazuja bardzo zadowalajace wartosci aktywnoSci katalityczne;.

1.2. POLIMERYZACJA OLEFIN

Ogromny sukces jaki odniosly katalizatory na bazie jonow rutenu(Il)
w metatezie olefin, sklonily naukowcoéw do poszukiwania potencjalnego
zastosowania tych zwigzkow jako Kkatalizatorow innych reakcji. Dzieki temu
w literaturze mozemy znalez¢ kilka doniesien na temat wykorzystania zwigzkow
kompleksowych rutenu(ll) oraz rutenu(Ill) w procesie polimeryzacji oraz
oligomeryzacji olefin.

Polimeryzacja i oligomeryzacja olefin jest tematem cieszacym si¢ wielkim
zainteresowaniem w ostatnim czasie. Poliolefiny charakteryzujg si¢ wysoka stabilno-
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$cig mechaniczng, co wyrdznia je na tle innych polimeréw. Od czasu odkrycia
katalizatorow  postmetalocenowych przez Brookharta [14] oraz jego
wspotpracownikéw, sg one najczesciej wykorzystywanymi materiatami uzywanymi
do polimeryzacji olefin. Katalizatory te sktadaja si¢ z jonoéw metali przejsciowych
w potaczeniu z ligandami organicznymi. Jony metali takie jak nikiel(Il), pallad(II),
kobalt(Il) oraz zelazo(Il) wystepuja czesto w strukturze katalizatorow [15].

W latach 70. XX wieku w publikacjach naukowych pojawily si¢ informacje
o wykorzystaniu zwigzkow kompleksowych rutenu jako katalizatorow
w polimeryzacji etylenu oraz kopolimeryzacji z innymi polarnymi czasteczkami np.
akrylonitrylem.

Co ciekawe, przez kolejne 30 lat nikt nie opublikowal manuskryptu dotyczacego
uzycia prekatalizatorow rutenu w procesie polimeryzacji olefin. Dopiero w 2014 roku
grupa Camacho Fernandeza przedstawita arenowe zwigzki kompleksowe rutenu(Il)
(Rys. 4), ktore zostaly wykorzystane w procesie polimeryzacji etylenu, przy uzyciu
AlMe;Cl jako aktywatora. Okazalo si¢ ze kompleks 5 zawierajacy atom siarki
w swojej strukturze oraz kompleks 6 zawierajacy atom azotu sg aktywne w procesie
polimeryzacji olefin, natomiast kompleks 7 zawierajacy atom tlenu jest nieaktywny.
Ponadto kompleks 2 (1295 molegyieny® molgy™ - h'!' - bar!) jest bardziej aktywny niz
kompleks 1 (836 moletyieny” molry™! - h! - bar!) [16].
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Rysunek 4.  Arenowe zwiazki kompleksowe rutenu(Il) [16]
Figure 4. Arene complex compounds of ruthenium(II) [16]

Wspominajac o katalizatorach na bazie jonéw rutenu, uzywanych w procesie
polimeryzacji, nie mozna zapomnie¢ o ich udziale w metatetycznej polimeryzacji
cykloolefin z otwarciem pier§cienia (ROMP) (Rys. 5). Reakcja ta jest wazng metoda
syntezy zwigzkow wielkoczasteczkowych. Katalizatory na bazie rutenu najczesciej
wykorzystywane sg do polimeryzacji norbornenu. Czesto wystepuja jako uktady
bimetaliczne w polaczeniu z palladem lub niklem. Popularnymi przyktadami sa
wspomniane wczesniej katalizatory Hoveydy-Grubbsa oraz grupa zwigzkow rute-
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nu(Il) zawierajacych ligand oparty na N-heterocyklicznym karbenie oraz DMSO

[17].

kat- katalizator na bazie jonéw rutenu(ll) lub rutenu(I11)

Rysunek 5. (D) Schemat metatycznej polimeryzacji norbornenu z otwarciem pierécienia [17]
Figure 5. (D) Schematic of the metathesis polymerization of norbornene with ring opening [17]

Niestety nadal jest bardzo niewiele publikacji dotyczacych wykorzystania
zwigzkow kompleksowych rutenu(Il) oraz rutenu(Ill) jako prekatalizatorow
w polimeryzacji olefin. Patrzac na wysoka stabilno$¢ termodynamiczng
umiarkowanie aktywnych prekatalizatoréw Ru(II/IlI), proby syntezy zwigzkow
koordynacyjnych opartym na tym jonie metalu oraz wykorzystaniu takich uktadow
w procesie polimeryzacji i oligomeryzacji powinny by¢ podejmowane znacznie
czesciej, ze wzgledu na duzy potencjat tego typu indywiduéw chemicznych.

1.3. EPOKSYDACJA OLEFIN

Epoksydy inaczej zwane epitlenkami lub oksiranami sg heterocyklicznymi
zwigzkami organicznymi zawierajacymi w swojej strukturze trojcztonowy pierscien
ztozony z dwobch atomow wegla i tlenu. Zwigzki te powstaja podczas reakcji
epoksydacji. Metod ich syntezy jest wiele jednak jedng z podstawowych jest metoda
z udziatem olefin i czynnikow utleniajgcych np. nadtlenkiem wodoru, organicznych
lub nieorganicznych nadkwasow lub wysoce reaktywnych dioksiranow [18-20].

Katalityczne epoksydowanie olefin jest zarowno istotng technologig
przemystowa, jak i podstawowa metodg syntetyczna, poniewaz epoksydy sg bardzo
uzytecznymi polproduktami oraz blokami budulcowymi (fragment czasteczki lub
zwigzku chemicznego, ktory posiada reaktywne grupy funkcyjne). Moga zostaé
wykorzystane w produkcji chemikaliow, dodatkéw do zywnosci, a nawet jako
potprodukty do produkcji lekow [18-23].

Podczas reakcji epoksydowania niezbedny jest zardwno katalizator jak
i utleniacz koncowy, a cato$¢ reakcji prowadzona jest w obecnosci rozpuszczalnika.
Odpowiedni utleniacz powoduje powstawanie epoksydow z wicksza wydajnoscia.
Dobor rozpuszczalnika zalezy od substratu, jednakze w wigkszosci przypadkow
reakcje przebiegaja sprawnie w rozpuszczalnikach niepolarnych, natomiast
zastosowanie polarnych rozpuszczalnikdw takich jak aceton, octan etylu i acetonitryl
opoznia epoksydacje [23]. Bardzo wazny w tej reakcji jest rOwniez katalizator, ktory
moze by¢ nosnikiem tlenu. Doboér odpowiedniego metalu w katalizatorze pozwala
réwniez na sterowanie selektywnoscig reakcji. Od dawna prowadzonych jest wiele
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badan w celu opracowania chiralnych katalizatorow, ktore mogg skutecznie
przeprowadza¢ asymetryczng reakcje epoksydowania. Istnieje jednak wiele
probleméw dotyczacych Kkatalizatoréw epoksydacji olefin, w szczeg6lnosci
charakteru utleniacza i wplywu na selektywnos$¢ produktu [25, 26].

W literaturze mozemy znalez¢ wzmianki na temat wykorzystania zwiazkow
kompleksowych manganu(Il/II/IV/V), wanadu(V), wolframu(IV) oraz kompleksow
zelaza(I1l/I11) i oksyzelaza(IV) [25, 26]. Pojawiajg si¢ rowniez doniesienia na temat
wykorzystania zwigzkow kompleksowych rutenu(1l/11I) jako katalizatorow.

Jeden z pierwszych katalizatorow tego typu opisat Katsuki [26] wraz ze
wspotpracownikami. Byl to zwigzek rutenu(Il) zawierajacego chiralny
tetrakoordynacyjny ligand (N2O2) — zwiazek 8 (Rys. 6). Kompleks okazal si¢ by¢
wydajnym katalizatorem do asymetrycznej epoksydacji sprz¢zonych olefin
w obecnos$ci roznych utleniaczy. Katalizator w obecnosci optymalnego utleniacza
jest zdolny do uzyskania wysokiej indukcji asymetrycznej niezaleznie od uzytego
rozpuszczalnika. Wydajno$¢ reakcji epoksydacji wynosi 64%, a warto§¢ nadmiaru
enancjomerycznego (ee) to 75% [20, 26].

Kolejnym przyktadem jest nowa rodzina kompleksow rutenu(ll) zawierajaca
tetrakoordynacyjne chiralne ligandy z donorami N,P> — zwiazek 9 (Rys. 6). Jest to
pierwszy przyktad asymetrycznej epoksydacji przez kompleksy rutenu
z wykorzystaniem nadtlenku wodoru jako utleniacza. Wydajnosc¢ reakcji epoksydacji
sprzezonych olefin w przypadku tego kompleksu wynosi 62%, natomiast nadmiar
enancjomeryczny wynosi 25% [27].

Przyktadem katalizatora, w ktorym ruten wystepuje na III stopniu utlenienia
moze by¢ kompleks zawierajacy ligand oparty na bazie zasad Schiffa otrzymamy
poprzez odziatywanie kwasu dehydrooctowego z ré6znymi aminami - zwigzek 10
(Rys. 6). Katalizator ten bierze udziat w epoksydacji styrenu oraz jego
podstawionych pochodnych. Najlepsza wydajnos¢ epoksydacji (90%) mozemy
zaobserwowac przy uzyciu N-tlenku pirydyny jako utleniacza, powoduje on rowniez
poprawe warto$ci nadmiaru enoncjomerycznego (18%) [27].

Kolejnym przyktadem moze by¢ katalizator sktadajacy si¢ z rutenu(Ill) oraz
tridentnego, chiralnego liganda opartego na zasadzie Schiffa (TDL*) pochodzacego
z kondensacji chiralnej aminy d-glukozowej z 3,5
ditertarylobutylosalicyloaldehydem — zwigzek 11 (Rys. 6). Wyniki badan nad
epoksydacja ujawnity zdolnos¢ katalityczng tych zwigzkéw w procesie epoksydacji
niesfunkcjonalizowanych alkenow z wysoka enancjoselektywnoscia przy
zastosowaniu t-BuOOH jako utleniacza koncowego. Wydajno$¢ reakcji wynosi 84%,
a nadmiar enancjomeryczny 42% [28].
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Rysunek 6.  Przyktadowe katalizatory wykorzystywane w katalitycznej epoksydacji olefin [20-26]
Figure 6. Examples of catalysts used in catalytic epoxidation of olefins [20-26]

Poréwnujagc  wartoSci  wydajnosci  katalitycznej oraz  nadmiaru
enancjomerycznego (Tab. 1) mozna stwierdzi¢ ze najbardziej wydajnym
katalizatorem epoksydacji jest zwigzek 10, natomiast nadmiar enancjomeryczny
wynosi tylko 18%, co oznacza ze otrzymany epoksyd wykazuje malg czystos¢
optyczng. Natomiast pozostate zwigzki sg mniej wydajnymi katalizatorami, ale
warto$§¢ nadmiaru enancjomerycznego jest duzo wyzsza co oznacza, Ze Z pomocag
tych katalizator6w mozemy otrzymaé czyste optycznie zwiazki. Pomimo kilku
doniesien o katalizatorach epoksydacji olefin opartych na jonach rutenu, w $wiecie
nauki dalej istnieje miejsce na syntezg nowych zwigzkéw tego typu [24].

Tabela 1. Poréwnanie wydajnosci epoksydacji oraz nadmiaru enancjomerycznego katalizatorow
przedstawionych w rozdziale
Table 1. Comparison of epoxidation efficiency and enantiomeric excess of catalysts presented in the
chapter
Katalizator Wydajno$é epoksydacji Nadmiar enancjomeryczny
Zwiazek 8 64% 75%
Zwiazek 9 62% 25%
Zwiazek 10 90% 18%
Zwiazek 11 84% 42%

1.4. DEPOLIMERYZACJA

Syntetyczne tworzywa sztuczne staly si¢ podstawowym materiatlem
funkcjonalnym w niemal kazdym aspekcie otaczajacego nas $wiata. Ich
wielkotonazowa produkcja wynosi okoto 368 milionow ton rocznie, a do 2050 roku
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ma wzrosng¢ do okoto 800 milionéw ton [29]. Niestety ponad potowa odpadow
z tworzyw sztucznych jest sktadowana na wysypiskach §mieci, a cze$¢ z nich trafia
do oceanow, morz i jezior, co prowadzi do powaznych probleméw srodowiskowych,
w tym zanieczyszczenia wod gruntowych. Innowacyjnym podej$ciem jest proces
upcyklingu tworzyw sztucznych, ktéry ma na celu przeksztalcenie odpadow
w wartosciowe chemikalia np. dodatki do paliw oraz cenne weglowodory w tym
monomery i oligomery. Jedng z mozliwosci jest zastosowanie katalizatorow
rutenu(Il) w procesie hydrogenolizy tworzyw sztucznych [30]. W tabeli 2
przedstawiono kilka przyktadéw uzycia katalizatorow rutenu(Il) (Rys. 7) w procesie
depolimeryzacji.

Tabela2.  Katalityczne uwodornianie poliestrow i poliwgglanoéw przez kompleksy Ru(II)*
Table 2. Catalytic hydrogenation of polyesters and polycarbonates by Ru(Il) complexes
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Rysunek 7. Przyktadowe katalizatory rutenu(Il) wykorzystywane w procesie depolimeryzacji [31, 32]
Figure 7. Examples of ruthenium(II) catalysts used in the depolymerization process [31, 32]

Reasumujac, badania nad grupa zwigzkow kompleksowych zastosowanych
jako katalizatory w reakcji depolimeryzacji nie sg zbyt rozwinigte. Niemniej jednak,
najnowsze doniesienia naukowcow s3 potwierdzeniem, skutecznego uzycia
zwigzkow koordynacyjnych na bazie rutenu(Il) z ligandami N-, P- donorowymi jako
prekursorami katalizatorow w procesie depolimeryzacji poliweglanow, poliestrow
oraz poliamidow [32]. Wysoce selektywne rozszczepianie wigzan C-O i C-N
w procesie hydrogenolizy jest jednym z najbardziej obiecujacych podej$¢ recyklingu
chemicznego. Ta strategia prowadzi do bezposredniego przetwarzania odpadoéw
z tworzyw sztucznych lub ich mieszanek w cenne chemikalia takie jak alkohole, diole
i aminy. Jak dotad, wiekszo$¢ zgltoszonych metod wymagato uzycia kompleksow
metali szlachetnych, ktorych synteza jest kosztowna, przy stosunkowo duzym
obcigzeniu katalizatora. Jednak obiecujace badania wstgpne wskazujg na mozliwos¢
zastosowania zamiennikow tj. kompleksow Ru(1I), Mn(II) lub Fe(II) [33]. Co wigcej,
ewentualne uzycie takich indywiduéw chemicznych w przemysle wydaj¢ si¢
atrakcyjng propozycja poniewaz mozliwe jest wyodrebnienie katalizatora
Z mieszaniny, oczyszczenie oraz jego ponowne uzycie - co zmniejsza niewatpliwie
koszty procesu. Jednak do tej pory nie udowodniono aktywnoS$ci katalitycznej
zwigzkow kompleksowych, czy szkieletow metaloorganicznych (ang. metal-organic
frameworks, MOFs) w procesie depolimeryzacji poliolefin tj. polietylenu,
polistyrenu, polipropylenu lub polichlorku winylu, ktére sa odporne na rozktad
enzymatyczny, co stanowi pole do rozwoju badah naukowych [34].

2. WEASCIWOSCI BIOMEDYCZNE ZWIAZKOW RUTENU(II)
ORAZ RUTENU(III)

2.1. WIAZANIE DNA PRZEZ ZWIAZKI RUTENU(II) ORAZ RUTENU(III)

Sposéb wiazania metalofarmacetykow, w tym kompleksow rutenu(ll) lub
rutenu(Ill) z kwasem deoksyrybonukleinowym (DNA) mozna zilustrowaé poprzez
wglad w mechanizm dziatania pomi¢dzy tymi komponentami [35]. W biologii
molekularnej interkalacje¢ definiuje si¢ jako proces wprowadzenia ptaskich czaste-
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czek o odpowiedniej wielkosci i charakterze chemicznym pomigdzy sgsiadujgce pary
zasad podwadjnej helisy DNA, z jednoczesnym rozwijaniem i wydtuzaniem helisy.
Roéznorodno$¢  wiasciwosci  fizykochemicznych zwigzkow — koordynacyjnych
rutenu(1l/II), polimorfizm chemiczny i konformacyjny kwaséw nukleinowych
oferuja duza liczbe mozliwosci odziatywania pomiedzy soba np. miedzy innymi
poprzez wigzanie koordynacyjne. Stabilne addukty sktadajace si¢ z DNA i Ru(Il)
moga si¢ tworzy¢ ze wzgledu na niedobor elektronow na atomach metali oraz
nukleofilowy charakter DNA. Dodatkowo, ruten wystgpujacy w zwiazkach
metaloorganicznych moze wigza¢ si¢ z DNA poprzez interakcj¢ z ligandami
aromatycznymi, odziatywanie migdzy parami zasad DNA, wigzania rowkow,
rozpoznawanie molekularne na podstawie ksztaltu i rozmiaru oraz oddzialywania
elektrostatyczne i hydrofobowe. Interesujaca jest mozliwo$¢ projektowania nowych,
skutecznych i selektywnych metalofarmacetykow, ktore moga w $cisle okreslony
sposob oddzialywa¢ z DNA. Efektem wigzania DNA z metalolekami moze by¢
zmiana konformacji kwasu deoksyrybonukleinowego — zapewniajac tym samym,
szereg alternatywnych mechanizméw reakcji dla roznych proceséw molekularnych,
prowadzacych do $mierci komoérek nowotworowych [36].

Interesujagcym przyktadem jest odziatywanie komplekséw Ru(Il) z ligandami na
bazie polipirydylu (np. polipirydyna, 1,10-fenantrolina = phen) z DNA. Takie
zwigzki koordynacyjne wykazuja silne wiasciwosci biologiczne wynikajace z ich
duzej reaktywnos$ci oraz wykazywania potencjatu redoks [37]. Sztandarowym
przyktadem kompleksu rutenu, ktory oddzialuyje z DNA wylacznie poprzez
interkalacje jest [Ru(bpy)2(dppz)]** (bpy = 2,2-bipirydyna, dppz =
dipyridofenazyna), ktory wykazuje luminescencje po zwigzaniu z DNA. Z kolei,
kompleks [Ru(dppz)(pip)]*"* (pip = 2-fenyloimidazo[4,5-f][1,10]fenantrolina)
poprzez odziatywanie z DNA, hamuje progresjc w komoérkach nowotworowych.
Takie dzialanie jest mozliwe poprzez aktywacj¢ replikacyjnych odpowiedzi
sygnalizacyjnych i wzrost komoérek deregulacyjnych w cyklu komorkowym [37].

Badania Yu i wspotpracownikow [37] udowodnity stabilizacje telomerowego
DNA poprzez formacje kwadrupleksow G, w zwigzku z odziatywaniem
z [Ru(bpy)(5-idip)]** i [Ru(phen)x(5-idip)]** (5-idip = 2-indol-[4,5-
f][1,10]fenantrolina), ktére uniemozliwiaja dostgp telomerazie do biomolekuty,
prowadzac do apoptozy. Dalsze badania naukowcdéw ujawnity, ze [Ru(phen)(5-
idip)]*" indukuje apoptoz¢ w komorkach rakowych linii HeLa (rak piersi).
Dowiedziono, ze w mechanizmie posrednicza mitochondria oraz hamowana jest
aktywnos¢ telomerazy [38].

Wiele lekow przeciwnowotworowych i lekéw przeciwdrobnoustrojowych
hamuje transkrypcje DNA. Zwigzek kompleksowy rutenu(Il) z polipirydylowymi
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ligandami (Rys. 8) wykazat aktywnosci podczas hamowania transkrypcji [38].
Kompleks z wysokim powinowactwem interkalowat w pary zasad DNA poprzez
blokowanie wigzania T7 polimerazy RNA (kwas rybonukleinowy), do matrycy
DNA. Jako wydajny inhibitor transkrypcji, zwiazek koordynacyjny wykazat
aktywnos$¢ przeciwnowotworowg in vitro w stosunku do kilku nowotworowych linii
komorkowych: HeLa (rak piersi), Hep-G2 i BEL-7402 (rak watroby) oraz MCF-7
(rak piersi) [39].

Rysunek 8. Przyktad kompleksu rutenu(Il), ktoéry hamuje polimerazg RNA [39]

Figure 8. An example of a ruthenium(Il) complex that inhibits RNA polymerase [39]
Zsyntezowano réwniez dwa zwigzki kompleksowe [(ns-p-
cymen)Ru(bpm)CI][PFs] (bpm = 2,2’-bipirymidyna) i [(ns-p-

cymen)Ru(phen)CI][PFs], w celu zbadania aktywno$ci hamowania transkrypcji
DNA [39]. Wyniki potwierdzaja odziatywanie komplekséw z DNA poprzez wigzania
koordynacyjne, nickowalencyjne i odziatywania interkalacyjne. Hamowanie syntezy
RNA przez polimeraz¢ RNA T7 na matrycowym, plazmidowym DNA zawierajagcym
addukty badanych komplekséw arenowych rutenu(Il) zbadano elektroforezg zelowa
[38]. Wyniki wskazuja, ze synteza RNA na ich matrycy jest przedwcze$nie
zakonczona. Gtéwne miejsca zatrzymania wystepuja wylacznie w resztach guaniny,
dla obu komplekséw arenowych Ru(II) [40].

Kolejnym kompleksem rutenu(Il) przebadanym pod katem interkalacji z DNA
jest [Ru(bpy)(phpy)(dppz)]* (phpy = 2-fenylopirydyna). Zwiazek rutenu(IT) wykazat
wysokie powinowactwo do wigzania DNA, czego skutkiem bylo zahamowanie
transkrypcji kwasu nukleinowego [40]. Badanie polegalo na poréwnaniu ilosci
wytwarzanych mRNA przez polimeraze RNA T7, a iloéci kiedy cykl molekularny
zostal przerwany przez czynnik transkrypcyjny, co doprowadzitlo do zahamowania
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transkrypcji  komorkowej 1 apoptozy komorek nowotworowych. Efekty
cytotoksyczne [Ru(bpy)(phpy)(dppz)]® zostaly powigzane z hamowaniem
transkrypcji DNA, co skutkowato obnizeniem poziomu genu regulowanego przez
czynniki transkrypcyjne [41].

Podsumowujac, kompleksy Ru(II/Ill) z ligandami N- donorowymi
z powodzeniem oddzialuja z DNA, przyczyniajac si¢ do $mierci komorek
nowotworowych 1 hamowania aktywnosci transkrypcji DNA.

2.2. WLASCIWOSCI PRZECIWBAKTERYJNE

W 1952 roku Dwyer i in. [42] opisali swoje pionierskie badania dotyczace
aktywno$ci  przeciwdrobnoustrojowej  obojetnych  kompleksow  rutenu(Il)
z ligandami polipirydylowymi oraz z koligandami tj. bpy, phen i ich pochodne.
Aktywno$¢ przeciwbakteryjng tych kompleksow zbadano wobec réznych komorek
bakteryjnych, w tym bakterii gram dodatnich, gram ujemnych i bakterii
kwasoodpornych. Okazato si¢, ze [Ru(phen)s]** byl nieaktywny wobec wszystkich
szczepOw bakteryjnych. Natomiast wprowadzenie grupy metylowej do ligandow
phen znacznie zwigkszyto jego aktywno$¢é wobec wszystkich badanych bakterii, co
mozna przypisa¢ wzrostowi lipofilowosci. Z kolei, Collins i wspdtpracownicy [43]
udowodnili, ze kompleks [Ru(2,9-Mezphen):(dppz)]*" wykazywal wysoka
aktywno$¢ bakteriobdjczag wobec szczepdw Staphylococcus aureus i Bacillus
subtilis. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna badanych komplekséw rutenu rosta zgodnie
z zalezno$cia  dppz>dpqC>dpq (dpqC = dipirydo[3,2-a:2',4'-c](6,7,8,9-
tetrahydro)fenazyna, dpq = dipirydo[3,2-d:2',3'-f]chinoksalina)), co rowniez
pokrywa si¢ z kolejnoscia ich powinowactwa do wigzania DNA. Oprocz badan in
vitro autorzy przeprowadzili badania in vivo. Okazalo sie, ze [Ru(2,9-
Me;zphen),(dppz)]** byl nietoksyczny wobec Caenorhabditis elegans, co sugeruje, ze
nie wykazuje aktywno$ci biologicznej wobec komorek eukariotycznych [43].
Dowodem byt eksperyment, w ktorym zwiazek kompleksowy rutenu(Il) zapobiegt
$mierci nicieni Caenorhabditis elegans zakazonych S. aureus. Dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe zwiazku rutenu(Il) skorelowano z lipofilowym charakterem
kompleksu.

Grupa Liao [44] odkryta, ze dwa typowe oktaedryczne kompleksy rutenu(Il)
moga selektywnie hamowac¢ wzrost Mycobacterium smegmatis. Wyniki ujawnily, ze
[Ru(phen)2(dppz)](PFs). moze znaczaco hamowa¢ wzrost Mycobacterium
smegmatis przy warto§ci minimalnego stezenia hamujacego (MIC) wynoszacej 2
pg/ml, podczas gdy kompleks [Ru(phen)s](PF¢). wykazal mniejsza aktywnosc
bakteriobdjcza (MIC = 26 pg/ml). Ponadto te dwa kompleksy powinny posiadaé
ré6zne mechanizmy przeciwdrobnoustrojowe, poniewaz aktywno$¢ bakteriobdjcza
[Ru(phen);](PFs)2 byta zalezna od produkcji reaktywnych form tlenu (ROS). Odkry-
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cia te sugeruja, ze kompleksy rutenu moga stuzy¢ jako innowacyjne,
przeciwbakteryjne metalofarmaceutyki.

W 2019 roku grupa Malika [45] zsyntezowala zasade Schiffa na bazie
tryptaminy, a nastgpnie uzyto jej jako liganda w syntezie zwiazku 16 i 17 (Rys. 9),
uzywajac RuCls jako soli metalu i metanolu jako rozpuszczalnika. Oktaedryczne
kompleksy rutenu(I1l) zostaty zbadane pod wzgledem aktywnoS$ci antybakteryjnych
wobec szczepow bakterii gram dodatnich (S. preumoniae i E. faecalis) i gram
ujemnych (P. aeruginosa, S. enterica, K. pneumoniae 1 E. coli). Kompleksy wykazaly
umiarkowany potencjat antybakteryjny (MIC = 250 pg/ml). Zaden ze zwiazkow
chemicznych nie wykazal aktywnosci wobec S. enterica i K. pneumoniae. W tabeli 3
przedstawiono szczegdlowe dane dotyczace aktywnosci przeciwbakteryjnej zwigzku
16, 17, liganda oraz cyprofloksacyny, ktora zostata uzyta jako préba odniesienia [45].

Rysunek 9. Struktury chemiczne 16 i 17 zwigzku kompleksowego rutenu(III) [45]
Figure 9. Chemical structures of 16 and 17 of the ruthenium(III) complex compound [45]

Tabela 3. Dziatanie przeciwbakteryjne in vitro ligandu i jego kompleksow (16 i 17) na niektore szczepy
bakterii. Wyniki przedstawiono jako minimalne hamujace st¢zenie (MIC) w pg/ml

Table 3. In vitro antibacterial activity of the ligand and its complexes (16 and 17) on some bacterial strains.
The results have been presented as minimum inhibitory concentration (MIC) in pg/mL

E. K.
Zwiazek P. aurogenosa . S. pneumoniae . . E. coli
enterica faecalis  pneumoniae
16 250 1000 250 250 1000 250
17 250 1000 250 250 1000 250
V4 hiff:

asa‘}ij]c e 1000 1000 > 1000 1000 1000 > 1000

Cyprofloksacyna <75 <75 <75 <75 <75 <75

Reasumujac, metaloleki na bazie jonow Ru(IV/IIl) z ligandami O-, N-
donorowymi moga skutecznie hamowaé wzrost Mycobacterium smegmatis,

P. aeruginosa, E. coli, E. faecalis, Staphylococcus aureus oraz Bacillus subtilis.
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2.3. WLASCIWOSCI ANTYOKSYDACYJNE

Stres oksydacyjny i stany zapalne sg czgsto spotykanymi czynnikami lezacymi
u podstaw powszechnie wystepujacych chorob przewleklych, ktore w istotny sposob
obcigzaja system opieki zdrowotnej w krajach rozwinietych [46]. Schorzenia te to
miedzy innymi choroby nowotworowe (czerniak, rak ptuc), neurodegeneracyjne (np.
choroba Alzheimera lub Parkinsonizm), a takze nadci$nienie tetnicze. Ich
wystepowanie wigze si¢ z procesami utleniania biatek, thuszczéw, czy DNA, ktore
generuja szereg produktow ubocznych, np. nadtlenkow, alkoholi, ketonow i tlenkow
cholesterolu, ktore upos$ledzaja transport biomolekut, szlaki sygnalizacyjne oraz
rozregulowujg funkcjonowanie enzyméw, przyczyniajac si¢ do np. uruchomienia
przyspieszonego mechanizmu apoptozy zdrowych komorek [47]. Stres oksydacyjny
uposledza funkcjonowanie mig$ni 0sob uprawiajacych sport wyczynowo, co
zwigzane jest z aktywno$cig reaktywnych form tlenu lub azotu
i wolnych rodnikéw [48], a takze przyspiesza procesy starzeniowe skory,
uposledzajac regeneracje i odtwarzanie nablonka, ostabiajac naturalng bariere
przeciw promieniowaniu UV, rownocze$nie pogarszajac gojenie si¢ ran i obrzgkow
[49]. Stale poszukuje si¢ nowych Srodkéw o wiasciwosciach antyoksydacyjnych,
ktére mogltyby zredukowaé ryzyko wystepowania dlugo- i krétkoterminowych
powiktan pojawiajacych si¢ w przypadku uzycia klasycznych $rodkéw, badz terapii,
przeciwzapalnych i przeciwutleniajgcych [46].

Cho¢ pojecie antyoksydacji najczgsciej kojarzy si¢ ze zwigzkami pochodzenia
naturalnego, np. glutationem, kwasem askorbowym, czy tez kwasem liponowym, to
zwigzki oparte na jonach rutenu(Il) lub rutenu(Ill) rowniez wykazujg tego typu
aktywnos$¢ biologiczng. Moze to wynika¢ z faktu, ze jony rutenu(Il) bezposrednio
wplywaja na tatwo$¢ generowania rodnika wodorowego z otaczajacych ich ligandow
(np. piperydynowych), a tym samym na zmiatanie wolnych rodnikow [50].
W przypadku jonow rutenu(Ill), sugeruje sie, iz niskospinowa konfiguracja
elektronowa orbitalu d°> w jonie Ru’" oraz obsadzona na nim nieparzysta liczba
elektronow wzmaga zdolno$¢ do stabilizacji niesparowanych elektronéw, tym
samym wymiatajac wolne rodniki [51]. Te wtasciwosci uktadow Ru(Il) oraz Ru(III)
sklaniaja do dalszych badan nad kompleksami tych metali w kontek$cie
poszukiwania nowych antyoksydantow, dzieki czemu poszerzony zostaje wachlarz
potencjalnych lekéw o takim profilu dziatania. Na szczegdlna uwage zastuguje fakt,
ze zwigzki rutenu majg zdolnos¢ do nasladowania jonéw zelaza pod katem wigzania
z albuminami, dzigki czemu ulegaja rozpuszczeniu i aktywnemu transportowi
W o0soczu, sugerujac, ze nie beda ulega¢ zjawisku depozycji (proces stopniowego
przemieszczania si¢ i osadzania) w ustroju, tym samym generujac wtorng
toksycznos$¢ [52].
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Aktywno$¢ przeciwutleniajaca zwigzkéw opartych na jonie Ru(ll) zostata
zmierzona na podstawie kolorymetrycznego testu DPPH wykorzystujacego 2,2-
difenylo-1-pikrylohydrazyl, czyli stabilny rodnik nitroksylowy, ktory w obecnosci
substancji o potencjalnym charakterze antyoksydacyjnym zmienia barwe
z ciemnofioletowej na bezbarwng lub bladozo6tta, umozliwiajac ilo§ciowe okreslenie
aktywnosci  przeciwutleniajacej. Kompleksy  Ru(ll)-cymen, stabilizowane
sfunkcjonalizowanymi ligandami opartymi na uktadzie ferrocenowym (lub
fragmentem pozbawionym go) (Zwigzek 18), wykazywaly wlasciwosci
antyoksydacyjne wyrazone parametrem ECso mieszczacym si¢ w zakresie 2-1282
UM. Zauwazono, ze do wykazania wyzszej aktywnos$ci antyoksydacyjnej konieczna
jest obecno$¢ uktadu ferrocenowego lub ruchliwego atomu wodoru na atomie azotu
w strukturze liganda [50].

Innym przyktadem uktadu opartego na jonie Ru?* jest kompleks Ru(IIT)-cymen,
stabilizowany ligandem karbatioamidopirazolowym (Zwigzek 19) [53]. Pomiar jego
aktywnos$ci przeciwutleniajacych zostal wykonany na podstawie wczesniej
wspomnianego testu DPPH, a takze metody TPTZ wykorzystujacej 2,4,6-tris(piryd-
2-ylo)-1,3,5-triazyne w obecnosci jonow zelaza(Ill), w ktdorej kolorymetrycznie
mierzy si¢ stezenie jonoéw zelaza(Il) powstalych w wyniku utlenienia badanego
zwigzku wobec wzorca (Trolox). Istotng aktywnos¢ przeciwutleniajagcg wykazywaty
te pochodne, ktorych ligandy stabilizujace sfunkcjonalizowane byly jedynie grupa
metylowg lub etylowa, za$§ obecnos$¢ grupy hydroksylowej jednoznacznie obnizata
ten parametr. Przetestowano rowniez wpltyw obecnosci przeciwjondw: anionow
chlorkowych lub heksafluorofosforanowych na aktywno$¢ antyoksydacyjna.
Wtasciwosé ta byta wyzsza w poréwnaniu do wartosci dla jonow chlorkowych.
Najbardziej aktywne zwigzki wykazaly inhibicjg DPPH na poziomie
30-50%, za$§ parametr FRAP, wyliczony na podstawie testu TPTZ, na poziomie 13-
30 uM liczone w stosunku do Trolox (rownowaznik Troloxu (uM) obliczony na
podstawie krzywej kalibracyjnej) [53]. Przyktady wzorow strukturalnych zwigzkéw
kompleksowych opartych na jonie Ru(Il) znajduja si¢ na rysunku 10.

18 19

Rysunek 10.  Przyktady kompleksow Ru(Il) wykazujacych whasciwosci antyoksydacyjne [S50-53]
Figure 10. Examples of Ru(ll) complexes demonstrating antioxidant properties [50-53]
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Zwiazki Ru(Ill) skompleksowane ligandem hydrazonowym oraz koligandem
trifenylofosfinowym 1lub trifenyloarsanowym (Zwigzek 20) wykazuja lepsze
wlasciwosci przeciwutleniajace niz referencyjny kwas askorbinowy lub sam ligand
hydrazonowy, w warunkach testu DPPH. Wskazuje to na fakt, iz jon Ru(Ill)
odpowiedzialny jest bezposrednio za te wlasciwosci [50]. Kolejnym przyktadem
ukfadu zawierajacego w swej budowie jony Ru(III) jest konglomerat Ru(I11)/2-('H-
benzo[d]imidazo-2-ilo)anilina/DMSO  (Zwiazek 21). Kompleks ten zostat
przebadany pod katem wiasciwosci przeciwutleniajacych na podstawie generowania
wzrostu aktywnosci wobec nastepujacych protein znajdujacych si¢ w surowicy krwi
myszy: dysmutazy ponadtlenkowej (ang. superoxide dysmutase, SOD), katalazy
(ang. catalase, CAT) oraz glutationu (ang. reduced glutathione, GSH). Wykazano,
ze jedynie ten kompleks (pos$rod samego ligandu oraz odpowiednika zawierajacego
Ru(Il)) obniza stres oksydacyjny oraz podwyzsza stezenie enzymow
antyoksydacyjnych wzmagajacych naprawe normalnych komorek, uposledzonych
wskutek rakowacenia [54]. Przyklady wzoréw strukturalnych zwigzkow
kompleksowych opartych na jonie Ru(Ill) znajduja si¢ na rysunku 11.
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Rysunek 11.  Przyktady kompleksow Ru(Ill) wykazujacych whasciwosci antyoksydacyjne [50, 54]
Figure 11. Examples of Ru(IIl) complexes demonstrating antioxidant properties [50, 54]

Podsumowujac, kompleksy Ru(I)-cymen, stabilizowane sfunkcjonalizowanymi
ligandami opartymi na uktadzie ferrocenowym oraz Ru(Ill)/2-(1H-benzo[d]imidazo-
2-ilo)anilina/DMSO s3 wysoce aktywnymi przeciwutleniaczami.

2.4. WEASCIWOSCI PRZECIWNOWOTWOROWE

Choroby nowotworowe to glowne czynniki zagrazajace zyciu ludzkiemu w XXI
wieku. W 2020 roku odnotowano 19 300 000 nowych przypadkoéw zachorowan na
rézne rodzaje raka oraz szacuje sig, iz okoto 10 000 000 os6b zmarto na skutek tej
choroby. Istnieje stale niezaspokojona potrzeba poszukiwania nowych
chemoterapeutykow mogacych poshuzy¢ w walce z tym schorzeniem [55]. Istnieje
wiele mechanizmow pozwalajacych na walke z rakiem i zaktadaja one mig¢dzy
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innymi: hamowanie poprawne]j proliferacji komorek, metastazy i angiogenezy,
indukowanie proceséw apoptozy oraz odwrdocenie opornosci wielolekowej. Efekty te
mozna osiagnag¢ dzicki dwom podstawowym typom terapii celowanych
wykorzystujacych przeciwciala monoklonalne (ang. monoclonal antibodies, mAbs)
oraz matoczasteczkowe inhibitory kinaz (ang. small molecule kinase inhibitors,
SMKIs). Celem tych pierwszych sa: proteiny zewnatrzkomorkowe, receptory
membranowe oraz biatka zakotwiczone w membranach, dzialajac na zasadzie:
blokowania wigzania liganda, neutralizowania oddziatywania ligand-receptor oraz
internalizacji/degradacji celu molekularnego. Wigkszos¢ SMKIs hamuje kinazy
biatkowe zaangazowane w transformowanie, wzrost, proliferacje oraz przezywalnos$¢
komorek rakowych [56].

Zwiazki rutenu(Il) oraz rutenu(Ill) stanowig dobry punkt wyjscia do
dalszych poszukiwan chemoterapeutykow opartych na w tych kationach metali, ze
wzgledu na: wysoka stabilno$¢ kinetyczng (powolna wymiana liganda),
selektywnos¢ wobec ligandow S- donorowych (w stosunku do znaczgco obnizonego
powinowactwa wobec ligandow N- oraz O- donorowych), wysokie powinowactwo
do ubogich w tlen komérek nowotworowych utrzymujacych niskie wartosci pH,
nasladownictwo jonow zelaza (dzigki temu ulegajg podobnemu wigzaniu do biatek
osocza oraz transportowi w ustroju), a takze obnizonej toksyczno$ci wobec zdrowych
komoérek poréwnujac ze zwiazkami platyny o podobnym profilu dziatania.
Szczegolnie obiecujaca cecha zwigzkéw chemicznych opartych na jonach Ru(Il) lub
Ru(III) jest selektywnos$¢ wobec hipoksemicznych komérek nowotworowych. Moze
to w znaczacy sposob zredukowac skutki uboczne potencjalnych lekow ze wzgledu
na ograniczong interakcj¢ ze zdrowymi komoérkami, tym samym wyrozniajgc tego
typu uklady na tle wielu klasycznych, nieselektywnych  lekow
przeciwnowotworowych [57].

Kompleksy zawierajagce jon Ru?" oraz ligandy bipirydylowe/1,10-
fenantrolinowe i pirydylosulfonianowe (Zwigzek 22) wykazujg zdolno$¢ do wigzania
z DNA w warunkach chemioterapii aktywowanej $wiattem (ang. photoactivated
chemotherapy, PACT), czyli metodzie bazujacej na fotoaktywacji, ktorej
mechanizm, w odréznieniu od klasycznej terapii fotodynamicznej (ang.
photodynamic therapy, PDT), jest niezalezny od obecnosci tlenu czgsteczkowego
rozproszonego w ustroju [58]. Stanowi ona uzupekienie klasycznych metod PDT
i jest bardziej odpowiednia dla niedotlenionych komorek nowotworowych, czg¢sto
niewrazliwych na radioterapi¢ i chemioterapi¢, majacych sktonno$é¢ do przerzutow.
Metoda ta polega na fotolizie liganda pirydylosulfonianowego (A = 470 nm)
1 nastgpczego kowalencyjnego wigzania pozostatej czesci kompleksu do struktury
DNA. Najwicksza aktywnos$¢ przeciwnowotworowg wobec szeregu linii komoérek
nowotworowych: A549 (rak ptuca), SKOV-3 (raka jajnika), HeLa (rak szyjki maci-
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cy), SKOV-3/DDP (rak jajnika) oraz A549/DDP (rak phuc), wykazal kompleks
zawierajacy 1,10-fenantroling z podstawnikami fenylowymi, demonstrujac warto§é
wspotczynnika ICso (wyrazonego w puM), o 2-3 rzedy wielkosci nizszej niz dla
zwigzku referencyjnego — cisplatyny (pomiar bez dostepu swiatta). Sugeruje sig, iz
dzigki wysokiej lipofilowosci kompleksu 22, jego absorpcja do guza
(w warunkach in vivo) jest wigksza, czynigc go bardziej skutecznym w zwalczaniu
nowotworu [58].

Podobna metodologi¢ oparta na PACT przebadano dla innego kompleksu
Ru(Il), w ktéorym ligandy stanowity ponownie uktady bipirydylowe lub 1,10-
fenantrolinowe sfunkcjonalizowane grupami metylowymi oraz z dobudowanym
fragmentem czterotiofenowym (ang. quaterthiophene) (Zwiazek 23), ktéry sklonny
jest do fotolizy. Zwigzki te przebadano w warunkach in vitro na czterech ré6znych
liniach komorek nowotworowych (A549, B16F10 — czerniak mysi, MCF7 — rak
piersi, SKMEL28 — czerniak ludzki) i wykazano, Zze konglomerat Ru(Il)/1,10-
fenantrolina/1,10-fenantrolina-czterotiofen jest niezwykle skuteczny wobec linii
komoérkowej SKMEL28, demonstrujgc warto$§¢ wspotczynnika ECso na poziomie
170 pM [59]. Wzory strukturalne wyzej wymienionych komplekséw rutenu(Il)
przedstawiono na rysunku 12.

Rysunek 12. Przyktady komplekséw Ru(Il) wykazujacych wiasciwosci przeciwnowotworowe [58, 59]
Figure 12. Examples of Ru(I) complexes exhibiting anticancer properties [58, 59]

Zwiazki oparte na kompleksach rutenu(Ill), w ktoérych rolg liganda pehni
sfunkcjonalizowana lonidamina (lek stosowany w leczeniu raka mozgu,
demonstrujacy zachecajace wlasciwosci przeciwrakowe w warunkach testow
in vitro) oraz dimetylosulfotlenek (Zwigzek 24), wykazuja cytotoksyczno$¢ wobec
linii komérek nowotworowych (np. A549, MCF-7, SW480 (ludzki gruczolakorak
okreznicy)) na poziomie 6,1-9,6 uM (dla najbardziej obiecujacego zwiazku), czesto
przewyzszajac aktywnos¢ referencyjnej cisplatyny oraz lonidaminy. Sugeruje si¢, ze
kompleksy te wprowadzaja komorki linii nowotworowej HCT116 (raka jelita
grubego) na drogg $mierci komorkowej wedlug mechanizmu apoptozy indukowane;j
aktywacja kaspaz 3/7 [60]. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa innych kompleksow
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rutenu(Ill), do grupa
trifluorometylows, ligandy pirydynowe, imidazolowe, badz indazolowe (Zwigzek

ktorych  dofaczone zostaly, funkcjonalizowane
25), zostata okre§lona w warunkach testow in vitro na liniach komorek
nowotworowych HT-29 (ludzki rak okreznicy) oraz AS549. Zwiagzki te wykazaty
aktywnos$¢, wyrazong parametrem ICso, na poziomie 21 i 24 puM, dla najbardziej
obiecujacego przypadku. Badanie to pokazalo, ze lipofilowos$¢ liganda jest kluczowa
dla tej bioaktywnosci. Dodatkowo zauwazono, ze podstawnik trifluorometylowy
zwigksza potencjat redukcyjny kompleksu, ze wzgledu na elektronoakceptorowy
charakter tego ugrupowania, co moze wskazywaé na istotno$¢ redukcji jonu Ru**
w mechanizmie aktywacji liganda w ustroju, szczegolnie z tego wzgledu, iz warto$¢
tego potencjatu miesci si¢ w granicach osiggalnych w warunkach fizjologicznych
1 koncepcja ta jest spdjna z tymi wczesniej opracowanymi w literaturze [61]. Wzory
strukturalne wczesniej wymienionych kompleksow rutenu(IIl) zostaly przedstawione
na rysunku 12.
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Rysunek 13.  Przyktady komplekséw Ru(Ill) wykazujacych wiasciwosci przeciwnowotworowe [60, 61]
Figure 13. Examples of Ru(IIl) complexes exhibiting anticancer properties [60, 61]
Podsumowujac, Ru(ll) z ligandami tj. bipirydyl, 1,10-fenantrolina

i pirydylosulfonian sg wysoce skuteczne w leczeniu rak ptuc, jajnika i szyjki macicy.
Kompleksy wykazaly 3 razy wigksza cytotoksyczno$¢ wobec guzéw w poréwnaniu
z cisplatyng. Z kolei, Ru(Il)/1,10-fenantrolina/1,10-fenantrolina-czterotiofen jest
niezwykle skuteczny wobec czerniaka ludzkiego.

UWAGI KONCOWE

Badania poswigcone kompleksom rutenu(Il) i rutenu(Ill) dowodza szerokiej
gamie zastosowan tych indywidudéw chemicznych w procesach katalitycznych tj.
polimeryzacja, epoksydacja i metateza olefin oraz depolimeryzacja. Kompleksy rutenu
wykazuja rowniez aktywno$¢ biomedyczna ze wzgledu na silne wlasciwosci
przeciwgrzybicze, przeciwbakteryjne, antywirusowe, antyoksydacyjne oraz antynowo-
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tworowe. Wzrastajacy problem antybiotykoopornosci begdzie determinowat dzialania
naukowcow, w celu dalszego intensywnego projektowania metalofarmacetykow na bazie
rutenu(lIl) i rutenu(Ill), ze wzgledu na ich selektywne dziatanie. Dodatkowo badania nad
aktywnosciag metalointerkalatorow moga prowadzi¢ do poznania nowych interakcji
z DNA, ktére moga wplyna¢ na wysoka aktywno$¢ biologiczng tych struktur. Jony
rutenu(Il/IIT) sa trwale w S$rodowisku biologicznym dlatego z pewnoscig jeszcze
przeczytamy o interesujagcych wynikach badan nowych, innowacyjnych zwigzkow
chemicznych Ru(II/IIT).
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Firma CEMIS-TECH Sp. z o0.0. powstata w celu promowania ekologicznych
rozwigzan firm SOAPY-EUROPE i GETINGE na rynku polskim i rynkach Srodkowej
Europy. Jednakze energiczne poczynania naszego profesjonalnego zespotu,
zaowocowaly rozszerzeniem dziatalno$ci na szeroko pojety segment laboratoryjny.

W chwili obecnej CEMIS-TECH Sp. z o0.0. jest wylgcznym i autoryzowanym
przedstawicielem w Polsce tak uznanych firm jak CEM Corporation, Syrris Ltd,
Teledyne ISCO Inc., ThalesNano Inc. czy MANTECH Inc.

Reaktor mikrofalowy Discover 2.0 firmy CEM Corp.

Ambicja CEMIS-TECH Sp. z o.0. jest dostarczenie Panstwu nie tylko
zamowionego sprzetu. Nasi specjaliSci pomoga w wyborze urzadzen i dostosuja oferte
do Panstwa specyficznych wymagan aplikacyjnych.
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Proponujemy tez grupowe lub indywidualne szkolenia w naszym laboratorium
aplikacyjnym w Kamp-Lintfort lub w Poznaniu. Ulatwi to Panstwu szybkie
opracowanie wlasnych metodyk analitycznych lub przygotowania probek do analizy.

Wyspecjalizowane biuro serwisowe pomaga w realizacji wymagan instalacyjnych,
zapewnia profesjonalne szkolenia poinstalacyjne oraz rzetelng i sprawnag obstuge
gwarancyjng i pogwarancyjna.

Nie zostaniecie Panstwo pozostawieni sami sobie. CEMIS-TECH Sp. z o.o.
zaprasza wszystkich uzytkownikéw na kilkudniowe spotkania w formie zblizonej do
sympozjum. Wyklady, zajecia grupowe, poznanie innych uzytkownikéw, ich sukcesow
i problemow oraz dostosowanie tematyki spotkan do probleméw zglaszanych przez
Panstwa — to niewatpliwie przelomowe 1 niespotykane podejscie w relacjach
Uzytkownik-Firma.

MARS 6 Synthesis firmy CEM Corp.

CEMIS-TECH Sp.z o.0. organizuje we wspolpracy z Uniwersytetem Jana
Kochanowskiego w Kielcach coroczne Sympozjum na Lysej Gorze. Mozecie tam
Panstwo zapoznaé¢ si¢ z najnowszymi osiagnigciami polskiej i $wiatowej chemii,
a takze indywidualnie skonsultowa¢ swoje problemy z najwybitniejszymi postaciami
polskiej chemii.

Serdecznie zapraszamy do zapoznania si¢ z nasza oferta i do kontaktu z naszym
zespotem.
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1S4,

WYLACZNY AUTORYZOWANY PRZEDSTAWICIEL HANDLOWY | SERWISOWY
W POLSCE, SWIATOWYCH PRODUCENTOW APARATURY LABORATORYINE] -
TELEDYNE ISCO INC., CEM CORPORATION, SYRRIS LTD, MANTECH INC.,
SOAPY-EURQPE LTD, ZEULAB, THALESNANO INC,

W szerokiej ofercie naszej firmy znajdy Panstwo miedzy innymi:
Systemy chromatograficzne firrmy TELEDYNE ISCO Inc.

Urzgdzenia laboratoryjne firmy CEM Corporation:

w reaktory mikrofalowe

m syntezatary peptydow

m mingralizatory mikrofalowe
m piece muflowe

m analizatory sktadu h
Reaktory | pompy streykawkowe firmy SYRRIS Ltd. .::\.

Analizatory elektrochemiczne firmy MANTECH Inc

Zmywarki laboratoryjne firmy CETINGE
Inteligentne urzadzenia da mycia rak firmy SOAPY-EUROFE Ltd.
Kamary rekawicows firmy JACOMEX

Serdecznie zachecamy do kontaktu, Nasi specjalisci pomogg w wyborze

urzgdzen i dostosujg oferte do Panstwa wymagan aplikacyjnych.

Zapraszamy riwniez do korzystania z ustug autoryzowanego seririsu.

CEMIS - TECH Sp. z 0.0.

ul. Rydygiera 8/24 lok. 1015 tel. +4822 4124913 www.cemis.tech cemis@cemis.tech
01-793 Warszawa
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Mineralizator mikrofalowy BLADE Chromatografy CombiFlash EZ Prep
firmy CEM Corp. firmy Teledyne ISCO Inc.



CEMIS-TECH

Firma CEMIS-TECH Sp. z o.0. jest wylgcznym autoryzowanym
przedstawicielem firm:

CEM CORPORATION
‘ T i go w lak um:
G — i g —] — unikatowe systemy mikrofalowe Mars 6 oraz Blade do roziwarzania w kwasach,
— Em — system do akstrakcji rozpuszezalnikowe] wspomagane| mikrofalowao - Mars 6,
-

~ zautomaty 1y system keji rozpuszezalnikowej — EDGE,
— mikrotalowy piec muflowy Phoenie Black redukujacy czas spopielania nawet o 90%,
— niezawodne suszarki mikrolalowe (SAM 255),

~ reaktory mi do syntezy zwigzkow organicznych (Discover 2.0, Mars 6),

~ szybkie | niszawadne mikrofalowe zestawy do syntezy peptyddw (Discover Blo,
Liberty 2.0, Liberty Blue 2.0, Liberty Prime 2.0),

= syntezatory peptydow w mabej skali (MulitPep1, MultiPepZ),

—automatyczne systemy do hybrydyzacji in situ (InsituPro) oraz systemy do trawienia
enzymatycznego [DigestPro),

— ultraszybkie analizatory wilgoc: | suche| masy (Smart 6 | Smart O,

— szeroka gama analizatorow thuszczu | suche] masy (Oracle),

— analizalory bistka { Sprmt).

TELEDYNE ISCO INC.

I‘~\ TELEDYNE [SCQ - cvomwe usst sonnexen

P — chromatograly FLASH/prep seni EZPrep,
EVGWWhereYOUIOOk — chromatograly preparatywne ACCQPrep 150,

- systemy SFC, deteklory masowe,
— kelumny chromatograficzne,

pompy strzykawkowe | chromatograficzne.

SYRRIS LTD
Prod ktord | ch i przeplywowych:
— Aflas HD - zautomaty zowany reaklior wsadowy,
Orb | Qrb Pllal reaktory dls (naczynia o poj el od 500ml do 50L),

— pompy strzykawkowe Atlas z zaawansowang technikg dozowania,

— Atias Cryo Reactar - wysokowydajny, reklor chiodzacy do temperatury nawat -80°C,
SYRRIS ~ Atias Potassium 3 Bar Pressure System — reaktor cidnieniowy do 2 bar,
— Atlas Sodium 200 Bar Pressure — system dla reakcii wysokocisnieniowych (200 bar),
— Reaklory przeplywowe Asia, Asia Photochemistry Reaclor | Asia Flow Chemistry Synnge
Pump.

CEMIS-TECH 5p. z 0.0. Tel: +4822 41 24913 www.cemis.tech
ul. Rydygiera 8/24 lok. 1015 Fax: +48 22 41 68 617 cemis@cemis.tech
01-793 Warszawa
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THALESNANO INC.
Prod i yinych bw przeplywowych:

— reaktory przeptywowe H-Cube do prowadzenia reakcji uwodarnianal deuterowania bez
koniecznosci stosowania gazu z butli, wytwarzanie wodoru in situ,
— reaktory przeptywowe Phoenix - reakcje wysokeotemperaturowe nawet do 450°C,

— dodatkowe akcesora: stacja CatCart Packer, autx pler, ¥

THALESNano

CatCart, przystawka GasModule do p dzenia reakcji z innymi gazami,

— bogata oferta ponad 100 mini-reaktoréw CatCan z réznymi katalizatorami.

JACOMEX SAS

Francuski producent z ponad 70 letnig tradycja:

.JACDM Ex — komdr rekawicowych (Glovebox),

—izolatordw,
MANTECH INC.
I yine urzadzenia do itorowana parametréw wody, sciekéw, gleby, Zywnosci
jach Y ych | manualnych systemdw gotowych do pracy:
@ MANT Ec H — analizatory BZT (seria BOD,} analizatory ChZT — seria PeCOD - bez uzycia chromiandw,

— zestawy do pomiardw: pH, kwasowosc, zasadowoss, chlorki, fluorki itd.

SOAPY EUROPE SRL
System mycia rak zasilany sztuczng inteligencja, oferujacy:
-~ — bezdotykowy proces mycia, pomiar temperatury uzytkownika,
y ~ ocens jakosci mycia i raportowane w SoapyWisdom ™ (zgodnie z GLP i GMP),
—oszezednost zasobdw: wody (95% mniej), mydia (80% mniej), energii oraz ograniczenie

ilosé sciekdw mydlanych trafiajgeych do srodowiska,
—rozpoznawanie uzytkownika, mozliwosc zintegrowania z karta dostepu do pomieszczenia.
W naszej ofercie znajdg Panstwo takize produkty firm:
LABTECH SRL

E —wysokiej jakosci wyparki priiniowe pionowe i diagonalne,

— mieszadia magnetyczne, plyty grzewcze, bloki do mineralizacji prabek,

— cyrkulatory i laznie wodne o szerokim zakresie zastosowania,

— generatory wodoru | g tory azotu, wiele kowy reaktor (Xelslus)

Zapraszamy do kontaktul
Nasi specjalisci pomoga w wyborze.

CEMIS-TECH Sp. 2 0.0. Tel: +4822 41 24913 www .cemis.tech
ul. Rydyglera 8/24 lok, 1015 Fax: +48 22 41 68 617 cemis@cemis.tech
01-793 Warszawa
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MECENASI WIADOMOSCI CHEMICZNYCH

“‘n" Hydrolab to polska firma z ponad 20-letnim
[ g doswiadczeniem na rynku. Jeste$my dobrze
N AN Rl Sl zorganizowanym, nowoczesnie zarzadzanym
przedsiebiorstwem.
Produkujemy laboratoryjne demineralizatory, zaprojektowane zgodnie

z wytycznymi polskich i europejskich norm, wykorzystujac najnowsze technologie
oczyszczania wody.

JesteSmy w stanie zaplanowaé calg gospodarke wodng w laboratorium, z peilng
dokumentacja kwalifikacyjna.

Hydrolab aktualnie posiada w swojej ofercie ponad sto modeli urzadzen do

oczyszczania wody.

Firma CEMIS-TECH Sp. z o.0. powstala w celu

IS' promowania ekologicznych rozwiazan firmy SOAPY-

TECH AW  EUROPE na rynku polskim 1 rynkach $rodkowe;j

Europy. Jednakze energiczne poczynania naszego

profesjonalnego  zespotu, zaowocowaly rozszerzeniem dzialalno§ci na segment
laboratoryjny.

W chwili obecnej CEMIS-TECH Sp. z o0.0. jest wylacznym i autoryzowanym
przedstawicielem w Polsce tak uznanych firm jak: CEM Corporation, Teledyne ISCO Inc.,
Syrris Ltd, JACOMEX SAS, ThalesNano Inc, SOAPY Europe SRL, Mantech Inc.,
ZUELAB.

Ambicja naszej firmy jest dostarczenie Panstwu nie tylko zamoéwionego sprzetu.
Nasi specjali§ci pomoga w wyborze urzadzen i dostosujg oferte do Panstwa specyficznych
wymagan aplikacyjnych. Proponujemy tez grupowe badz indywidualne szkolenia w naszym
laboratorium aplikacyjnym w Kamp-Lintfort lub w Poznaniu. Utatwi to Panstwu szybkie
opracowanie wlasnych metodyk analitycznych lub przygotowania probek do analizy.

CEMIS-TECH Sp. z o0.0. organizuje we wspoélpracy z Uniwersytetem Jana
Kochanowskiego w Kielcach coroczne Sympozjum na Lysej Gorze. Mozecie tam Panstwo
zapozna¢ si¢ z najnowszymi osiagnieciami polskiej i §$wiatowej analityki chemicznej, a takze
indywidualnie skonsultowa¢ swoje problemy z najwybitniejszymi postaciami polskiej

chemii.
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Uroczyste wreczenie Medalu PTChem im. Bogustawy
i Wlodzimierza Trzebiatowskich Pani profesor Annie Trzeciak
z Uniwersytetu Wroclawskiego

Dnia 27 marca na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego odbylo si¢ uroczyste
wreczenie Medalu PTChem im. Bogustawy i Wtodzimierza Trzebiatowskich Pani prof. dr
hab. Annie Trzeciak z Uniwersytetu Wroctawskiego (UWTr). Pani Profesor Trzeciak z uwagi
na inne obowigzki zawodowe nie moglta odebra¢ Medalu osobiscie podczas 64 Zjazdu
Naukowego PTChem, ktory odbyt si¢ w Lublinie w dniach 11-16 wrzesnia 2022 roku.
Uroczysto$¢ wregczenia Medalu we Wroctawiu zostala zorganizowana przez Oddziat
Wroctawski PTChem, reprezentowany przez Przewodniczacego Oddziatu dr. hab. inz.
Tomasza Olszewskiego, prof. PWr oraz Wiceprzewodniczacg Oddziatu dr hab. Mariolg
Kuczer i dr Barbar¢ Lydzba-Kopczyfnska Czlonka Zarzadu Oddzialu Wroctawskiego
PTChem, we wspolpracy z Dziekanem Wydziatlu Chemii UWr, dr hab. Stawomirem
Berskim, prof. UWr. Na uroczysto$¢ przybili takze Prorektor ds. finanséow i rozwoju UWr
prof. dr hab. Robert Wieczorek oraz Prodziekan ds. innowacji i rozwoju (WCh UWr) dr hab.
Marcin Sobczyk, prof. UWTr. Ponadto uroczystos¢ zaszcezycili swoja obecnoscia Pani Prezes
Prezydium Zarzadu Glownego PTChem prof. dr hab. Izabela Nowak oraz Czlonek
Prezydium Zarzadu Glownego PTChem prof. dr hab. Rafal Latajka.

Po przywitaniu gosci przez dr hab. Mariolg¢ Kuczer, Dziekana Wydziatu Chemii dr hab.
Stawomira Berskiego, prof. UWr oraz Prorektora ds. finanséw i rozwoju UWTr prof. dr hab.
Roberta Wieczorka nastapilo przedstawienie historii Medalu im. Trzebiatowskich przez dr.
hab. inz. Tomasza Olszewskiego, prof. PWr. Dr Olszewski powiedziat: ,, Medal Polskiego
Towarzystwa Chemicznego imienia Bogustawy i Wiodzimierza Trzebiatowskich jest
przyznawany od 2017 roku i przyznaje si¢ go za wybitne osiggnigcia naukowe w zakresie
chemii nieorganicznej. Na medalu z posrebrzanego brgzu wybita jest po jednej stronie
podobizna Bogustawy Jezowskiej-Trzebiatowskiej, rok jej urodzenia i smierci (1908-1991)
oraz logo PTChem, a po drugiej — podobizna Wiodzimierza Trzebiatowskiego, rok jego
urodzenia i smierci (1906-1982) oraz logo PTChem. Do medalu dolgczony jest dyplom.
Medal zwyczajowo wreczany jest na Zjezdzie Naukowym Polskiego Towarzystwa
Chemicznego. Drzigki uprzejmosci Pani Agnieszki Plociennik, Dyrektor Biura Zarzgdu
Glownego PTChem oraz Pana profesora Rafala Latajki Czlonka Prezydium Zarzqdu
Glownego PTChem udalo mi sig ustalic, Ze wniosek o ustanowienie Medalu im.
Trzebiatowskich zostatl zlozony przez Oddzial Wroctawski w 2008 roku. Na posiedzeniu
Zarzqdu Glownego Polskiego Towarzystwa Chemicznego, ktore odbylo si¢ dnia 16 czerwca
2008 roku w Warszawie wniosek ten przedstawit profesor Florian Pruchnik. z Uniwersytetu
Wroclawskiego, owczesny Przewodniczqcy Oddziatu Wroctawskiego. Zgodnie z protokotem
z tego posiedzenia, wniosek zostal przyjety wigkszosciq glosow a Medal miatl byc
przyznawany za wybitne osiggniecia z zakresu chemii, fizyki i technologii materiatow.
Projekt Medalu zostal zamowiony i wykonany w pracowni Medalierstwa i Matej Formy
Pana Jacka Dworskiego. Realizacja zakoniczyta si¢ 31 maja 2010 roku. Nastgpnie, Medal
zostal wybity w mennicy w 2010 roku. Kolejna wzmianka o Medalu pochodzi z dnia 9 maja
2016 roku. W tym dniu w Warszawie mialo miejsce posiedzenie Zarzgdu Gtéwnego
PTChem, na ktérym Profesor Rafat Latajka przedstawit wniosek z prosbg Oddziatu Wrocta-
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wskiego o powrot do rozpatrywania i zatwierdzenia zakresu merytorycznego Madalu im.
Trzebiatowskich. Jak wynika z protokotu tego posiedzenia, w trakcie dyskusji, na wniosek
owczesnego Prezesa PTChem profesora Jerzego Blazejowskiego ustalono, ze Medal
powinna przyznawac ogolnopolska Komisja Wyroznien i Medali Polskiego Towarzystwa
Chemicznego a sam Medal powinien zosta¢ wigczony do puli Medali przyznawanych przez
PTChem i wreczanych na dorocznych Zjazdach Naukowych Towarzystwa. Ostatnia
wzmianka dotyczqca historii ustanowienia Medalu im. Trzebiatowskich pochodzi z dnia
5 grudnia 2016 roku. W tym dniu w budynku HI4 Politechniki Wroctawskiej odbylto sie
posiedzenie Prezydium i Zarzqdu Glownego PTChem. Posiedzenie to byto bezposrednio
zwiqgzane z przygotowaniami do organizacji przez Oddziat Wroclawski w 2017 roku 60
Zjazdu Naukowego PTChem a Przewodniczgcym Komitetu Organizacyjnego byt profesor
Rafal Latajka. Na tym posiedzeniu podjeto dwie wazne dla historii Medalu im.
Trzebiatowskich uchwaly: mianowicie Uchwale numer 4 z dnia 5 grudnia 2016 roku
o zmianie zakresu merytorycznego przyznawania Medalu im. Trzebiatowskich, Medal mial
by¢ przyznawany za wybitne osiggniecia z zakresu chemii nieorganicznej (w takiej formie
Sfunkcjonuje on do dzis), oraz uchwate numer 5 z dnia 5 grudnia 2016 roku o jednorazowym
wydtuzeniu terminu sktadania wnioskow o Medal do 28 lutego 2017 roku (zwyczajowo
wnioski o Medale i wyréznienia PTChem sklada si¢ w terminie do 1 pazdziernika roku
poprzedzajgcego przyznanie wyroznienia lub medalu). Zmiana terminu skiadania wnioskow
0 Medal im. Bogustawy i Wlodzimierza Trzebiatowskich pozwolita na przyznanie po raz
pierwszy tego zaszczytnego Medalu wlasnie w 2017 roku we Wroctawiu podczas 60 Zjazdu
Naukowego PTChem. Pierwszym laureatem Medalu im. Bogustawy i Wiodzimierza
Trzebiatowskich zostat profesor Henryk Koztowski. W roku 2021 Medal ten otrzymat prof.
Piotr Sobota. [...] Jest mi niezmiernie mito widzie¢ dzisiaj tak wielu znakomitych gosci Pana
Dziekana Wydziatlu Chemii UWr, dr. hab. Stawomira Berskiego, prof. UWr, Pana
Prorektora UWr prof. dr. hab. Roberta Wieczorka, Paniq Prezes PTChem profesor Izabelg
Nowak, Laureata Medalu Pana prof. Piotra Sobote, wspolpracownikow Laureatki oraz
wszystkich Panstwa, ktorzy z nami dzisiaj jestescie w tym uroczystym dniu.”

Nastepnie zebrani goscie wystuchali laudacji Laureatki Medalu. Dziatalno§¢ naukowa
Laureatki przedstawita dr hab. Alina Bienko, prof. UWr. Dr Biefnko powiedziata:
., Dziatalnos¢ naukowg Pani Prof. Anna Trzeciak prowadzi w ramach Zespotu Katalizy
i Chemii Koordynacyjnej, ktorego jest kierownikiem. Specjalnoscig naukowgq Pani Profesor
jest chemia koordynacyjna i kataliza z udzialem zwigzkow metali i nanoczgstek metali.
W swojej pracy koncentruje si¢ glownie na badaniach struktury metaloorganicznych
kompleksow rodu i palladu, ich aktywnosci katalitycznej w reakcjach hydroformylacyi,
izomeryzacji i uwodornienia zwigzkow nienasyconych. W tej dziedzinie opublikowata ponad
195 prac, z ktorych wiele jest czesto cytowanych w literaturze. O uznaniu Pani Prof.
Trzeciak w Swiecie miedzynarodowej nauki swiadczy wysoki indeks Hirscha rowny 34,
wlasciwy dla szeroko rozpoznawalnych badaczy. Na szczegolne podkreslenie zastuguje
wyrozniajgca dzialalnos¢ Pani Profesor w obszarze organizacji nauki. Po utworzeniu
w 1995 roku Wydziatu Chemii UWr zostala koordynatorem programu SOCRATES.
Dziatalnos¢ ta pozwolita na rozwiniecie w tej jednostce naukowo-dydaktycznej ksztatcenia
studentow zagranicznych. W latach 1999-2005 pelnita funkcje petnomocnika Dziekana ds.
studiow doktoranckich i zagranicznych. W latach 2005-2012 byla Prodziekanem Wydziatu
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Chemii UWr ds. naukowych i wspoipracy z zagranicqg, a w 2012 roku zostata wybrana
Dziekanem tego Wydziatu petniqc te funkcje az do 2020 roku. Jest rowniez Kierownikiem
Zaktadu Chemii Nieorganicznej. Ponadto jest Czionkiem Polskiego Towarzystwa
Chemicznego i Komisji Katalizy i Fizykochemii PAN, cztonkiem Royal Society of Chemistry
oraz American Chemical Society. W latach 2013-2020 byla Czlonkiem Zarzqdu
Europejskiego Towarzystwa Chemicznego (EuChemsS) oraz Przewodniczqcq Sekcji Chemii
Nieorganicznej EuChemS. Za swoje osiggnigcia naukowe i dydaktyczne byla nagradzana
nagrodami Ministra Edukacji Narodowej (1981, 1982, 1986), Sekretarza Naukowego PAN

>

(1983) oraz wielokrotnie nagrodami Rektora Uniwersytetu Wroctawskiego.’

Dziatalno$¢ dydaktyczng przedstawit dr hab. Marcin Sobczyk, prof. UWr. Pan dr Sobczyk
powiedziat: ,Lista pelnionych funkcji na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego
przez Panig Profesor Trzeciak jest bardzo diuga i Swiadczy o Jej ogromnym zaangazowaniu,
w  ktorym umiejetnie {qgczy od blisko 27 lat, dziatalnos¢ naukowq, dydaktyczng
z organizacyjng. Pani Profesor petnita miedzy innymi funkcje Wydziatowego Koordynatora
programu Erasmus, Pelnomocnika Dziekana ds. studiow doktoranckich i wspolpracy
z zagranicq, Prodziekana Wydziatu Chemii ds. naukowych, i Dziekana Wydziatu Chemii. Od
przejscia na emeryturg prof. Jozefa Ziotkowskiego w 2004 roku Pani Profesor Anna
Trzeciak tgczy funkcje kierownika Zespotu Naukowego Katalizy i Chemii Koordynacyjnej
oraz Zakladu Dydaktycznego Chemii Nieorganicznej. Dzisiaj, kiedy w Polsce i w Europie
duzo mowi si¢ o Zielonym Ladzie, koniecznosci budowania tak zwanego Przemystu 4.0, czyli
przemystu opartego na ekologicznym podejsciu do syntezy, a termin Zielona Chemia jest
odmieniany przez wszystkie przypadki, dzialalnos¢ Pani Profesor Trzeciak w latach 90
ubieglego wieku znacznie wyprzedzala obecne czasy. Byla to dzialalnosé, ktorq mozna
okreslic przewidywaniem przysztosci jako podejscie do rzutowania przyszlych trendow.
W latach 90 XX wieku na Wydziale Chemii otwierany jest kierunek studiow Chemia
srodowiska, w ktorego powstanie angazuje si¢ Prof. Trzeciak. W 1995 roku ukazuje sig
monografia Jej autorstwa pt. ,, Wstep do chemii nieorganicznej srodowiska”. Do programow
studiow chemicznych wprowadzony jest przedmiot Zielona chemia, a wreszcie w 2022 roku
kierunek studiow Zielona chemia, w prace nad ktorym Pani Profesor Trzeciak poswiecita
duzo czasu i energii. Pani Profesor Trzeciak wypromowata kilkudziesieciu magistrow chemii
i kilkunastu doktorantow, z ktorymi do dzis jest w stalym kontakcie.”

Wspotprace naukowa Laureatki przedstawita prof. dr hab. Grazyna Stochel z Uniwersytetu
Jagiellonskiego.

Po zakonczeniu laudacji Pani prof. Anna Trzeciak otrzymata Medal PTChem im. Bogustawy
i Wlodzimierza Trzebiatowskich z ragk Pani Prezes ZG PTChem prof. Izabeli Nowak.
Nastepnie Laureatka wyglosita wyktad naukowy zatytutowany ,,Katalizatory palladowe -
molekularne czy nanoczastkowe?”. Ponadto uczestnicy uroczystosci mieli mozliwosé
wyshichania drugiego wyktadu naukowego wygloszonego przez dr. Adama Augustyniaka
z UWr i zatytulowanego ,,0d sieci metaliczno-organicznych MOF ku materialom
weglowym - wschodzace gwiazdy katalizy”.
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Nastepnie zostata przedstawiona informacja o programie ,,Kazdego dnia tworzymy historig
chemii” zainicjowanym przez dr Barbar¢ Lydzbe¢-Kopczynska i wspdlnie realizowanym
z Panig dr hab. Mariolg Kuczer z UWr. Cele projektu zreferowal Prodziekan ds. innowacji
i rozwoju (WCh UWr) dr hab. Marcin Sobczyk, prof. UWr mowiac: ,,Celem projektu
,, Kazdego dnia tworzymy historie Chemii” jest upowszechnienie wsrod pracownikow,
doktorantow i studentow wydziatu Chemii UWr wiedzy o osiggnieciach pracownikow
Wydziatu i wieloletnich tradycjach naukowych kontynuowanych przez kolejne pokolenia
badaczy. Wszystkie te wydarzenia stanowig bogatq historig i tradycje Wydziatu, ktora
powinna by¢ kultywowana. Promowanie tej wiedzy wsrod spolecznosci akademickiej
przycezynia sie do zwigkszenia postrzegalnosci Wydziatu i budowania jego wizerunku wsrod
polskich uczelni na arenie krajowej i migdzynarodowej wsrod uczelni partnerskich
zaangazowanych w projekty miedzynarodowe realizowane z UWr. Budowanie swiadomosci
tradycji i osiggnie¢ wroctawskich chemikow ma wplyw na podniesie prestizu i renomy
uczelni wsrod studentow oraz pozycji w rankingach uczelni akademickich najchetniej
wybieranych przez absolwentow szkol srednich i studentow. Jednym z elementow tego
projektu jest stworzenie galerii poSwigconej naukowcom zwigzanym z Wydziatem Chemii
UWr, ktorzy zostali nagrodzenie Medalami PTChem, uhonorowani tytutem Honoris Causa
oraz zostali wybrani przez spolecznos¢ akademickq do pelnienia funkcji rektorskich na
UWr(...). Historia Instytutu Chemii a nastgpnie Wydzialu to rowniez historia Zycia
akademickiego i naukowego Wrocltawia wyrazana poprzez prowadzone tutaj badania,
organizacje licznych spotkan naukowych, szkol i konferencji krajowych i migdzynarodowych
z wieloletniq tradycjg, uroczystosci lgczqcych nauczycieli akademickich, pracownikow
wydziatu, doktorantow i studentow (...). Potrzeba zatrzymania wspomnien tych wydarzen
i podzielenia si¢ nimi z kolejnymi generacjami wroctawskich chemikow stata si¢ motywacjq
do podjecia kolejnego zadania w ramach wspomnianego juz projektu. Jest nim stworzenie
albumu zarowno w formie tradycyjnej jak i elektronicznej zatytutowanego ,, Historia
Wydziatu Chemii UWr zapisana w obrazach” opartego na dokumentacji fotograficznej
wydarzen zwianych z historig Wydziatu Chemii UWr, poczqwszy od stworzenia Instytutu
Chemii UWr, (...) powstania Audytorium Chemii wpisanego w roku 2012 do rejestru
zabytkow, jako wartosciowe dzielo architektury péznego modernizmu (...) az do dzis oraz

>

Planow Nowej Chemii.’

Spotkanie zakonczylo otwarcie galerii portretow pracownikow Wydziatu Chemii UWr
nagrodzonych Medalami PTChem powstatej z inicjatywy dr hab. Marioli Kuczer,
Wiceprzewodniczacej Oddzialu oraz dr Barbary Lydzby-Kopczynskiej z UWr, Czlonka
Zarzadu Oddziatu Wroctawskiego PTChem. Uroczystego otwarcia galerii dokonali wspolnie
Pani Prezes Prezydium Zarzadu Gtéwnego PTChem prof. dr hab. Izabela Nowak oraz
Dziekan Wydziatu Chemii UWTr, dr hab. Stawomir Berski, prof. UWr. Na przestrzeni lat
niemal dwudziestokrotnie przyznano medal PTChem pracownikom Wydziatu Chemii UWr.
Medal im. Bogustawy i Wtodzimierza Trzebiatowskich w 2017 roku zostat nadany Prof.
Henrykowi Koztowskiemu, nastgpnie w roku 2021 jego laureatem zostat Prof. Piotr Sobota
a nastepnego roku Medal zostat przyznany Pani Profesor Annie Trzeciak. Wsrod laureatow
Medalu im. Jedrzeja Sniadeckiego przyznawanego chemikowi pracujacemu w Polsce za
wybitne osiggni¢cia naukowe o §wiatowym znaczeniu w chemii, czterokrotnie znalezli si¢
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przedstawiciele Chemii UWr: w 1986r nagrodzono Prof. Lucjana Sobczyka, w 1988 roku
Prof. Bogustawe Trzebiatowska. W 2014 roku medal przyznano Prof. Cyrylowi L.
Latosowi-Grazynskiemu a w 2022 roku medal zostal nadany prof. Henrykowi
Koztowskiemu. Natomiast laureatami Medalu im. Jana Zawidzkiego przyznawanego za
wybitne osiagni¢cia naukowe w zakresie chemii fizycznej zostali: Prof. Lucjan Sobczyk
w 1979 oraz Prof. Aleksander Koll w 2007 r. W roku 2020 Prof. Zbigniew Szewczuk za
wybitne osiggnigcia naukowe w zakresie chemii organicznej zostal nagrodzony Medalem
im. Stanistawa Kostaneckiego. Dostrzezone i docenione zostaly rowniez dziatania
pracownikow Wydzialu Chemii UWr intensywnie wspierajacych dziatalnos¢ Polskiego
Towarzystwa Chemicznego zarowno w kraju i za granicg. Medal Okolicznosciowy a od
2007 roku - Medal 75-lecia Towarzystwa zostal przyznawany dwukrotnie Prof. Ignacemu
Siemionowi w 1998 i 2011. Nastgpnie w 2003 r. medal przyznano Prof. Jozefowi
Zidtkowskiemu, w 2014 uhonorowany zostat Prof. Henryk Koztowski. Kolejnym laureatem
medalu w 2017 roku zostal Prof. Florian Pruchnik, dwa lata p6zniej w 2019 roku - Prof.
Zdzistaw Latajka a w roku 2022 medal przyznano Prof. Henrykowi Ratajczakowi. Polskie
Towarzystwo Chemiczne przyktada réwniez ogromng uwagg do pracy dydaktycznej
i wychowawczej wspierajacej mtodych adeptoéw nauk chemicznych. W roku 2013 Pani dr
Ludmita Szterenberg z Wydziatu Chemii UWTr zostata nagrodzona Medalem imienia Zofii
Matysikowej przyznawanym nauczycielom chemii, cztonkom Polskiego Towarzystwa
Chemicznego, za wybitne osiggni¢cia dydaktyczno-wychowawcze.

Uroczysto$¢ zakonczyla czes$¢ nieformalna, podczas ktorej na gosci czekat poczgstunek oraz
rozmowy z Laureatka i pozostalymi uczestnikami spotkania.

Prof. PWr dr hab. inz. Tomasz Olszewski
Politechnika Wroctawska, Katedra Chemii Fizycznej i Kwantowej, Wydzial Chemiczny

dr hab. Mariola Kuczer
Uniwersytet Wroctawski, Zaktad Chemii Organicznej, Wydzial Chemii

Prof. UWr dr Barbara Lydiba-Kopczynska
Uniwersytet Wroclawski, Laboratorium Badan Dziedzictwa Kulturowego,
Zaktad Analityki Stosowanej, Wydzial Chemii






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

1. Informacje ogolne

»Wiadomosci Chemiczne” s3 recenzowanym czasopismem naukowym
Polskiego Towarzystwa Chemicznego, ktore publikuje przede wszystkim artykuly
przegladowe. Ponadto publikowane s3 tutaj inne wartosciowe materialy
o charakterze edukacyjno-informacyjnym takie jak: artykuly oparte na pracach
doktorskich lub habilitacyjnych, ktore zostaly wyr6znione przez Rady Wydziatow,
przed ktorymi toczyly si¢ odpowiednie procesy; materiaty informacyjne na temat
uczonych oraz jednostek naukowych/firm chemicznych lub pokrewnych chemii;
materiaty o aktualnych osiggnigciach w szeroko pojetych naukach chemicznych.

Dodatkowa oferte¢ Wydawnictwa stanowi seria, ,,Biblioteka Wiadomosci
Chemicznych”, gdzie publikowane sa dtuzsze artykuly przegladowe lub monografie
poswigcone waznym i aktualnym problemom wspodtczesnej chemii. Autorzy, ktorzy
chcieliby takie prace napisaé, powinni wczesniej skontaktowac si¢ z Redakcja,
a nastgpnie przestaé wstgpnie przygotowana publikacje (redagowana na wzor
artykulow w czasopismie ,,Wiadomosci Chemicznych”) lub informacje na temat
przygotowywanej pracy — tytul przygotowywanej publikacji, przyblizong liczbe
stron, tabel, rysunkéw. W chwili obecnej Redakcja nie posiada $rodkéw na
finansowanie prac w serii ,,Biblioteka Wiadomo$ci Chemicznych”. W zalezno$ci od
sytuacji finansowej] Wydawnictwa, Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji
kosztéw druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

»Wiadomosci Chemiczne” wydawane sg zarowno w wersji drukowanej jak
i elektronicznej. Wersja elektroniczna udostepniana jest bezplatnie w Internecie.

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

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

* Prace nie byly wcze$niej publikowane, ani nie sg ztozone w redakcji innego
czasopisma.

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



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

* Autorzy przysylajacy prace po raz pierwszy powinni poda¢ swoj numer
telefonu oraz adresy poczty tradycyjnej i elektroniczne;j. Jest to niezbedny warunek
sprawnego przebiegu opracowania redakcyjnego tekstu.

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

e Jezeli autorzy nie zastrzegg inaczej w momencie zgloszenia pracy,
wydawca nabywa ogélnych praw autorskich do wydrukowanych prac (w tym
prawo wydawania na nosnikach elektronicznych oraz w Internecie). Tytulem
powyzszego wykorzystania utwor6w autorom nie sg wyptacane honoraria.

*  Wszystkie nadsytane prace sa poddawane wstepnej ocenie, ktdra okresla
czy odpowiadajg randze i profilowi ,,Wiadomosci Chemicznych” oraz czy zostaty
przygotowane zgodnie z formalnymi wymogami MNiSW oraz Redakcji.

* Po uzyskaniu pozytywnej wstepnej oceny wszystkie prace sg recenzowane
przez co najmniej dwoch niezaleznych recenzentdéw, zgodnie ze wskazdéwkami
zawartymi w broszurze informacyjnej Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216
_MNISW_broszura 210x210.pdf.

* O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

* Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji
stwierdzit, ze nie nalezy przyja¢ do druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii
recenzentdw moga by¢ powtornie przestane do czasopisma. W takim przypadku
praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelng procedurg
recenzowania.

* Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, ze tzw. ,.ghostwiting” (kto$
wnibst znaczacy wklad w powstanie publikacji, a nie zostal przedstawiony jako
wspotautor lub tez nie zostal wymieniony w podzigkowaniu zamieszczonym
w publikacji) lub ,,guest authorship” (udziat autora jest znikomy lub tez w ogole nie
miatl miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) sa przejawem nierzetelnosci
naukowej. Wszelkie przejawy nierzetelnosci naukowej, famania i naruszania zasad
etyki obowigzujacej w nauce bedg ujawniane, wiacznie z powiadomieniem
jednostek zatrudniajacych autordw.

* Autorzy maja prawo do zaproponowania co najmniej trzech niezaleznych
recenzentdw, jednak ostatecznego wyboru anonimowych recenzentoéw dokonuje
Redakcja.

3. Koszty

Autorzy czasami moga ponosi¢ cze¢§ciowe koszty wydania swoich artykutow.
Tak jest w przypadku tzw. stron nadliczbowych tj. powyzej 25 stron. Za kazda
rozpoczeta nadliczbowg strong jest naliczana oplata w wysokosci okoto 50 zt.
Najczesciej- kwota ta pokrywana jest z funduszy pozyskiwanych przez Autoréw
lub przez Wydziaty ktore wspomagaja wydawanie ,,Wiadomo$ci Chemicznych”.



Niezaleznie od rodzaju pracy optata pobierana jest rowniez za strony drukowane
w kolorze (zgodnie z faktycznym kosztem druku).

Redakcja zastrzega sobie mozliwos¢ zmiany wysokosci optat, w zaleznosci od
wielkosci dofinansowania z MNiSW oraz wypracowanych $rodkéw wlasnych.
Faktura wystawiana jest po ukazaniu si¢ pracy.

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomos$ci Chemicznych”, Redakcja
nie posiada $rodkéw na finansowanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow
druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

4. Informacje szczegoétowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku
4.1. Wymagania merytoryczne

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

4.2. Wymagania techniczne sktadu tekstu

* W przypadku prac wspoétfinansowanych przez autoréw, liczba stron oraz
forma kolorystyczna manuskryptu nie jest ograniczona (wymagane jest
wczesniejsze uzgodnienie z Redakcja).

* Maszynopisy prac autoréw ktorzy nie chca ponosi¢ dodatkowych kosztow,
nie powinny przekracza¢ 25 stron catej pracy (po wydruku w czasopiSmie) oraz
drukowane bgda w wersji czarno biatej.

* Glowny tekst nadsytanych prac powinien by¢ napisany w edytorze Word,
czcionkg Times New Roman, 12p z zachowaniem interlinii 1,5 oraz z 5 cm
marginesem z prawej strony. Przy podziale tekstu nalezy stosowa¢ numeracje
cyfrowa wielorzedowa. Numerujemy tylko tytuly rozdzialéw, nie numerujemy
dzialéw: Abstract, Wykaz stosowanych skrotow, Wprowadzenie, Uwagi koncowe,
Podzigkowanie, Pismiennictwo cytowane.

Jednolity sposob numeracji konsekwentnie stosuje si¢ wewnatrz tekstu (w
catym teksécie tj. zardbwno przy numerowaniu rozdziatdw, przy przytaczaniu
pis$miennictwa cytowanego oraz odwotywaniu si¢ do tabel rysunkow itp., nie nalezy
stosowac odsytaczy hipertekstowych).

* Tekst powinien by¢ napisany poprawnym jezykiem, wszystkie skroty
musza by¢ wyjasnione, oznaczenia i jednostki miar nalezy podawa¢ wedtug uktadu
SI, pozycje cytowanej literatury nalezy oznacza¢é numerami umieszczonymi w
nawiasach kwadratowych, w kolejnosci cytowania wg wzordw [1, 5, 7] (dla prac 1,
517) lub [1-5, 7] (dla prac od 1 do 5 oraz pracy 7).



o Jesli w artykutach znajduja si¢ przedruki rysunkéw, czy innych elementow
prac cudzych, w opisach (polskich i angielskich) nalezy zamie$ci¢ stosowna
informacje.

o Zaleca si¢ umieszczaé w tekScie pracy rysunki, tabele oraz podpisy (jesli sa
przygotowane w edytorze Word), jednak w przypadku plikéw o bardzo duzych
rozmiarach nalezy zaznaczy¢ miejsca na ich umieszczenie (zob. Pliki jakie nalezy
przekazaé¢ do Redakcji).

* Pierwsza strona pracy powinna zawiera¢ kolejno:

— tytul pracy w jezyku polskim (Times New Roman, 14 p, pogrubiony,

WERSALIK]I), i angielskim (Times New Roman, 14 p, WERSALIKI),

— pelne imi¢ i nazwisko autora (autoréw) pracy (Times New Roman, 15p,
pogrubione),

— pelne nazwy os$rodkéw przypisane do autorow pracy (wraz z adresem
osrodka 1 adresem e-mail autora korespondujacego (Times New Roman, 10,5,
kursywa),

— spis tresci pracy z zastosowaniem nastepujacego podziatu:

Abstract
Wykaz stosowanych symboli i oznaczen
Wprowadzenie
1. Tytul rozdzialu
1.1. Tytut podrozdziahu itp.
Uwagi koncowe
Podzigkowanie
Pi$miennictwo cytowane
+ Kolejne strony pracy powinny zawierac:

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

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

— wykaz stosowanych skrotow — w przypadku niewielkiej liczby skrotow lub
akroniméw nie jest konieczne zamieszczanie tej pozycji, wowczas, skroty
wyjasniamy w tek$cie przy pierwszym uzyciu. Angielskie skroty nalezy podac



1 wyjasni¢ wg ponizej podanego wzoru lub w oparciu o inne prace zamieszczone
w ,,Wiadomosciach Chemicznych”. Przyktad: dla skrotu SSRI

— selektywne inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. Selective
Serotonin Reuptake Inhibitor),

— dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wcze$niej spisem tresci.

* Tabele, rysunki, fotografie

Tabele i rysunki powinny by¢ zamieszczone w przesylanym tek$cie oraz
dodatkowo (po zatwierdzeniu pracy do druku, na etapie przygotowywania szczotki)
dotaczone w postaci osobnych plikow zapisanych w formacie pdf, doc, jpg, tiff.

Tabele i rysunki powinny by¢ przejrzyste, zawiera¢ informacje niezbedne do
zrozumienia tresci, bez konieczno$ci poszukiwania objasnien w tekscie pracy,
nalezy je numerowaé cyframi arabskimi oraz podaé tytul (polski/angielski, nad
tabela, pod rysunkiem, Times New Roman, 10 p).

Wszystkie fotografie — nalezy przestat w postaci plikdw zapisanych
w formacie tif, jpg lub podobnym, kazda zapisa¢ w oddzielnym pliku o
rozdzielczos$ci co najmniej 300 dpi.

* Pi$miennictwo cytowane

Pi$miennictwo nalezy zestawi¢ numerycznie wedhug kolejnosci cytowania
w tekscie, nalezy cytowaé wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob
precyzyjny.

W przypadku artykuléw z czasopism tradycyjnych, opis powinien zawiera
kolejno nastepujace elementy: inicjaly imion i nazwisko autora (autordw), skrot
tytulu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wydania, numer wolumenu
zaznaczony pogrubiong czcionkg, numer pierwszej strony cytowanej pracy, np.

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

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

W przypadku ksigzek najprostszy opis powinien zawieraC: inicjaty imion i
nazwisko autora (autorow), tytut ksiazki, nazwe wydawcy, miejsce wydania, rok
wydania, np.

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

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

W przypadku zasobow Internetowych najprostszy opis powinien zawierac:

inicjaly imion i nazwisko autora (autorow), tytul (artykutlu) dokumentu online,
[dostep], wydawca, [data dostgpu]. Warunki dostepu, np.



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

20]. Dostgpny w Internecie: http://www...........

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowa¢ w celu przestania pracy do Redakcji

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

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

e 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakcji;

* 1 plik zawierajacy krotkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy
(kazda notka do 150 wyrazéw powinna zawiera¢: tytut naukowy, miejsce pracy
oraz inne wazne informacje o autorze);

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

* 1 plik zawierajacy: stron¢ tytutows, streszczenie (abstrakt), slowa
kluczowe, podpisy pod rysunki, tabele, schematy (wszystko w obu wersjach
jezykowych); jesli zachodzi potrzeba to roéwniez oddzielne pliki z rysunkami,
schematami, tabelami (zob. Tabele, rysunki, fotografie).

Prace nie odpowiadajagce wyzej wymienionym wymaganiom nie bgdg
przyjmowane do druku. Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek
stylistycznych 1 skrotow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania korekty artykuhu i
jego zwrotu do Redakeji w ciggu kilku dni od otrzymania.

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesytania prac z kolorowymi
stronami prosimy o zaznaczenie stron, ktére w formie druku majg by¢ kolorowe
Brak tej czynno$¢ bedzie skutkowat czarno-biatym wydrukiem wersji papierowe;.
W przypadku zmian w wersji drukowanej kolorowych rysunkéw na czarno-biate,
prosimy o przestanie dostosowanych do tego celu rysunkow.

Prace prosimy przesylac¢ poczta elektroniczna na adres:
czasopisma@ptchem.pl, za$ dokumenty wymagajace podpisow autoréw (np. list
intencyjny, o$wiadczenia autoréw, kopie zgody na przedruk potwierdzone za
zgodnos¢ z oryginatem) poczty tradycyjna na adres Redakcji.

Redakcja ,, Wiadomosci Chemicznych”
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