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Profesor Lech Pajdowski przyjmuje gratulacje od JM Rektora Uniwersytetu Wroclawskiego,
prof. dr hab. Marka Bojarskiego na przyjeciu urodzinowym zorganizowanym przez Dziekana Wydziatu Chemii
prof. dr hab. Leszka Z. Ciunika

Pod koniec ubiegtego roku piekny Jubileusz 90-lecia obchodzit prof. dr hab. Lech
Pajdowski - jeden z wspottworcow wroctawskiego osrodka chemii koordynacyjne;.
Prof. Pajdowski nalezy do tych wybitnych polskich uczonych, ktérzy mimo trud-
nych warunkoéw pracy - zwlaszcza w okresie powojennym — w istotny sposob przy-
czynili si¢ do rozwoju swojej dyscypliny, a ich dorobek jest trwalym wktadem pol-
skiej chemii w nauke $wiatowg. Profesor jest autorem okolo stu prac oryginalnych,
kilku przegladowych, a takze cenionego podrecznika ,,Chemia ogdlna’, ktory docze-
kat si¢ az jedenastu wydan.

Warto podkresli¢, ze w 6wczesnych trudnych warunkach, kiedy brakowato
aparatury oraz dewiz na jej zakup, przy ograniczonych kontaktach zagranicznych;
podjecie badan z dziedziny stanowigcej przedmiot zainteresowan wielu czolowych
os$rodkow zagranicznych wymagato wielkich umiejetnosci i ogromnej pracy dodat-
kowej, czesto zwigzanej z projektowaniem, a nierzadko z wykonywaniem urzadzen
pomiarowych spetniajacych standardy swiatowe.

Sadzimy, ze w czasach burzliwego rozwoju chemii warto przyjrze¢ sie dorob-
kowi naukowemu Profesora, tym bardziej, ze zaskakujaca jest jego aktualno$¢ oraz
przydatno$¢ uzyskanych wynikéow dla wspolczesnej termodynamiki i struktury
zwiazkow kompleksowych w roztworach. Problem ten jest obecnie szczegdlnie aktu-
alny ze wzgledu na badania roli metali i ich zwigzkéw w organizmach zywych. Maja
one na celu zaréwno wyjasnienie podstawowych proceséw zyciowych, jak i poszu-
kiwania nowych czynnikéw terapeutycznych i diagnostycznych.

Szczegdlne miejsce w badaniach prof. Pajdowskiego zajmuje chemia wanadu -
struktura i wlasciwosci termodynamiczne zwigzkow tego pierwiastka w roztworach.
Pierwsza wazna praca z tej dziedziny dotyczyla badan uktadu: chlorek wanadu(III)
- chlorooctan [1]. Autor zbadal ten uktad w roztworach wodnych metoda potencjo-
metryczng i spektrofotometryczng. Mimo tego, ze badania spektrofotometryczne
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nie daly jednoznacznych wynikéw ilosciowych, to korelacja ich z danymi uzyska-
nymi metodg potencjometryczng pozwolila na szczegdélows identyfikacje form
komplekséw istniejacych w roztworach wodnych. Udowodniono miedzy innymi
wystepowanie kompleksow dwu- i tréjrdzeniowych. Istnienie takich form komplek-
sowych potwierdzito wyizolowanie zwigzku V,[(CICH,COO),(OH),] w fazie stalej
- analogu znanych juz wéwczas komplekséw Fe** i Ru**. Jednoznacznie istnienie
w roztworach wodnych wanadu(III), kwasu chlorooctowego i réznych wielordze-
niowych komplekséw V(III) bedacych produktami czg¢$ciowej hydrolizy jonu V**,
potwierdzity badania potencjometryczne i dializy [1].

W tym czasie wiodagcymi osrodkami w badaniach roztworéw byla Szwecja
(L.G. Sillen) i Dania (N. Bjerrum, J. Bjerrum). Zainteresowanie wynikami prac mto-
dego polskiego uczonego zaowocowalo (co nie byto tatwe w tym okresie) wyjaz-
dem L. Pajdowskiego na roczny staz naukowy do prof. L.G. Sillena do Sztokholmu.
Owocem tego wyjazdu byta praca dotyczaca hydrolizy jonéw Pb** [2]. Po powro-
cie do Polski prof. Pajdowski powrécil do chemii wanadu. Jego pionierskie prace
dotyczyly przede wszystkim hydrolizy rozcienczonych roztworéw chlorku wana-
du(III) w zakresie sily jonowej 0,03-1 M NaCl dla ktorych wyznaczyl stechiometrie
i wartosci termodynamicznych stalych hydrolizy. Dalszym etapem tych badan byty
pomiary potencjometryczne i spektrofotometryczne pozwalajace na wyznaczenie
stalych hydrolizy VCI,, w szerokim zakresie stezen jonu wanadu i z uwzglednieniem
tworzenia sie przy wyzszych stezeniach metalu komplekséw wielordzeniowych [3].

Warto podkresli¢, ze mimo probleméw aparaturowych, braku mozliwosci
wykorzystania komputeréw w obliczeniach oraz przy duzo mniejszej ilosci ogdl-
nych informacji o hydrolizie jonéw metali; Pajdowski potrafil nie tylko zapropo-
nowa¢ ogdlny model hydrolizy tréjdodatniego jonu pierwiastka przejsciowego, ale
takze wyznaczy¢ stale hydrolizy z takg dokladnoscig, ze do dnia dzisiejszego war-
tosci te sg aktualne i stanowig podstawe obliczen statych tworzenia kompleksow
wanadu(III) w roztworach wodnych.

Dla lepszego zrozumienia wasciwosci kompleksotworczych wanadu(III) i okre-
$lenia mozliwosci wigzania w pierwszej sferze koordynacyjnej innych niz tlen atoméw
liganda, Pajdowski podjat obszerne badania komplekséw wanadu(III) z aminokwa-
sami i peptydami w roztworach wodnych [4] oraz z ligandami azotowymi (pirydyna
i jej pochodne, benzotriazol, tiazol, pirazol itp.) w roztworach alkoholowych [5].
W badaniach tych udowodniono tworzenie jednordzeniowych komplekséw z ami-
nokwasami i glicyloglicyng w kwasnym roztworze wodnym oraz wystepowanie
dwurdzeniowych komplekséw z ligandami azotowymi w roztworze alkoholowym.
Istnienie wigzania wanad(III)-azot zostalo poparte wyizolowaniem kompleksow
w fazie stale;j.

Réwnolegle z badaniami wlasciwosci kompleksotwoérczych d? elektronowego
jonu V(III), L. Pajdowski podjal prace badawcze reakeji kompleksowania d° elek-
tronowego jonu Fe** — realizowal to gléwnie ze wzgledu na analogie istniejace mie-
dzy charakterystycznymi dla obu jonéw mechanizmami tworzenia komplekséow
wielordzeniowych, zwlaszcza tréjdzeniowych [6]. Ze wzgledu na odwracalny cha-
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rakter ukladu redoks Fe**/Fe** badania takich zlozonych ukladéw w roztworach sa
nieco fatwiejsze i daja bardziej jednoznaczne rezultaty. Wyznaczono stale trwalosci
zaréwno jednordzeniowych, jak i trdjrdzeniowych, oktaedrycznych kompleksow
Fe** z kwasami karboksylowymi [6].

W latach siedemdziesigtych ubieglego wieku Lech Pajdowski rozpoczat wspoél-
prace znowopowstalym wtedy Kombinatem Gérniczo-Hutniczym Miedzi w Legnicy
i Lubinie oraz Instytutem Metali Niezelaznych w Gliwicach. Jako wybitny specja-
lista z zakresu elektrochemii brat udzial w rozwigzywaniu probleméw pojawiaja-
cych sie przy elektrorafinacji miedzi w hucie ,,Legnica”. Doprowadzilo to profesora
Pajdowskiego do podjecia wraz z zespolem i pracownikami hut miedzi w Legnicy
i Glogowie badan w ramach programu rzadowego PR-2 ,,Mechanizm procesu elek-
trorafinacji miedzi i dziatania inhibitoréw”. Prace te mialy w wiekszosci charakter
badan podstawowych. Praktycznym ich celem bylo stale polepszanie jakosci miedzi
katodowej, odzysk metali towarzyszacych (gtéwnie srebra wspotosadzajacego sie na
katodzie) oraz eliminacja zanieczyszczen katodowych. Istotne bylo takze zapobie-
zenie zakldceniom procesu elektrorafinacji spowodowanym réznymi czynnikami
(np. pasywacjg anod) [7].

Zbadano mechanizm dzialania inhibitoréw procesu rafinacji. Jako podstawowy
uklad inhibitoréw przyjeto: kolagen-tiomocznik—jon chlorkowy [8]. Wykryto, ze
w uklfadzie kolagen-tiomocznik prad i napiecie elektrolizy ulegaja powolnym (okres
od kilku do kilkudziesieciu minut) oscylacjom sinusoidalnym, proporcjonalnie do
stopnia periodycznej pasywacji i depasywacji anod miedziowych. W miare wzro-
stu stezenia jondéw chlorkowych oscylacje ulegaja ttumieniu, ale np. jony brom-
kowe tych wlasciwosci nie wykazuja [7b]. Doswiadczenie Pajdowskiego w zakresie
réwnowag zwigzkow kompleksowych pozwolilo na termodynamiczne rozwigzanie
skomplikowanego ukladu Cu(II)-tiomocznik, ktory jest jednoczesnym procesem
redoks i kompleksowania. Tiomocznik w srodowisku silnie kwasnym tworzy trwale
kompleksy z jonami Cu’, za$ czes¢ czasteczek tego zwiazku utlenia sie do disiarczku
formamidyny. Wyznaczono stale rownowagi reakeji redoks Cu**~tiomocznik oraz
stale trwatosci komplekséw Cu(I) z tiomocznikiem w roztworze wodnym [9].
Nalezy podkredli¢, ze zaproponowane mechanizmy reakeji sg akceptowane w litera-
turze naukowej do dnia dzisiejszego.

Zbadano takze proces hydrolizy kolagenu wykazujac, ze nie tylko sam kolagen,
ale i produkty jego hydrolizy (w koncowym etapie aminokwasy) poprawiaja struk-
ture i jakos¢ uzyskiwanej w procesie elektrorafinacji miedzi katodowej [8c].

Ujemnga strong stosowania tiomocznika jako inhibitora jest fakt, ze zwigzek ten
powoduje wystepowanie w miedzi katodowej zanieczyszczen siarka, co oczywiscie
pogarsza jej jakos¢. Dlatego tez podjeto badania nad poszukiwaniem nowych,
efektywniejszych inhibitoréw. Przebadano wiele zwigzkéw, miedzy innymi byly to
zwigzki posiadajace donorowy atom azotu. Jon Cu** szczegélnie fatwo tworzy wig-
zanie Me-N. Wynikiem tych badan sa np. prace dotyczace reakeji kompleksowania
miedzi(II) i miedzi(I) z benzotriazolem [10]. Inng grupa nowych inhibitoréw bada-
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nych w tym czasie byly polimery takie jak: alkohol poliwinylowy, polietylenoglikol
czy Triton X-100. Spoérdd tych zwigzkow najlepsze wlasciwosci ma alkohol poliwi-
nylowy [11].

Waznym problemem w procesie elektrorafinacji miedzi byt problem zuzywa-
nia si¢ inhibitoréw oraz wynikajaca stad konieczno$¢ ich ilosciowego oznaczania
w trakcie procesu technologicznego. Prof. Pajdowski z zespolem opracowat orygi-
nalng metode jednoczesnego oznaczania tiomocznika i kolagenu amperometrycz-
nie, stosujgc do tego mikroelektrody miedziowe lub ztote [12].

Warto podkresli¢, ze profesor Pajdowski przez caly okres swej dzialalnosci inte-
resowal sie takze chemig analityczng. Jego dzialalno$¢ dydaktyczna koncentrowata
sie wlasnie na tej dziedzinie. Byl doskonalym nauczycielem akademickim, tworca
bardzo nowatorskiego jak na owe czasy programu nauczania analizy instrumental-
nej oraz odpowiednio przystosowanej do celéw dydaktycznych pracowni. W swoim
dorobku, poza juz wspomniang metoda oznaczenia inhibitoréw Profesor ma takze
inne prace typowo analityczne [13].

Przedstawione opracowanie nie ma charakteru szczegdtowej monografii dzia-
talnosci prof. Pajdowskiego. Jest to raczej zwrdcenie uwagi na te wyniki, ktore w opi-
nii autorek stanowia trwaty wkiad do chemii zwigzkéw kompleksowych, badz tez sg
do dzis aktualne w technologii.

Profesor Pajdowski jest typowym przedstawicielem pokolenia ,,polskich kolum-
béw”. Byl w partyzantce AK-owskiej, w wyniku czego pottora roku spedzit w sowiec-
kim tagrze. Po powrocie do Polski pracowal jako wychowawca w Domu Dziecka
we Wroclawiu, gdzie przyjechal z Lublina, obawiajac si¢ dalszych represji ze strony
totalitarnego systemu. Ten ci¢zko doswiadczony przez wojne cztowiek skonczyt stu-
dia i rozbudzila si¢ w nim pasja naukowa. Nie pieniadze, lecz instynkt spoteczny
sktonil go do podjecia badan dla przemystu, gdyz wiedzial, ze jego wiedza moze by¢
przydatna dla nowopowstatego wtedy kombinatu miedziowego. Zawsze byl wierny
swoim zasadom. W opublikowanym niedawno fragmencie Jego wspomnien [14]
zdanie ,,ze nigdy nie uchybil etyce nauczyciela akademickiego” nabiera szczegdlnie
glebokiego sensu.
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ABSTRACT

Chemically modified nucleotides, which are not normally present in genetic mate-
rial, are called DNA adducts. This type of DNA modifications (damage) is directly related
to processes of mutagenesis and carcinogenesis. Elevated levels of DNA adducts present
in genetic material reflect exposure of humans to carcinogenic factors and are markers
of increased risk of cancer [1]. For this reason different methods useful for quantitative
and qualitative analyses of DNA adducts are used in the field of cancer prevention and
research (Tab. 1). Enzymatically-catalyzed methylation of cytosine, observed mostly in
so called CpG islands, is a frequent endogenous modification of genetic material. Such
a DNA methylation is a key factor involved in regulation of gene expression, and methyla-
tion status of oncogenes and tumor supressor genes is an important biomarker of carci-
nogenesis. As such, analytical methods for assessment of DNA methylation are of great
importance for molecular diagnostics of cancer.

During the last decade significant progress has been made in methods available for
quantitative, qualitative and structural analyses of biological molecules. Among inten-
sively developed tools for bioanalyses are methods of mass spectrometry. Spectrometers
that are based on two methods of ionization, namely electrospray ionization (ESI) [30]
and matrix-assisted laser desorption-ionization (MALDI) [48], are particularly suitable
for analyses of biological macromolecules: proteins and nucleic acids. Currently avail-
able mass spectrometers, together with microscale methods for sample preparation and
separation, significantly increased sensitivity and accessible mass range of analyses. New
generation of “user-friendly” instruments is developed to bring the techniques directly
into the workplaces of biological and clinical investigators.

This review demonstrates representative examples of mass spectrometry techniques
used for qualitative analyses of nucleotide modifications and adducts present in genetic
material of humans. In this field several methods base on spectrometers with electrospray
ionization. Generated ions are separated according to their mass-to-charge ratio in an ana-
lyzer by electric fields; among different ion analyzers frequently used in this methods
are single or triple quadrupole and ion traps (Fig. 1). Among other methods available
for assessment of DNA adducts is so called Accelerator Mass Spectrometry (Fig. 2) [41].
The most frequently applied method for the assessment of DNA methylation is based on
methylation-specific PCR reaction. Products of such PCR reactions are analyzed using
MALDI mass spectrometry [54] (Fig. 3). In summary, new powerful methods of mass
spectrometry that made available qualitative analyses of damage and modifications of
human genetic material found their important place in modern biological and medical
laboratories.

Keywords: carcinogenesis, molecular diagnostics, mass spectrometry, nucleotides, DNA
damage, DNA adducts, DNA methylation

Stowa kluczowe: kancerogeneza, diagnostyka molekularna, spektrometria mas, nukleo-
tydy, uszkodzenia DNA, addukty DNA, metylacja DNA
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1. ADDUKTY DNA I ICH ZNACZENIE BIOLOGICZNE

Uszkodzenia struktury DNA bedace wynikiem kowalencyjnej modyfikacji
struktury chemicznej puryn i pirymidyn nazywane s adduktami DNA. Szacuje
sie, ze ok. 90% zwiazkow chemicznych uwazanych za mutagenne lub kancerogenne
posiada zdolnos¢, bezposrednio lub po modyfikacji metabolicznej, wigzania z DNA
i tworzenia adduktéow [1]. Zwigzki chemiczne, ktore powodujg relatywnie proste
zmiany w DNA, takie jak przytaczenie grupy alkilowej czy metylowej, sa opisywane
jako zwiazki alkilujace. Do zwigzkéw alkilujacych badanych najszerzej w kontekscie
procesu nowotworzenia naleza m.in. chlorek winylu, akroleina czy akrylonitryl.
Addukty DNA tworzy wiele zwigzkéw zawierajacych pierscienie aromatyczne takie
jak aminy aromatyczne (aryloaminy, np. 4-aminobifenyl czy 2-aminofluoren) i wie-
lopierscieniowe weglowodory aromatyczne (np. alfa-benzopiren). Zwiazki arylujace
wymagaja zazwyczaj tzw. aktywacji metabolicznej do form mogacych oddzialywa¢
z DNA, ktdre to reakcje katalizowane sg przez oksydazy z rodziny cytochroméw
P-450 [2]. Do adduktéw DNA zalicza si¢ rowniez uszkodzenia oksydacyjne induko-
wane przez tzw. reaktywne formy tlenu (ROS), czyli m.in. rodniki wodorotlenowe,
tlen singletowy, nadtlenek wodoru czy nadtlenoazotyn, cz¢sto bedace produktami
metabolizmu wewnatrzkomorkowego. Réwniez swiatto UV powoduje powstawanie
adduktow DNA (tzw. fotoadduktéw), do ktorych naleza przede wszystkim cyklobu-
tanowe dimery tymidynowe [3]. Wiadomo, ze wysoki poziom adduktéw DNA zwig-
zany z behawioralna (np. palenie tytoniu), Srodowiskowg lub zawodowa ekspozycja
na czynniki mutagenne jest waznym czynnikiem ryzyka choréb nowotworowych,
m.in. rakéw skory, pluc, watroby i trzustki [4-7].

W strukturze puryn i pirymidyn obecnych jest 17 potencjalnych miejsc powsta-
wania adduktéw, majacych charakter centréw nukleofilowych. Alkilacji moze ulec
réwniez grupa OH reszty fosforanowej w obrebie szkieletu DNA. Reaktywno$¢
poszczegdlnych miejsc zalezy od chemicznej natury czasteczki, nukleofilowosci
poszczegdlnych miejsc i efektow sterycznych [8-10]. Rysunek 1 przedstawia miejsca
pierscienia guaniny, w ktorych moga powstawa¢ addukty indukowane przez rézne
czynniki chemiczne.

Powstaly addukt DNA moze zmienia¢ strukture przestrzenng i wlasciwosci
tizyczne nici DNA, a miejsce uszkodzenia moze nie by¢ prawidlowo rozpoznane
przez enzymy replikujagce DNA lub czynniki transkrypcyjne [8]. Addukty DNA
powstale w wyniku dzialania kancerogendw lub reaktywnych form tlenu s3 uwazane
za pierwszy etap w inicjacji rozwoju nowotworu. Obecnos¢ adduktu DNA moze
prowadzi¢, na przyklad w skutek bledu replikacji DNA w jego poblizu, do muta-
cji punktowych, najczesciej o charakterze substytucji lub delecji. Mechanizmami
obronnymi komdrki umozliwiajacymi usuniecie adduktéw i odtworzenie prawidto-
wej struktury DNA s3 mechanizmy naprawy DNA [11]. Zdolnos$¢ adduktéow DNA
do indukcji mutagenezy i kancerogenezy zalezy od ich struktury chemicznej, sta-
bilnosci i zdolnosci do rozpoznania uszkodzenia przez enzymy naprawiajagce DNA.
Struktura przestrzenna danego fragmentu DNA lub kontekst lokalnej sekwencji ma
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wplyw na poziom naprawy uszkodzonego nukleotydu lub powstania zle sparowa-
nych zasad w trakcie replikacji DNA [12, 13].
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Rysunek 1. Miejsca tworzenia adduktéw w nukleotydzie deoksyguanozynowym
Figure 1. Sites of adduct formation in deoxyguanine nucleotide

2. METODY WYKORZYSTYWANE DO ANALIZY ADDUKTOW DNA

Addukty DNA powstajg in vivo w relatywnie niewielkich ilo$ciach, a wiekszos¢
z nich jest bardzo szybko usuwana z komoérki. Szacuje si¢, ze w genomie pojedynczej
komorki mozna znalez¢ jeden addukt na 10° do 10° nukleotydow. Dlatego tez tech-
niki stuzgce do ich analizy musza spetnia¢ okreslone wymagania, z ktérych najwaz-
niejszym jest wysoka czulo$¢ umozliwiajagca wykrywanie ich nawet w bardzo nis-
kich stezeniach. Optymalne techniki analityczne powinny réwniez wykorzystywac
niewielkg ilo$¢ materiatu, pozwala¢ na okre$lenie wielu klas adduktow i umozliwiaé
szybka analize wielu probek.

Czynnikiem najmocniej ograniczajacym mozliwo$¢ badania adduktéw w ludzkim
DNA jest zazwyczaj jego niewielka ilos¢ dostepna do analiz. Jedynie niektére addukty
DNA moga by¢ analizowane w sposob nieinwazyjny, tak jak 8-oksoguanozyna, kto-
rej obecnos¢ w moczu jest wynikiem enzymatycznej naprawy DNA [14]. W stan-
dardowych procedurach DNA do oznaczen adduktéw izolowane jest z komorek,
zazwyczaj z biatych cialek krwi, tozyska lub wymazu z jamy ustnej. Przy pobieraniu
materiatu nalezy zwré6ci¢ uwage na moment pobrania probki, poniewaz addukty
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moga zosta¢ usunig¢te z materialu genetycznego komorek juz w krétkim czasie
po ekspozycji na czynnik uszkadzajacy. W badaniach populacyjnych najczesciej
wykorzystywanym materialem jest DNA uzyskany z limfocytow krwi obwodowe;.
Z limfocytéw otrzymanych z 1 ml krwi izoluje si¢ 20-40 pg DNA. Tak wiec metody
analityczne wykorzystywane do badan adduktéw DNA powinny mie¢ czuto$¢ i spe-
cyficzno$¢ umozliwiajaca wykrywanie jednego adduktu na 10°-10° nie zmodyfiko-
wanych nukleotydéw uzywajac przy tym niewielkiej ilosci DNA (rzedu 10-100 pg)
[10].

Badania adduktéw DNA przeprowadza si¢ obecnie wieloma technikami anali-
tycznymi, jednakze kazda z nich ma swoje ograniczenia w zakresie czulo$ci, ilosci
wymaganego materialu, swoistosci czy mozliwosci automatyzacji. Tabela 1 zawiera
poréwnanie czulosci szeregu technik analitycznych wykorzystywanych do analizy
adduktow DNA. Nalezy zwroci¢ uwage, ze w zaleznosci od stosowanej metody,
addukty moga by¢ analizowane w trzech réznych formach: zasad azotowych, nukle-
ozydéw i nukleotydow. Metoda pozwalajaca na wykrywanie wszystkich tych trzech
form jest immunodetekcja, natomiast metoda enzymatyczna (tzw. **P-postlabeling)
wymaga jako substratu deoksynukleotydéw w postaci 3’-monofosforanéw.

Tabela 1. Poréwnanie czulosci technik wykorzystywanych do analizy adduktéw DNA
Table 1. Comparison of sensitivity of different techniques used for analysis of DNA adducts

Metoda Maksymalna czulos¢ Potrzebna ilo$¢
(addukt/nukleotyd) DNA (pg)
HPLC z detekeja elektrochemiczng lub fluorescencyjng 1/108 1-100
Immunodetekcja z wykorzystaniem swoistych przeciwcial 1/10% 1-200
2P-postalabeling 1/10% 1-10
Spektrometria mas 1/10% 10-100
Akceleratorowa spektrometria mas 1/10" 10-2000

Metoda enzymatycznego znakowania zmodyfikowanych nukleotydéw radio-
aktywnym fosforem (tzw. **P-postlabeling) jest szeroko wykorzystywana metoda
detekcji adduktéow DNA ze wzgledu na tatwos$¢ wykonania, czutos¢ i zdolnos¢
wykrywania réznych rodzajéw adduktéw, przede wszystkim wywolywanych przez
policykliczne weglowodory aromatyczne. Metoda ta pozwala na identyfikacje jed-
nego adduktu na 10°-10" nukleotydéw i wymaga niewielkiej ilo§ci DNA (1-10 pg).
Wada metody jest praca z duzymi ilo$ciami substancji radioaktywnych, czasochion-
no$¢ i niewielka mozliwos¢ automatyzacji. W przypadku braku wewnetrznego
standardu, na podstawie ktérego okresla si¢ wydajnos¢ znakowania, oznaczania
ilosciowe maja jedynie orientacyjny charakter. Metoda ta nie daje rowniez infor-
macji o strukturze adduktow, a ztozone wzory adduktow i obfito§¢ zmian wykry-
wanych w DNA powodujg niepewnos¢ co do identyfikacji pozadanych adduktow.
W metodzie **P-postlabeling wyznakowane nukleotydy rozdziela si¢ chromatogra-
ficznie w chromatografii cienkowarstwowej (TLC; detekcja nastepuje dzieki auto-
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radiografii) lub wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem
radioaktywnosci [15, 16]. Chromatografia HPLC sprzezona z detektorami elektro-
chemicznymi wykorzystywana jest do wykrywania uszkodzen oksydacyjnych (np.
8-oksoguaniny), a sprzezona z detektorami fluorescencji do wykrywania adduktow
aromatycznych. W obu tych przypadkach czuto$¢ metody jest jednak znacznie niz-
sza niz w przypadku detektorow radioaktywnosci, a oznaczane moga by¢ w ten spo-
sob jedynie niektore typy adduktéw DNA. Innymi metodami wykorzystywanymi do
detekeji znanych typéw adduktéw DNA sa metody immunologiczne, na przyktad
immunohistochemia lub ELISA. Metody te pozwalaja na detekcje jednego adduktu
na 10°-10® nukleotydéw, a stosowane sg do analizy fotoadduktéw, adduktéw aroma-
tycznych i uszkodzen oksydacyjnych. Wada metod immunologicznych jest czesto
niewielka swoisto$¢ stosowanych przeciwcial i duza ilo§¢ wymaganego materiatu
[17-20].

Poniewaz kazda z wspomnianych wyzej metod posiada szereg wad, trwaja
proby przystosowania i wykorzystania do badania adduktéw DNA nowych fizyko-
chemicznych metod analitycznych. Jedng z takich metod jest spektrometria mas,
a przyklady jej zastosowania do badania modyfikacji struktury nukleotydéw omo-
wione sg w dalszej czgsci pracy.

3. METODY SPEKTROMETRII MAS WYKORZYSTYWANE DO ANALIZY
MODYFIKACJI NUKLEOTYDOW

Istota spektrometrii mas polega na rozdzielaniu zjonizowanych czastek ze
wzgledu na warto$¢ stosunku masy - m do fadunku - z (m/z). Wysokorozdzielcze
spektrometry mas umozliwiajg wyznaczenie masy czasteczkowej z dokladnoscig
0,01-0,001%, co umozliwia okreslenie skladu elementarnego analizowanego jonu.
Typowy spektrometr mas skltada sie z komory jonizacyjnej, analizatora i detektora,
sprzezonych z komputerowym systemem kontroli oraz rejestracji i analizy danych.
Poniewaz modyfikacje zasad azotowych skutkujg zmiang masy, moga by¢ one tatwo
wykrywane za pomoca wielu typow spektrometréw masowych [21]. Kazdy spektro-
metr w zalezno$ci od swojej budowy wymaga innych metod przygotowania probki,
wykorzystuje rézne techniki jonizacji, metody rozdziatu i analizy jonéw. W przy-
padku analizy modyfikowanych 2’-deoksynukleozydéw przed analizg na spektro-
metrach mas niezbedna jest enzymatyczna obrébka i oczyszczenie preparatow
DNA. Preparaty DNA trawione sa do nukleozydéw za pomoca endo- i egzodeok-
syrybonukleaz, fosfodiesteraz i fosfataz [22-24]. Uzyskana mieszanina normalnych
i zmodyfikowanych nukleozydéw moze by¢ nastepnie rozdzielana chromatograficz-
nie dla podwyzszenia czulosci detekgji [9, 25]. Weczesne prace z wykorzystaniem
spektrometrii mas do analizy modyfikacji nukleotydéw wykorzystywaly jonizacje
przy pomocy wiazki elektronéw (ang. electron ionization, EI). Material analizo-
wano przez bezposrednie wstrzykniecie do komory jonizacyjnej duzej ilosci kwa-
séw nukleinowych, na przyklad w celu analizy N7-metylowanej guaniny wyko-
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rzystano 50 mg DNA [26]. Obecnie do analizy adduktéw uzywa si¢ DNA w ilo$ci
kilkudziesieciu mikrograméw, probki hydrolizuje si¢ enzymatycznie i frakcjonuje
chromatograficznie. Najczesciej wykorzystywane metody to chromatografia gazowa
z detektorem mas z chemiczng jonizacja ujemna, oraz polaczenie chromatografii
HPLC z jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym (elektrorozpraszanie, ang.
electrospray ionization, ESI) [9]. Chromatografia gazowa z detekcjg mas z chemiczng
jonizacja ujemna (GC-MS-NCI) jest z powodzeniem wykorzystywana do analizo-
wania kilku rodzajow adduktéw DNA powstajacych w wyniku alkilacji zasad DNA
przez N-nitrozoaminy, np. O%-butylguanina (O°BuG) [27, 28]. Wadj tej metody jest
koniecznos¢ tzw. derywatyzacji, czyli modyfikacji w celu przeksztalcenia trudno
lotnych zwigzkéw w ich lotne i trwale pochodne. Wprowadzona niedawno mody-
tikacja metody NCI, technika jonizacji pod ci$nieniem atmosferycznym (API) jest
wykorzystywana do detekeji nietrwalych i termicznie labilnych adduktéw DNA
[17,29].

Badania nad mozliwo$cig zastosowania spektrometrii mas do analizy uszkodzen
DNA zostaly zintensyfikowane po rozpowszechnieniu urzadzen wykorzystujacych
technike jonizacji przez elektrorozpraszanie. Spektrometry tego typu pozwalaja na
bezposrednig analize polarnych zwigzkdw bez potrzeby ich derywatyzacji i umozli-
wiajg bezposrednie podiaczenie chromatografii cieczowej (ang. liquid chromatogra-
phy, LC) wukladzie ,,on-line”. Technika ESI polega na tworzeniu w polu elektrycznym
aerozolu roztworu czgsteczek analizowanej substancji, ktore jonizuja si¢ podczas
odparowania rozpuszczalnika poprzez przylaczenie lub odlgczenie protonéw (lub
innych jonéw) [30]. Proces jonizacji w systemie ESI zachodzi w warunkach ci$nie-
nia atmosferycznego. Frakcje z LC (lub kompletna mieszanina) wprowadzane s3 do
majacej ksztalt stozka komory jonizacyjnej przez kapilarng sonde, na ktorej koniec
przykladane jest wysokie napiecie w stosunku do elektrody znajdujacej sie na koncu
stozka (zwykle pomiedzy 2 a 5 kV). Skutkuje to powstaniem gradientu potencjatu
w komorze jonizacyjnej. Przepltyw azotu wspotosiowy do stalowej kapilary skutkuje
powstaniem aerozolu natadowanych kropel, a po odparowaniu rozpuszczalnika do
powstania jonéw w fazie gazowej, ktére przez stozek komory jonizacyjnej przecho-
dza do prozni analizatora [31, 32].

Do badan adduktéw DNA w spektrometrach ze Zrédlem jonéw typu ESI naj-
cze$ciej wykorzystuje sie analizatory z systemem trzech kwadrupoli. Kwadrupol to
analizator zbudowany z czterech réwnoleglych, symetrycznych pretéw bedacych
elektrodami, miedzy ktérymi tworzone jest oscylujace pole elektryczne. Potréjny
kwadrupol umozliwia przeprowadzenie tandemowej spektrometrii mas. W ukta-
dzie takim pierwszy i trzeci kwadrupol (oznaczane jako Q1 i Q3) sg analizatorami
wartos$ci m/z jondw, a drugi kwadrupol (Q2) jest komora kolizyjng zawierajaca nie-
wielkg ilo$¢ argonu, gdzie analizowane jony poddawane sg fragmentacji indukowa-
nej kolizyjnie (CID). Dwie gléwne metody analizy adduktéow DNA w potréjnym
kwadrupolu to tryb kontroli wybranych jonéw (SIM) i tryb kontroli wybranych
reakcji (SRM). W analizie SIM pierwszy kwadrupol ustawiony jest w taki sposob,
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aby przepuszczat do detektora tylko okreslone jony, natomiast analiza SRM pozwala
na wybranie jonu w pierwszym kwadrupolu, ktory nastepnie w Q2 ulega dysocjacji
indukowanej kolizyjnie do jonéw, ktérych masy okreslane s3 w Q3 (schematycznie
przedstawione na Rys. 2) [10]. Polaczenie chromatografii HPLC ze spektrometrami
z jonizacja typu ESI i tandemowq spektrometriag mas (LC-ESI/MS/MS) wykorzy-
stane zostalo do analizy adduktéw DNA powstalych na wskutek dzialania kance-
rogennych nitrozoamin obecnych w dymie tytoniowym: 4-(metylnitrozoamino)-1-
-(3-pirydyl)-1-butanon i N’-nitrozonornikotyna [33-35], oraz adduktéw powsta-
tych na wskutek ekspozycji na policykliczne weglowodory aromatyczne [36].
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Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie metod analizy jondw z wykorzystaniem spektrometru z trzema
kwadrupolami
Figure 2. Scheme of methods of ion analysis in three-quadrupole mass spectrometer

Innym rodzajem urzadzenia wykorzystywanego do analizy adduktéw DNA jest
spektrometr mas z putapka jonowa (ang. ion trap, IT), umozliwiajacg akumulacje
wybranych jonéw w celu poprawy proporcji wartoséci sygnatu analizowanej substan-
cji do sygnalu tla (tzw. szumu) [17]. Spektrometry wykorzystujace putapki jonowe
zkwadrupolowym analizatorem mas (TQ/MS) sa rzadko uzywane do analizy adduk-
tow DNA indukowanych w warunkach in vivo poniewaz wolne tempo skanowa-
nia i jego matla czulo$¢ utrudniaja detekcje adduktow wystepujacych w sladowych
ilosciach. Dlatego w zastosowaniach bioanalitycznych czgsciej wykorzystywane sg
spektrometry z analizatorami bedacymi kwadrupolowa putapka jonowa (QIT/MS).
Réznica pomiedzy tymi dwoma technikami lezy w sposobie dzialania analizatora
masy. W technice TQ/MS analizator dziala jako filtr masy i w jednym momencie
przepuszcza tylko jony o okreslonej wartosci m/z. Technika QIT/MS pozwala na
przetrzymywanie jonéw i wyrzucanie do detektora kolejnych grup jonéw o okreslo-
nym m/z [17]. Technika ta powszechnie wykorzystywana jest do analizy adduktow
DNA bedacych pochodnymi 2-amino-1-metyl-6-fenyloimidazol[4,5-b] pirymidyny
(PhIP) [17, 37, 38].

Najbardziej czutg metoda spektrometrii mas, ktora moze by¢ wykorzystana do
analizy adduktéw DNA jest tzw. akceleratorowa spektrometria mas (ang. Accelerator
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Mass Spectrometry, AMS), ktora umozliwia wykrywanie jednego adduktu na 10"
nukleotydéw. Spektrometria AMS pozwala na rejestracje jonéw zawierajacych
rzadko wystepujace izotopy (np. **C) i ich oddzielenie od jondéw zawierajacych pozo-
state formy pierwiastka (np. *C). W klasycznej spektrometrii mas, wykrywalnos¢
metody (minimalna ilo§¢ atoméw substancji analizowanej) jest silnie ograniczona
poprzez wymaganie wysokiej rozdzielczo$ci masowej koniecznej do rozdzielenia
izobarow. Podstawowa réznica pomiedzy technikg AMS, a innymi metodami spek-
trometrii mas polega na nadaniu jonom duzego przyspieszenia poprzedzajacego
analize mas. Spektrometr AMS stanowi polaczenie dwoch rodzajow spektrome-
trow (Rys. 3). Pierwszy spektrometr mas o niskiej energii selekcjonuje jony ujemne
o wlasciwej masie i przepuszcza je do akceleratora. Dzigki obecnosci akceleratora
mas jony sg przyspieszane i przeladowywane tj. nastepuje zmiana fadunku jonow
na dodatni poprzez przepuszczanie tych jonow przez cienka warstwe substancji (np.
cienka folia weglowa), na ktorej zostaja elektrony. Jony po przyspieszeniu trafiajg
do spektrometru o wysokiej energii, gdzie selekcjonowane sa przez uktad kwadru-
pola pod wzgledem masy i fadunku, a nastepnie kierowane do ukladu magneséow
ponownie rozpedzajacych jony i selekcjonujacych je pod wzgledem przyspieszenia
zanim zostang poddane analizie na detektorze. Drugi spektrometr selekcjonuje jony
zawierajace rzadko wystepujace izotopy.
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Rysunek 3. Schemat spektrometru wykorzystujacego technike AMS (zaznaczono kierunek przepltywu
jonow)
Figure 3. Scheme of AMS mass spectrometer (flow of ions is shown)

Gléwne ograniczenie techniki AMS polega na jej zaleznosci od obecnosci izoto-
péw "Club *H w badanej czasteczce. Oznacza to, ze obecnie technika ta ograniczona
jest przede wszystkim do uktadéw eksperymentalnych, w ktérych wykorzystuje sie
zwigzki znakowane wybranymi izotopami. Jednak podejmowane sg proby wyko-
rzystania techniki AMS do wykrywania adduktéw DNA indukowanych w ludzkim
materiale genetycznym przez naturalne czynniki zawierajace wegiel *C [39-41].
Modytikacje tej metody pozwalaja na oznaczanie 8-metylodeoksoguanozyny [42],
oraz adduktéw indukowanych przez oksaliplatyne [43] i adriamycyne [39].
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4. WYKORZYSTANIE SPEKTROMETRII MAS
DO ANALIZY METYLACJI DNA

Chemiczng modyfikacja struktury DNA wystepujacg naturalnie w komoérkach
kregowcow jest metylacja cytozyny. Metylacji podlega wegiel C5 pierscienia cytozyny,
w efekcie czego powstaje 5-metylocytozyna (5-mC). Szacuje sie, ze 5-mC stanowi
okoto 4% wszystkich nukleotydéw deoksycytozynowych w komérkach ludzkich
[44]. Metylacja cytozyn jest procesem enzymatycznym, katalizowanym przez mety-
lotransferazy DNA, w ktérym donorem grupy metylowej jest S-adenozylometionina.
W wiekszosci przypadkéow metylacja dotyczy sekwencji 5°-CG-3’ zwanych wyspami
CpG, lecz moze takze dotyczy¢ sekwencji CpA i CpT [45, 46]. Metylacja DNA jest
jednym z epigenetycznych mechanizméw kontroli ekspresji gendw, a metylacja
wysp CpG w okolicach promotorowych jest czynnikiem inicjujagcym zmiany struk-
tury chromatyny i wyciszenie transkrypcji. Metylacja DNA jest niezbedna dla pra-
widlowego rozwoju organizmu, a jej nieprawidlowy przebieg moze prowadzi¢ do
rozwoju wielu choréb. Bledy w metylacji DNA nagromadzajace si¢ wraz z wiekiem
mogg wplywac¢ na funkcjonowanie organizmu. Zmiany w metylacji DNA mogg akty-
wowaé onkogeny i hamowa¢ ekspresje gendéw supresorowych, przyczyniajac sie do
rozwoju nowotworéw. Szacuje sie, ze w nowotworach 5% wszystkich gendw jest
hipermetylowana [47].

Biorgc pod uwage jej znaczenie funkcjonalne metylacja DNA jest potencjal-
nie waznym klinicznym markerem molekularnym w diagnostyce nowotwordw.
Jedna z metod analitycznych stosowanych w praktyce diagnostycznej do bada-
nia metylacji DNA, réwniez w swoistych sekwencjach genowych, wykorzystuje
spektrometri¢ mas typu MALDI-ToF [48]. W przypadku jonizacji typu MALDI
(ang. matrix-assisted laser desorption-ionization) czasteczki analitu (w tym przy-
padku oligonukleotydy) ko-krystalizuja z czgsteczkami matrycy absorbujacej
promieniowanie ultrafioletowe generowane przez laser; zazwyczaj jako matryce
wykorzystuje si¢ kwasy aromatyczne. W efekcie naswietlenia laserem z mieszaniny
krysztaléw matrycy i analitu desorbowane sg protonowane czgsteczki analizowanej
substancji. Analizator czasu przelotu jonéw (ang. time of flight, ToF) rejestruje czas
przelotu zjonizowanych czasteczek (zwykle wynoszacy od 0,01 do 1 ms), ktdry jest
wprost proporcjonalny do pierwiastka z warto$ci m/z jonéw poddawanych anali-
zie. Spektrometry MALDI-ToF umozliwiajg analize czasteczek w szerokim zakresie
mas od kilkuset do kilkuset tysiecy Da [49, 50]. Metoda MALDI-ToF wykorzysty-
wana jest do pomiaru masy czasteczkowej produktéow reakcji PCR wykrywajacej
obecnos¢ 5-metylo-cytozyny. W pierwszym etapie analizy DNA jest denaturowane i
taktowane wodorosiarczanem, ktéry powoduje deaminacje cytozyny (C) do uracylu
(U), natomiast 5-metylo-cytozyna jest oporna na dziatanie tego zwiazku; konwersja
C do U powoduje zmiang zapisu sekwencji nukleotydéw w analizowanym genie.
Nastepnie w reakcji PCR wykorzystujacej startery swoiste dla wybranego genu i
uzupelnione o sekwencje rozpoznawana przez polimeraze RNA T7 syntetyzuje sie
ni¢, w ktérej w miejscu komplementarnym do U wystepuje A, a w miejscu kom-
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plementarnym do 5-me-C wystepuje G (produkt zawiera dodatkowo promotor
polimerazy RNA T7). W kolejnych cyklach PCR powielane s3 produkty zawierajace
pary A-T w miejscu pierwotnie zajmowanym przez nie metylowang cytozyne, oraz
pary G-C w miejscu pierwotnie zajmowanym przez metylowang cytozyne (ponadto
do produktéw wprowadzony zostaje tzw. tag kontrolny, wykorzystany pdzniej do
kontroli hydrolizy RNA). W nastepnym etapie przeprowadza si¢ transkrypcje in
vitro katalizowang przez polimeraz¢ RNA T7, w wyniku ktorej powstaja czasteczki
RNA zawierajace A w miejscu nie metylowanej cytozyny i G w miejscu metylowane;j
cytozyny. Powstale produkty trawione sg przez endorybonukleaze T1, ktdra prze-
cina RNA po stronie 3’ guaniny. W efekcie trawienia powstajg réznigce si¢ dtugosciag
czasteczki, w ktérych prekursorach wystepowata metylowana (krétsze; im wigcej
miejsc metylacji tym wiecej guanin w czasteczce RNA rozpoznawanych przez endo-
nukleaze T1) lub nie metylowana cytozyna (dtuzsze) (schemat na Rys. 4). Wielko$¢
czasteczek RNA wygenerowanych w opisanej wyzej procedurze analizowana jest
metodg MALDI-ToF [48, 51-55].

met met

CpG p6 CpG 3’
matrycaDNA e . iy -
GpL Gpl Lpl >
deaminacjaCdo U zwykorzystaniemwodorosiarczanu
met met
DNA po zadzialaniu S’ CpG UpG CpG 3

wodorosiarczanu 3 GpU

GpU GpU 5

zsekwencjg dlapromotoraT7
met

l reakcjaPCR ze specyficznym genowo starterem

pierwszy 5 C Cp6 UpG CpG 3
produkt PCR 3 G Gyl ApC GpC ——— ====a- 5
tag kontrolny promaotor T7
kolejne reakcje PCR
glowny 5’ C Cpi TpG CpG 3
produkt PCR 3 G Gpt ApC [T o — 5
transkrypcjazwykorzystaniem polimerazy RNAT?
transkrypt 77 5 pG CpA pG G 3

tag kontrolny

hydrolizanukleotydowo specyficzna
zuzyciemRNazy T1

3 "G
fragmenty RNA S pA pG
otrzymane
po hydrolizie S G

G m— 3

’ tag kontrolny

Rysunek 4.  Schemat metody analizy metylacji DNA wykorzystujacej reakcje PCR i pomiar mas produktow
metoda MALDI-ToF (na podstawie [54])

Figure 4. Scheme of methods of analysis of DNA methylation that based on PCR reaction and assessment
of mass of products with MALDI-ToF spectrometry (based on [54])

Do wykrywania obecnoéci w DNA 5-metylo-cytozyny stosuje sie takze tech-
niki wykorzystujace opisane wczesniej potaczenie chromatografii cieczowej z tande-
mowa spektrometrig mas typu ESI (LC-ESI-MS/MS). Metoda ta wymaga hydrolizy
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DNA do mononukleotydéw (np. w obecnosci kwasu mréowkowego) i rozdzielenie
cytozyny od 5-metylocytozyny za pomoca chromatografii wykorzystujacej jako
no$nik kwas fluoroantymonowy [56, 57]. Metoda ta umozliwia globalny pomiar
5-metylo-cytozyny, nie pozwala jednak na analize swoistego wzoru metylacji
w obrebie poszczegolnych gendw.

PODSUMOWANIE

Modyfikacje DNA, zaréwno uszkodzenia nukleotydéw indukowane np. przez
srodowiskowe zwigzki kancerogenne, jak i endogenna metylacja cytozyn, stano-
wig bardzo wazny czynnik regulujacy funkcjonowanie organizmu i majacy istotny
wplyw na ryzyko groznych choréb (przede wszystkim choréb nowotworowych).
Mozliwos¢ jakosciowej i ilosciowej analizy tych modyfikacji ma olbrzymie znaczenie
praktyczne, nie tylko dla badan naukowych, ale rowniez dla diagnostyki medyczne;.
Techniki spektrometrii mas (zwtaszcza w potaczeniu z technikami chromatograficz-
nymi), ze wzgledu na relatywnie wysoka czuto$¢ oraz mozliwo$¢ analizy ztozonych
mieszanin biologicznych, wydaja si¢ by¢ bardzo dobrym narzedziem analitycznym
dla badania modyfikacji materialu genetycznego. Racjonalne wykorzystanie tych
narzedzi wymaga oczywiscie optymalnego dostosowania wlasciwosci roznych typow
spektrometrow do konkretnej aplikacji praktycznej. Mozna jednak przypuszczaé, ze
w przyszto$ci metody spektrometrii mas wejda do szerszej praktyki laboratoryjnej
i beda wykorzystywane dla celéw medycznych réwniez w aspekcie analizy modyfi-
kacji i uszkodzen materialu genetycznego.
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ABSTRACT

The 1,3-dipolar cycloaddition reaction between azides and terminal alkynes,
known as the Huisgen reaction, constitutes a powerful tool for the synthesis of
versatile molecules containing carbon — heteroatom bond. The use of a copper(I)
salt in this reaction allowed Sharpless to develop the concept of ,,click chemistry”
[1]. This strategy is based on reactions between small units characterized by mild
reaction conditions, versatility, high yields and stereospecificity.

The chemistry of nucleic acids and nucleoside analogues is undergoing rapid
developments and numerous compounds from these classes of compounds are used
in medicinal treatment. Analogues of nucleoside constitute a class of drugs that
possesses either anticancer or/and antiviral activity (against HIV, HSV, VZV or HCV
viruses) [3]. Many modified oligonucleotides show biological activity. As potential
drugs oligonucleotides are employed in antisense, antigen and aptamer strategies.
An antisense therapeutic agent acts on the pathogenic mRNA causing inactivation
of the target whereas an antigen agent acts on DNA and aptamer on unwanted protein.

It is not surprising that number of research groups are trying to join the concept
of click chemistry with nucleic acids chemistry. In this way, it is possible to obtain
new molecules like base- or sugar-modified nucleosides, nucleosides, bioconjugates
and olignucleotides. The copper-catalyzed 1,3-dipolar cycloaddition CuAAC allows
to functionalize DNA, for example by labelling it through attaching small molecules
to DNA. Two general strategies have been developed for this purpose: presynthetic
and postsynthetic labelling. In the presynthetic method nucleotide monomers are
labelled before DNA synthesis and purification. In the postsynthetic strategy DNA
containing small reactive groups is synthesized first and then it is conjugated with
the desired molecules. CuUAAC is also a convenient method for the synthesis of
modified oligonucleotides in which phosphodiester linkage is replaced by 1,2,3-
-triazole or for a solid phase synthesis. Such molecules appear to be useful in medi-
cine, molecular diagnostic (e.g. fluorescent dyes) or mechanistic molecular model
in the future.

Keywords: 1,3-dipolar cycloaddition, analogues of nucleosides, ,,click chemistry”,
synthesis of modified oligonucleotide, 1,2,3-triazole, bioconjugates

Stowa kluczowe: 1,3-dipolarna cykloaddycja, analogii nukleozydow, chemia ,,click”,
synteza modyfikowanych oligonukleotydow, 1,2,3-triazol, biokoniugaty
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WSTEP

Prowadzone w latach 60. pionierskie prace Huisgena dotyczace reakcji 1,3-di-
polarnej cykloaddycji azydkow do alkindow stanowia podstaweg opracowanej w latach
90. przez Sharplessa koncepcji tzw. ,,click chemistry” [1]. Koncepcja ta oparta jest
na tworzeniu nowej czasteczki poprzez taczenie mniejszych jednostek za pomoca
tacznika posiadajacego w swoim szkielecie heteroatom (C—X—C). Tego typu podejscie
moze mie¢ zastosowanie zar6wno do syntezy na mata jak i duza skale. Sam pomyst,
jakkolwiek ciekawy nie jest niczym nowym. Zostat on zaczerpnigty z ,,matki natury”,
ktéra do syntezy wielu znaczacych biomolekut wykorzystuje ograniczong ilo$¢ sto-
sunkowo prostych monomeréw (np. amino kwasy tworza biatka, nukleotydy — kwasy
nukleinowe itd.). Do reakcji typu CC nalezy zaliczy¢ reakcje, ktore charakteryzuje:

— modularnos¢ tj. produkty powinny si¢ tworzy¢ na drodze taczenia si¢ prostych
podjednostek,

— wysoka wydajnos¢ procesu przebiegajacego w tagodnych warunkach,

— tworzenie sig nieszkodliwych produktow ubocznych, ktére powinny by¢ wye-
liminowane na drodze innej niz chromatograficzna (np. przez krystalizacje
czy destylacje),

— stereospecyficzno$¢ (ale niekoniecznie enancjoselektywnosé),

— otrzymywanie duzych bibliotek zwiazkow,

— brak rozpuszczalnika lub zastosowanie innych tatwo usuwalnych mediéw,

— latwa dostgpno$¢ substratow i reagentow,

— latwa izolacja produktow,

— dogodny profil termodynamiczny.

Majac na uwadze powyzsze kryteria do reakcji typu CC zaliczy¢ nalezy nastg-
pujace transformacje chemiczne:

— cykloaddycje zwiazkow nienasyconych, w szczegolnosci reakcje 1,3-dipo-

larnej cykloaddycji, ale takze reakcje typu addycji Dielsa-Aldera,

— reakcje substytucji nukleofilowej, a zwlaszcza reakcje otwarcia pierscienia
naprezonych elektrofilowych uktadow heterocyklicznych, takich jak: azy-
rydyny, epoksydy, cykliczne siarczany, jony episulfoniowe etc.,

— ,,nie-aldolowe” reakcje zwiazkoéw karbonylowych obejmujace tworzenie sig
karbamidow, tiomocznika, eterow oksymowych, aromatycznych heterocykli,
hydrazonéw, amidow, etc.,

— addycje do wielokrotnego wiazania wegiel-wegiel, szczegdlnie procesy oksy-
datywne takie jak epoksydacja, niektore warianty addycji Michaela, diuwo-
dornienie (asymetryczne uwodornienie).

Jednakze w chwili obecnej termin ,,click chemistry” odnosi si¢ praktycznie
wylacznie do katalizowanej miedzia reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena
(CuAAC, ang. copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition, Schemat 1) [2]. Pomimo
tego swoistego ograniczenia reakcje typu CuAAC znalazly swoje trwate miejsce
w chemii kwasow nukleinowych stanowiac uzyteczne narzedzie do otrzymywania
ro6znorodnych pochodnych tych biomolekut.
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_N
cu(l) N~ “N—R2
Rl— + N—R2 —= —

R1?

anti 1,4-dipodstawiony 1,2,3-triazol

Schemat 1. Reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji pomigdzy azydkami, a alkinami
Scheme 1. 1,3-Dipolar cycloaddition between azides and alkynes

Celem niniejszego artykutu jest zaprezentowanie wybranych przyktadow zasto-
sowania reakcji CuAAC w chemii nukleozydow, nukleotydow i kwasow nukleino-
wych.

Jakkolwiek w Wiadomosciach Chemicznych w 2005 roku ukazat si¢ interesujacy
artykut opisujacy zastosowanie koncepcji ,,click chemistry” w ré6znych obszarach
chemii z uwzglednieniem chemii medycznej i biologii molekularnej, to nie obejmowat
on zagadnien bedacych przedmiotem mojego opracowania.

1. NUKLEOZYDY

W chemii nukleozydow reakcja CuAAC pozwala na otrzymywanie pochodnych
zawierajacych modyfikacje zarowno w obrebie nukleozasady jak i reszty cukrowe;,
a takze na uzyskiwanie biokoniugatow. Strukturalna réznorodno$¢ pochodnych
nukleozydowych (Rys. 1) [3] wykazujacych aktywno$¢ przeciwwirusowa i przeciwno-
wotworowa pozwala sadzi¢, ze zastosowanie podejscia ,,click chemistry” umozliwi
znalezienie nowych terapeutykow.
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Rysunek 1. Analogii nukleozydoéw o wlasciwosciach terapeutycznych
Figure 1.  Therapeutic nucleoside analogues

1.1. NUKLEOZYDY MODYFIKWANE W OBREBIE NUKLEOZASADY

Zastosowanie reakcji CuAAC do syntezy analogéw nukleozydow stato si¢ szcze-

golnie interesujace z chwila odkrycia klinicznie uzytecznych zwiazkow takich jak
Rybawiryna [4] czy 1 (Rys. 2) [5].

0 ’/NjR
N N
NH
< 2 TBDMSO N
HO N-N o)
(0] HN
7
-0 OTBDMS
HO  OH 07
Rybawiryna

1
Rysunek 2. Analogi nukleozydoéw posiadajace pigciocztonowa zasadg heterocykliczna
Figure 2.  Nucleoside analogues with five membered heterocyclic base
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Istotna cecha tych zwiazkow jest to, ze posiadaja one w miejscu zasady azotowej
pierscien triazolowy, ktorego dogodna metodg syntezy stanowi wiasnie 1,3-dipolarna
cykloaddycja. W tym wypadku utworzenie pier§cienia triazolowego najtatwiej prze-
prowadzi¢ na drodze reakcji odpowiedniego [3-1’-azydocukru 2 z réznego typu
pochodnymi alkinowymi 3 (Schemat 2) [6].

R?

HO HO OH HO OH
R'= alkil, aryl, COOH, CONH,, CH,OH

Schemat 2. Synteza modyfikowanych nukleozydow posiadajacych pierscien 1,2,3-triazolowy w miejscu zasady
azotowej
Scheme 2.  Synthesis of modified nucleosides bearing 1,2,3-triazole base

Tego typu podejscie zastosowat Li i wspdtpracownicy [7] do syntezy zwiazku 8
nasladujacego cykliczny adenozynodifosforan rybozy (cADPR, Schemat 3). Zwiazek
8 podobnie jak cADPR indukuje uwalnianie jonow Ca?* w ludzkich komdrkach
Jurkat T (niesmiertelna linia komorkowa limfocytéw T).

Ci sami autorzy opracowali tzw. ,,one pot” metode¢ otrzymywania
5-jodopodstawionych 1,2,3-triazoli [8]. Odpowiednie azydki 9 poddali reakcji z
fenyloacetylenem (10) w obecnosci Cul i1 NBS. Tworzacy sig
w trakcie procesu cykloaddycji zwiazek przejsciowy 11 o strukturze karboanionu
byt wychwytywany przez generowane in situ jony I i Cu* (Schemat 4).
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Schemat 3. Synteza zwiazku 8 (,,nasladowcy” cyklicznego adenozyno-difosforanu rybozy)
Scheme 3.  Synthesis of 8 (the mimic of cyclic adenosine diphosphate-ribose)

NBS + Cul —= Cu* + I*
P N N
: : 7 /,
AcO 0 N3 % : N\N ‘ N\/ ‘
+ = *» AcO 0 Qul—n AcO o N |
AcO  OAc : I+
AcO OAc AcO OAc
9 10 1 12

Schemat 4. Prawdopodobny mechanizm tworzenia si¢ zwiazku 12
Scheme 4.  Plausible mechanism of formation of compound 12

Podobnie Xia i wspotpracownicy, stosujac cykloaddycje Huisgena, otrzymywali
bis-triazoilo-nukleozydy 14 w reakcji zwiazkow 13 z pochodnymi alkinowymi wobec
CuSO0, 1 askorbinianu sodu (Schemat 5) [9]. Reakcje prowadzone byly w mieszaninie
wody i THF, a produkty uzyskiwano z dobrymi wydajnosciami. Warto zaznaczy¢, ze
bis-triazoilo- nukleozydy zsyntezowano pod katem badania ich aktywnosci przeciw
wirusowi mozaiki tytoniowej (TMV).
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R
N
N R—=— (3) '\/‘/\‘g

3
)\ Cuso, N
l\\l\ /N akorbinian sodu )\
e .
N THF/H,0 N, /N
R OMe  6598% N
O R OMe
O
13 14
AcO o[~
R= OBz—\/O;I =

AcO OAc

R'= CgHs , 4FC4H,-, 4Me-CgHy-, CH,0C(O)-, CH,C(O)OCH,-, OFon O—

Schemat 5. Synteza bis-triazoilo nukleozydow
Scheme 5.  Synthesis of bis-triazolyl nucleosides

Zastosowanie w reakcji CuAAC promieniowania mikrofalowego (MW) pozwo-
lito w niektérych przypadkach znaczaco skroci¢ czas trwania procesu. Guezguez
zsyntezowat zwigzek 16 stosujac zarowno klasyczna metodologig jak i wykorzystujac
promieniowanie mikrofalowe [10]. Tak zmodyfikowana procedura prowadzita do
zmniejszenia czasu reakcji z 24 godzin do 3 minut (Schemat 6).

N Ph
/
1) Cul/DIEA, toluen, N\ jl/
TolO o N, reflux, 24h, 87% TolO 0 N
lub
y —

2) Cul/DIEA na SiO,,

i 0
MW, 115 C, 3min, 95% TolO

15 10 16

TolO

Schemat 6. Synteza analogow nukleozyddéw posiadajacych w szkielecie uktad 4-podstawiony 1,2,3-triazolowy
Scheme 6. Synthesis of 4-subsituted 1,2,3-triazolo nucleoside analogues

Podobnych obserwacji dokonali Ermolat’er i Broggi w syntezach odpowiednio
zwiazkow 18 (Schemat 7) [11] i 4¢ (Schemat 8) [12].
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Schemat 7. Synteza 1,2,3-triazolowych analogow nukleozydow wspomagana promieniowaniem mikrofalowym
Scheme 7. Synthesis of 1,2,3-triazolo nucleoside analogues via microwave irradiation

N R
R 7
= R (3 N ]/
HO o N3 Cu(0)/CuSO, HO o N
t-BUOH/H,0 1/1
HO MW, 125C HO
OH OH
2c 4c

R= C4Hy-, ACOCH,-, HO(CH),-, CHy(CH,),-

Schemat 8. Synteza 1,2,3-triazolowych analogéw nukleozydow wspomagana promieniowaniem mikrofalowym
Scheme 8.  Synthesis of 1,2,3-triazolo nucleoside analogues via microwave irradiation

Nalezy zaznaczy¢, ze w niektorych przypadkach reakcji CuAAC towarzyszyto
tworzenie si¢ nieoczekiwanych produktoéw ubocznych. Przyktadem moze by¢ reakcja
zwiazku 19 z fenyloacetylenem (10) (Schemat 9) [13].

Ph

N
iy
MeO (e} L MeO /O N\N MeO 0
= Ph—=—= (10) /k :/[
Cuso, NN,
N N akorbinian sodu N N + + N N o
N/ —_— \l\\l / \N* N/
N THF/H,0 | o) ”\l%
‘ R NH &

N > N
R : OMe H
19 20 21 22
A°°TQ 38% 0% 40%
R= a
AcO OAc
b Bzoﬁ\/od 32% 44% 0%

Schemat 9. Reaktywno$¢ azydo zwiazkow w reakeji 1,3-dipolarnej cykloaddycji CuAAC
Scheme 9. Reactivity of azido compounds in CuAAC reaction
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W przypadku uzycia arylowanej pochodnej cukrowej 19a obserwowano wytacz-
nie tworzenie si¢ produktow ubocznych tj. aminy 20a i amidu 22a. Natomiast nie
powstawat pozadany zwiazek 21a. Reakcja inaczej przebiegata dla pochodnej 19b
gdzie w przewadze otrzymano zwiazek 21b, chociaz w mieszaninie reakcyjnej obecny
byt rowniez bedacy produktem redukcji zwiazek 20b. Autorzy thumaczyli t¢ zaskaku-
jaca reaktywno$¢ tym, ze reszta cukrowa stanowi dostateczna zawada przestrzenna,
ktora czyni elektrono-ubogie heterocykle, posiadajace grupg azydkowa, niezdolnymi
do reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji. Natomiast tworzenie zwiazku 22a zachodzito
poprzez przejsciowa iming 24 (Schemat 10).

o o]
Ph—— (10)
MeO 7 N CuSO, MeO i N cu]
\ Korbinian sot \
N askorbinian sodu N Ph
\N)\ N, THFH,0 N)\N N
3 2 \
| | N=N
cukier cukier
19a 23
(0]
J# 0
MeO N [e)
! )\ )k/Ph MeO)S»N
~ H,O
I A 2 N >\N
S [Cu]
cukier | C\\<
cukier Ph
22a 24

Schemat 10. Prawdopodobny mechanizm tworzenia si¢ zwiazku 22a
Scheme 10. Plausible mechanism of preparation of compound 22a

Jednakze inna grupa badaczy zademonstrowata, ze reakcja CuAAC moze row-
niez zachodzi¢ z udziatem elektrono-ubogich pierscieni takich jak np. puryny. Cosyn
1 wspotpracownicy [14] zaprezentowali synteze zwiazkoéw 27 1 29 wychodzac
z pochodnej adenozyny 25, ktora na potrzeby reakcji CuAAC zostala zmodyfikowana
w taki sposob, aby zawierata grupg azydkowa lub alkinowa w pozycji 2 nukleozasady.
Grupa alkinowa w pochodnej 26 byta wprowadzona w reakcji sprzggania Sonogashiry
natomiast grupa azydkowa w pochodnej 28 w reakcji substytucji nukleofilowe;j
z NaN, w obecnosci Cu(I) (Schemat 11).
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Schemat 11. Synteza 2-(1,2,3-triazoilo)-pochodnych adenozyny
Scheme 11. Synthesis of 2-(1,2,3-triazolyl)adenosine derivatives

Uzyskane w niektorych przypadkach niskie wydajnosci docelowych zwiazkow
29 autorzy tlumaczyli tym, ze tworzacy si¢ zwiazek 28 wystgpuje w rownowadze
tautomerycznej ze zwiazkiem 30 (Schemat 12). Obserwacja ta pozostaje w zgodzie
z faktem, ze podstawione grupa azydkowa 7-elektronoubogie heterocykle azotowe
ulegaja spontanicznej cyklizacji do odpowiednich skondensowanych triazoli [15].

SNH

N XN
ol
HO O<N N/)\ N

3

tautomeria

SNH

< = N/N\\
HO— o N \N)*N’

—_—

HO OH

28

HO OH

30

Schemat 12. Tautomeria azydo/tetrazolowa zwiazku 28
Scheme 12. Azido/tetrazole tautomerism of compound 28

Ten sam zespot wykazal, ze zastosowanie warunkéw reakceji sprzegania Sono-
gashira, w przypadku obecnosci w czasteczce ugrupowania azydkowego w pozycji
3’ reszty cukrowej (zwiazek 31), pozwala rowniez na przebieg 1,3-dipolarnej cyklo-
addycji Huisgena (Schemat 13) [16]. Zrodtem miedzi w tym przypadku byt Cul.
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Schemat 13. Cykloaadycja Huisgen'a indukowana w warunkach reakcji sprzggania Sonogashira
Scheme 13. Huisgen cycloaddition induced by Sonogashira condition

Reakcja CuAAC byta rowniez wykorzystywana do poszukiwania nowych lekow
[17]. Zwiazek 33 stanowiacy tzw. struktur¢ wiodaca (ang. lead compound) zostat
zmodyfikowany poprzez przytaczenie do wegla C-2 puryny 1,2,3-triazoli podstawio-
nych w pozycji 4. Otrzymane w ten sposob zwiazki 34 w granicach stgzen od
submikromolarnych do mikromolarnych wykazywaty wlasnosci przeciwgruzlicze
(inhibitory enzymu katalizujacego syntezg bakteryjnego chelatora zelaza).

NH,

OH O 4

.0 < . IL
ST ST
Et,NH X_j Et,NH

HO OH
33 34

Rysunek 3. [N-(salicylo)sulfamoilo]adenozyna i jej analog modyfikowany pierscieniem 1,2,3-triazolowym
w pozycji C-2

Figure 3. [N-(salicyl)sulfamoyl]adensine and its analogue modified in the C-2 position with 4-substituted
1,2,3-triazole ring

1.2. NUKLEOZYDY MODYFIKOWANE W JEDNOSTCE CUKROWEJ

Reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena katalizowana miedzia stanowi
rowniez dogodng metodg syntezy pochodnych nukleozydowych zawierajacych
modyfikacje w obrgbie pierscienia cukrowego. Na tej drodze otrzymano réznorodne
pirymidynowe [18] i adenozynowe analogi [19] z wysoka regioselektywnos$cia. Zwia-
zek 35 bedacy pochodna cytydyny okazat si¢ by¢ inhibitorem ¢-2,3-sialylotransferazy
(Rys. 4) [20].
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Rysunek 4. Inhibitor a-2-3-sialilotransferazy
Figure 4. Inhibitor of a-2-3-sialyltransferase

W ostatnim czasie wzrosto zainteresowanie analogami nukleozydow, w ktérych
pierscien furanozowy zastapiony zostal przez reszt¢ heterocykliczna. Jak pokazaty
liczne badania, zwiazki tego typu moga wykazywac¢ zar6wno przeciwwirusowa jak
1 przeciwnowotworowa aktywnos$¢. Spostrzezenia te sktonity Cao i wspolpracowni-
kéw do otrzymania biblioteki analogow uracylu [21]. Reakcje CuAAC prowadzone
byly na fazie stalej z wykorzystaniem polimerowej zywicy (Schemat 14). Finalne
produkty 39 byly odcinane od ztoza za pomoca H,O,.

NaN,, R'X | /g
@ ‘ /J% Cul, DMSO N~ o
SeBr —= [N Ao T —
\ L-prolina, Et;N (KN
/

36 37 R{ 58

H,0,, THF
t, 1h, 59-74%

R= Me, B, C4Hy-, 4-NO,-CoH,-CH,-, 4-Cl-CgH, -
R'= n-Bu, Ph, 4-Me-CgH,-, 4-MeO-CgH,- o

R 39

Schemat 14. Synteza na fazie statej analogow nukleozydow modyfikowanych pier§cieniem 1,2,3-triazolowym
Scheme 14. Solid-phase synthesis of nucleoside analogues modified with 1,2,3-triazole ring
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2. BIOKONIUGATY NUKLEOZYDOW I OLIGONUKLEOTYDOW

Reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji azydkow do alkindéw znalazly rowniez
zastosowanie w syntezie biokoniugatow. Prostota i skuteczno$¢ tej reakcji sprawia,
ze stala si¢ ona atrakcyjna metoda tworzenia kowalencyjnego wiazania pomigdzy
dwoma czasteczkami w wyniku czego zostaje utworzona bioczasteczka o zwigkszo-
nym biopowinowactwie, zmienionej aktywnosci i hydrofobowosci. Szeroko pojeta
definicja biokoniugacji obejmuje modyfikacje biatek czy kwasow nukleinowych
1 polega na inkorporacji fluoroforow, ligandow, chelatdéw, radioizotopdéw, czastek
zwigkszajacych powinowactwo wzgledem celu, a takze dotyczy fuzji dwoch biatek
czy potaczenia kompleksu weglowodanu z peptydem. Sita biokoniugacji tkwi
w mozliwo$ci znakowania in vivo.

Dzigki zastosowaniu reakcji CuAAC w zespole Lesnikowskiego przeprowa-
dzono synteze koniugatow pirymidynowych i purynowych zawierajacych kompleksy
karboranowe 40—43a i metalokarboranowe 40—-43b,c [22] (Rys. 5). Zwiazki tego
typu moga znalez¢ zastosowanie jako zrodto boru w terapii BNCT (ang. Boron Neu-
tron Capture Therapy) nowotworow.

e

HO 40

2-0 z_
VA ROV

Rysunek 5. Koniugaty nukleozydow zawierajace kompleksy karboranowe i metalokarboranowe
Figure 5. Nucleoside conjugates containing carborane and metallocarborane complexes
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Innym przyktadem syntezy potencjalnego leku w oparciu o reakcjg tworzenia
triazoli z azydkow i alkindw jest wyselekcjonowanie inhibitora fukozylotransferazy
—enzymu odpowiedzialnego za katalize¢ finalnego etapu glikozylacji w procesie bio-
syntezy i ekspresji wielu waznych sacharydow. Glikoproteiny i glikolipidy wystepu-
jace na powierzchni komorki (sktadnik bton komoérkowych i wielu receptorow
powierzchniowych), posrednicza w szeregu procesdw zwiazanych z rozpoznawaniem
komorkowym, embriogeneza, odpowiedzia immunologiczna i metastaza. Lee
1 wspolpracownicy z biblioteki zwiazkéw wytworzonych przy pomocy CuAAC ziden-
tyfikowali nanomolarny inhibitor fukozylotransferazy [23]. Autorzy taczac ze soba
acetylowe pochodne GDP 44 z azydkami 45 (Schemat 15) otrzymali w ten sposob
85 zwiazkow, ktore poddali screeningowi bezposrednio z mieszaniny reakcyjne;.
Najlepszym inhibitorem okazat si¢ zwiazek 46.

10mol% CuSO,
Cu osadzone na drucie
H,O, EtOH, t-BuOH, rt
75-98%

46 K= 62nM (o -1,3-FucT VI)
ICso= 0,15,M (c. -1,3-FucT V1)

Schemat 15. Synteza potencjalnych inhibitorow fukozylotransferazy w reakcji CuAAC
Scheme 15. Synthesis of potential inhibitors of fucosyl-transferases by CuAAC reaction

Otrzymanie lipidowych koniugatéw oligonukleotydow jako potencjalnych
inhibitorow procesu translacji wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) stanowi inny
ciekawy przyktad wykorzystania ,,click chemistry”. Alkino-modyfikowane lipidy
bedace pochodnymi cholesterolu 47a i oktadekanolu 47b poddawano reakcji
z 5’-azydo-5’-deoksytymidyna 48 w obecnosci askorbinianu sodu i katalitycznych
ilosci siarczanu miedzi(I) (Schemat 16). Uzyskane w ten sposob zwiazki 49a i 49b
zostaly w kolejnym kroku przeksztalcone w amidofosforyny 50a,b. Nastepnie zwiazki
te byly sprzggane z przyczepionym do fazy statej tancuchem oligonukleotydowym
begdacym 17-merowym, 2°-O-metylorybonukleotydem antysensowym wiazacym si¢
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specyficznie na 5’-koncu wirusowego RNA [24]. Modyfikacja lipidowa, co potwier-
dzily badania, znaczaco zwickszyta lipofilowo$¢ uzytych oligonukleotydow.
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Schemat 16. Synteza koniugatow lipid-oligonukleotyd
Scheme 16. Synthesis of lipid-oligonucleotide conjugates

Innym réwnie interesujacym przyktadem wykorzystania reakcji 1,3-dipolarnej
cykloaddycji do poszukiwania zwiazkéw o potencjalnej aktywnos$ci biologiczne;j,
sa badania Jina i wspotpracownikow dotyczace projektowania lekéw przeciw
wirusowi ospy wietrznej i potpasca (VZV) [25]. W celu polepszenia rozpuszczalno$ci
i rozpoznania molekularnego aktywnych bicyklicznych furo[2,3-d]pirymidyno
nukleozydéw autorzy otrzymali seri¢ koniugatow weglowodandéw z analogami
tymidyny. W wyniku reakcji zwiazku 52 z propargilowymi pochodnymi cukrowymi
53, w obecnosci CuSO, i askorbinianu sodu, otrzymano odpowiednie 1,4-dipod-
stawione 1,2,3-triazole 54 (Schemat 17). Zwiazki te w nastgpnym kroku byly prze-
ksztatcane za pomoca metanolanu sodu w formy otwarte ketondw 55 lub w struktury
zamknigte 56 w przypadku zastosowania metanolowego roztworu amoniaku. Zwiazki
551 56 sa obecnie poddane badaniom biologicznym.
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Schemat 17. Synteza koniugatéw weglowodanow z pochodnymi tymidyny
Scheme 17. Synthesis of carbohydrate-thymidine analogue conjugates

3. OLIGONUKLEOTYDY

3.1. PRE- I POSTSYNTETYCZNE MODYFIKACJE DNA

Znane sa takze liczne prace dotyczace wykorzystania reakcji CuAAC do otrzy-
mywania znakowanego DNA, ktére migdzy innymi moglyby znalez¢ zastosowanie
jako sondy molekularne czy znaczniki fluorescencyjne. Do znakowania oligonukleo-
tydow wykorzystywana jest strategia presyntetyczna lub postsyntetyczna [26].

Pierwsza z nich obejmuje znakowanie monomerow nukleotydowych uzywanych
do syntezy DNA za pomoca standardowo stosowanej metody amidofosforynowe;.
Stad tez wynika konieczno$¢ uzyskania odpowiednio zmodyfikowanego amidofos-
forynu, ktory musi by¢ stabilny w warunkach prowadzenia reakcji na fazie statej
(warunki zasadowe, kwasowe, utleniajace). Ponadto atom fosforu(I1l) w amidofosfo-
rynowym ugrupowaniu, ktory jest wrazliwy na utlenienie do fosforu(V), musi by¢
stabilny w obecno$ci znacznika. Alternatywna droga presyntetycznej strategii jest
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stosowanie wyznakowanych trojfosforanow, ktore sa wlaczane do tancucha DNA
przez polimeraze w reakcji PCR. Ograniczeniem tej metodologii jest konieczno$é
stosowania tylko takich modyfikacji, ktore sg substratami dla polimerazy.

W strategii postsyntetycznej wprowadza si¢ mate grupy reaktywne do DNA,
ktore nastgpnie sa sprzggane ze znacznikiem po zakonczeniu procesu syntezy i depro-
tekcji DNA. Najczg$ciej stosuje si¢ grupy aminowe, ktore pozniej reaguja z aktyw-
nymi grupami estrowymi znacznika. Wada tego podejscia jest niska wydajnos¢ sprze-
gania i konieczno$¢ oczyszczania DNA technika HPLC, co sprawia, ze tworzenie
znakowanych w ten sposob oligonukleotydow staje si¢ bardzo kosztowne.

Zalety reakcji typu ,,click chemistry” w syntezie modyfikowanych oligonukleo-
tydow to:

— wysoka wydajnos¢,

— lagodne warunki prowadzenia syntezy,

— szerokie spektrum miejsc (zarowno w nukleozasadach, reszcie cukrowej

1 fosforanowej) pozwalajacych na przytaczenie grupy azydkowej i alkinylowej
do DNA (Rys. 6).

O
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- X X
X=N, CH </ | NN </ | NH
B= nukleozasada /) _
NN N™ N7 ONH,
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Rysunek 6. Mozliwe miejsca przytaczenia grupy azydowej lub alkinowej do DNA
Rysunek 6. Possible position for modification of DNA by attachment of azides or alkynes

Gierlich 1 wspolpracownicy zastosowali CC do postsyntetycznej modyfikacji
otrzymanego metoda amidofosforynowa DNA zawierajacego zmodyfikowane
pochodne urydyny 57 i 58 (Rys. 7) [27]. Azydki 59-61 zostaly wybrane ze wzgledu
na to, ze moga one stanowi¢ potencjalne znaczniki molekularne.
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Rysunek 7. Alkino modyfikowane pochodne urydyny i azydki o potencjalnym zastosowaniu jako znaczniki
molekularne
Figure 7. Alkyne modified uridine nuclosides and azides as potential molecular labels

Bouillon 1 wspotpracownicy zaprezentowali dogodna syntezg¢ wielokrotnie zna-
kowanych oligonukleotydéw oparta na wspomaganej promieniowaniem mikro-
falowym reakcji CuAAC [28]. Autorzy zastosowali w tym przypadku cykloaddycje
do przytaczenia reszt weglowodanowych do szkieletu oligonukleotydowego (Schemat
18). Pierwszy etap syntezy polegal na otrzymaniu za pomoca metody amidofosfory-
nowej przylaczonego do ztoza dodekameru tymidynowego 62. Nastepnie wprowa-
dzono linker w sktad ktérego wchodzity trzy ugrupowania H-fosfonianodiestrowe.
Oksydatywne aminowanie otrzymanego zwiazku 64 z uzyciem CCl, wobec propar-
giloaminy 65 prowadzilo do zwiazku 66, ktory w nastgpnym etapie poddawano reakcji
cykloaddycji ze zwiazkiem 67 w obecnosci CuSO, i askorbinianu sodu. Amonoliza
otrzymanego w ten sposob zwiazku 68 dawata finalny produkt 69.
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Schemat 18. Synteza na fazie statej oligonukleotydow z przytaczonymi resztami cukrowym w reakcji CuAAC
wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym

Scheme 18. Solid-phase synthesis of oligonucleotides with attached carbohydrate residues in CuAAC reaction
via microwave activation

Reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji, pomigdzy alkinylo-6-karboksyfluoresceina
(FAM) 70 i zawierajaca ugrupowanie azydkowe pojedyncza nicia DNA (71),
zastosowano do syntezy fluorescencyjnych oligonukleotydéw 72 i 73 (Schemat 19)
[29]. Prowadzac reakcje CuAAC w §rodowisku wodnym otrzymano pozadane pro-
dukty z ilosciowa wydajnoscia. Znakowany w ten sposob DNA postuzyl nastgpnie
jako primer w reakcji Sangera.
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Schemat 19. Synteza znakowanych DNA 721 73 w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji
Scheme 19. Synthesis of FAM-labeled DNAs 72 and 73 by 1,3-dipolar cycloaddition

Wozrastajaca liczba otrzymanych struktur krystalicznych réznorodnych komplek-
sOW enzym-—substrat pokazata, ze w enzymach istnieje wiele miejsc aktywnych, ktore
sa bardziej ,,elastyczne” niz wezesniej uwazano. Konsekwencja tej ,,elastycznosci”
jest to, ze pojedynczy enzym akceptuje szersze spektrum substratéw. Z tego powodu
metoda projektowania lekow w oparciu o strukture miejsca katalitycznego czesto
bywa mato efektywna, a znaleziona struktura pomimo bardzo dobrego dopasowania
przestrzennego okazuje si¢ by¢ stabym inhibitorem enzymu. Rozwigzaniem tego
problemu moze okazac si¢ zastosowanie tak zwanych ,,fleximeréw” tj. nukleozydoéw
modyfikowanych w taki sposob, ze nuklozasada zostaje oddzielona od reszty cukro-
wej poprzez wprowadzenie dodatkowego ugrupowania. Dzigki takiej modyfikacji
pierscien purynowy umocowany jest bardziej ,,elastycznie”, a tym samym latwiej
dopasowuje si¢ do miejsca aktywnego, przy czym zwiazek nadal zachowuje cechy
typowego nukleozydu. Obszerne badania w tej dziedzinie przeprowadzita grupa
Chittepua [30], ktora opracowata syntezg nowych 1,2,3-triazolowych analogéw nukle-
ozydow 76 stosujac reakcje 1,3-dipolarnej cykloaadycji pomig¢dzy nukleozasada 74
posiadajaca grupe alkinowa, a azydkowa pochodna cukrowa 75 (Schemat 20).
Nastepnie zwiazki 76 przeksztatcane bylty w amidofosforyny i inkorporowane do
tancucha DNA.



230 E.RADZIKOWSKA

N
N
TolO N, CuSO, TolO NG
// . o askorbinian sodu 0]
[zasada |— THF/H,O/t-BuOH
TolO rt, przez noc
Pz TolO
74 75 76-85% 76

Zasada = uracyl, cytozyna, adenina, 6-chloro-7-deazapuryna, 2-amino-6-chloro-deazapuryna

Schemat 20. Synteza ,,fleximerow” 76
Scheme 20. Synthesis of ,,fleximers” 76

3.2.1,2,3-TRIAZOL JAKO ZAMIENNIK WIAZANIA INTERNUKLEOTYDOWEGO

Reakcja katalizowanej miedzia 1,3-dipolarnej cykloaddycji stata si¢ uzytecznym
narzg¢dziem otrzymywania roznej klasy modyfikowanych oligonukleotyddéw. Znane
sa wlasciwosci naturalnie nie wystgpujacych oligodeoksyrybonukleotydow antysen-
sowych, ktore dziataja jako posttranskrypcyjne czynniki wyciszenia genéw. W litera-
turze opisana jest synteza oligonukleotydow, w ktorych internukleotydowe wiazanie
fosfodiestrowe zastapione zostato pier§cieniem triazolowym powstatym w wyniku
reakcji CuAAC.

Wykorzystujac strategie ,,click chemistry” Isobe i wspotpracownicy przedstawili
syntezg nowego analogu DNA (80, Schemat 21), w ktorym kolejne nukleozasady
polaczone sa pier§cieniem triazolowym [31]. Reakcja zawieszonego na fazie statej
zwiazku 77 z monomerem 78 prowadzila do zwiazku 79. Kolejne przytaczenia
monomeru 78 i nastgpcze odciecie od ztoza dawato finalny produkt 80.
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Schemat 21. Synteza analogu DNA posiadajacego pierscien triazolowy w miejscu wiazania internukleotydowego
Scheme 21. Synthesis of DNA analogue with triazole ring in place of internucleotide linkage

W literaturze przedstawiona jest takze interesujaca synteza nici DNA zawie-
rajacych nie wystepujacy naturalnie tacznik sktadajacy si¢ z dwoch reszt tymidyny
potaczonych triazolem (T-triazol-T) [32]. Potaczenie tego typu otrzymano na drodze
ligacji oligonukleotydu 81 zawierajacego na 3’-koncu reszte AZT z oligonukleotydem
82 zawierajacym na 5’-koncu propargiloamidotymidyng. Nastgpnie modyfikowany
oligonukleotyd 83 byt z powodzeniem uzyty w reakcji amplifikacji PCR z wykorzy-
staniem kilku réznych polimeraz (Schemat 22).
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E— \N$% ‘ T
- N 0 PCR 0 0
N o T
H
HN._O
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DNA-3'
82  DNA-3 83 84
DNA-3'

Schemat 22. Synteza DNA zawierajacego w szkielecie nie wystgpujacy naturalnie fragment T-triazol-T
Scheme 22. Synthesis of oligonucleotides containing an unnatural T-triazole-T linkage
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3.3.1,2,3-TRIAZOL JAKO LINKER W SYNTEZIE NA FAZIE STALEJ

Synteza na fazie stalej stanowi obecnie najczgsciej stosowana metode otrzymy-
wania takich makroczasteczek jak peptydy czy kwasy nukleinowe. Jednakze kowa-
lencyjne przytaczenie pierwszego monomeru cz¢sto bywa problematyczne. Na przy-
ktad przy zastosowaniu ztoza posiadajacego wolne grupy aminowe proces upako-
wania moze przebiega¢ bardzo powoli i jednocze$nie musi by¢ przeprowadzany
w $cisle bezwodnym medium. Konsekwencja niepetnego upakowania ztoza sa
niepozadane reakcje uboczne, a co za tym idzie nizsza wydajno$¢ i utrata czystosci
finalnego produktu. W celu obejscia tych trudnosci Oyelere i wspdtpracownicy
zaproponowali synteze¢ ztoza z grupami azydkowymi 86 (Schemat 23), co pozwalato
na przyltaczenie do niego nukleozydoéw podstawionych alkinylem w reakcji 1,3-
dipolarnej cykloaddycji [33]. Funkcjonalizowane w ten sposob ztoze 87 umozliwito
syntezg 15- 1 30-merowych oligonukleotyddéw na fazie state;j.
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Schemat 23. Synteza oligonukleotydow z wykorzystaniem ztoza z przytaczonymi grupami azydkowymi
Scheme 23. Synthesis of oligonucleotides using the azido-coated support

PODSUMOWANIE

Katalizowana miedzia reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji pomigdzy azydkami,
a alkinami (CuAAC) stanowi nowa droge otrzymywania modyfikowanych nukleo-
zydow, nukleotydow oraz oligonukleotydéw. Metoda ta pozwala, przy pomocy mody-
fikowanych alkinylem amidofosforynéw, na przytaczenie wszelkiego rodzaju znaczni-
kéw do oligonukleotydow. Z pomoca modyfikowanych alkinylem trifosforanow lub
przy uzyciu technologii metylotransferaz mozna otrzymywac duze fragmenty geno-
mowego DNA, ktore nastgpnie mozna modyfikowac wykorzystujac reakcje CuAAC.
Zaskakujacym faktem jest to, ze znaczna ilo§¢ podstawionych grupa alkinylowa
zasad jest tatwo akceptowana przez polimerazy, dzigki czemu moga one w petni
zastapi¢ zasady kanoniczne we fragmencie DNA powstatym w wyniku naturalnej
lub sztucznej amplifikacji. Nastgpnie fragmenty DNA zawierajace w swoim szkielecie
ugrupowania alkinowe moga by¢, z wysokimi wydajnos$ciami, w reakcji 1,3 dipolarnej
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cykloaddycji modyfikowane na wiele réznych sposobéw. Znaczna czg$¢ otrzymanych
w ten sposob oligonukleotydow daje si¢ w tatwy sposdb oczyscic np. przez wytracanie
z etanolu, co pozwala unikna¢ czasochtonnej i drogiej techniki HPLC.

Nici DNA z grupami alkinowymi moga znalez¢ zastosowanie w nowoczesne;j
diagnostyce molekularnej albo jako jednostki budulcowe do konstrukeji nanomateria-
tow. Dla chemikow zajmujacych si¢ DNA reakcja CuAAC poszerza mozliwosci
syntezy tej klasy potaczen, pozwalajac jednoczesnie otrzymywac zupelnie nowe
pochodne DNA, ktore w przysztosci moga by¢ wykorzystywane w wielu obszarach
miedzy innymi w medycynie czy nanotechnologii.

Serdecznie dzigkuje¢ dr hab. Janinie Baraniak za materiaty i sugestie, ktore
pozwolity na powstanie tego artykutu.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] K.B. Sharpless et al., Angew. Chem. Int. Ed., 2001, 40, 2004.

[2] R. Huisgen, 1,3-Dipolar Cycloaddition Chemistry, Vol. 1, Wiley, New York, 1984, 1.

[3] a) E. De Clercq, J. Clin. Virol., 2004, 30, 115; b) D. Jochmans, Virus Res., 2008, 134, 171;
c) S. Miura, S. Izuta, Curr. Drug Targets, 2004, 5, 191.

[4] 1.Y. Lau, R.C. Tam, T.J. Liang, Z. Hong, Hepatology, 2002, 35, 1002.

[5] R. Alvarez, S. Valazquez, A. San-Felix, S. Aquaro, E. De Clercq, C. F. Perno, A. Karlsson,
J. Balzarini, M.J. Camarasa, J. Med. Chem., 1994, 37, 4185.

[6] a) L. Perez-Castro, O. Caamano, F. Fernandez, M.D. Garcia, C. Lopez, E. De Clercq, Org. Biomol.
Chem., 2007, 5, 3805; b) J.H. Cho, D.L. Bernard, R.W. Sidwell, E.R. Kern, C.K. Chu, J. Med.
Chem., 2006, 49, 1140; c) J. Broggi, N. Joubert, V. Aucagne, T. Zevaco, S. Berteina-Raboin,
S.P. Nolan, L.A. Agrofoglio, Nucleosides Nuclotides 2007, 26, 779.

[7] L. Li, B. Lin, Z. Yang, L. Zhang, L. Zhang, Tetrahedron Lett., 2008, 49, 4491.

[8] L. Li, G. Zhang, L. Zhang, A. Zhu, J. Org. Chem., 2008, 73, 3630.

[9] a) Y. Xia, W. Li, F. Qu, Z. Fan, X. Liu, C. Berro, E. Rauzy, L. Peng, Org. Biomol. Chem., 2007, 5,
1695; b) W. Li, Y. Xia, F. Qu, Z. Fan, L. Peng, Q. Wu, Tetrahedron Lett., 2008, 49, 2804.

[10] R. Guezquez, K. Bourgin, K. El Akri, R. Benhida, Tetrahedron Lett., 2006, 47, 4807.

[11] D.S. Ermolat’ev, V.P. Metha, E.V. Van der Eycken, QSAR Com. Sci., 2007, 26, 1266.

[12] J. Broggi, N. Joubert, V. Aucagne, S. Berteina-Raibon, S. Diez-Gonzalez, S.P. Nolan, D. Topalis,
D. Deville-Bonne, J. Balzarini, J. Neyts, G. Andrei, R. Snoeck, L. Agrofoglio, Nucleosides
Nucleotides, 2007, 26, 1391.

[13] a) S.H. Cho, E.J. Yoo, I. Bae, S. Chang, J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 16046; b) E.J. Yoo,
M. Ahlquist, I. Bae, K.B. Sharpless, V. Fokin, S. Chang, J. Org. Chem., 2008, 73, 5520.

[14] L. Cosyn, K.K. Palaniappan, S.K. Kim, H.T. Duong, Z.G. Gao, K.A. Jacobson, S. Van Calenbergh,
J. Med. Chem., 2006, 49, 7373.

[15] a) C. Temple, C.L. Kussner, J. Montgommery, J. Org. Chem., 1966, 31, 2210; b) T. Lioux,
G. Gosselin, C. Mathe, Eur. J. Org. Chem., 2003, 20, 3997.

[16] L. Cosyn, Z.G. Gao, P. Van Rompaey, C. Lu. K.A. Jacobson, S. Van Calenbergh, Bioorg. Med.
Chem., 2006, 14, 1403.

[17] A. Gupte, H.I. Boshoff, D.J. Wilson, J. Neres, N. Labello, R.V. Somu, C. Xing, C.E. Barry,
C.C. Aldrich, J. Med. Chem., 2008, 51, 7495.



234 E.RADZIKOWSKA

[18] a) L. Zhou, A. Amer, M. Korn, R. Burda, J. Balzarini, E. De Clercq, E.R. Kern, P.F. Torrence,

Antiviral Chem. Chemother. 2005, 16, 375; b) H. Ding, R. Yang, Y. Song, Q. Xiao, J. Wu, Nucleosides

Nucleotides, 2008, 27, 368.

G. O’Mahony, S. Svensson, A. Sundgreen, M. Grotli, Nucleosides Nucleotides, 2008, 27, 449.

L. Lee, K.H. Chang, F. Valiyev, H.J. Liu, S.J. W, J. Chin. Chem. Soc., 2006, 53, 1547.

J. Cao, X. Huang, J. Comb. Chem., 2008, 10, 526.

A.Olejniczak, B.A. Wojtczak, Z. Lesnikowski, Nucleosides, Nucleotides, Nucleic Acids, 2007, 26,

1611.

[23] L.V. Lee et al., J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 9588.

[24] G. Godeau, C. Staedel, P. Barthelemy, J. Med. Chem., 2008, 51, 4374.

[25] X.Jin, R. Yang, P. Jin, Q. Xiao, Y. Ju, Synthesis, 2007, 19, 2967.
]
]
]

[19
[20
[21
[22

—_ e D

[26] P.M.E. Gramlich, C.T. Wirges, A. Manetto, T. Carell, Angew. Chem. Int. Ed., 2008, 47, 8350.

[27] J. Gierlich, G.A. Burley, PM.E. Gramlich, D.M. Hammond, T. Carell, J. Org. Lett., 2006, 8, 3639.

[28] C. Bouillon, A. Meyer, S. Vidal, A. Jochum, Y. Chevelot, J.-P. Cloarec, J.-P. Praly, J.-J. Vasseur,

F. Morvan, J. Org. Chem., 2006, 71, 4700.

[29] T.S. Seo, Z. Li, H. Ruparel, J. Ju, J. Org. Chem., 2003, 68, 609.

[30] P. Chitttepu, V.R. Sirivolu, F. Seela, Bioorg. Med. Chem., 2008, 16, 8427.

[31] H. Isobe, T. Fujino, N. Yamazaki, M. Guillot-Nieckowski, E. Nakamura, Org. Lett., 2008, 10,
3729.

[32] A.H. El-Sagheer, T. Brown, J. Am. Chem. Soc., 2009, 131, 3958.

[33] A.K. Oyelere, P.C. Chen, L.P. Yao, N. Boguslavsky, J. Org. Chem., 2006, 71, 9791.

Praca wplyneta do Redakc;ji 8 stycznia 2011



WIADOMOSCI 2011, 65, 3-4
chemiiczne PLISSN 0043-5104

AKTYWNOSC BIOLOGICZNA POCHODNYCH
2,7-NAFTYRYDYNY

BIOLOGICAL ACTIVITY OF 2,7-NAPHTHYRIDINE
DERIVATIVES

Anna Wdjcicka, Edwin Wagner

Katedra i Zaktad Technologii Lekéw,
Akademia Medyczna im. Piastéw Slgskich we Wroclawiu,
pl. Nankiera 1, 50-140 Wroctaw
email: annaw@ktl.am.wroc.pl

Abstract
Wykaz stosowanych skrotow
Wprowadzenie
1. Polgczenia 2,7-naftyrydyny pochodzenia naturalnego
1.1. Alkaloidy wyizolowane z roélin
1.2. Alkaloidy wyizolowane z organizméw morskich
1.2.1. Lofokladyny
1.2.2. Pirydoakrydyny
2. Syntetyczne pochodne 2,7-naftyrydyny
Podsumowanie
Pi$miennictwo cytowane




236 A. WOJCICKA, E. WAGNER

dr inz. Anna Wéjcicka ukonczyta biotechnologie na Wydziale Chemii Politechniki
Wroctawskiej. Od 1999 roku jest asystentem w Katedrze i Zakladzie Technologii
Lekéw Akademii Medycznej im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu. Stopiert doktora
nauk farmaceutycznych uzyskala w 2009 roku na Wydziale Farmaceutycznym AM
we Wroctawiu. Zajmuje sie synteza nowych pochodnych 2,7-naftyrydyny o poten-
cjalnej aktywnosci biologicznej.

dr hab. Edwin Wagner jest absolwentem Akademii Medycznej we Wroclawiu, gdzie
uzyskal réwniez stopien naukowy dr n. farmaceutycznych - 1967 r., a tytul naukowy
dr habilitowanego w 1984 r. W latach 1989-2009 byl kierownikiem Katedry i Zakladu
Technologii Lekow A.M. we Wroclawiu. Gléwne kierunki badan naukowych: syn-
teza iizomeryzacja pochodnych kwasu barbiturowego, synteza i hydratacja pochod-
nych benzodiazepin, synteza pochodnych izoksazolopirymidyny.



AKTYWNOSC BIOLOGICZNA POCHODNYCH 2,7-NAFTYRYDYNY 237

ABSTRACT

2,7-Naphthyridine is one of the six structural isomers of pyridopyridines. More
than one hundred years ago, Gabriel and Colman discovered the isomer 2,7-naph-
thyridine, and named it “copiryne” [3]. From among of all naphthyridines, the syn-
thesis and properties of the copyrine derivatives have not yet been thoroughly inve-
stigated. This paper reviews the synthetic and natural 2,7-naphthyridine derivatives
which have been reported to possess various biological activity. A large number alka-
loids containing the 2,7-naphthyridine scaffold have been isolated from plants and
marine organisms [13-18]. The natural marine alkaloids can be classified into two
groups. The bicyclic lophocladines were isolated from the red alga Lophocladia sp.
[12]. The pyridoacridines represent a large and growing class the polycyclic alkaloids
from sponges, ascidians or tunicates [15, 16]. Many of this natural compounds exhi-
bited cytotoxic, antibacterial, antiviral, antifungal and sedative activity. The broad
spectrum of biological activity of copyrine alkaloids is the main of reason for the
preparation of new 2,7-naphthyridine derivatives also by the synthetic route. So far,
about fifty different methods of synthesizing the 2,7-naphthyridine ring have been
published. This study described synthesis only biologically active 2,7-naphthyridine
analogues. Biological investigations have shown that copyrine derivatives have
a wide spectrum of actions. Antitumor, antimicrobial, analgesic and anticonvulsion
activities have been found. Most of 2,7-naphthyridine derivatives have been studied
as antitumor agents. Many papers described synthesis and pharmacological proper-
ties the best active and highly selective PDES5 inhibitor (T-0156) [55]. So far, none of
2,7-naphthyridine derivatives has been applied as a drug.

Keywords: 2,7-naphthyridine derivatives, biological activity
Stowa kluczowe: pochodne 2,7-naftyrydyny, aktywnos¢ biologiczna
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DEA
DEAD

DME
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ASD
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PDE5
DBU
NK1
BRS 3

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

N,N-dimetyloformamid (ang. N,N-dimethylformamide)
acetylo (ang. acetyl)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
tetrahydrofuran (ang. tetrahydrofuran)

metyl (ang. methyl)

etyl (ang. ethyl)

butyl (ang. butyl)

acetal dietylowy (ang. diethyl acetal)
azodikarboksylan dietylu (ang. diethyl azodicarboxy-
late)

eter dimetylowi (ang. dimethyl ether)

fenyl (ang. phenyl)

dehydrogenaza semialdehydu kwasu asparginowego
(ang. aspartate-semialdehyde dehydrogenase)
fosfoinozytozalezna kinaza 1 (ang. phosphoinositide-depen-
dent kinase 1)

fosfodiesteraza typu 5 (ang. phosphodiesterase type 5)
1,8-diazabicyklo[5.4.0]undek-7-en

receptor neurokininowy typu 1 (ang. neurokinin 1)
receptor bombesynowy typu 3 (ang. bombesin recep-
tor subtype 3)
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WPROWADZENIE

Skondensowany uktad dwéch pierscieni pirydyny moze wystepowac w postaci
sze$ciu izomerdw:

|\\ |\\ |\\N
N/N/ N//N N//

1,8-naftyrydyna 1,7-naftyrydyna 1,6-naftyrydyna
N
i XX | XN | Ny
N/ Z N % N~ N
1,5-naftyrydyna 2,6-naftyrydyna 2,7-naftyrydyna
Rysunek 1
Figure 1

Po raz pierwszy nazwa ,,naftyrydyna” pojawila si¢ w 1893 roku w pracy Arnolda
Reisserta i poczatkowo odnosita sie gléwnie do izomeru 1,8 [1]. Izomer 1,5 nazywano
»izonaftyrydyng” 1,6-Naftyrydyna bywatla takze mylnie okreslana 2,5-naftyrydyna
natomiast izomer 2,7 zwyczajowo nazywano ,kopiryng”. Dla polaczen naftyrydyny
spotka¢ mozna w literaturze takze okreslenia: ,,pirydopirydyny”, ,,benzodiazyny”
lub ,,diazanaftaleny”.

Najwiecej publikacji poswiecono pochodnym 1,8-naftyrydyny, gléownie ze
wzgledu na otrzymany przez Georga Yohe Lesher’a kwas nalidyksowy, ktory w 1967
roku wprowadzono do lecznictwa, jako lek antybakteryjny [2]. Najmniej poznanym
ukladem naftyrydyny jest izomer 2,7. Mimo, iz ponad 100 lat temu Gabriel i Colman
zsyntetyzowali pierwsza jego pochodna: ester metylowy kwasu 4-hydroksy-1-okso-
1,2-dihydro-2,7-naftyrydyno-3-karboksylowego (1) [3], nastepna synteza pochod-
nej 2,7-naftyrydyny nastgpita dopiero po II Wojnie Swiatowej w 1947 roku [4].
W ostatnim dwudziestoleciu nastgpil znaczny wzrost zainteresowania pofaczeniami
2,7-naftyrydyny, gtéwnie ze wzgledu na odkrycie ich wielokierunkowego dzialania
biologicznego. Przyczynit sie do tego tez fakt wyizolowania z roslin oraz organiz-
mow morskich zwigzkéw zawierajacych w swojej budowie ukfad 2,7-naftyrydyny,
ktore wykazuja réznorodng aktywnos¢ biologiczna.
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Rysunek 2
Figure 2

1. POLACZENIA 2,7-NAFTYRYDYNY POCHODZENIA NATURALNEGO

1.1. ALKALOIDY WYIZOLOWANE Z ROSLIN

Sampangina (2) wyizolowana w 1986 roku z kory azjatyckiego drzewa Cananga
odorata [5] wykazujaca wilasciwosci przeciwgrzybicze i przeciwmykobakteryjne,
zostala uzyskana takze na drodze syntezy chemicznej [6]. Z afrykanskiego drzewa
Cleistopholis patens wyizolowano antygrzybiczag 3-metoksysampangine (3) [7], co
sklonito badaczy do syntezy innych pochodnych tego alkaloidu kopiryny. Uzy-
skane syntetycznie pochodne 3-8 (Schemat 1) poddano testom aktywnosci in vitro
wobec szczepow: Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumiga-
tus 1 Mycobacterium intracellulare. Polaczenia 3 i 6-8 wykazujg dzialanie porow-
nywalne lub lepsze od amfoterycyny B i ryfampicyny [8]. Sampangina (2) i jej
3-metoksypochodna 3 sg aktywne in vitro wobec Plasmodium falciparum, natomiast
sampangina jest rowniez bardziej cytotoksyczna od 5-fluorouracylu [9]. Kluza i in.
udowodnili, Ze sampangina indukuje apoptoze w ludzkich liniach komérkowych
biataczki [10].
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Schemat 1
Scheme 1

Z kory drzewa Duguetia hadrantha wyizolowano 4,5-diokso-1-azaaporfinoidy
9-10[9]. Hadrantyna A (9) wykazala aktywno$¢ antymalaryczng, natomiast hadran-
tyna B (10) cytotoksyczna.
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9: R= Me, R'=Me

R 10: R=H, R = H

Rysunek 3
Figure 3

Z kozlka lekarskiego Valeriana officinalis wyizolowano 3-acetylo-2,7-naftyry-
dyne (11) o dziataniu uspokajajacym [11].

0]
NN

|
N _~ — N

1"

Rysunek 4
Figure 4

1.2. ALKALOIDY WYIZOLOWANE Z ORGANIZMOW MORSKICH

1.2.1 Lofokladyny

Z czerwonych alg wyizolowano pochodne 4-fenylo-2,7-naftyrydyny. Lofokla-
dyna A (12) jest antagonistg receptoréw §-opioidowych. Lofokladyna B (13) wyka-
zuje aktywno$¢ cytotoksyczng wobec komorek nowotworowych piersi i pluc, co
jest zwigzane ze zdolnoécig do depolimeryzacji mikrotubul [12]. Pochodne 121 13
otrzymano réwniez na drodze syntezy chemicznej [13].
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Schemat 2
Scheme 2

1.2.2. Pirydoakrydyny

W 1983 roku wyizolowano z gabek Amphimedon sp. cytotoksyczny alkaloid
amfimedyne (14) [14]. Byt to pierwszy zwigzek z grupy pirydoakrydyn, zawieraja-
cych w swojej budowie szkielet 2,7-naftyrydyny. Od tamtego czasu wyizolowano
z organizméw morskich kilkadziesigt nowych pofaczen pirydoakrydyny. Wiele
pochodnych, zwlaszcza tych wykazujacych znaczng aktywnos¢ biologiczng zostato
takze uzyskanych za pomocg syntezy chemicznej. Pirydoakrydynom zostalo poswie-
cone wiele publikacji w tym prace przegladowe Molifiskiego [15] oraz Delfourne
i Bastide [16].

AMFIMEDYNY

W 1999 roku wyizolowano z gabek Xestospongia sp. neoamfimedyne (15) [17]
a nastepnie deoksyamfimedyne (16) [18], wykazujace podobnie jak amfimedyna
(14) aktywnos¢ cytotoksyczng. Pochodna 15 okazala si¢ by¢ inhibitorem topoizo-
merazy II.

15 16

Rysunek 5
Figure 5
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Pierwsza synteza amfimedyny 14 opisana zostala w 1988 roku [19]. Nastepnie
opublikowano inne drogi syntezy polaczen tego alkaloidu [20, 21].

(0] NHCOCF3 N
o |
X HCI 0
—_—
N = AN THF N _~
|
(0]
Schemat 3
Scheme 3
ASCIDIDEMINY

Cytotoksyczna ascididemina (17) zostala wyizolowana po raz pierwszy w 1988
roku z ostonic Didemnum sp. [22]. Od tamtego czasu wyizolowano szereg pochod-
nych tego ukladu, a takze opracowano rézne metody syntezy polaczen ascidideminy.
Wigkszo$¢ z nich wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotworowq. Synteze chemiczng
ascidideminy opisal Moody [23, 24].

0

H,SO
0 2OV,
Xy S
| hv
& ¢
>~ _N
Schemat 4
Scheme 4

Ascididemina (17) wykazuje aktywnos¢ wobec Trypanosoma b. brucei,
wywolujacego $piaczke afrykanska [25], a takze wobec szczepow Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Cladosporium resinae i Bacillus subtilis [26] oraz antygruzlicza
wobec Mycobacterium tuberculosis [27]. Cytotoksycznos¢ ascidideminy wigze sie
z hamowaniem topoizomerazy II [28] oraz zdolno$cig do interkalacji DNA [29].
Sposréd  kilkudziesieciu analogéw ascidideminy najwieksza cytotoksycznoscig
odznacza si¢ izomer 18, 1,2,3,4-tetrahydroascididemina (19), bromoleptoclinidon
(20) i 6-metyloascididemina (21) [16]. 12-Deoksyascididemina (22) réowniez jest
aktywna wobec T. b. brucei [25].
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Rysunek 6
Figure 6

ANALOGI MERIDINY

W 1991 roku z zachw Amphicarpa meridiana wyizolowano alkaloid meridine
(23) [28]. Nastepnie z zachw Cystodytes dellechiajei wyizolowano jej aminopo-
chodna: cystodamine (24) [30]. Kitahara i in. opisali synteze pochodnych meridiny
(31].
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Schemat 5
Scheme 5

Zaréwno pochodne meridyny (23) jak i jej regioizomeru wykazuja wlasci-
wosci cytotoksyczne [32, 33] np. cystodamina (24) przeciw ludzkim limfoblastom
biataczki [30]. Najwi¢ckszg aktywnoscia charakteryzuja si¢ polaczenia 23-25 oraz
dehydroksymeridina (26). Sposréd analogéw regioizomeru meridyny najbardziej
cytotoksyczna jest hydroksypochodna 27.
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Rysunek 7
Figure 7

POCHODNE KUANONIAMINY

Alkaloidy zawierajace w swoim szkielecie pierscien tiazolu po raz pierwszy
wyizolowano z ostonic Chelynotus semperi i nazwano kuanoniaminami A-D 28-31
[34]. Regioizomer dercitina (32) i jej analogi oraz stelletamina (33) wyizolowane
zostaly z gabek Stelleta sp. [16, 35]. N-deacylopochodng (34) wyizolowano z gabek
Oceanapia sp. a dehydrokuanoniamine (35) z zachw Cystodytes sp. [36, 37]. Synteze
kuanoniaminy A (28) przeprowadzono w 1997 roku [38].

0 0 2
N
N CeCl, </ | | =
I - oo )
s 0, CH,0H S N
OMe HoN 2708
o) (6]
= DMF-DEA
| NH,Cl, CH,COOH
N
S N

29 R =NHCOCH,CHVe,
30 R=NHCOEt

31 R=NHCOMe
34 R=NH,
35 R=COCH=CMe,

Schemat 6
Scheme 6
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Synteze¢ dercityny 32 przedstawiono w 1992 roku [39].

Schemat 7
Scheme 7

Najwiekszg cytotoksycznoscig sposrod kuanoniamin odznaczajg si¢ kuanonia-
mina A (28) i D (31) oraz dehydrokuanoniamina (35) [15]. Dercityna (32) oprdcz
aktywnosci przeciwnowotworowej, wykazuje réwniez aktywnos¢ wobec wirusa
opryszczki (herpes simplex) i koronawirusa (A-59 murine corona virus) [15].

SZERMILAMINY

Cytotoksyczne wlasciwosci wykazuja rowniez wyizolowane z zachw Cystody-
tes sp. szermilaminy A-D 36-39. Szermilamine B (37) otrzymano w reakgji fotocy-
klizacji [16, 40].

=
H | 36 R=NHCOMe,R'=Br
o. N
T O O 37 R = NHCOMe, R’ = H
s R! 38 R =NHCOCH=C(Me),, R' = H
H

39 R=NMe, R'=H

Rysunek 8
Figure 8
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Scheme 8
ARNOAMINY

Alkaloidy zawierajace pier§cien pirolowy skondensowany z ukladem piry-
doakrydyny wyizolowano z zachw Cystodytes sp. i nazwano arnoaminami [41].
Pochodne te wykazujg aktywno$¢ przeciwnowotworowsa in vitro (hamuja topoizo-
meraz¢ II oraz maja wlasciwosci interkalujace), zwlaszcza wobec komoérek raka
piersi. W 2000 roku przedstawiono synteze arnoaminy A (40) i arnoaminy B (41)
[16].

Schemat 9
Scheme 9
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STYELSAMINY

Wyizolowane z indonezyjskich zachw Eusynstylea latericius styelsaminy 42-45
wykazujg aktywnos¢ cytotoksyczng wobec ludzkich komoérek nowotworowych
okreznicy [16, 42]. Syntetycznie otrzymano styelsamine B (43) [43].

—

NHCOMe NHCOMe

A

OH
HO + -
42 R= AN CF,CO0
44 R=CHO
N

H 45 R =C,H,NH,+ CF,COO"

Schemat 10
Scheme 10

PETROSAMINY

Petrosamina (46) wyizolowana zostala z karaibskich gabek Petrosia sp. [44].
Jej izomer petrosamina B (47) wyizolowana z australijskich gabek Oceanapia sp.
hamuje dziatanie enzymu ASD u Helicobacter pylori [45].

46 R=Br,R'=H

47 R=H,R' =Br

Rysunek 9
Figure 9
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ECIONINY

Nowe cytotoksyczne pirydoakrydyny wyizolowane z australijskich gabek
Ecionema geodides nazwano ecioninami A i B [46]. Zostaly one poddane testom
na aktywno$¢ przeciwnowotworows in vitro wobec ludzkich komdrek nowotworo-
wych pecherza moczowego. Ecionina A (48a) wykazata aktywno$¢ wobec wszyst-
kich badanych linii komérkowych [46].

o} NH

48a R=H
48b R =0H
Rysunek 10
Figure 10
POCHODNE CYSTODYTYNY

Cytotoksyczne cystodytyny A (49) i B (50) wyizolowane z gabek Didemnum sp.
sg tez czynnikami stymulujgcymi uwalnianie jonéw wapnia z retikulum sarko-
plazmatycznego odpowiednio 36 i 13 razy silniej od kofeiny [15]. Ich pochodna,
o wysokiej cytotoksycznosci wobec komoérek biataczki diplamina (52), wyizolowana
z ostonic Diplosoma sp. zostala pdzniej otrzymana w wyniku syntezy chemiczne;j
z cystodytyny J (51) [40].
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Schemat 11
Scheme 11

Analogiem diplaminy B (53) jest wyizolowana z zachw Lissoclinum cf. badium
lissoclinidyna B (54). Polgczenia te stabilizuja biatko p53 i hamujg aktywnos¢ ligazy
ubikwityny, przez co indukujg apoptoze [47].

N |
¢ ®
S N
54
NH,

Rysunek 11
Figure 11
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2. SYNTETYCZNE POCHODNE 2,7-NAFTYRYDYNY

POCHODNE FENANTROLINONU

Wiele pochodnych fenantrolin-7-onu wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotwo-
rowa. Najwyzsza cytotoksyczno$cig odznaczajg sie polaczenia 55-58, zwlaszcza
wobec linii komoérek nowotworowych piersi, ptuc i pecherza moczowego [48].

(e]
Br
= DMF-DEA, N,
—_—
N NH,Br, AcOH
N N
H
(0]

CH,OCH,CHO
NaBH,CN
CICH,CHO
NaBH,CN ¢!
N7 N

(0]
OMe
2
DMF-DEA, N,
Xy N NH,CI, MeOH
H
0

Schemat 12
Scheme 12



254 A. WOJCICKA, E. WAGNER

POCHODNE PIRYDOAKRYDYNONU

Spoéréd wielu pochodnych pirydo[2,3,4-kl]akrydyn-6-onu, przebadanych w
kierunku dziatania przeciwgruzliczego, najwieksza aktywnos$¢ wobec Mycobacte-
rium tubrculosis wykazuja zwiazki 59 i 60. Jednoczes$nie odznaczaja si¢ one stosun-
kowo nieduzg toksycznoscig [27].

(0]
NH,CH,CH,OH, NaOMe N
N
HO |
\/\N =
H |
N\~
N_ COOH
4
CJ
N
(0]
N
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N —
0 . | ~N HN |
— O N\~
Ol
60
Schemat 13
Scheme 13

BENZO|c][2,7INAFTYRYDYNY

W 2006 roku opisano synteze 2- i/lub 5-aminopochodnych benzo[c][2,7]naf-
tyrydyny o potencjalnej aktywnosci przeciwmalarycznej. Polaczenia zostaly prze-
badane in vitro przeciw szczepom Plasmodium falciparum. Najwyzsza aktywnos¢
(poréwnywalng z chlorochining) wykazal zwigzek 61 [49].
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Rok pézniej opisano synteze nowych 5-aryloaminopochodnych 62-64, z ktd-

rych najlepsza aktywnoscig wobec Plasmodium falciparum odznaczaly si¢ zwigzki
62ai62b [50].
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Gopalsamy i in. opisali syntez¢ pochodnych dibenzo[cf][2,7]naftyrydyny 65,
ktdre okazaly si¢ by¢ silnymi i selektywnymi inhibitorami PDK 1, dzi¢ki czemu
hamuja proliferacje komdrek nowotworowych, a takze moga powodowac ich apop-
toze [51].

Rysunek 12
Figure 12

Opierajac si¢ na tych badaniach Kim i in. [52] otrzymali pochodne 66-70

a Nittoli i in. [53] pochodne 71 benzo[c][2,7]naftyrydyny, przeznaczone do testow
w kierunku hamowania dziatania PDK-1.
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POCHODNE KWASU 2,7-NAFTYRYDYNO-3-KARBOKSYLOWEGO

Kikkawa i in. zsyntetyzowali chlorowodorek estru metylowego 2-(2-metylo-
pirydyn-4-ylo)metylo-4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-8-(pirymidyn-2-ylo)metoksy-1-
-okso-1,2-dihydro-2,7-naftyrydyno-3-karboksylowego (T-0156) (72), ktéry okazat
sie by¢ silnym i selektywnym inhibitorem PDE5 [54]. W badaniach in vitro i in vivo
dziala silniej od stosowanego w leczeniu zaburzen erekeji Sildenafilu [55]. Nastepnie
opisano synteze analogdw T-0156 72 o potencjalnej aktywno$ci wobec PDES5, z kt6-
rych najsilniejsze a zarazem selektywne okazaty si¢ pochodne 73-74 [56].

1)Hy N’\CQN
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Scheme 17

Amid kwasu 4-(p-fluorofenyleno)-2-metylo-1-okso-1,2-dihydro-2,7-naftyry-
dyno-3-karboksylowego (75) oraz jego pochodne 76-77 s3 antagonistami receptora
NK,. Zwigzki te mogg by¢ wykorzystane w leczeniu stanéw zapalnych, bélu, astmy,
wymiotéw czy reumatyzmu [57].
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W 2009 roku opisaliémy synteze estru etylowego kwasu 6-fenylo-4-hydroksy-8-
-metylo-1-okso-1,2-dihydro-2,7-naftyrydyno-3-karboksylowego (78) hamujacego
in vitro wzrost komorek nowotworowych jajnika [58].
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INNE POCHODNE 2,7-NAFTYRYDYNY

Pochodne pirymidyno[4,5-c][2,7]naftyrydyny 79-83 hamuja reduktaze dihy-
drofolianowa, wykazujac wlasciwosci przeciwnowotworowe i przeciwbakteryjne
[59]. Najaktywniejsze jest pole}czenie 82.
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2-Fenylo-6-karboksymetylo-9-metylo-5,9-dihydro-[1,2,4]triazolo[5,1-a][2,7]
naftyrydyna (84) jest selektywnym agonista receptora adenozynowego A, przez co
indukuje apoptoze komoérek nowotworowych [60].
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Figure 13

W 2002 roku zaprezentowano synteze disulfidu 2,7-naftyrydyny (85) o dziala-
niu przeciwdrgawkowym [61].
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Rysunek 14
Figure 14

1,3,6,8-Tetrahydroksynaftyrydyne (86) - inhibitor syntetazy lumazynowej
w procesie syntezy ryboflawiny u Schizosaccharomyces pombe przeksztalcono w etra-
azaperylenoheksaon (87) o zwi¢ckszonej aktywnosci przeciwbakteryjnej [62].
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Otrzymany syntetycznie 2-heksahydroazepino-1-{2-[p-(3-fenylo-2,7-naftyry-
dyn-1-yloksy)-fenylo]-1-karboksyetyloamino}cyklobut-1-en-3,4-dion (88) ostabia
zdolnos$¢ wigzania sie integryn z ich ligandami [63].
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Rysunek 15
Figure 15

Pochodne 2,3-diketopirydo[4,3,2-de]chinoliny wykazujg aktywno$¢ cytotok-
syczna; zwigzek 89 wobec komorek raka pluc, nerek, prostaty, piersi i czerniaka,
natomiast zwigzek 90 wobec komorek raka ptuc i piersi [64].
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Rysunek 16
Figure 16

Guo i in. opracowali synteze 7-bezylo-5-(piperydyn-1-ylo)-6,7,8,9-tetrahydro-
3H-pirazolo[3,4-c][2,7]naftyrydyn-1-ylaminy (91), ktora jest agonista BRS3 i moze
by¢ wykorzystana w leczeniu otylosci [65].
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2-Etylo-8-(4-fluorofenylo)-6-metylo-3,4-dihydro-2H-[2,7]naftyrydyn-1-on
(SK-126) (92) wykazuje wlasciwosci przeciwzapalne [66].
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Rysunek 18
Figure 18

PODSUMOWANIE

Szkielet 2,7-naftyrydyny wystepuje w alkaloidach wyizolowanych z roslin
i organizméw morskich. Wiele z tych naturalnie wystepujacych zwigzkéw wykazuje
réznorodne dziatanie biologiczne. Ze wzgledu na szerokie spektrum aktywnosci bio-
logicznej wzrasta zainteresowanie naukowcéw pochodnymi 2,7-naftyrydyny. Podej-
mowane sg proby zaréwno wyizolowania nowych alkaloidéw, jak réwniez otrzymy-
wania pofaczen 2,7-naftyrydyny na drodze syntezy chemicznej. Duze nadzieje wigze
sie z ich potencjalng aktywnos$cig przeciwnowotworowy. Zaawansowane sg badania
farmakologiczne T-0156, ktory okazal si¢ by¢ silniejszym i bardziej selektywnym
zwigzkiem od stosowanego w lecznictwie Sildenafilu [55]. Do tej pory pochodne
ukltadu 2,7-naftyrydyny nie zostaly wprowadzone do lecznictwa, jednakze wzrost
liczby publikacji i patentéw dotyczacych syntezy i wlasciwosci tych polaczen daje
nadzieje na uzyskanie nowych, aktywnych farmakologicznie zwigzkow.
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tyki Ogdlnej, Biologii Molekularnej i Biotechnologii Roslin Uniwersytetu Ldodzkiego.
Dyplom magistra uzyskala w 2010 r. i obecnie kontynuuje nauke na studiach dokto-
ranckich. W swojej pracy naukowej zajmuje si¢ badaniem wtasciwosci biologicznych
nitroksylu. Celem pracy badawczej jest analiza cytotoksycznych, genotoksycznych
i mutagennych wlasciwosci tej czasteczki generowanej przez sol Angeliego.

dr Janusz Skolimowski, starszy wykladowca w Katedrze Chemii Organicznej Uniwer-
sytetu Lodzkiego. Dorobek naukowy obejmuje liczne publikacje w czasopismach mie-
dzynarodowych (45), komunikaty na konferencjach krajowych i zagranicznych (75),
patenty (6), wspotautorstwo 2 rozdzialéw w monografii. Zainteresowania naukowe
dotycza rodnikéw nitroksylowych, pochodnych hydrocyklicznych fosforu, natural-
nych i syntetycznych antyoksydantéw, lekéw przeciwnowotworowych, zwigzkow
acetylenowych oraz nowych biomaterialéw majacych zastosowanie w biomedycynie.
Wielokrotnie odbywal staze naukowe na uniwersytetach amerykanskich, francuskich
i japonskich. Uzyskal nagrody naukowe Ministra Edukacji Narodowej, Rektora Uni-
wersytetu Lodzkiego oraz Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego. Specjalno$é
naukowa: chemia organiczna

dr Renata Kontek, adiunkt w Pracowni Cytogenetyki, Katedry Genetyki Ogdlnej,
Biologii Molekularnej i Biotechnologii Roslin Uniwersytetu Lodzkiego. Prowadzone
badania dotycza wlasciwosci biologicznych lekéw przeciwnowotworowych stosowa-
nych klinicznie i nowo zsyntetyzowanych zwigzkéw o potencjalnym znaczeniu farma-
kologicznym a takze powszechnie wykorzystywanych antyoksydantéw, stosowanych
w polaczeniu z badanymi cytostatykami. Specjalno$¢ naukowa: genetyka, cytogene-

tyka.

dr hab. Alina Blaszczyk, prof. nadzw. Uniwersytetu Lodzkiego w Pracowni Cytoge-
netyki, Katedry Genetyki Ogolnej, Biologii Molekularnej i Biotechnologii Roslin Uni-
wersytetu Lodzkiego. W swojej pracy naukowej przez wiele lat zajmowala si¢ badaniem
w warunkach in vivo i in vitro mutagennosci stosowanych powszechnie pestycydow
fosforoorganicznych, czego efektem byla praca doktorska pt. ,Wplyw insektycydow
na powstawanie aberracji chromosomowych i mutacji genowych” (1987). Tematem
badan w nastepnych latach byla analiza wplywu antyoksydantéow na genotoksyczne
efekty dziatania leku przeciwnowotworowego - chlorometyny, a takze analiza osob-
niczej wrazliwosci na dziatanie tego zwigzku. W ostatnich latach zainteresowania
naukowe skupialy sie na analizie wlasciwos$ci biologicznych etoksyquinu - antyoksy-
dantu stosowanego w paszach i karmach dla zwierzat. Wyniki tych badan byly tema-
tem rozprawy habilitacyjnej zatytutowanej ,Wtasciwosci biologiczne 1,2-dihydro-6-
etoksy-2,2,4-trimetylochinoliny oraz nowych potencjalnych antyoksydantow” (2008).
Specjalno$¢ naukowa: genetyka, cytogenetyka.
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ABSTRACT

Nitrogen compounds, as an essential component of many reactions occurring in
living organisms, become the object of an extensive research. These compounds became
the focus of interest after the properties of nitric oxide, currently the best known nitrogen
oxide, had thoroughly been studied [1-3]. Recently, particular attention has been paid to
nitroxyl (HNO/NO"), which is the product of one-electron reduction of NO* [4]. Formation
of nitroxyl in vivo is still controversial. It seems that this compound could be formed by
the reaction of S-nitrosothiols with other thiol proteins (e.g. GSH), directly through the
nitric oxide synthetase (NOS), through the oxidation of hydroxylamine by the peroxidase
activity of heme proteins or as a result of reduction of nitric oxide NO" [5, 6]. Nitroxyl is
a liable compound due to dimerization, so it is necessary to use its donors in experiments.
Angeli’s salt which forms HNO at physiological pH is the most commonly used donor
[7]. Moreover, Piloty’s acid, cyanamide, diazonium diolates or a group of acyloxy nitroso
compounds are also used. There are some difficulties with detection of nitroxyl in bio-
logical systems. So far, nitroxyl was indirectly identified by detection of N,O, a product of
HNO dimerization. Presently, nitroxyl is an object of intensive studies aiming at finding
techniques of its direct detection. Recently two such techniques have been designed: one
using the reaction of HNO with triarylphosphines, and the other with BOT1 (staining
agent) complexed with copper ions, which gives fluorescent signals revealing HNO in
living cells [8, 9]. Nitroxyl turned out to have great pharmacological potential [10, 11].
It was demonstrated that this compound affected the activity of many proteins reacting
with their thiol groups [12, 13]. Moreover, HNO/NO™ influences the contractility of blood
vessels and therefore has inotropic and lusitropic effects on myocardium [14]. Nitroxyl
seems to be very promising in treating cancerous diseases as it inhibits the activity of an
enzyme involved in the process which is the most important for cancer cells - glycolysis
[15].

Keywords: nitroxyl, Angelis salt, nitroxyl donors, nitric oxide
Stowa kluczowe: nitroksyl, s61 Angeliego, donory nitroksylu, tlenek azotu
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WSTEP

Zwigzki powstajace z polaczenia atomow tlenu i azotu stanowig wazny sktadnik
wielu reakeji zachodzacych w komoérkach, zaréwno w warunkach fizjologicznych
jak i patologicznych. Na tlenki azotu zwrdécono uwage dzigki badaniom nad nitro-
gliceryna, ktora przez wiele lat stosowano w kardiologii w celu likwidowania bolow
wienicowych nie znajac jej mechanizmu dzialania [16, 17]. Dopiero pod koniec lat
70. stwierdzono, ze rozszerzenie naczyn krwionosnych i ustgpienie objawdw bolo-
wych nastepuje na skutek metabolicznej przemiany nitrogliceryny z wytworzeniem
tlenku azotu. Badania doprowadzity do odkrycia ze §rédblonkowy czynnik roz-
luzniajacy powodujacy rozkurcz migsniowki gladkiej naczyn krwionosnych (ang.
endothelium-derived relaxing factor, EDRF), ktorego wytwarzanie w organizmie
ludzkim zostato odkryte pod koniec lat 80., jest tlenkiem azotu [1-3]. Zainicjowane
wowczas intensywne badania pokazaly, ze bierze on udzial w przekazywaniu sygna-
téw komoérkowych i uczestniczy w wielu fizjologicznych procesach [18, 19]. Jedng
z najwazniejszych funkcji tej czasteczki jest rozkurczajace dzialanie na naczynia
krwionoséne (Tab. 1) [20]. Liczne odkrycia naukowe zwigzane z fizjologiczna rola
tlenku azotu spowodowaly, ze w 1992 roku zostal on ogloszony ,,czasteczka roku”
przez ,Science’, prestizowy, amerykanski tygodnik naukowy [21]. W 1998 roku
trzej amerykanscy naukowcy Robert F. Furchgott, Louis Ignarro i Ferid Murad za
wyjasnienie roli tlenku azotu jako $rodka dzialajacego na migsnie gladkie ukladu
krwionosnego uhonorowani zostali Nagroda Nobla. W latach pdzniejszych przed-
miotem wielu badan byly takze inne produkty utleniania tlenku azotu, takie jak:
nadtlenoazotyn (ONOO"), dwutlenek azotu (NO,), tritlenek azotu (N,O,). W ostat-
nich latach zwrdcono uwage na kolejny zwiazek azotowy — nitroksyl (HNO/NO"),
ktory powigzany jest z tlenkiem azotu (NO") poprzez jego jednoelektronowa reduk-
cje i protonacje. Czasteczce tej przypisuje sie wazne biologicznie funkgje, takie jak
dzialanie antykarcynogenne oraz, podobnie jak w przypadku tlenku azotu NO’,
relaksacyjne oddzialywanie na naczynia krwiono$ne [22]. Poréwnawcze badania
nad cytotoksycznos$ciag HNO/NO™i tlenku azotu NO', a takze wplywem glutationu
(GSH) na cytotoksycznos¢ HNO/NO™ wykazaly jednak, ze te dwie czasteczki (tle-
nek azotu i nitroksyl) moga, oprécz podobnego efektu koncowego wywieranego na
naczynia krwiono$ne, wykazywa¢ w systemach biologicznych réwniez odmienne
dziafania [23, 24]. Odkrycia te daly impuls do podejmowania badan dotyczacych
HNO/NO™ - niedocenianej wczesniej formy tlenku azotu. Badania te dotycza obec-
nie przede wszystkim mechanizméw powstawania HNO w organizmie cztowieka
i identyfikacji markeréw pozwalajacych na wykrywanie tej czgsteczki w systemach
biologicznych, a takze syntezy nowych jej donordw, ktorych wlasciwosci umozliwi-
tyby ich zastosowanie w praktyce klinicznej.



NITROKSYL (HNO/NO") - CZASTECZKA O POTENCJALNYM ZNACZENIU FARMAKOLOGICZNYM 269

1. NITROKSYL JAKO ZWIAZEK Z GRUPY TLENKOW AZOTU

Terminem nitroksyl okreslana jest czasteczka HNO (znana jest takze jako
wodorek nitrozylu), a takze jej zdeprotonowana forma NO". Sg to najprostsze cza-
steczki z azotem na +1 stopniu utlenienia, produkty jednoelektronowej redukcji
tlenku azotu (+2) (Schemat 1).

HNO/NO "~ 1)
nitroksyl
-e -2¢’
NO' 2 NH,OH 1
tlenek azotu hydroksylamina
+e'“/— e -2e'“/+ 2
NO, 3 NH 3 3
azotan (lIl) amoniak
+ e]‘ L— e
NO, 4

ditlenek azotu

NO; s
azotan (V)

Schemat 1. Schemat redoks dla tlenkéw azotu
Scheme 1. Redox scheme for the nitric oxides

Nitroksyl jest czasteczka wysoce reaktywna, co powoduje, ze badania nad jego
biologicznymi i fizycznymi wlasciwosciami nie sg fatwe. Ulega on bowiem szyb-
kiej, nieodwracalnej dimeryzacji (Schemat 2), w wyniku czego powstaje posrednio
labilny kwas, ktéry ulega dehydratacji uwalniajac wode i podtlenek azotu.

HNO + HNO —> [HON=NOH] —> N,0 + H,O

Schemat 2. Reakcja dimeryzacji nitroksylu
Scheme 2. Dimerization of nitroxyl

Powstawanie podtlenku azotu umozliwia posrednie wykrywanie obecnosci
nitroksylu w systemach biologicznych po zastosowaniu separatywnej chromatogra-
fii gazowej lub spektrometrii gazowej [25]. Wlasciwosci chemiczne nitroksylu
w poréwnaniu z wlasciwosciami tlenku azotu (+2) zestawiono w Tabeli 1. Pierwsze
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doniesienia o kwasowos$ci HNO mowily, ze warto$¢ pKa wynosi 4,7, co wskazy-
walo na to, Ze jest to zwigzek kwasowy a jego gtéwna postacig w warunkach fizjolo-
gicznych jest anion NO™ [26]. Pdzniejsze badania wykazaly jednak, ze wartos¢ pKa
wynosi 11,4 [25, 27] - w fizjologicznym zakresie pH dominujaca forma nitroksylu
jest wiec sprotonowana forma NO™ - HNO [28].

Tabela. 1. Najwazniejsze wlasciwosci i aktywnos¢ biologiczna nitroksylu (HNO/NO")
w poréwnaniu z tlenkiem azotu, NO*
Tablel. The most important properties and biological activity of nitroxyl (HNO/NO")
in comparison to nitric oxide, NO*

HNO/NO- NOe.
Wrhasciwosci chemiczne i biochemiczne
- wysoka reaktywno$é¢ - brak bezposredniej reaktywnosci
- czas zycia wynosi mniej niz 0,1 s - czas zycia wynosi od 10 ms do 1s
- w reakgji z grupami hemowymi preferuje grupy - w reakgji z grupami hemowymi preferuje grupy
zelazowe (Fe**) a nie zelazawe (Fe?*) zelazawe (Fe*")

- po reakcji HNO z O, powstaja oksydanty inne niz | - reaguje z O i O, generujac NO,, N, O, lub

ONOQO', nie reaguje z ‘O, ONOO"
- posiada silne wlasciwo$ci tiofilowe - nie reaguje bezposrednio z grupami tiolowymi
- indukuje wzrost poziomu cAMP - indukuje wzrost poziomu cGMP

- induktor antyoksydacyjnej oksygenazy hemowej-1 | - induktor antyoksydacyjnej oksygenazy hemowej-1

- powstawanie: nie tylko przy udziale syntazy tlenku | — powstawanie: gtdwnie w wyniku dziatania syntazy
azotu (NOS), ale takze w innych reakcjach tlenku azotu

Najwazniejsze efekty fizjologiczne

- wplywa na kurczliwo$¢ naczyn - wplywa na kurczliwo$¢ naczyn

- zmniejsza tetnicze ci$nienie krwi - zmniejsza tetnicze ci$nienie krwi

- dziatanie inotropowe i lusitropowe — efekt izotropowy negatywny lub staby

- hamuje agregacje ptytek krwi - hamuje agregacje ptytek krwi

— chroni przed niedokrwiennym uszkodzeniom — chroni przed uszkodzeniom migénia sercowego,
migénia sercowego gdy jest wczesniej obecny

- induktor apoptozy i nekrozy - inhibitor apoptozy przy niskich stezeniach

- dziata hamujaco na uktad wspétczulny
— bierze udzial w wytwarzaniu pamieci dlugotrwalej

- regulator odpowiedzi immunologicznej

Nitroksyl jest zwigzkiem wysoce reaktywnym i moze dziala¢ jako zwigzek elek-
trofilowy. Nie reaguje jednak ze wszystkimi zwigzkami nukleofilowymi, ale dziata
wobec nich wybidrczo. Bardzo tatwo reaguje z tiolami, aminami i fosfinami dajac,
odpowiednio: disulfidy lub sulfonamidy, zwigzki diazenowe i aza-ylidy, ale nie
reaguje z nukleofilowg wodg i alkoholami. W reakcji z tiolami elektrofilowy atom
azotu w czgsteczce nitroksylu jest atakowany przez nukleofilowy atom siarki, co pro-
wadzi przypuszczalnie do powstawania N-hydroksysulfenamidu (Rys. 1) [29, 30].
Reakcja tego zwigzku z nadmiarem tioli moze z kolei prowadzi¢ do powstawania
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odpowiedniego disiarczku i hydroksylaminy. W innej reakcji N-hydroksysulfenamid
moze ulec izomeryzacji do sulfonamidu. Taka reakcje obserwowano podczas enzy-
matycznej redukeji S-nitrozo-glutationu [31, 32].

OH .
R / H .
HNO + RSH —— N\ — > R-S-—NH + H,0
AN
H
RSH
o) . Ho
N\ -H \
RSSR  +  NH,OH S—NH, =—— S—NH,
/ /
R R

Rysunek 1. Reakgja elektrofilowego HNO z tiolami
Figure 1. Reaction of electrophile HNO with thiols

Oproécz reakcji z tiolami nitroksyl moze reagowac z jonami zelaza hemu Fe’*,
co powoduje, ze w wyniku reakcji nitrozylowania powstaje polgczenie nitrozyl-ze-
lazo Fe?*. Takie reakcje moga réwniez zachodzi¢ z innymi metalami, np. z miedzia
i magnezem.

HNO + M" — ON-M"" + H*

Schemat 3. Reakcje nitroksylu z metalami (M)
Scheme 3. Reactions of nitroxyl with metals (M)

Czasteczka nitroksylu ma zdolno$¢ do reagowania z tlenem. Reakcja ta prze-
biega wolno, a jej wynikiem s3 reaktywne formy azotu (RFA). Poczatkowo przy-
puszczano, ze jedng z nich jest nadtlenoazotyn (ONOQO"), przeprowadzone badania
nie potwierdzily jednak tej tezy [33]. Reaktywno$¢ nitroksylu zalezna jest od jego
stanu spinowego. Czasteczka tripletowa (*NO~), powstajaca w wyniku fotolizy soli
Angeliego w warunkach tlenowych, reaguje z tlenem w stanie podstawowym dajac
nadtlenoazotyn [34]. Z soli ulegajacej dekompozycji w warunkach fizjologicznych
uwalniane sa singletowe czasteczki nitroksylu ("HNO) [35], ktére maja zdolnos¢ do
tworzenia reaktywnych czastek o naturze innej niz nadtlenoazotyn [36]. Zwigzek
ten jest mediatorem w jedno- i dwuelektronowej reakcji oksydacji, natomiast pro-
dukt reakcji tlenu z nitroksylem efektywnie uczestniczy tylko w reakcji oksydacji
dwuelektronowej. Nadtlenoazotyn jest zdolny do nitrowania niskoczasteczkowych
fenoli (gléwnie tyrozyny, w mniejszym stopniu tryptofanu, histydyny czy metioniny)
[37], podczas gdy sol Angeliego jest raczej czynnikiem hydroksylujacym [33].
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2. POWSTAWANIE NITROKSYLU W UKLADACH BIOLOGICZNYCH

Dotychczasowy brak wiekszego zainteresowania ta formga tlenku azotu wynika
prawdopodobnie z faktu, ze nie byto dowodéw na powstawanie nitroksylu (HNO/
NO") in vivo z powodu braku bezposrednich metod jego detekeji w systemach biolo-
gicznych. Mozliwosci generowania czgsteczki nitroksylu dyskutowali Fukutoiin. [5],
wedlug ktérych jednym ze zrédet nitroksylu w komoérkach moga by¢ S-nitrozotiole
powstajace z reakcji bialek lub peptydéw tiolowych z endogennie generowanymi
tlenkami azotu. S-nitrozowanie bialek tiolowych (transnitrozylacja) jest waznym
elementem transdukcji sygnatu w komorce i jest ,,przelacznikiem” zmieniajagcym
aktywno$¢ bialek enzymatycznych. Wong i in. [29] obserwowali generowanie HNO
w wyniku reakcji S-nitrozotioli z innymi czasteczkami tiolowymi, np. z glutatio-
nem, GSH (Schemat 4), w ktdrej zwigzek tiolowy atakuje atom siarki czasteczki
S-nitrozotiolu.

RS-NO + R'"SH —> RSSR' + HNO

Schemat 4.  Reakcja S-nitrozotiolu z czgsteczka tiolowa prowadzaca do powstania disulfidu i nitroksylu
Scheme 4.  Reaction of S-nitrosothiol with the molecule of thiol resulting in disulphide and nitroxyl
formation

Endogenne powstawanie HNO w wyniku dekompozycji S-nitrozotioli, takich
jak: S-nitrozoglutation, S-nitrozokaspaza 3, S-nitrozometalotioneina wykazali dos-
wiadczalnie Stoyanowsky i in. [38]. Autorzy stwierdzili, ze w procesie denitrozowa-
nia S-nitrozotioli wazng role ogrywa tioredoksyna, a takze kwas dihydroliponowy;,
katalizujace ten proces, zaréwno w systemach chemicznych jak i biologicznych.
Wyniki eksperymentéw wskazujg wiec na to, ze komoérkowe S-nitrozotiole moga
stanowi¢ istotne Zrédto powstawania nitroksylu w komdrkach.

Niektore badania wskazujg na to, ze HNO moze by¢ generowany wskutek oksy-
dacyjnej degradacji N-hydroksy-L-argininy (wykrywanej w osoczu w znaczgcym
stezeniu — powyzej 20 uM) [10, 39, 40] lub w wyniku bezposredniej aktywnosci
syntazy tlenku azotu - NOS (Rys. 2) [6, 41].

Enzym ten zawiera jako grupe prostetyczng tetrahydrobiopteryne (BH,), akty-
wujacg przylaczenie do hemu tlenu poprzez przekazanie jednego elektronu, ktéry
pozniej odzyskany umozliwia uwolnienie zsyntetyzowanej czasteczki NO'. Adak
iin. [42] wykorzystujac neuronalng syntaze tlenku azotu (nNOS) pozbawiong tetra-
hydrobiopteryny analizowali znaczenie udzialu hemu i tetrahydrobiopteryny dla
syntezy tlenku azotu. Autorzy stwierdzili, ze kofaktor ten nie jest niezbedny w pro-
cesie syntezy tlenku azotu, chociaz wzmaga aktywnos¢ enzymu. Ustalili réwniez, ze
nNOS pozbawiona tetrahydrobiopteryny moze prowadzi¢ do powstawania nitrok-
sylu (HNO), a wylaczng i najwazniejszg rolg BH, jest umozliwienie nNOS genero-
wania NO® zamiast HNO.
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HO NH; NH,
Ny
N o)
ONOO‘\\ HNO
™ +
NH NOS (BH,) NH
R R
N-hydroksy-L-arginina L-cytrulina Nitroksyl

Rysunek 2.  Biosynteza nitroksylu z N-hydroksy-L-argininy poprzez jej utlenianie nadtlenoazotynem
(ONOO") lub przy udziale syntazy tlenku azotu (NOS) pozbawionej tetrahydrobiopteryny (BH,)
(wg Irvine i in., [41], zmienione)

Figure 2. Biosynthesis of HNO from N-hydroxy-L-arginine by its oxidation with peroxynitrite (ONOO") or
with tetrahydrobiopterin(BH,)-free nitric oxide syntase (NOS) (according to Irvine et al., [41])

Kolejnym sposobem endogennego powstawania nitroksylu jest utlenienie
hydroksylaminy dzigki peroksydazowej aktywnosci bialek hemowych (Schemat 5)
(43].

-Fe™(0)- + NH,0H —> -Fe™- + H,0 + HNO

biatko z grupg hemowg

Schemat 5. Utlenienie hydroksylaminy prowadzace do powstania nitroksylu (wg Switzera i in. [43], zmie-
nione)

Scheme 5. Generation of nitroxyl by oxidation of hydroxylamine (according to Switzer et. al. [43], changed)

Prosta redukcja tlenku azotu (NO°) réwniez moze endogennie generowac
nitroksyl. Taka redukcja moze mie¢ miejsce w mitochondriach [44, 45], poprzez
reakcje z ubichinonem [46], cytochromem c¢ [47], dysmutazg nadtlenku manganu
[48] czy oksydaza ksantynowa [49]. Badania Zhao i in. [45] wykazaly, ze redukcja
NO do N, O jest katalizowana przez oksydaze cytochromu ¢ w warunkach beztleno-
wych, przy pH 7,2 i w temperaturze pokojowej. Reakcja ta jest hamowana poprzez
cyjanki, ktére tworza Fe**  .CN. Produktem posrednim podczas powstawania N,O
jest mononitrozyl (Fe’* | . NO). Jednoelektronowa redukcja NO przy Fe** . moze
prowadzi¢ do powstania N,O poprzez czgsteczke nitroksylu - HNO. Z kolei z badan
Sharpe’a i Coopera [47] wynika, ze reakcja tlenku azotu (NO*) z ferri- i ferrocy-
tochromem ¢ ma istotny wplyw na zmniejszenie zuzycia przez NO* tlenu pocho-
dzgcego z mitochondriéw, a przez to na mitochondrialny metabolizm tlenku azotu
(NO?). Ferrocytochrom ¢ redukuje NO* do nitroksylu w formie niesprotonowanej
- NO, z kolei dostajacy sie egzogennie (poprzez donory) anion nitroksylowy jest
utleniany z wykorzystaniem ferricytochromu c. Wydaje si¢ wiec prawdopodobne, ze
produkcji NO™ in vivo sprzyja wysokie stezenie tlenku azotu (NO-) i zredukowana
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pula cytochromu c. Taka sytuacja ma miejsce podczas miejscowego niedokrwienia
(ischemii). Niedobor tlenu sprawia wtedy, ze oksydaza cytochromowa nie moze
utleni¢ tego cytochromu, co prowadzi do wzrostu poziomu NO-.

3. DONORY NITROKSYLU

Ze wzgledu na niestabilno$¢ i szybka dimeryzacje nitroksylu w roztworach
wodnych, w badaniach zaréwno chemicznych jak i biologicznych wiasciwosci
nitroksylu, konieczne jest stosowanie zwigzkéw majacych zdolno$é generowania
HNO/NO-™ (Tab. 2). Najczesciej uzywany jest trioksodiazotan sodu (Na,N,O,, CAS
13826-64-7). Czasteczka ta, nazywana sola Angeliego, zostala zsyntetyzowana po
raz pierwszy ponad 100 lat temu przez wloskiego chemika Angelo Angeliego, ktory
zaproponowal wykorzystanie jej jako donora HNO. Przez wiele nastepnych lat fizjo-
logiczne wlasciwosci nitroksylu nie byly znane, jednakze obecnie dostepne dane
na temat farmakologicznych efektéw nitroksylu pochodzg z badan prowadzonych
glownie z wykorzystaniem soli Angeliego jako zrédta HNO/NO-. Generowanie
nitroksylu przez ten zwigzek jest zalezne od pH srodowiska (Tab. 2). Podczas
dekompozycji soli Angeliego ma miejsce najpierw protonacja dianionu, a nastepnie
tautomeryzacja i heterolityczne przeciecie wigzania migdzy atomami azotu: N-N
[24, 50-56].

Tabela 2. Zwigzki bedace donorami nitroksylu (HNO/NO")
Table 2. Nitroxyl (HNO/NO") donors

Donory HNO Schemat reallfli; CI)) owstawania Warunki generowania nitroksylu
Sol Angeliego, Na,N,O, N,0,” + H" > HNO + NO, -pH 4-8
O\ //O - w pH > 8 50l jest stabilna
N:N\ .2Na" - w pH < 4 generowany jest NO
o
Kwas Pilotyego, R-S(0),NHOH + HO" > - pH wyzsze niz fizjologiczne
(C,H,)S(O,)NHOH R-S(0)O" + HNO + H,0 _ stabilny przy niskim pH
- w fizjologicznym pH jest
donorem gléwnie NO*
S/P H
o |
OH
Cyjanamid, NH,CN NH,CN > (HONHCN) > - pH fizjologiczne
H\ HNO + CN™ + H*
/N N
H
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Tabela 2. Zwigzki bedace donorami nitroksylu (HNO/NO")
Table 2. Nitroxyl (HNO/NO") donors

Donory HNO Schemat reall;ijlg owstawania Warunki generowania nitroksylu
Diolaty diazoniowe (NONOaty) [RNH-N(O)=NO] > - diolaty oparte na aminach
—_—N——N—N—— . = - ) - : izj i
R I?l l}l+— N—O [RII-_IINI\(I)(O)RII\I\II-IfI%l > I-rzedowych: pH fizjologiczne
H o - * - diolaty z izopropyloaming
(IPA/NO): pH 5-13 (w nizszym
H pH generuja NO")
o | -
R—N:l?l—N—O
&
Zwiazki nitrozowe NOCRROCOR” > - pH fizjologiczne
z grupg acyloksy HNO + RCOR’ + R"COOH
N
] \H/
R 0

Dobrze scharakteryzowanym donorem HNO jest kwas benzenosulfohydroksa-
mowy (kwas Pilotyego, (C.H,)S(O,)NHOH, CAS 599-71-3). W przeciwiefistwie do
soli Angeliego kwas ten jest stabilny przy niskich warto$ciach pH, a powstawanie
z niego nitroksylu ma miejsce w warunkach zasadowych, w zwigzku z czym raczej
nie wykorzystuje sie go w badaniach biologicznych. Dekompozycja kwasu Pilotyego
polega na deprotonacji a nastepnie heterolitycznym przecieciu wigzania miedzy
atomem siarki i azotu: S-N. W warunkach fizjologicznych kwas Pilotyego ulega
tatwo jednoelektronowemu procesowi utleniania, co sprawia, ze zamiast nitroksylu
powstaje tlenek azotu, NO-.

Do generujgcych nitroksyl zwigzkéw majacych znaczenie farmakologiczne
nalezy natomiast cyjanamid stosowany w leczeniu choroby alkoholowej (H,NCN,
CAS 420-04-2). Po zastosowaniu znakowanego *C-cyjanamidu stwierdzono, Ze pro-
duktem jego bioaktywaciji jest cyjanid (HCN), bowiem przy udziale katalazy ulega
utlenieniu do niestabilnego N-hydroksycyjanamidu, ktéry spontanicznie rozklada
sie do HCN i HNO (Tab. 2) [57]. Zastosowanie cyjanamidu w leczeniu choroby
alkoholowej zwigzane jest ze zdolnoscia HNO do hamowania aktywno$ci dehydro-
genazy aldehydowej (ALDH), enzymu biorgcego udzial w metabolizmie etanolu.
Podejmowano proby zsyntetyzowania stabilnej czasteczki N-hydroksycyjanamidu
(zwanej takze N-cyjanohydroksyaming), co pozwolitoby na ominiecie koniecz-
nej bioaktywacji cyjanamidu przez katalaze. Jedng z prob stabilizacji czasteczki
N-hydroksycyjanamidu byla N,O-bis-acylacja, ktéra doprowadzila do syntezy N,O-
-dibenzoil-N-hydroksycyjanamidu (DBHC) z bromku cyjanogenu i N,O-dibenzoil-
hydroksylaminy (DBHA). W obecnosci esterazy DBHA jest przeksztalcany poprzez
niestabilne zwigzki posrednie do HNO i kwasu benzoesowego. Poniewaz dehydro-
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genaza aldehydowa posiada aktywnos$¢ esterazy moglaby ona sama katalizowac
wyzwalanie HNO z DBHA. Niekorzystng cechg z punktu widzenia klinicznego
zastosowania DBHC jest jednak powstawanie oprocz nitroksylu cyjanidu. Proby
zsyntetyzowania N-podstawionych pochodnych hydroksylaminy grupami innymi
niz cyjanid, mogltyby doprowadzi¢ do uzyskania donoréw HNO/NO", ktére mia-
tyby szanse szerszego zastosowania w praktyce klinicznej.

Do innych zwigzkéw, ktére generuja nitroksyl w warunkach fizjologicznych
nalezg a-acyloksy-C-nitrozo zwigzki, syntetyzowane w laboratorium prof. Kinga
[58]. a-Acyloksy-C-nitrozo zwigzki powstaja w reakeji utleniania oksyméw w obec-
nosci kwasow karboksylowych. Hydroliza tych donoréw HNO prowadzi do powsta-
nia nietrwalego produktu posredniego a nastepnie uwalniania nitroksylu i odpo-
wiedniego ketonu (Tab. 2). Szybkos§¢ uwalniania HNO zalezy od pH i struktury
grupy acylowej acyloksynitrozo zwigzku, co moze by¢ wazng wlasciwoscia majaca
wplyw na mozliwos$ci farmakologicznego zastosowania tych czasteczek.

Duzg grupa zwigzkéw generujacych HNO/NO™ s3 diazeniodiole o ogélnej
budowie X[N(O)NO]J", w ktorej X jest grupa silnie nukleofilowa taka jak grupa
aminylowa (R,R)N) lub oksylowa (O") [59]. S3 to zwigzki o biologicznej aktywno-
$ci podobnej do tej jaka wykazuje sdl Angeliego, jest ona bowiem diazeniodiolem
z atomem tlenu wymienionym na inng grupe petniaca funkcje aminy. Poczatkowo
zwiazki te znane byly jako generujace tlenek azotu (NO°) - byly to diazeniodiole
zsyntetyzowane w reakcji drugorzedowych amin z tlenkiem azotu. Z kolei diaze-
niodiole zsyntetyzowane z pierwszorzedowych amin moga by¢ wykorzystywane
do generowania nitroksylu. Diazeniodiol powstaly z izopropylowej aminy, zwany
IPA-NO, jest donorem nitroksylu w zakresie pH 5-13 [60, 61] i wykazuje aktyw-
no$¢ biologiczng podobng do soli Angeliego. Podobnie jak s6l Angeliego, IPA-NO
przy niskim pH wyzwala tlenek azotu - NO".

4. DETEKCJA NITROKSYLU

Wlasciwosci chemiczne nitroksylu, m.in. uleganie szybkiej dimeryzacji, wply-
wajg na trudnos$ci w detekcji tej czasteczki w uktadach biologicznych. Do tej pory
nitroksyl byt posrednio wykrywany poprzez detekcje podtlenku azotu N,O, pro-
duktu dimeryzacji HNO. Prowadzone ostatnio badania skupiajg sie na probach
opracowania metod bezposredniej detekcji tej czasteczki.

Jedna z opisanych niedawno metod wykrywania obecnosci HNO wykorzystuje
tiofilowe wlasciwosci HNO. Donzelliiin. [62] wykazali, ze w biologicznych warun-
kach w obecnosci donoréw nitroksylu glutation (GSH) jest przeksztatcany w sulfi-
namid [GS(O)NH,] i utleniong forme glutationu (GSSG). Wydaje sig, ze sulfinamid
jest unikalnym produktem reakcji nitroksylu z tiolami, poniewaz nie obserwowano
jego powstawania w obecnosci innych tlenkéw azotu takich jak NO, N,O,, NO,,
ONOO™ [29, 62].
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Samuni i in. [63] opisali sposéb detekeji nitroksylu metoda spektrometrii EPR
zwykorzystaniem nitronylo-nitroksyddw (stabilnych rodnikéw nitroksylowych), np.
N-tlenku 2-(4-karboksyfenylo)-4,4,5,5-tetrametyloimidazolin-1-oksylu (C-PTIO).
Autorzy stwierdzili, ze zwigzek taki jest fatwo redukowany przez HNO do nitrony-
lo-hydroksylaminy, ktéra zamieniana jest na imino-nitroksyd lub imino-hydroksy-
lamine. Ilo$¢ tej ostatniej wzrasta wraz ze wzrostem ilosci soli Angeliego w stosunku
do nitronylo-nitroksydu. Poniewaz reakcja NO® z nitronylo-nitroksydem réwniez
prowadzi do powstawania imino nitroksylu, to zastosowanie nitronylo-nitroksydu
do rozrézniania obecnosci NO' i HNO jest mozliwe tylko wtedy, gdy NO" jest sto-
sowany w stezeniach duzo nizszych niz catkowita produkcja HNO.

W 2009 roku zesp6t prof. Kinga z Wake Forest University opisal nieznane dotad
wlasciwosci nitroksylu, ktore moga stac sie podstawa nowej, bezposredniej metody
wykrywania tej czasteczki [8]. Autorzy eksperymentalnie wykazali, Ze nitroksyl
reaguje z triarylofosforami (fosfinami III-rzedu) dajac odpowiedni triarylookso-
fosfor (tlenek fosfiny) i aza-ylid (R,P=NH). W obecnosci zwigzku elektrofilowego,
aza-ylid podlega reakcji Staudingera, w wyniku ktdrej powstaje stabilna amidowa
pochodna HNO z atomem azotu pochodzacym z czasteczki nitroksylu. Metoda
detekeji nitroksylu wykorzystujaca reakcje zachodzace pomiedzy HNO a zwigzkami
fosforoorganicznymi stanowi nowy sposob wykrywania tej czasteczki w ukladach
biologicznych.

Rosenthal i Lippard [9] opisali z kolei metode syntezy, wlasciwosci fotofizyczne
i zastosowanie w badaniach biologicznych barwnika BOT1 zsyntetyzowanego przy
wykorzystaniu  8-(chlorometyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametyl-4-bora3a,4a-diaza
-s-indacenu (TM-BODIPY-CH,CI) oraz N,N-bis(2-pirydylometylo)-N-propalgilo-
aminy. Barwnik ten w roztworach wodnych moze tworzy¢ kompleksy z jonami
miedzi Cu®* (Cu**[BOT1]). Autorzy wykonali badania z uzyciem komdrek HeLa
poddanych dziataniu soli Angeliego w stezeniu 200 uM. Po 10 min inkubacji komorek
z badanym zwigzkiem obserwowano w mikroskopie fluorescencyjnym specyficzng
dla nitroksylu czerwona fluorescencje analizowanych komoérek. Eksperymenty
te wykazaly wiec, ze kompleks Cu**[BOT1] przechodzi przez blony komdrkowe
i moze by¢ stosowany do wykrywania obecnosci HNO w zywych komoérkach.
Dodatkowo w warunkach fizjologicznych fluorescencja pojawia si¢ tylko w przy-
padku obecnosci HNO a nie NO', co jest wazne z punktu widzenia dalszych badan
nad czasteczka nitroksylu [9].

5. WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE NITROKSYLU

Biologiczne wlasciwosci nitroksylu sg stabo poznane. Wykonywanie ekspery-
mentéw z wykorzystaniem donoréw HNO przysparza bowiem badaczom sporo
probleméw w zwigzku z jego nietrwaloscia i trudnosciami w detekeji. Badania
wymagaja zastosowania wielu préb kontrolnych, ktére dajg pewnos¢, ze zaobser-
wowane zmiany pochodzg z dziatalnosci nitroksylu. W przypadku najczesciej
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uzywanej w badaniach biologicznych soli Angeliego (HNO/NO") jedng z nich jest
kontrola z sola, ktora ulegla dekompozycji, poniewaz btedne wnioski mozna wycia-
gnac¢ w zwigzku z aktywnoscig NO; powstajagcym réwnoczesnie z HNO. W ekspe-
rymentach biologicznych duze znaczenie ma réwniez warto$¢ pH, od ktdrego zalezy
generowanie HNO/NO™ przez rézne zwigzki. W przypadku soli Angeliego nitroksyl
generowany jest w zakresie pH od 4 do 8, a poniewaz s6l jest stabilna w srodowisku
zasadowym (pH = 12) rozpuszcza si¢ ja w 10 mM NaOH. Rozcienczajac probke
w celu uzyskania wlasciwego stezenia stosowanego w danym eksperymencie nalezy
pamietaé o tym, aby uzy¢ swiezego roztworu soli i wykorzystywac go bezposrednio
po przygotowaniu. Wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie zwigzku po jego rozpusz-
czeniu moze doprowadzi¢ do jego dekompozycji. Podobnych trudnosci dostarczaja
badania na innych donorach nitroksylu.

W badaniach majacych na celu oceneg biologicznych wlasciwosci HNO/NO™
analizowano do tej pory przede wszystkim jego cytotoksycznos¢ w doswiadcze-
niach in vitro. Jednymi z pierwszych badan byly eksperymenty Winka i in. [23],
ktore wykazaly, ze HNO ma dzialanie cytotoksyczne, przy czym jego toksycznos¢
jest znacznie wyzsza w warunkach tlenowych niz przy niedoborze tlenu. Badania
wykonywano na komoérkach V79 (fibroblasty ptuc chomika chinskiego) z wyko-
rzystaniem testu klonogennego, polegajacego na ocenie wplywu HNO/NO™ gene-
rowanego przez sol Angeliego (1-5 mM) na przezywalnos¢ i proliferacje komorek
oraz zdolno$¢ do tworzenia przez nie kolonii. Wraz ze wzrostem stezenia zwigzku
obserwowano spadek przezywalno$ci komorek, a takze indukcje ztaman podwdj-
nej nici DNA. Zaréwno cytotoksyczno$¢, mierzona przezywalnoscig komorek, jak
i indukcja uszkodzenn DNA byta zahamowana w obecnosci ferrycjanidu i Tempolu
(4-hydroksy-2,2,6,6-tetrametylo-piperydyno-1-oksylu). Indukowanie podwojnych
zfaman DNA przez s6l Angeliego bylo w tamtym czasie dla Autoréw badan zaska-
kujace, poniewaz takie uszkodzenia nie sg powodowane ani przez ONOO", ani przez
H,0,, w zwigzku z czym czasteczki te nie mogly by¢ odpowiedzialne za obserwo-
wane uszkodzenia DNA [23].

Cytotoksyczno$¢ HNO badano takze w tescie dehydrogenazy mleczanowej (test
LDH) przeprowadzonym z wykorzystaniem ludzkich komoérek raka piersi MCF-7
[64]. Komoérki poddawano dzialaniu soli Angeliego (5 mM) przez 4,5 godziny.
Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) jest cytozolowym enzymem, ktéry w warun-
kach fizjologicznych nie jest uwalniany do srodowiska. Mechaniczne uszkodzenie
blony plazmatycznej oraz $mier¢ komorki spowodowana dzialaniem czynnikéw
szkodliwych powoduje uwolnienie LDH z komdrek do srodowiska zewnetrznego.
Test LDH opiera si¢ na reakcjach enzymatycznych, w wyniku ktérych powstaje
barwny produkt, oznaczany za pomoca spektrofotometru, a oznaczenie aktywnosci
LDH w supernatancie jest miarg toksycznoséci badanej substancji wzgledem hodo-
wanych komdrek. Autorzy badan stwierdzili, Ze ponad czterogodzinna inkubacja
komorek z solg Angeliego nie powoduje silnego efektu cytotoksycznego ale wzrasta
on, gdy komorki analizowane s3 po 8 godzinach od poczatku inkubacji - moze to
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by¢ zwigzane z wchodzeniem komorek na droge programowanej $mierci komdrko-
wej (apoptozy). Efekt cytotoksyczny soli Angeliego byt natomiast silny w obecnosci
H,0O, i jonéw metali przejsciowych juz po inkubacji 4,5 godzinnej. Obserwowano
wowczas powstawanie peknie¢ pojedynczej nici DNA (DNA plazmidu pBR322)
oraz wzrost poziomu 8-o0x0-2’-deoxyguanozyny (8-oxo-dG) w DNA z grasicy cie-
lecej [64]. Indukcja przez nitroksyl jednoniciowych peknie¢ w DNA oraz oksyda-
cji zasad purynowych zwiazana jest prawdopodobnie z powstawaniem rodnikow
hydroksylowych i innych potencjalnych oksydantéw. Wigzanie pomiedzy atomami
azotu i wodoru jest w tej czasteczce stosunkowo stabe (50 kcal/mol), co sprawia, ze
nitroksyl jest dobrym donorem atomu wodoru podczas reakeji z innymi czastecz-
kami. Reakcja jonu NO™ z tlenem prowadzi do wytworzenia nadtlenoazotynu lub
tlenku azotu, a ten ostatni moze by¢ zrédtem nadtlenku wodoru i rodnika hydrok-
sylowego (Rys. 3). O tym, czy powstanie nadtlenoazotyn czy tlenek azotu decyduje
stan spinowy czasteczki nitroksylu (czasteczka tripletowa *NO~ daje nadtlenoazo-
tyn, natomiast singletowy "HNO - inne pochodne). NO™ szybko wchodzi w reakcje
z tlenkiem azotu NO* tworzagc NO; i NO;. W warunkach in vivo stezenie NO
nie jest wystarczajgco wysokie, aby mogto dojs¢ do utworzenia NO;, moze za to
powstawa¢ NOJ. Ta ostatnia czgstka moze by¢ Zrédlem tlenku azotu N,O i groznego
oksydanta - rodnika hydroksylowego HO" [65].

HN,0, ——> NO + H + NO,

sol Angeliégo
NO’ 0
0O,
N,O,"” NO" + O,
H* / / l
ONOO’ H,0;
HO + N,0 lFeZ*
HO’

Rysunek 3. Reakcje prowadzace do powstania rodnika hydroksylowego (wg Ohshima i in., [65])
Figure 3. Generation of hydroxyl radical (according to Ohshima et al., [65])
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Uszkodzenia DNA spowodowane dziataniem nitroksylu analizowano réwniez
w tymocytach myszy [66]. Badano cytotoksyczny efekt takich uszkodzen stosujac
metode cytometrii przeptywowej umozliwiajgcej, dzieki réznicom w intensywnosci
fluorescencji, ilosciowe rozréznienie zywych komoérek nieapoptotycznych, komorek
apoptotycznych i komoérek nekrotycznych. Badania prowadzono z zastosowaniem
polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP) bioracej udzial w naprawie DNA oraz jej
inhibitoréw w celu sprawdzenia czy aktywno$¢ enzymu ma wplyw na rodzaj $mierci
komorkowej powodowanej przez HNO (apoptozy badz nekrozy). Komorki inku-
bowano z solag Angeliego przez 3 godziny (0,1-0,25 mM). Stezenia soli Angeliego
0,15 mM, 0,2 mM oraz 0,25 mM byly silnie toksyczne dla badanych komoérek -
cytotoksycznos$¢ wynosita az 70-90%. [66]. Autorzy stwierdzili, ze nitroksyl moze
w obecnosci aktywnego enzymu PARP powodowaé zaréwno nekrotyczng $mieré
komoérkowa jak i $mier¢ apoptotyczng (stosunek liczby komoérek nekrotycznych
do apoptotycznych wynidst 2,5 : 1). Obserwowano aktywacje kaspaz (kluczowych
enzymow apoptozy) oraz indukcje apoptotycznej fragmentacji DNA. Zastosowanie
inhibitoréw enzymu PARP powodowalo wchodzenie wigkszej liczby komoérek na
droge apoptozy (stosunek liczby komoérek nekrotycznych do apoptotycznych wynidst
1:1), obserwowano takze wigkszg liczbe komérek zywych. Calkowite zahamowanie
aktywnosci PARP nie chronilo jednak calkowicie komoérek przed cytotoksycznym
dziataniem nitroksylu, co $wiadczy o tym, ze gtéwne mechanizmy cytotoksycznego
dzialania HNO/NO™ nie sg zalezne od aktywnosci tego enzymu [66].

Cytotoksycznos$¢ nitroksylu jest uzalezniona od pH $rodowiska [67, 68].
W fibroblastach cztowieka i komoérkach neuroblastomy (SK-N-SH) analizowano
cytotoksyczne efekty nitroksylu, generowanego przez sdl Angeliego w pH = 6,2
i w pH = 7,4. Po 30-minutowej inkubacji komdrek z solg Angeliego i 4-godzinne;j
postinkubacji w podlozu hodowlanym nie zawierajacym tego zwigzku efekt cytotok-
syczny obserwowano dla komorek traktowanych zwigzkiem przy pH = 6,2. Stosujac
pH = 7,4 efekt cytotoksyczny obserwowano dopiero po dalszej wielogodzinnej inku-
bacji, co prawdopodobnie zwigzane bylo wchodzeniem komérek na droge apop-
tozy [67-70]. Ta réznica w cytotoksycznosci jest wedtug Autoréw spowodowana
zwiekszonym generowaniem rodnika hydroksylowego w bardziej kwasnym s$rodo-
wisku. Fakt ten ma potencjalnie duze znaczenie terapeutyczne w leczeniu choréb
nowotworowych, poniewaz komoérki guzéw intensywnie metabolizujg glukoze do
kwasu mlekowego, co wraz z hydrolizag ATP w warunkach hipoksji prowadzi do
zakwaszenia mikrosrodowiska komdrek rakowych [71].

Poza wiasciwo$ciami cytotoksycznymi badania wskazujg takze na mutagenne
dziatanie nitroksylu [72], co zaobserwowano w doswiadczeniach wykorzystujacych
dwa szczepy drozdzy: RS112 (szczep diploidalny) oraz Y433 (szczep haploidalny)
i zastosowaniu metody pozwalajacej oceni¢ czestotliwo$é rewersji zaburzonego genu
his3 na drodze homologicznej intrachromosomalnej rekombinacji (DEL assay) [73]
oraz metody analizy opornosci szczepu na toksyczne dzialanie kanawaniny, analogu
argininy (CAN assay) [74]. Nitroksyl generowany przez sél Angeliego (0,8 mM,
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3 godz. traktowanie) powodowat delecje DNA i rekombinacje, co wedlug Autoréw
badan zwigzane byto z peknig¢ciami nici DNA a nie z uszkodzeniami pojedynczych
zasad (nie obserwowano indukeji mutacji punktowych).

Badania nad wlasciwo$ciami nitroksylu wskazuja takze, ze moze on petni¢
funkcje antyoksydacyjne. Czasteczka HNO/NO™ jest zdolna do hamowania perok-
sydacji lipidéw, co doswiadczalnie zostalo potwierdzone z wykorzystaniem modelu
badawczego Saccharomyces cerevisiae przez Lopeza i in. [75]. Wlasciwosci antyok-
sydacyjne nitroksylu wynikaja z tego, Ze moze on funkcjonowac¢ jako jednoelektro-
nowy reduktor i zrédto NO* wykazujacego wlasciwos$ci przeciwutleniajace w $rodo-
wisku lipidowym. Stezenie nitroksylu i charakter srodowiska decyduja o zachowaniu
HNO i jego dzialaniu pro- lub antyoksydacyjnym. Wyniki Lopez i in. [75] wskazuja
jednakze, iz nitroksyl moze réwniez sam, niezaleznie od powstawania tlenku azotu
wykazywa¢ dzialanie antyoksydacyjne. Autorzy badan poréwnali antyoksydacyjne
efekty soli Angeliego i DEANO (kompleks diethylaminy i tlenku azotu wykorzysty-
wany do kontrolowanego wyzwalania tlenku azotu w roztworach — wyzwala 2 cza-
steczki NO® w podobnym tempie jak sél Angeliego wyzwala HNO). W przypadku
DEANO obserwowano efekty antyoksydacyjne, jednakze byly one bardzo zmienne
przy niskich stezeniach NO’, natomiast w stezeniach wysokich obserwowano efekt
prooksydacyjny. Z drugiej strony wyniki uzyskane dla HNO/NO™ pochodzacego
z soli Angeliego byly zawsze state i wskazywaly na efekty antyoksydacyjne tej cza-
steczki. W obecnosci glutationu, zwigzku tiolowego bedacego ,,zmiataczem” HNO,
antyoksydacyjne efekty tego zwigzku byly mniejsze. Badania Lopez i in. [75] wska-
zujg wigc, ze antyoksydacyjne wlasciwosci nitroksylu nie s3 spowodowane konwer-
sja HNO do NO'.

6. ZNACZENIE FARMAKOLOGICZNE NITROKSYLU

Pierwsze doniesienia o wykorzystaniu klinicznym czasteczki HNO doty-
cza zastosowania jednego z jej donoréw — cyjanamidu jako $rodka w terapii osdb
uzaleznionych od alkoholu [57]. Lek ten do tej pory uzywany jest w Europie,
Kanadzie (pod nazwami handlowymi Dipsan®, Apstem® i Temposil®) oraz w Japonii
(Cyanamide Yoshitomi®). Cyjanamid po podaniu doustnym szybko przenika bariery
ukltadu pokarmowego i zaczyna dziata¢ poprzez hamowanie aktywno$ci mitochon-
drialnego enzymu - dehydrogenazy aldehydowej (ALDH; EC 1.2.1.3.). Enzym ten
odpowiada za katalizowanie reakcji utleniania aldehydéw powstalych w organi-
zmie po spozyciu alkoholu. Wywoluje reakcje pomigdzy karbimidem a alkoholem,
ktdra nasladuje lepiej poznang reakcje alkoholu z disulfiranem, lekiem stosowanym
wezedniej w terapii awersyjnej alkoholizmu (Anticol®, Esperal®, Antabus®). Spozycie
alkoholu po zazyciu cyjanamidu wywoluje nieprzyjemne skutki bedgce wynikiem
zatrucia przez kumulujacy sie w organizmie aldehyd octowy (nieaktywna dehydro-
genaza aldehydowa nie przeksztalca go w kwas octowy). W ten sposob cyjanamid
poprzez skutki jego zazycia zniecheca do dalszego spozywania alkoholu. Zdolno$¢
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do hamowania aktywnosci dehydrogenazy aldehydowej stwierdzono w ekspe-
rymentach z wykorzystaniem drozdzowego enzymu ALDH i soli Angeliego jako
donoru HNO/NO". Hamowanie aktywnosci dehydrogenazy zalezy od czasu trakto-
wania oraz stezenia zwiazku. Stezenie, przy ktérym nastepuje zahamowanie polowy
aktywnosci enzymu (IC, ) wynosi ponizej 2 uM [76]. Dehydrogenaza wystepujaca
w komorkach drozdzy, jak i ta z komorek ssakow, zawieraja w swoim centrum aktyw-
nym grupy sulfhydrylowe a cysteina z tych grup jest celem dla czasteczki nitrok-
sylu. Oksydacja tych grup tiolowych skutkuje powstaniem wiazan disiarczkowych
wewngtrz podjednostki enzymu i zahamowaniem aktywnosci. Reakcja nitroksylu
z centrum aktywnym enzymu prowadzi do powstania jego dwoch nieaktywnych
form. Przy wartosci pH = 7 i nizszej powstaje forma z nieodwracalnie zahamowana
zdolnoscig katalityczng (Rys. 4A). W pH = 8,5 oraz wyzszym tworzona jest forma
enzymu z mozliwoscig przywrdcenia jej dziatalnosci enzymatycznej (Rys. 4B).

A B H
Enz—SH + HN=0 S—H - N—O—
. /SWN O—H
aktywny enzym Enz - . )
Enz
HNO AN
s—H §—H
O—H NAD*
/
Enz—S—N\ H.NOH <
2
H NADH
? S -
S—N=—7=0
N4
0 / /
Enz—a__ Enz Enz
nz—S—NH, \ \\
S S—H
enzym nieaktywny enzym nieaktywny

(inaktywacja nieodwracalna) (inaktywacja odwracalna)

Rysunek 4.  Mechanizmy nieodwracalnej (A) i odwracalnej (B) inaktywacji ALDH przez nitroksyl (wedlug
DeMaster i in., [76])

Figure 4. Mechanisms of the irreversible and reversible inactivation of ALDH by nitroxyl (according to
DeMaster et al., [76])

Podobny mechanizm ma miejsce w przypadku nieodwracalnego zahamowania
aktywnosci glikolitycznej enzymu dehydrogenazy 3-fosfoglicerolowej (GAPDH, EC
1.2.1.12). Dzigki tej wlasnosci nitroksyl moze staé si¢ waznym narzedziem w walce
z chorobami nowotworowymi. Brak aktywnosci GAPDH ogranicza zachodzenie
niezbednego dla komérek nowotworowych procesu glikolizy [75]. GAPDH posiada
w swym centrum aktywnym grupy tiolowe z cysteing, ktore atakowane sg przez cza-
steczki nitroksylu. Zmiana konformacyjna prowadzi do zahamowania aktywnosci
enzymatycznej dehydrogenazy. Dodatkowo, eksperymenty wskazaly na wybidr-
czo$¢ dziatania nitroksylu - HNO wchodzil w reakcje z enzymem, pomimo wyso-
kiego stezenia glutationu (GSH) w komorkach [15]. Aktywno$¢ antykarcynogenna
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nitroksylu zwigzana jest rdwniez z hamowaniem angiogenezy i proliferacji komo-
rek nowotworowych, co zaobserwowano w badaniach na komérkach raka piersi i
neuroblastomy [68, 77]. Stwierdzono réwniez, ze traktowanie komorek raka piersi
sola Angeliego powoduje zahamowanie aktywnosci polimerazy PARP. Enzym ten
jest waznym skladnikiem systemu naprawy uszkodzen komoérkowych (odpowiada
za odwracalne post-translacyjne modyfikacje biatek u Eucaryota). Wykorzystanie
w praktyce zdolnosci HNO do hamowania aktywnos$ci PARP moze skutecznie
wspomoc terapie antykancerogenne oparte na wywolywaniu uszkodzen w DNA
komorek nowotworowych [24].

Jednym z najwazniejszych i stosunkowo niedawno stwierdzonych fizjologicz-
nych efektow dziatania nitroksylu (HNO/NO") jest jego wplyw na relaksacje naczyn
krwiono$nych (Tab. 1). Nie jest dokfadnie znany mechanizm tego dzialania, ale
przypuszcza sig, ze moze odbywac sie to w dwojaki sposdb [10, 78]. Po pierwsze,
moze to by¢ rezultatem konwersji nitroksylu do tlenku azotu NO*, posiadajacego
zdolnosé¢ do aktywacji (400-krotny wzrost aktywnosci) rozpuszczalnej cyklazy gua-
nylowej (rCG), ktéra katalizuje przeksztalcenie GTP (guanozynomonofosforan)
w GMP (cykliczny guanozynomonofosforan). cGMP aktywuje mechanizmy pro-
wadzgce do rozszerzenia naczyn krwionosnych. Zdolnos¢ do aktywowania rGC
przez tlenek azotu zostata stwierdzona przez Diekrsa i Burstyna w 1996 roku [79].
Przeprowadzone w 2009 roku badania Zellera i in. [80] réwniez potwierdzily fakt
aktywacji rCG przez nitroksyl generowany z soli Angeliego. Naukowcy udowod-
nili, Ze podstawa tego zjawiska jest przeksztalcenie czgsteczki nitroksylu w tlenek
azotu NO". Aktywacja enzymu przy udziale samego donora HNO byta niewielka,
ale gwaltownie rosta po dodaniu dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), przy udziale
ktdrej nastepowalo przeksztalcanie HNO w NO°, mozna wiec byto wnioskowac, ze
osiggnieta aktywacja rCG jest efektem dziatania tlenku azotu [80].

Wplyw nitroksylu na ukltad sercowo-naczyniowy moze by¢ takze skutkiem jego
bezposredniej aktywnosci. Czasteczka HNO ma zdolnos¢ do uwalniania peptydu
zwigzanego z genem kalcytoniny (CGRP) z neuronéw NANC (nieadrenergiczne,
niecholinergiczne neurony uwalniajace ze swoich zakonczen NO°) [14]. Biatko
CGRP, poprzez przylaczenie si¢ do receptora CRLR (receptor o budowie zblizonej
do receptora dla kalcytoniny), prowadzi do aktywacji cyklazy adenylowej, wsku-
tek czego dochodzi do podwyzszenia poziomu komoérkowego cAMP (cyklicznego
adenozynomonofosforanu). Ten wzrost stezenia cAMP powoduje aktywacje kinazy
proteinowej A (PKA), ktéra odpowiada za fosforylacje bialek kanaléw wapniowych,
czego rezultatem jest rozszerzenie naczyn krwionosnych [30, 81]. Bezposrednia
aktywno$¢ HNO w odniesieniu do uktadu sercowo naczyniowego obserwowano
w eksperymentach na psach, ktére pokazaly, ze zastosowanie donoréw nitroksylu
zwieksza sile migsnia sercowego (dziatanie inotropowe) i poprawia jego funkcje
rozkurczowy (dzialanie lusitropowe) [14]. Mozliwo$¢ zastosowania donordw nitrok-
sylu jako lekow stosowanych w niewydolnoséci uktadu sercowo naczyniowego spra-
wia, ze badan nad nowymi czasteczkami generujagcymi HNO/NO™ podejmuje sie
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coraz wiecej zespoléw naukowych. Przykladem nowej intensywnie badanej obecnie
czasteczki jest octan 1-nitrozocykloheksylu, ktéry generuje nitroksyl w zakresie pH
4-8 i wykazuje dzialanie inotropowe [82]. Innym zwigzkiem bedgcym juz na etapie
badan klinicznych jest w tej chwili czasteczka o nieujawnionej jeszcze strukturze —
CXL-1020, ktora w przysztosci ma by¢ stosowana jako lek przy niewydolnosci serca
(83].

Oproécz oddzialywania na naczynia krwionosne i prace migsnia sercowego
nitroksyl ma takze wplyw na agregacje plytek krwi [84]. Bermejoiin. [84] stwierdzili,
ze HNO efektywnie dziata jako inhibitor agregacji plytek krwi cztowieka w sposdb
zalezny od czasu i stezenia. Obserwowano bowiem po zastosowaniu soli Angeliego
spadek poziomu epitopow glikoprotein aktywujacych plytki krwi (CD62P, CD63,
PAC-1) oraz znaczace zwigkszenie stezenia cGMP.

PODSUMOWANIE

Omoéwione w niniejszej pracy wlasciwosci HNO/NO™ wskazuja, ze wiele cech
tej czasteczki i aktywno$¢ biologiczna sg rézne od tych, ktére wykazuje tlenek azotu
NO* (Tab. 1). Mimo tego, ze w tej chwili szlaki sygnalowe nitroksylu nie sg jeszcze
dokladnie poznane, wiadomo jednak, Ze wplywa on na rozne procesy fizjologiczne,
takie jak: metabolizm alkoholu, relaksacja naczyn, kurczliwo$¢ mieénia sercowego
i zahamowanie glikolizy. Wszystko to sprawia, ze mozliwe jest jego zastosowanie w
leczeniu alkoholizmu, chordb serca oraz nowotwordw. Badania, ktdre sg obecnie pro-
wadzone daza wiec do szczegdtowego poznania wlasciwosci nitroksylu i jego aktyw-
nosci wukladach biologicznych, a takze opracowania prostej, bezposredniej metody
wykrywania obecnosci tej czasteczki w komorkach. Mozliwos¢ zastosowania nitrok-
sylu w diagnostyce klinicznej wymusza w tej chwili takze poszukiwanie nowych,
bardziej stabilnych niz najczesciej stosowana w badaniach eksperymentalnych sol
Angeliego, zwigzkéw generujacych HNO/NO™ w warunkach fizjologicznych.
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ABSTRACT

Hydrogen sulfide (H,S) is a well known toxic gas that is synthesized from amino
acids: cysteine (Cys) and homocysteine (Hcys) by two enzymes: cystathionine-f3-
-synthase and cystathionine-y-lyase (Fig. 1) [3]. Hydrogen sulfide, like nitric oxide
(NO) and carbon monoxide (CO) is a signaling molecule in different systems [4].
Moreover, hydrogen sulfide has other various biological properties [8]. It induces
hypotension in vivo and vasodilation in vitro by opening KATP channels in vascular
smooth muscle cells [2, 5, 15]. Deficiency of H,S may contribute to atherogenesis in
some patients with hyperhomocysteinemia, in whom the metabolism of homocy-
steine to cysteine and H,S is compromised by vitamin B, deficiency. Reduced H,S
production in brain was observed in patients with Alzheimer’s disease. On the other
hand, excess of H,S may lead to mental homoretardation in patients with Down’s
syndrome and may be involved in the pathogenesis of hypotension associated with
septic shock [6]. This review summarizes the endogenous metabolism, physiologi-
cal and pathological function of hydrogen sulfide.

Keywords: hydrogen sulfide, homocysteine, hyperhomocysteinemia, oxidative
stress, cardiovascular system

Stowa kluczowe: siarkowoddr, homocysteina, hiperhomocysteinemia, stres oksyda-
cyjny, uktad sercowo-naczyniowy
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WSTEP

Od lat wiadomo, Ze siarkowoddr (H,S) jest gazem toksycznym, ale jednoczesnie
jest leczniczym sktadnikiem woéd zrédlanych. Siarkowodér wystepujacy w organiz-
mach zywych moze by¢ pochodzenia egzogennego, ale takze moze powstawac jako
produkt uboczny w przemianach aminokwasow siarkowych. Po raz pierwszy rzetel-
nych dowodéw potwierdzajacych obecno$¢ endogennego H,S w tkankach ssakéw
dostarczyly przeprowadzone w 1989 roku badania autopsyjne tkanki moézgowej
szczuréw i tkanek ludzkich. Przelomem w badaniach nad tym gazem okazaly sie
jednak prace badawcze Abe i Kimura z roku 1996 [1]. Ich odkrycie, ze H,S jest
syntetyzowany w hipokampie na drodze zaleznej od enzyméw wywotato lawinowy
wzrost zainteresowania nad tym fizjologicznie aktywnym mediatorem gazowym
(2].

W warunkach normalnych H.S jest bezbarwnym gazem o charakterystycznym
zapachu zgnitych jaj, znanym przede wszystkim ze swoich wlasciwosci toksycznych.
W roztworach wodnych i pH zblizonym do 7,4 — okoto 1/3 H,S wystepuje w for-
mie niezdysocjowanej, a okolo 2/3 dysocjuje na jony H*i HS, a nastgpnie na S$*.
Podobnie jak tlenek azotu (NO) i tlenek wegla (CO) zwany powszechnie ,,czadeny’,
H.S jest zwigzkiem lipofilnym, swobodnie dyfundujacym przez blony komérkowe,
jednak z powodu jego czg¢$ciowej dysocjacji, blony komoérkowe sg dla niego stabiej
przepuszczalne w poréwnaniu z NO czy CO [3].

Fizjologiczne stezenie H,S w ptynach ustrojowych i wigkszosci tkanek wynosi
okoto 50 UM, przy czym w mozgu moze by¢ niemal 3-krotnie wyzsze niz w suro-
wicy [4]. W wysokich stezeniach H.S jest zdolny do tworzenia komplekséw z Fe**
mitochondrialnej oksydazy cytochromowej, czego konsekwencja jest zahamowanie
komérkowego metabolizmu oksydacyjnego. H,S moze réwniez hamowac aktywno$¢
anhydrazy weglanowej i aminotransferazy tyrozynowej [5]. Zmiany endogennego
stezenia siarkowodoru stwierdzono w wielu stanach chorobowych. Zwigkszenie ste-
zenia H.S zaobserwowano m.in. w zespole Downa, zapaleniu okreznicy, cukrzycy,
w sepsie, natomiast obnizenie stezenia H,S wykazano w chorobie Alzheimera, nad-
ci$nieniu tetniczym czy marskosci watroby [6]. Dokladne wilasciwosci fizyko-che-
miczne oraz metody oznaczania siarkowodoru w materiale biologicznym zostaty
opisane przez Chwatko [7].

W ostatnich latach stwierdzono, ze siarkowodoér w stezeniach zblizonych do
fizjologicznych wykazuje wiele biologicznych dzialan [8]. Z tego tez wzgledu, cze§é
dziatan uznawanych, w wyniku uprzednio przeprowadzonych eksperymentéw za
toksyczne, moze obecnie mie¢ znaczenie fizjologiczne [6]. Dzisiaj juz wiemy, ze siar-
kowodor, podobnie jak tlenek azotu czy tlenek wegla jest kolejnym nieorganicznym
gazem pelnigcym role mediatora w uktadzie sercowo-naczyniowym [4]. W ukladzie
nerwowym aktywuje on tez receptory kwasu N-metylo-D-asparaginowego. Ponadto,
siarkowoddr moze spelniaé role regulatora stresu oksydacyjnego towarzyszacego
wielu stanom patologicznym. W niniejszym artykule przeglagdowym opisano biolo-
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giczng aktywnos¢ siarkowodoru, ktdra nie jest w pelni poznana i jest zagadnieniem
budzacym wiele kontrowersji.

1. POWSTAWANIE STARKOWODORU

Siarkowoddr moze powstawac jako produkt uboczny w przemianach amino-
kwasow siarkowych: homocysteiny (Hcys) i cysteiny (Cys). Hcys jest posrednim
aminokwasem, syntetyzowanym podczas przemian metioniny do cysteiny, we
wszystkich rodzajach komorek, ktore wystepujg w organizmie cztowieka i zwierzat.
Metabolizm tego aminokwasu moze zachodzi¢ w dwojaki sposéb — na drodze reme-
tylacji do metioniny lub transsulfuracji do cysteiny. Remetylacja Hcys do metioniny
jest szczegolnie wazng drogg metabolizmu Hcys, dlatego, ze tylko ta moze zachodzi¢
w komorkach $rédblonka naczyn krwionoénych. Reakcja remetylacji jest reakcja
odwracalng, katalizowana przez syntaze metioninowg lub metylotransferaze beta-
ina-homocysteina i reduktaze metylenotetrahydrofolianowy. Szczegdlng role w tym
sposobie metabolizowania Hcys odgrywa kwas foliowy, ktory jest tu dawca grupy
metylowej [9]. Innym dawcg grupy metylowej moze by¢ takze betaina, natomiast
witamina B, i witamina PP s3 niezbednymi kofaktorami do przemian pochodnych
tetrahydrofolianu [10]. Kwas foliowy w §cianie tetnic oprdcz tego, ze jest donorem
grupy metylowej dla reakcji remetylacji Heys, pelni takze istotng role w tzw. reakeji
czbtenka folianowgo. W reakgji tej tetrahydrofolian (THF) jest dawca wodoru i elek-
tronéw — niezbednych do redukcji dihydrobiopteryny (BH2) do tetrahydrobiopte-
ryny (BH4). BH4 pelni role miejscowego przeciwutleniacza i jest kofaktorem $rod-
blonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS), ktora wytwarza NO rozszerzajacy naczynia
krwionos$ne. Wazny jest fakt, iz reakcja czétenka folianowego ma ,,pierwszenstwo”
przed reakcja remetylacji Heys do wykorzystania folianu do wlasnych potrzeb. Dla-
tego tez, zbyt mala ilo$¢ kwasu foliowego sprawia, ze jest on ,,zabierany” od reakcji
remetylacji i zostaje wykorzystany do przeksztalcenia BH2 w BH4. Jesli folianu jest
za malo, aby mogly zosta¢ przeprowadzone obie reakcje (remetylacja Heys i reduk-
cja BH2 do BH4) woéwczas wzrasta wewnatrzkomorkowe stezenie Heys w wyniku
zaniedbania reakcji remetylacji [11].

Reakgja transsulfuracji Heys do cysteiny w odrdznieniu od reakeji remetylacji
jest reakcja nieodwracalna, zachodzacg jedynie w nerce, trzustce i jelicie cienkim,
katalizowang przez -syntaze cystationiny (CBS). Hcys ulega kondensacji z seryna
tworzac cystationing. Cystationina zostaje przeksztalcona przez y-liazg cystationiny
(CSE) do a-ketomaslanu i cysteiny [12]. W warunkach fizjologicznych cysteina
wykorzystywana jest jako substrat do produkcji, m.in. endogennego siarkowodoru.
Znane sg dwa gléwne szlaki metabolizmu cysteiny. W pierwszym cyklu przemian
dochodzi do oksydacyjnego przeksztalcenia cysteiny do siarczynu cysteiny, w reak-
cji katalizowanej przez enzym dioksygenaze cysteinowa (CDO). Powstaly siarczyn
cysteiny moze by¢ nastepnie metabolizowany na drodze dekarboksylacji do tauryny
lub przeksztalcany do pirogronianu i siarczynéw. W dalszym etapie powstale siar-
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czyny utleniane sg do siarczandw przez oksydaze siarczynowa (SO) [3]. Z kolei drugi
szlak przemian jest zwigzany z nieoksydacyjnym usuni¢ciem atomu siarki z cyste-
iny, co prowadzi do powstania H,S. W jego tworzeniu uczestniczg dwa enzymy
zaangazowane w wyzej opisany szlak transsulfuracji homocysteiny - CBS i CSE
[6]. Zaréwno CBS i CSE uzywaja 5-fosforanu pirydoksalu jako kofaktora, jednak
enzymy te cechuje odmienny mechanizm dziatania. CSE katalizuje przeksztalcenie
disiarczku cysteiny (cystyny) do pirogronianu, amoniaku oraz tiocysteiny, ktdra
nastepnie ulega nieenzymatycznemu rozpadowi do cysteiny i H,S. Mechanizm
powstawania H,S przy udziale CBS zwigzany jest najprawdopodobniej z reakcjg
kondensacji cysteiny z Hcys, w wyniku ktorej otrzymujemy cystationing. Procesowi
syntezy cystationiny towarzyszy uwalnianie H,S [3, 6, 13]. Ostatnie badania wska-
zujg réwniez na potencjalny udziat siarkotransferazy 3-markaptopirogronianowe;j
(3-MST) w powstawaniu endogennego H.S. Enzym ten do produkcji H,S wyko-
rzystuje 3-merkaptopirogronian — metabolit przemiany cysteiny i a-ketoglutaranu.
Reakcja ta katalizowana jest przez aminotransferaze cysteinowa (CAT) [2, 13].
W warunkach dostatecznego stezenia cysteiny, H,S moze powstawa¢ zaréwno
w przedstawionym powyzej pierwszym szlaku metabolicznym, jak i w procesach
katalizowanych przez CBS, jak i CSE. CBS ulega wysokiej ekspresji w watrobie
szczura, nerkach myszy [2], hipokampie oraz moézdzku i jest gléwnym enzymem
zaangazowanym w powstawanie H,S w mézgu i tkance nerwowej. CSE dominuje
w wytwarzaniu H S w uktadzie sercowo-naczyniowym [6, 13]. 3-MST ulega ekspre-
sji w nablonku kanalikéw proksymalnych nerek, hepatocytach, tkance serca, mézgu
i wydaje si¢ by¢ zaangazowany w powstawanie H,S w miokardium [2, 13].

W warunkach in vivo, endogenne stezenie H,S jest regulowane przez liczne
szlaki metaboliczne. Najwazniejszymi szlakami jest proces utleniania w mitochon-
driach oraz cytozolowa metylacja. H,S moze by¢ réwniez wychwytywany przez
methemoglobine lub czasteczki zawierajgce metal badz disiarczek np. utlenowany
glutation (GSSG). H,S wydalany jest przede wszystkim przez nerki w formie wolnej
lub skoniugowanej [2, 5, 6].

Badania wykazaly, ze w warunkach niedoboru lub braku cysteiny, substratem
do syntezy H,S staje sie Hcys [3, 6]. Podczas hiperhomocysteinemii, Heys rywalizuje
z cysteing o miejsce wigzania do CSE. Zwigzanie Hcys do CSE skutkuje zahamowa-
niem aktywnosci enzymatycznej enzymu i w konsekwencji prowadzi do redukeji
endogennej produkcji H,S w organizmie. Zmniejszenie endogennej produkcji H,S
moze nastapi¢ rowniez w wyniku modyfikacji CSE przez tiolakton homocysteiny.
Mechanizm tej reakcji nie jest jednak w pelni wyjasniony i wymaga dalszych badan
[13]. Szlak endogennej syntezy siarkowodoru przedstawiono na Rysunku 1.
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Rysunek 1. Szlaki syntezy endogennego siarkowodoru [3], 3-MST - siarkotransferaza 3-merkaptopirogro-
nianowa, CAT - aminotransferaza cysteinowa, CBS - -syntaza cystationiny, CDO - dioksyge-
naza cysteinowa, CSE - y-liaza cystationiny, SO - oksydaza siarczynowa

Figure 1. Pathways of synthesis of endogenous hydrogen sulfide [3], 3-MST - 3-mercaptopyruvate sulfur-
transferase, CAT - cysteine aminotransferase, CBS - cystathionine S-synthase, CDO - cysteine
dioxygenase, CSE - cystathionine y-lyase, H,S - hydrogen sulfide, SO - sulphite oxidase

Warto zaznaczy¢, ze siarkowoddr w organizmach zywych moze by¢ takze
pochodzenia egzogennego. Moze by¢ on wchianiany, przede wszystkim przez drogi
oddechowe lub skore ze $rodowiska, a nastepnie przedostawaé sie do uktadu kra-
zenia.

2. REGULACJA STRESU OKSYDACYJNEGO PRZEZ SIARKOWODOR

Badania zakrojone na szeroka skale dowodza, ze stres oksydacyjny odgrywa
kluczowa role w patogenezie réznych chordb, m. in. choréb uktadu krazenia,
a przede wszystkim w rozwoju miazdzycy tetnic [14]. Ochronna rola H,S w regula-
cji stresu oksydacyjnego pozostaje ciagle niewyjasniona. Przeprowadzone badania
wskazujg, ze H_S jako zwigzek wysoce reaktywny, wykazuje zdolnos¢ fatwego reago-
wania z reaktywnymi formami tlenu (RFT) czy azotu (RFA). Jak dowiedziono, H,S
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reaguje m.in. z anionorodnikiem ponadtlenkowym (O;") [13], nadtlenkiem wodoru
(H,0,), nadtlenoazotynem (ONOO-) i podchlorynem, ktérych powstawanie jest
promowane podczas hiperhomocysteinemii. Protekcyjne dzialanie H,S, polegajace
na oddzialywaniu z tymi wysoce reaktywnymi skladnikami, moze obniza¢ ilo§¢
RFT i RFA w komédrce, a tym samym chroni¢ biatka przed modyfikacjami oksyda-
cyjnymi, a przez to zwiekszaé zywotno$¢ komorki [3, 14]. Nalezy jednak nadmienic,
ze np. siarczyny, bedace produktem reakcji H,S z O;", w zaleznosci od stezenia moga
wykazywac zaréwno dzialanie toksyczne, jak i antyoksydacyjne. H,S posiada réw-
niez zdolno$¢ reagowania z NO, konsekwencjg czego jest powstawanie nitrozotioli
(S-NO), przy czym w odréznieniu od innych nitrozotioli (R-S-NO) bedacych rezer-
wuarem NO i czgsto nasladujgcych jego aktywnos¢, nitrozotiole powstate z H,S i NO
sg nieaktywne. Sugeruje to ze, H,S moze redukowa¢ nadmiar NO generowanego
w stanach zapalnych, ale rowniez limitowac jego biodostepnos¢ w stezeniach fizjo-
logicznych [3]. Ponadto wykazano, ze niskie stezenie NaHS (30-50 M) wzmacnia
ochronng role N-acetylocysteiny, zredukowanego glutatationu, dysmutazy ponad-
tlenkowej, katalazy (EC 1.11.1.6), jodonianu dwufenylowego czy witaminy C przed
powstawaniem RFT indukowanym Hcys [19]. H,S wzmaga takze synteze glutationu
poprzez stymulowanie transportu cysteiny do komoérek [3].

3. WPEYW SIARKOWODORU NA RELAKSACJE KOMOREK MIESNI
GLADKICH NACZYN KRWIONOSNYCH (VSMC)

Siarkowodér, podobnie jak NO, wykazuje silne wlasciwosci wazorelaksacyjne.
Wykazano, ze jednorazowe, dozylne podanie duzej dawki roztworu NaHS, beda-
cego donorem H_S, szczurom w stanie znieczulenia ogdélnego indukuje przejsciowy,
zalezny od dawki spadek cisnienia tetniczego o okolo 12-30 mmHg [3-6]. Bada-
nia przeprowadzone réwniez na szczurach w warunkach in vitro, potwierdzity
wazorelaksacyjne dzialanie H,S na tetnice piersiowg oraz zyle wrotng, obkurczone
epinefryna [3]. W toku kolejnych doswiadczen przypuszczano, Ze usunigcie $rod-
btonka, jak i odnerwienie naczyn nie wplywa na wazorelaksacyjng aktywnos¢ H,S,
a relaksacja komorek aorty szczura byla wynikiem bezposredniego oddzialywania
H,S na komérki mig$niéwki naczyn. Obecnie wiadomo, Ze zdolnos$¢ naczyn do roz-
szerzania indukowana H_S, ulega jednak ostabieniu po usunieciu srodblonka lub
po podaniu estru N-L-argininometylowego (L-NAME), bedacego nieselektywnym
inhibitorem syntazy tlenku azotu. Pomimo braku dowodéw potwierdzajacych obec-
nos¢ specyficznych receptoréw tiolowych, przypuszcza sig, ze H.S jest zdolny do
interakcji z NO. H,S wykazuje zaréwno zdolnos¢ do wzmacniania, jak i redukeji
relaksacyjnego dziatania NO w aorcie szczuréw, podczas gdy NO przyczynia si¢ do
wzmocnienia wazorelaksacji indukowanej H,S. Ponadto, obecno$¢ nienaruszonego
$rédblonka moze stuzy¢ jako bufor utrzymujacy H,S w $cianie naczyn, przez co
relaksacja naczyniowa jest nasilona i dlugotrwala [2, 5]. Ostabienie relaksacji niena-
ruszonych naczyn, indukowanej H,S obserwowano réwniez w badaniach z zastoso-
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waniem apamin i charybdotoksyn, blokujacych hiperpolaryzacyjny czynnik pocho-
dzacy ze srodblonka (EDHF), co moze wskazywa¢ na uwalnianie EDHF z komorek
srédblonka przez H,S. Jednak zalezno$¢ wihasciwosci biologicznych $rédbtonka
od wpltywu H.S nie jest w pelni poznana i niesie ze sobg wiele kontrowersji [5].
Zgromadzone dane pozwalajg wnioskowac, ze H,S wywiera swoje funkcje poprzez
oddzialywanie na rdézne kanaly, a gtéwnym czynnikiem determinujacym efekt
wazorelaksacyjny indukowany H,S w komdrkach mig$niéwki naczyn jest wzrost
aktywnosci kanaléow potasowych regulowanych ATP (K [15]. Argumentami
przemawiajacymi za tym mechanizmem jest:

- nadladowanie hipotensyjnego dziatania H,S in vivo przez pinacidil - zwig-
zek otwierajacy K, 3

- zahamowanie hipotensyjnego dziatania H,S in vivo i wazorelaksacyjnego
in vitro, przez antagoniste K,  — glibenklamid [2, 5, 15];

- zniesienie efektu relaksacyjnego aorty szczura in vitro po inkubacji naczyn
z wysokim stezeniem jonéw K*;

- wzrost przeptywu jonéw K* w kanatach K, , i hyperpolaryzacja komorek
mie$nidwki naczyn indukowana H,S udowodnione poprzez wykorzystanie
techniki patch clamp [15].

Jednak ostatnie wyniki badan sugeruyja, ze rola H,S w uktadzie sercowo-naczy-
niowym moze nie by¢ bezposrednio zwiazana z dzialaniem wazorelaksacyjnym, ale
raczej z udzialem w regulacji lokalnych stezen i aktywnosci NO. Teori¢ ta popierajg
obserwacje, ze stezenie H,S potrzebne do wywotania relaksacji naczyn (200 uM) jest
wigksze od stezenia fizjologicznego [2]. Udzial siarkowodoru w regulacji biodostep-
nosci tlenku azotu podczas hiperhomocysteinemii przedstawiono na Rysunku 2.

ATP)

Homocysteina —— eNOS| iINOST
| L

tioredoksyna NO —> nitrozotiole (S-NO)
toksydaza NAD(P)H "
1H;S

[H,S|— ONOO"

’ / l
NADPH +20, <5 NADP’" +H" +20,~ nitracja reszt tyrozyny biatek
siarczany zaburzenia w wazomotoryce naczyn

Rysunek 2. Udzial siarkowodoru w regulacji biodostepnosci tlenku azotu podczas hiperhomocysteinemii
[13, zmodyfikowano], eNOS - $rodbtonkowa syntaza tlenku azotu, iNOS - indukowalna syntaza
tlenku azotu, NO - tlenek azotu

Figure 2. The contribution of hydrogen sulfide in the regulation of nitric oxide bioavailability during
hyperhomocysteinemia [13, modified], eNOS - endothelial nitric oxide synthase, iNOS - induci-
ble nitric oxide synthase, NO - nitric oxide
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4. PROLIFERACJA KOMOREK MIESNI GRADKICH SCIANY NACZYN;
ROLA SIARKOWODORU

W zwigzku z faktem, Ze naczyniowa relaksacja w znacznej mierze jest zalezna
od wiasciwej proporcji miedzy komorkami §rodbtonka, a komérkami migénidwki
naczyn, zachwianie tego stosunku w kierunku komoérek miesni gtadkich, obserwo-
wane m.in. podczas hiperhomocysteinemii, skutkuje zaburzeniami w odksztalcal-
nosci naczyn, czyli zdolnosci do ich rozciagania i powrotu do wyjsciowego ksztattu.
Wyniki badan wskazujg na zdolnos¢ H,S do hamowania proliferacji komérek mie-
$niéwki naczyn, wywotanej endoteling. Sugeruje sie, ze mechanizm dzialania tego
gazowego mediatora zwigzany jest z inhibicja aktywnosci kinaz biatkowych induko-
wanych mitogenami (MAPK). Ponadto zaobserwowano, ze podawanie NaHS zapo-
biega przebudowie mig$nidwki u szczuréw przyjmujacych przewlekle inhibitor syn-
tazy tlenku azotu [6]. Badania z zastosowaniem innego donora H,S - S-diclofenac,
bedacego pochodng niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych réwniez potwierdzity
zdolnos$¢ tego gazu do hamowania proliferacji komoérek migsni gladkich naczyn.
Inhibicja rozrostu komorek, obserwowana podczas tego doswiadczenia, wigzana byla
ze spadkiem przezywalno$ci oraz wzrostem intensywnosci proceséw apoptotycz-
nych w tych komoérkach [2]. Ponadto, podczas hiperhomocysteinemii obserwowany
jest spadek aktywnosci CSE, konsekwencja czego moze by¢ zmniejszenie syntezy
endogennego H_S. Nie jest zatem zaskoczeniem, ze dzigki wykorzystaniu narzedzi
inzynierii genetycznej, powodujacych wzrost produkcji endogennego H.S mozna
zahamowac¢ proliferacje komodrek miesni gtadkich $ciany naczyn, a przez to utrzy-
mac¢ odksztalcalnos¢ przez §ciane naczyn podczas hiperhomocysteinemii. Badania
przeprowadzone w warunkach in vitro potwierdzaja, ze nadekspresja enzymu CSE,
uczestniczacego w tworzeniu H,S hamuje proliferacje komorek migsniéwki poprzez
wzrost produkcji tego gazowego mediatora [13].

5. WPEYW STARKOWODORU NA AGREGACJE PLYTEK KRWI

Plytki krwi odgrywaja bardzo istotng role w procesie hemostazy (m.in. w hamo-
waniu krwawienia). Plytki mogg by¢ aktywowane przez szereg agonistow wiaczajac
czynnik koagulacyjny (trombing), hormony (epinefryne, wazopresyne), niskocza-
steczkowe zwiazki (serotoning, difosforan adenozyny - ADP), pochodne lipidowe
(czynnik aktywacji ptytek — PAF, tromboksan A)) i inne zwigzki (kolagen). Reakcja
plytek na rozne aktywatory jest adhezja, zmiana ksztaltu, agregacja i wydzielanie
réznych substancji zmagazynowanych w ziarnistosciach plytkowych [16]. Akty-
wacja plytek krwi przez agoniste moze takze prowadzi¢ do produkcji reaktywnych
form tlenu czy azotu [17]. Tak wiec aktywacja plytek zwigzana jest z uruchamianiem
wielu procesow fizjologicznych i patologicznych wlaczajac tromboze, choroby serca,
arterioskleroze czy choroby nowotworowe.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na zaangazowanie H,S w mecha-
nizm hamowania jednego z etapdéw aktywacji plytek krwi — agregacji ptytek krwi
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w warunkach in vitro. Stwierdzono, ze NaHS zapobiega, w sposob zalezny od ste-
zenia, agregacji ptytek indukowanej przez roéznych agonistéw: ADP, kolagen, epine-
fryne, trombine czy kwas arachidonowy. Caltkowite zahamowanie agregacji ptytek
krwi obserwowano przy stezeniu 10 mM NaHS, niezaleznie od rodzaju agonisty.
W celu zrozumienia mechanizméw lezacych u podstaw inhibicji agregacji plytek
indukowanej przez NaHS, przetestowano rozne inhibitory NaHS. Poczatkowo
bowiem aktywno$¢ antyagregacyjng H,S wigzano z jego udzialem w tworzeniu
endogennego NO. Jednak, ani inhibitor syntazy tlenku azotu (L-NAME), ani inhi-
bitory cyklazy adenylowej oraz cyklazy guanylowej nie powodowaly zahamowania
aktywnos$ci NaHS i jego wptywu na hamowanie agregacji ptytek krwi indukowanej
ADP. Wykluczono zatem mechanizm zwigzany z endogenng produkcja NO oraz
z udzialem ¢cGMP oraz cAMP jako mediatoréw w antyagregacyjnym dzialaniu
NaHS. Ponadto, wyniki badan z zastosowaniem blokeréw kanatéw K (gliben-
klamid, TEA) wykluczyty réowniez zaangazowanie tych kanaléw w antyagregacyj-
nym dziataniu NaHS [18]. Mechanizmy inhibicji procesu agregacji ptytek krwi
przez siarkowodér, podobnie jak inne wtasciwosci biologiczne H,S pozostajg nadal
niewyjasnione. Zastosowanie czulych metod analitycznych pozwoli $ledzi¢ losy
siarkowodoru w réznych komoérkach, co z pewnoscia przyblizy nas do poznania
mechanizméw dzialania tego zwigzku.
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ABSTRACT

This article presents main factors influencing transdermal delivery of active
ingredients in cosmetic and pharmaceutical emulsions. The emulsions are widely
used as vehicles, because of their excellent solubilizing properties for lipophilic and
hydrophilic active ingredients.

It is shown that physicochemical properties of the active ingredients (i.e. mole-
cular mass, polarity, lipophilicity), type of emulsion, the droplet size of dispersed
phase, kind of emollients, surfactant/co-surfactant system and presence of perme-
ation enhancer may affect the percutaneous absorption.

Keywords: percutaneous penetration, active ingredient, vehicle, emulsion,
permeation enhancer

Stowa kluczowe: przenikanie przezskorne, skiadnik aktywny, nos$nik,
emulsja, promotor przenikania
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WSTEP

Najbardziej popularng forma podloza stanowigcego nosnik substancji aktyw-
nych w produktach kosmetycznych sg emulsje. Stanowig one forme fizykochemiczna
kosmetyku, ktéra skutecznie wspomaga utrzymanie réwnowagi wodno-lipidowej
w skdrze, adodatkowo ma zdolnos¢ transportu substancji aktywnych, zaréwno polar-
nych jak i niepolarnych, w glebsze warstwy skory, co podnosi efektywnos¢ dziata-
nia kosmetykéw. Obecnie, kiedy na rynku produktéw pielegnacyjnych pojawiaja sie
kosmetyki inwazyjne, z pogranicza farmaceutykow, tzw. kosmeceutyki, wiedza na
temat sposobow przenikania sktadnikéw czynnych przez skore oraz optymalizacja
wlasciwosci podloza stanowi niezwykle wazny element przy projektowaniu nowych
formulacji [1, 2]. Wlasciwie dobrany sklad bazy woskowo-tluszczowej, obecnos¢
rozpuszczalnikéw substancji aktywnej, odpowiedni uktad surfaktant/kosurfaktant
oraz obecno$¢ promotoréw sorpcji stanowig istotne elementy wplywajace na trans-
port substancji biologicznie-czynnych przez skore.

Przyjmuje si¢, ze dyfuzja substancji aktywnych przez skore moze zachodzi¢
na dwa sposoby: drogg wewnatrzkomoérkowsg i miedzykomdrkowa. Czynnikiem
determinujgcym dyfuzje zwiazku aktywnego przez skore sg jego wlasciwosci fizyko-
chemiczne: masa czasteczkowa, liofilowos¢ i polarnos¢. Wraz ze wzrostem powino-
wactwa skladnika aktywnego do lipidowej warstwy naskdrka rosnie jego zdolnos¢
penetracji przez stratum corneum, natomiast wigkszos¢ zwigzkéw o charakterze
hydrofilowym ma znacznie ograniczona mozliwo$¢ penetracji do skory [3-5].

1. TRANSPORT PRZEZNASKORKOWY

W przypadku kosmetykéw, podobnie jak lekéw podawanych zewnetrznie,
przenikanie substancji czynnych przez barier¢ skory stanowi gtéwny problem
ograniczajacy skuteczno$¢ dziatania produktu. Ograniczenia wynikaja z budowy
i funkgji, jakie pelni ta zewnetrzna powloka naszego organizmu. Skdéra ma przede
wszystkim za zadanie ochrone przed wnikaniem zwigzkéw chemicznych oraz pato-
gennych mikroorganizmadw.

Skoéra ludzka zbudowana jest z trzech zasadniczych czedci: tkanki podskor-
nej, skory wlasciwej oraz wielowarstwowego naskorka. Bariere ochronng, limitu-
jaca przenikanie substancji przez skdre stanowi najbardziej zewngtrzna warstwa
naskorka, tzw. warstwa rogowa (stratum corneum). W uproszczeniu mozna jg przed-
stawi¢, jako uklad korneocytow (martwych komérek, wypetnionych keratyng) pota-
czonych ze sobg biatkowymi wypustkami (desmosomami), zawieszonych w spoiwie
lipidowym o budowie cieklokrystalicznej. Macierz lipidowa warstwy rogowej ma
strukture wielokrotnych podwdjnych warstw utworzonych przez spontaniczne
uszeregowanie regionéw polarnych lipidéw przedzielonych warstwami wodnymi.
W Tabeli 1 i 2 przedstawiono ogdlny skfad substancji wystepujacych w strukturach
cementu miedzykomorkowego.
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Tabela 1. Skfad lipidéw cementu migdzykomorkowego [3]
Table 1. Composition of the intercellular lipids [3]

Rodzaj lipidow [% wag.]
Ceramidy 40
Sterole i pochodne 25
Wolne kwasy thuszczowe 18
Weglowodory 11
Inne 6

Tabela 2. Skladniki Naturalnego Czynnika Nawilzajacego (NMF) [3]
Table 2. Ingredients of Natural Moisture Factor[3]

Zwiazek [% wag.]
Wolne aminokwasy 40,0
Kwas piroglutaminowy(PCA) 12,0
Mleczany 12,0
Mocznik 7,0
Cukry proste, kwasy organiczne i peptydy 8,5
Organiczne zwigzki azotu 1,5
Jony chlorkowe 6,0
Jony fosforanowe 0,5
Jony sodowe i potasowe 9,0
Jony wapniowe i magnezowe 3,0
Cytryniany i inne sole organiczne 0,5

Spoiwo miedzykomorkowe zawdziecza zwartg strukture oddzialywaniom
pomiedzy poszczegolnymi skladnikami, z jednej strony, o charakterze niepolarnym
pomiedzy fancuchami alkilowymi lipidéw, z drugiej polarnym - tworzenie wigzan
wodorowych pomig¢dzy czasteczkami wody i polarnymi fragmentami lipidow.

Wigkszo$¢ substancji chcac przekroczy¢ bariere naskdrka musi przebrngé przez
hydrofobowy cement miedzykomoérkowy wypelniajacy przestrzenie miedzy korne-
ocytami. Bez wiekszych probleméw moga przez warstwe rogowa naskorka prze-
nika¢ jedynie zwigzki charakteryzujace si¢ powinowactwem do lipidéw cementu
miedzykomoérkowego. Zwiazki hydrofilowe, zwlaszcza zjonizowane, praktycznie
nie wnikajg w strukture spoiwa, za wyjatkiem niektérych substancji maloczastecz-
kowych [3-7].
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2. DROGI DYFUZJI SUBSTANCJI AKTYWNE]J PRZEZ SKORE.

Model kinetyczny skdry, wedlug ktérego warstwa rogowa przedstawiona
zostala, jako membrana o charakterze lipofilowym po raz pierwszy przedstawiono
w latach 80. Wykluczal on mozliwos¢ dyfuzji zwiazkéw zdysocjowanych przez te
warstwe. Niewielki transport jonéw przez skore byt thumaczony dyfuzjg kanatami
potowymi lub poprzez mieszki wlosowe. Jednak w 1987 r. zostal opublikowany po
raz pierwszy [8] model zakladajacy istnienie dwoch drég penetracji: lipofilowej
(poprzez cement migdzykomorkowy) i hydrofilowej (poprzez mikropory) (Rys. 1).
Od tamtego czasu pojawilo si¢ wiele pytan i niejasnosci, jak chociazby lokalizacja
hydrofilowych mikrokanatéw lub ich powigzanie z obszarami wodnymi istniejacymi
pomiedzy podwojnymi warstwami lipidéw warstwy rogowej naskorka. Znaczagcym
jest fakt, iz dominujacg droga dyfuzji substancji aktywnych przez skére (poczatkowo
badania prowadzono dla lekéw podawanych zewnetrznie), sa przestrzenie miedzy-
komdrkowe (droga miedzykomoérkowa). Nie mozna zatem oming¢ przeszkody
w postaci macierzy lipidowej i transportowa¢ substancji aktywnej wylacznie droga
transcelularng (,wewnatrzkomorkows”), poniewaz substancja aktywna zawsze musi
pokona¢ rowniez przestrzen miedzykomdrkowy o charakterze lipiofilowym. Dla
substancji hydrofilowych bedzie to czynnikiem hamujacym szybko$¢ dyfuzji [3-9].
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Rysunek 1. Drogi transportu przeznaskérkowego
Figure 1. Pathways for skin penetration

Sznitowska w swej pracy podjela probe opisania polarnej drogi dyfuzji przez
skore substancji amfoterycznych: aminokwasow (lizyny, histydyny, kwasu asparagi-
nowego) oraz baklofenu [4]. Zwiazki te wystepuja w postaci jondéw w calym zakresie
pH, w punkcie izoelektrycznym tworzg tzw. jony obojnacze, pozwalaja wiec na zato-
zenie, ze obserwowany transport jest wynikiem dyfuzji zwigzku w postaci jonowe;j.
Badanie mechanizmu transportu przez skore prowadzono w warunkach in vitro.
Na podstawie przeprowadzonych badan autorka stwierdzita, ze dyfuzja zwigzkow
o charakterze jonowym przez skore przebiegala droga hydrofilowych mikroporéw.
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Szybkos$¢ penetracji jonéw badanych substancji nie zalezala od ich wspoétczynnika
podziatu lipid/woda, determinujacego dyfuzje zwigzkéw podstawows droga, tzn.
w strukturach lipidowych. Wspolczynnik przenikania wszystkich badanych jonow
zawieral sie w waskim zakresie 1-5 x 10~® cm/s, chociaz r6znity sie one hydrofobo-
woscig. Zdaniem autorki na kinetyke przenikania badanych zwigzkéw przez skore
mialy istotny wplyw zjawiska hydroosmotyczne, zachodzace w stratum corneum,
co przemawia za transportem mikroporami. Przy czym nie stwierdzono zalezno$ci
pomiedzy szybkoscia dyfuzji zwiazkéw aktywnych od liczby mikroporéw w stra-
tum corneum. Podstawowg cechg polarnej drogi dyfuzji jest jej kretos¢ i niecigglosé.
Dowodem nieciagtosci hydrofilowych mikroporéw jest brak zaleznosci szybkosci
transportu jonéw a ich zawartoscia oznaczona w stratum corneum lub w naskérku.
Nawet przy duzym gradiencie stezenn pomiedzy naskorkiem a hydrofilowa skorg
wlasciwa obserwowano matlg szybkos¢ penetracji badanych zwigzkéw przez skore.
W trakcie badan prébowano réwniez okresli¢ lokalizacje¢ hydrofilowych mikrokana-
tow. Przeprowadzone badania przemawiaty za miedzykomorkowa lokalizacja polar-
nej drogi dyfuzji. Zwigkszong penetracje¢ baklofenu zaobserwowano w obecnosci
etanolu lub laurylosiarczanu sodu, ktére wplywaja na struktury lipidowe, a nie na
biatkowe struktury keratyny, ktora jest podstawowym skladnikiem keratynocytdw.
Ostatecznie Sznitowska wnioskuje, ze wewnatrzkomorkowej dyfuzji zwiazku towa-
rzyszy przenikanie przez przestrzen miedzykomorkows o charakterze lipidowym
i ten etap limituje szybko$¢ transportu substancji hydrofilowych.

3. WPEYW WLASCIWOSCI SUBSTANCJI AKTYWNYCH NA ICH
ZDOLNOSC PENETRACJI W GLAB SKORY

Jedna z najwazniejszych wlasciwosci substancji aktywnej, majgca wplyw na jej
penetracje w glab skory jest lipofilowos¢. Ze wzgledu na to, iz cement miedzykomor-
kowy warstwy rogowej naskorka sktada si¢ gléwnie z lipidéw, substancje lipofilowe
duzo latwiej przenikaja przez stratum corneum niz substancje hydrofilowe. Nizej
polozone zywe warstwy naskorka i skory wlasciwej maja zdecydowanie bardziej
hydrofilowy charakter (obszar proteinowy). Pod wzgledem fizycznym mozna je
uzna¢ za rodzaj hydrozelu biatkowego. Nie mniej jednak droga skladnikéw aktyw-
nych o charakterze hydrofilowym do tych warstw jest znacznie utrudniona przez
koniecznos$¢ pokonania wyzej poloznej warstwy rogowej naskorka. Dlatego tak
istotnym, przy projektowaniu efektywnie dzialajacych kosmetykow, jest znajomosé
wlasciwosci substancji czynnej, w celu okreslenia, jaka jej ilo§¢ pozostanie w war-
stwach lipidowych naskorka, a jaka dotrze do warstw hydrofilowych skéry [3, 4].

Transport substancji aktywnych przez skore opisuje I prawo dyfuzji Ficka
(R6wnanie 1) [10]:
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_ DK(CV _CR)
h

J :kp(cV_cR) 1)

gdzie:

J - przeplyw skladnika aktywnego przez jednostke powierzchni w jednostce
czasu,

D - wspotczynnik dyfuzji,

K - wspétczynnik podziatu skfadnika aktywnego miedzy nosnikiem, a stratum
corneum,

h - grubo$¢ membrany/dtugos¢ drogi dyfuzji,

k - wspotczynnik przenikania sktadnika aktywnego w stratum corneum,

¢, — C, — roznica stezen skfadnika aktywnego pomiedzy nosnikiem i stratum
corneum.

Z powyzszego rownania wynika, ze przeplyw sktadnika aktywnego z nosnika
do skory jest wprost proporcjonalny do gradientu stezen. Zatem im wieksze stezenie
substancji czynnej w emulsji, tym efektywniej zajdzie proces dyfuzji. Oczywiscie
nalezy pamieta¢ o pewnych ograniczeniach, jak chociazby o skfonnoséci do podraz-
nienia skory przez sktadnik aktywny przy zbyt wysokich jego stezeniach. Parame-
trami limitujacymi dyfuzje¢ bedzie réwniez lipofilowos¢ skladnika aktywnego oraz
jego masa czasteczkowa, poniewaz wspdtczynnik dyfuzji (D) jest odwrotnie propor-
cjonalny do masy czasteczkowej.

Miarg lipofilowos$ci zwigzku, powinowactwa do fazy lipidowej, jest logarytm
dziesietny ze wspotczynnika podziatu substancji aktywnej w mieszaninie oktanolu
i wody (log P). Zalezno$¢ przedstawiajaca definicje wspdtczynnika podziatu okta-
nol/woda (Réwnanie 2) oparta jest na prawie podzialu Nernsta [11-13]:

P=C,J/C, 2)

gdzie:

P - wspolczynnik podziatu,

C,,, - stezenie zwigzku aktywnego w fazie oktanolowej,

C,, — stezenie w fazie wodnej.

Lipofilowos¢ jest najwazniejszym czynnik determinujagcym zachowanie si¢
substancji chemicznej w kontakcie ze skéra. Ma istotne znaczenie dla proceséw
jego dystrybucji w organizmie, szczeg6lnie wplywa na stopien jego penetracji przez
lipofilowe blony komérkowe i wchlaniania do krwioobiegu. Bogate w lipidy blony
komarkowe sg tatwo penetrowane przez substancje lipofilowe, charakteryzujace sie
wysokim wspoélczynnikiem podzialu oktanol/woda [11, 12].

Hydrofilowe substancje (zwigzki o budowie jonowej, aminokwasy, rozpusz-
czalne w wodzie witaminy), o malej wartosci logP, nie wykazuja rozpuszczalnosci
w lipidach i w niewielki stopniu sa zdolne do pokonania lipofilowej bariery jaka
jest rogowa warstwa naskorka [4, 12]. W przypadku tego typu zwiazkow, czesto
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w celu zwigkszenia mozliwosci ich transportu do skory, stosuje si¢ kapsutkowa-
nie, np. zamykanie w pecherzykach liposomowych, ktorych btony zbudowane sg
z fosfolipidow.

4. PODLOZE DLA SUBSTANCJI AKTYWNE]

Oproécz wlasciwosci fizykochemicznych substancji aktywnej, podstawe skutecz-
nie dzialajgcego preparatu kosmetycznego stanowi dobrze zaprojektowane podtoze,
ktére moze wplywaé na wzrost aktywnosci substancji czynnej lub ja dezaktywowac.
Nalezy unikac sytuacji, w ktorych substancja czynna kosmetyku ma zbyt duze powi-
nowactwo do skfadnikéw bazy, co nie pozwoli na uwolnienie jej do skory. Opréocz
sktadu réwniez forma fizykochemiczna podloza nie pozostaje bez wplywu na efek-
tywnos¢ dzialania kosmetyku.

4.1. FORMA FIZYKOCHEMICZNA PODLOZA A TRANSPORT PRZEZNASKORKOWY

Substancje aktywng mozna nanosi¢ na skoére w réznych ukladach fizykoche-
micznych. Do najbardziej popularnych form nosnikéw substancji czynnych zalicza
sie emulsje. Za ich pomocg mozna osiagna¢ homogeniczny uktad wielu niemiesza-
jacych sie sktadnikow, takich jak weglowodory, tluszcze, woski, substancje zapa-
chowe, woda i substancje hydrofilowe. Dzi¢ki temu mozna wprowadzi¢ do jednego
ukladu zaréwno rozpuszczalne w ttuszczach zwiazki lipofilowe, jak i rozpuszczalne
w wodzie surowce biologicznie aktywne o charakterze polarnym.

W zaleznosci od stopnia dyspersji wyréznia sig:

- makroemulsje - emulsje klasyczne, uklady o wielkosci zdyspergowanych
czastek wigkszej od 500 nm,

- mikroemulsje - $rednica czgstek rozproszonych wynosi w tych ukladach
mniej niz 500 nm,

- nanoemulsje — najnowsza klasa emulsji, o ekstremalnie matych rozmiarach
kropelek fazy rozproszonej rzedu 20-200 nm.

Makroemulsje sg ukltadami dyspersyjnym o matej stabilnosci termodynamicz-
nej. W odréznieniu od nich, mikroemulsje tworza si¢ spontanicznie, co wymaga
minimalnej energii tworzenia i s3 uktadami termodynamicznie stabilnymi o niskiej
lepkosci. Charakteryzuje je izotropia optyczna. W ich tworzeniu duza role odgry-
wajg kosurfaktanty, ktére pomagaja emulgatorowi w stabilizowaniu calego ukladu
(20, 21].

Nanoemulsje okreslane s3 terminem miniemulsji lub submikroemulsji. Czgstki
nanoemulsji sg zbyt male by rozprasza¢ $wiatlo widzialne, co sprawia, ze sg ukta-
dami optycznie przezroczystymi lub potprzezroczystymi. W przeciwienstwie do
mikroemulsji charakteryzuje je jedynie stabilnos¢ kinetyczna [14-19].

W Tabeli 3 przedstawiono wlasciwosci ukladéw emulsyjnych.
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Tabela 3.

Zestawienie wla$ciwosci charakteryzujacych uklady emulsyjne
Table 3. Comparison properties of emulsions

Wrhasciwosci Emulsje Mikroemulsje Nanoemulsje
Wyglad mleczne mleczne/transparentne | transparentne
Termodynamiczna niestabilne stabilne niestabilne, kinetyczna
stabilno$¢ stabilno$¢
Powstawanie wktad energii spontanicznie metody nisko- i wysoko-

energetyczne
Napiecie miedzyfazowe | ~50 mN m™ ok. 0 mN m™! -
Izotropia optyczna nie tak tak
Rozmiar czastek > 500 nm <500 nm 20-200 nm

Kluczows role w tworzeniu i stabilizacji ukladu emulsyjnego pelni emulgator.
Zgodnie z regulg Bancrofta typ tworzonej emulsji prostej zalezy gléwnie od wtasci-
wosci emulgatora. Rozpuszczalne w wodzie emulgatory wykazuja tendencje do
tworzenia emulsji typu O/W, podczas gdy emulgatory rozpuszczalne w oleju wyka-
zujg sklonno$¢ do tworzenia emulsji typu W/O [17, 21]. Praktyczne zastosowanie
emulgatoréw wymaga znajomosci wielko$ci udziatu czesci hydrofilowej i lipofilowe;j
w surfaktancie. Miarg tego udzialu jest wspétczynnik réwnowagi hydrofilowo-lipo-
filowej HLB [21, 48].

Sposrod surfaktantéw stosowanych do stabilizacji emulsji kosmetycznych
preferowane sa emulgatory niejonowe. Duza popularnoscia ciesza sig estry thusz-
czowe sorbitanu (Spany), polioksyetylenowane estry sorbitanu (Tweeny), oksy-
etylenowane alkohole i kwasy tluszczowe oraz oksyetylenowane estry glicerolu.
Ostatnio coraz wigksza popularnoscia, ze wzgledu na ich dobra biokompatybilnos¢
(biozgodnos¢) oraz korzystne wtasciwosci ekotoksykologiczne, ciesza si¢ emulga-
tory stanowiace pochodne surowcow naturalnych, gtéwnie poliglikozydy alkilowe
oraz estry sacharozy [20]. Do tworzenia i stabilizowania mikroemulsji stosunkowo
czgsto stosowane sg takze fosfolipidy. Jako kosurfaktanty, zwigkszajace skutecz-
no$¢ emulgatorow, stosuje si¢ alkohole: etanol, izopropanol, butanol, glikol propy-
lenowy 1 oktanodiol. Substancje te utatwiaja powstawanie mikroemulsji, reguluja
bilans hydrofilowo-hydrofobowy oraz wptywaja na zwigkszenie stabilnosci calego
uktadu. Najczesciej stosowanymi komponentami lipofilowymi emulsji sporzadza-
nych w celach badawczych sa: mirystynian izopropylu (IPM), palmitynian izopro-
pylu (IPP), kwas oleinowy oraz $redniotancuchowe triglicerydy (MCT) [4, 16, 17,
20].

4.1.1. Wplyw stopnia rozdrobnienia emulsji

Wielu autoréw w swoich pracach zajmuje si¢ pordwnaniem efektywnosci roz-
nych baz, jako no$nikéw substancji aktywnych.
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Ziegenmeyer i Fuehrer badali wptyw bazy na penetracj¢ przez skore chlorowo-
dorku tetracykliny. Poréwnywano makroemulsje, zel oraz mikroemulsje typu O/W.
We wszystkich przypadkach zawarto$¢ fazy wodnej (woda) i fazy olejowej (dode-
kanu) byla stata. Poszczegolne produkty réznily sie natomiast stezeniem kosurfak-
tanta (dekanolu) oraz emulgatora (Brij 35 — oksyetylenowany 35 molami tlenku
etylenu alkohol laurylowy). Badania dowiodty zwigkszenie transportu leku przez
skore za pomoca mikroemulsji [22].

Lin i wspdtautorzy badali metodg in vitro szybko$¢ transportu przezskdrnego
alkoholu cetylowego. W sklad badanych emulsji wchodzily ponadto: woda, olej sili-
konowy a jako emulgatory oksyetylenowane estry sorbitanu. Okreslano ilosciowo
szybkosc¢ i gtebokos¢ penetracji skory. Uzyskane wyniki wykazaty, ze forma fizyko-
chemiczna emulsji bazowej w istotny sposéb wplywa na szybkos¢ przenikania przez
skore. Alkohol cetylowy byl dostarczany do skéry przynajmniej dwa razy szybciej
z mikroemulsji niz miato to miejsce w przypadku zastosowania, jako bazy makro-
emulsji (kremu i mleczka) [23].

Réwniez Paolino i wspdtautorzy [24] potwierdzili, ze mikroemulsja O/W
w poréwnaniu z makroemulsjg czy zelem, stanowi bardziej efektywny sposdb
wprowadzania skfadnika aktywnego (ketoprofenu) do skory. Do otrzymania zelu
zastosowano wodg, etanol, trietanoloaming i Carbopol 934 jako skfadnik zelujacy.
W sklad badanych emulsji wchodzity triglicerydy kaprylowe i kaprynowe jako
faza olejowa, lecytyna jako emulgator, n-butanol pelnigcy role kosurfaktanta oraz
woda. Dodatkowo jedna z mikroemulsji zawierala w swym skladzie kwas olei-
nowy, ktéry petnil role promotora przenikania. Przenikanie zwiagzku aktywnego
badano metoda in vitro, umieszczajac fragment ludzkiej skory w komorze Franza.
Autorzy badan zaobserwowali najlepszy stopien przenikania zwigzku aktywnego
z mikroemulsji. Ponadto zauwazono, ze obecno$¢ kwasu oleinowego nieznacznie
tylko zwigkszyla przenikanie ketoprofenu przez skore, mimo iz zwigzek ten jest
jednym z najefektywniej dzialajagcych promotoréw przezskornego transportu dla
wigkszosci substancji czynnych. Przypuszczano, iz dzialanie kwasu oleinowego
moze by¢ maskowane przez fosfolipidy wchodzace w sklad lecytyny, o podobnym
wlasciwosciach wzmacniania przezskdrnej absorpcji zwigzkéw aktywnych. Inna
postawiona przez autoréw badan hipoteza zakladata, ze kwas oleinowy magl by¢
zbyt silnie zwigzany ze strukturg mikroemulsji, co utrudnialoby jego oddzialywanie
na struktury lipidéw w warstwach naskorka.

W innej pracy [25] poréwnywano szybkos¢ transportu przeskornego & tokofe-
rolu z mikroemulsji i nanoemulsji. W skiad sporzadzonych ukladéw emulsyjnych
wchodzila woda, olej rzepakowy jako faza olejowa oraz Polysorbat 80 (polioksy-
etylenowany monooleinian sorbitanu) jako emulgator. Jedyna réznica pomiedzy
badanymi preparatami polegata na metodyce ich sporzadzania, nanoemulsje wyko-
nywano za pomoca homogenizatora fluidyzacyjnego, natomiast do otrzymania
mikroemulsji zastosowano mieszadlo magnetyczne. Wielko$¢ czastek fazy zdysper-
gowanej w przypadku nanoemulsji wynosifa 65 nm.
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Badania prowadzono na grupie chomikéw syryjskich. Dwie godziny po aplika-
cji nanoemulsji zaobserwowano 36-krotny wzrost 8 tokoferolu w skérze chomikéw.
Stosujac mikroemulsje jako baze badanych preparatéw uzyskano tylko 9-krotny
wzrost stezenia witaminy E w skorze gryzoni. 3 godziny po aplikacji dla nanoemulsji
wzrost byt juz 68-krotny, podczas gdy dla mikroemulsji stezenie tokoferolu w skorze
chomikéw wzrosto jedynie 11-krotnie. W badaniach nie zastosowano promotoréw
przenikania w celu wykazania bezposredniej zaleznosci pomiedzy stopniem roz-
drobnienia fazy wewnetrznej emulsji, stanowiacej baze dla skladnika aktywnego,
a szybkos$cig wnikania substancji czynnej do skdry. Wyniki badan potwierdzily, ze
nanoemulsje stanowia forme fizykochemiczng, ktéra powoduje znaczgcy wzrost
dostepnosci § tokoferolu w transdermalnej aplikacji. Nanoemulsje typu O/W solu-
bilizujg stabo rozpuszczalny w wodzie skladnik aktywny, dzigki temu mozliwy jest
jego transport do zywych warstw skory, gdzie zostaje uwolniony.

Przedmiotem badan zespotu Frelichowskiej byta rola emulsji typu ,,Pickering”
w transporcie lekow lipofilowych [26]. Poréwnano klasyczng emulsje (CE) stabi-
lizowang emulgatorem (Polysorbat 85, polioksyetylenowany trioleinian sorbitanu)
z emulsja typu ,,Pickering” (PE) stabilizowang przez czastki stale, w tym przypadku
czastki krzemionki. Za model lipofilowego sktadnika aktywnego postuzyl retinol.
Badania przeprowadzono metodg in vitro, na skérze $wini w komorze Franza.
Badane preparaty byly emulsjami typu O/W, o identycznym sktadzie, stopniu roz-
drobnienia fazy wewnetrznej oraz lepkosci. Penetracja retinolu z obu emulsji CE
i PE byla 5-krotnie wieksza niz z roztworu retinolu w triglicerydach. Ponadto szyb-
kos¢ przenikania retinolu do wewnetrznych warstw skory zdecydowanie zalezata
od rodzaju emulsji. W przypadku klasycznej emulsji obserwowano powolna dyfuzje
retinolu przez naskorek do skory wiasciwej, podczas gdy aplikowana w emulsji PE
witamina A kumulowala sie w stratum corneum. Autorzy badan probowali thuma-
czy¢ to zjawisko roznicami zwigzanymi z odmiennym zachowaniem czgstek emulsji
klasycznej i emulsji Pickering w macierzy lipidowej SC.

4.1.2 Wplyw skladu fazy olejowej

Oprocz fizykochemicznej formy produktu, na efektywnoscig dziatania kosme-
tykow wplywa sktad bazy woskowo-ttuszczowej. Dobdr fazy olejowej zalezy glow-
nie od jej zdolnosci solubilizacyjnych w stosunku do skfadnika aktywnego oraz
dodatkowych wlasciwosci wzmacniajacych jego dyfuzje, tak jak w przypadku kwasu
oleinowego.

Malcolmson wraz ze wspdtautorami wykazali [27], Ze istotny wplyw na efek-
tywno$¢ mikroemulsji typu O/W w dostarczaniu sktadnika aktywnego w glab skory
ma ilo$¢ zdyspergowanej fazy hydrofobowej oraz rozpuszczalno$¢ substancji czyn-
nej w tej fazie. Kilka stabo rozpuszczalnych lekéw steroidowych zostalo umieszczo-
nych w mikroemulsjach oraz roztworach micelarnych. Wszystkie preparaty zawie-
raly prosty sktad bazy emulsyjnej: wodg, olej sojowy oraz Brij 96 (oksyetylenowany
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10 molami tlenku etylenu alkohol oleinowy), jako emulgator. Poréwnano rozpusz-
czalno$¢ silnie lipofilowego leku w hydrofobowej fazie wewnetrznej mikroemulsji
i roztworach micelarnych pozbawionych oleju. Na podstawie przeprowadzonych
badan autorzy wnioskowali, Ze wraz ze wzrostem rozpuszczalnosci sterydu w oleju
sojowym zwieksza si¢ zdolno$¢ dostarczania zwigzku aktywnego za pomocg mikro-
emulsji do skory.

Rhee wraz z zespolem [28] badali zalezno$¢ pomiedzy sktadem mikroemulsji,
ktéra miala stanowi¢ nosnik dla ketoprofenu a szybkoscia jego przenikania przez
skore. Szczegdlnie uwage zwrdcono na zalezno$¢ pomiedzy rodzajem i stezeniem
zastosowanego surfaktanta oraz skladem fazy olejowej, a transportem transdermal-
nym ketoprofenu. Badania prowadzono dla mikroemulsji typu O/W. W ich sktad
wchodzila woda, kwas oleinowy jako faza olejowa oraz mieszanina emulgatoréw:
polioksyetylenowany (8) ester kaprylowy glikolu propylenowanego i uwodorniony
olej rycynowy etoksylowany 40 molami tlenku etylenu. Oprécz kwasu oleinowo-
wego jako faze olejowa testowano rdézne rodzaje olejow roslinnych (olej bawet-
niany, olej kukurydziany, olej sezamowy, oliwe z oliwek), a takze olej parafinowym,
skwalen, mirystynian izopropylu, triacetyna (trioctan gliceryny) oraz Myvacet
(acetylowane monoglicerydy). Wszystkie badane substancje wykazywaly zdolno-
$ci solubilizujace wzgledem zwigzku aktywnego. Nastepnie wykonywano emul-
sje zawierajace oleje, w ktorych ketoprofen rozpuszczal si¢ najlepiej (Triacetyna,
Myvacet, kwas oleinowy, IPM), po czym zbadano szybkos¢ przenikania substancji
czynnej przez fragment skory szczura umieszczonej w komorze dyfuzyjnej Franza.
Ostatecznie na faze olejowa wybrano kwas oleinowy, poniewaz stosujac mikro-
emulsje, w skfad ktorych wchodzil, obserwowano najwickszy stopien przenikania
zwiazku aktywnego przez skore. Autorzy ttumaczyli, ze efekt ten moze by¢ zwigzany
z wlasciwosciami kwasu oleinowego, ktory jest znany, jako znakomity promotor
przenikania dla hydrofobowych substancji czynnych. Prawdopodobnie mechanizm
jego dziatania polega na rozluznieniu struktury uktadu laminarnego macierzy lipi-
dowej poprzez oddzialywanie na hydrofobowe fanicuchy lipidow.

Podobne wnioski wysnut inny zespdt badawczy [29], ktéry pracowat nad opty-
malng receptura dla przezskérnego transportu meloksykamu. W badaniach zasto-
sowano mikroemulsje typu O/W zawierajace 0,375% meloksykamu. Jako skfadniki
fazy olejowej stosowano rézne substancje hydrofobowe (kwas oleinowy, oleinian
etylu, mirystynian izoproplylu, oleinian etylu, mirystynian izoproplylu) oraz rézne
zwiazki powierzchniowo czynne (polioksyetylenowany monooleinian sorbitanu,
polioksyetylenowany monolaurynian sorbitanu, polioksyetylenowany triooleinian
sorbitanu , olej rycynowy etoksylowany 35 molami tlenku etylenu, polioksyetyleno-
wany (8) ester kaprylowy glikolu propylenowanego). Badania potwierdzity bardzo
dobre wlasciwosci solubilizacyjne kwasu oleinowego wzgledem meloksykamu, tak
jak to mialo miejsce w przypadku ketoprofenu [28]. Jednocze$nie okazalo sie, ze
badany zwigzek aktywny najlepiej rozpuszczal sie w jednym z emulgatoréw, poliok-
syetylenowanym triooleinianie sorbitanu.
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Mimo, iz kwas oleinowy charakteryzowal sie najwyzsza rozpuszczalno$cia
meloksykamu, na faze olejowg wybrano mirystynian izopropylu ze wzgledu na HLB
tego oleju (11.1) zblizone do HLB emulgatora (11.0). Jako kosurfaktant stosowano
etanol ze wzgledu na wlasciwo$ci wzmacniajace transport przeznaskérkowy wielu
zwigzkow aktywnych oraz wplyw na stabilizacje mikroemulsji. Formulacja z naj-
wyzszym wskaznikiem przenikalnosci przez skore sktadata si¢ z 0,375% meloksy-
kamu, 5% IPM, 50% Tween 85/etanol (1:1) i wody. Tradycyjna droga wprowadzania
lipofilowych sktadnikéw aktywnych do bazy polegata na rozpuszczeniu ich w fazie
olejowej. Metode takg stosowano w przypadku tryptolidyny [30], aceklofenaku [31]
i soli dietyloaminowej diklofenaku [32]. Jednak ze wzgledu na wieksza rozpuszczal-
nos$¢ meloksykamu w emulgatorach niz w oleju zastosowano inny sposéb rozpusz-
czania aktywnych zwigzkéw hydrofobowych.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze stopnien penetracji
zwigzku aktywnego przez skore wzrastal wraz ze zmniejszeniem zawarto$ci oleju.
Autorzy badan ttumaczyli ten efekt tym, ze woda, ktorej zawartos¢ w mikroemulsji
rosta wraz ze zmniejszeniem zawartosci fazy olejowej, mogta spowodowaé nawod-
nienie stratum corneum, specznienie komorek korneocytéw i w rezultacie rozsze-
rzenia kanaléw, ktérymi transportowane sg substancje aktywne za pomocg emulsji
typu O/W [29].

4.1.3. Wplyw mieszaniny surfaktant/kosurfaktant oraz jej stezenia

Bardzo duze znaczenie dla efektywnos$ci no$nikéw w transporcie przezskor-
nym ma dobdr kosurfaktanta, wlasciwe polaczenie surfaktant/ kosurfaktant, oraz
stezenie emulgatora i zawarto$¢ fazy wodnej w emulsji.

Jak wczesniej wspomniano Rhee i wspolautorzy [28] badali zalezno$¢ pomie-
dzy rodzajem i stezeniem zastosowanego emulgatora, a transportem ketoprofenu
do skdry. Formulacje zawieraly rézne ilosci (odpowiednio 80%, 55% i 30%) mie-
szaniny emulgatoréw: polioksyetylenowany (8) ester kaprylowy glikolu propyleno-
wanego i uwodorniony olej rycynowy etoksylowany 40 molami tlenku etylenu.
Wyniki badan potwierdzily wplyw zawartoéci mieszaniny surfaktantéw na szyb-
kos¢ przenikania ketoprofenu przez skore. Wraz ze spadkiem tej zawartosci z 80 do
30% szybkos¢ dyfuzji zwigzku aktywnego wzrosta 12-23-krotnie. Autorzy badan
zasugerowali, iz zjawisko to moze by¢ zwigzane ze wzrostem termodynamiczne;j
aktywnosci substancji czynnej w mikroemulsji o mniejszym stezeniu emulgatoréw.
Ketoprofen dobrze rozpuszcza si¢ w mieszaninie surfaktantéw, co moze hamowa¢
jego uwalnianie z mikroemulsji. Autorzy doszli do wniosku, ze kazde oddzialywanie
zwigzku aktywnego z surfaktantem moze spowalnia¢ jego uwalnianie z no$nika do
skory.

Do podobnych wnioskéw doszli Yuan i wspoélautorzy [29], ktérzy wykazali,
ze wraz ze zmniejszeniem zawartosci surfaktanta w bazie ro$nie stopien penetracji
przez skore zwigzku aktywnego. Autorzy badan tlumaczyli to faktem, iz w mikro-
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emulsjach o nizszej zawartosci surfaktantéow roé$nie aktywnos¢ termodynamiczna
substancji czynnej, poniewaz zmniejsza si¢ oddzialywanie zwigzku aktywnego
z surfaktantem, ktdre spowalnia jego uwalnianie z nosnika do skdry.

Chen wraz z zespotem [30], badali wplyw skladu mikroemulsji na szybkos¢
przenikania przez skore tryptolidyny. W sklad sporzadzonych formulacji wchodzit
kwas oleinowy jako faza olejowa, Tween 80 (polioksyetylenowany monooleinian
sorbitanu) jako emulgator, glikol propylenowy jako kosurfaktant oraz woda. Dodat-
kowo, jako promotor przenikania dodano mentol. Stopien penetracji tryptolidyny
oceniono metodg in vitro, stosujgc do tego celu komore dyfuzyjna Franza, w ktorej
jako membrane umieszczono skore myszy. Autorzy zaobserwowali znaczny wzrost
transportu przezskérnego tryptolidyny z mikroemulsji, w poréwnaniu z przeni-
kaniem z 20% wodnego roztworu glikolu propylenowego. Ponadto zauwazono, ze
sposrod badanych mikroemulsji, szybko$¢ uwalniania tryptolidyny byta najwigk-
sza w przypadku formulacji zawierajacej zmniejszong ilo§¢ mieszaniny surfaktant/
kosurfaktant. Autorzy badan, podobnie jak zespdét Rhee [28] ttumaczyli obserwo-
wane zjawisko wzrostem termodynamicznej aktywnosci substancji czynnej wraz
ze zmniejszaniem si¢ stezenia surfaktanta i kosurfaktanta w nosniku. Termodyna-
miczna aktywnos¢ substancji czynnej w formulacji jest sita napedowa do uwalniania
tego zwiazku z nosnika i jego penetracji w glab skory.

Wplyw stezenia emulgatora na dyfuzje do skory substancji czynnych z réznych
baz (emulsji, mikroemulsji oraz systemdéw micelarnych) byl przedmiotem badan
Ktistisa [33]. W sktad badanych ukladéw emulsyjnych wchodzil propranolol jako
skladnik aktywny, woda jako faza wodna, mirystynian izopropylu jako faza tlusz-
czowa oraz polioksyetylenowany monooleinian sorbitanu /sorbitol jako system sur-
faktant/kosurfaktant. Dla kazdego z tych uktadéw wspdtczynnik przenikania malat
wraz ze wzrostem zawarto$ci surfaktanta.

Interesujgce badania nad zaleznos$cig miedzy strukturg zwigzku aktywnego
a jego dyfuzja do skory prowadzil zespdt badawczy Hua [34]. Do sporzadzenia
mikroemulsji O/W majacej transportowa¢ Vinpocetine, jako mieszanine surfaktant
/ kosurfaktant zastosowano Cremophor RH 40 (uwodorniony olej rycynowy etok-
sylowany 40 molami tlenku etylenu) i Transcutol (eter monoetylowy glikolu diety-
lenowego), a ponadto kwas oleinowy jako faz¢ olejowa oraz wode¢. Zaobserwowano
korelacje miedzy wspotczynnikiem dyfuzji substancji czynnej, lepko$cia preparatu
iprzenikaniem. Duza zawarto$¢ wody oraz zmniejszona ilo$¢ surfaktantéw wplynety
korzystnie na przenikanie. Autorzy badan ttumaczyli to wplywem stopnia hydrata-
cji stratum corneum na przeniknie przezskdrne oraz wzrostem termodynamiczne;j
aktywnosci w badanych formulacjach zwigzku aktywnego, charakteryzujacego si¢
stabg rozpuszczalno$cig w wodzie.

Delgado-Charro i wspoétautorzy [35] badali metoda in vitro szybkos¢ trans-
portu przezskornego sacharozy. W sktad mikroemulsji bedacych nosnikiem hydro-
filowego zwigzku aktywnego wchodzila mieszanina emulgatoréw: Labrasol (poliok-
syetylenowany (8) ester kaprylowy glikolu propylenowanego) i pochodne Plurolu
(estry ttuszczowe poliglicerolu) ze wzgledu na ich kompatybilnos¢ ze skorg. W sktad
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badanych formulacji wchodzily ponadto woda oraz oleinian etylu jako faza ole-
jowa. Badano szereg ukladéw rdznigcych sie stosunkiem fazy wodnej do fazy ole-
jowej. Autorzy badan podobnie jak inne zespoly badawcze [28, 34] zaobserwowali,
ze uktady zawierajace wieksza ilo§¢ wody charakteryzowaly si¢ wiekszym efektem
wzmacniajacym przenikanie substancji czynnej przez skore.

Sintov i Shapiro [36] pracowali nad ukladem mikroemulsyjnym majacym
transportowac lidokaing, w postaci chlorowodorku. W tym celu zastosowano mie-
szaning emulgatorow: uwodorniony olej rycynowy etoksylowany 40 molami tlenku
etylenu (HLB = 15,0)/oleinian glicerolu (HLB = 2,8) oraz stearynian poliglikolu
etoksylowany 40 molami tlenku etylenu (HLB = 16,9) /oleinian glicerolu. Okazalo
sie, iz preparaty zawierajace etoksylowany stearynian poliglikolu stanowily bardziej
efektywng baze do transportu przezskornego hydrofilowej substancji aktywne;j.

BadaniazespotuMaghrabyego[37] dotyczylywplywukosurfaktantéwnazdolno-
$ci transportujgce mikroemulsji wzgledem hydrokortizonu. Etanol, izopropanol i gli-
kol propylenowybylystosowanewewczesniejszychbadaniach,jakokosurfaktanty[30,
38, 39]. Glikol propylenowy wchodzit w sktad mikroemulsji transportujacych ibu-
profen i tryptolidyne [30, 39]. Etanol i propanol byly stosowane w mikroemulsjach
bedacych noénikiem estradiolu [38]. Autorzy badan zaobserwowali, ze etanol
zwiekszal rozpuszczalnos¢ zwigzku aktywnego w mikroemulsji, co powodowato
wzrost gradientu stezen, glownej silty napedowej procesu transportu przezskornego.
Wywnioskowano, ze wzrost rozpuszczalnoséci lipofilowego zwigzku aktywnego
w noéniku jest gléwnym czynnikiem powodujgcym wzrost dyfuzji tego zwigzku
do skory. Badania te wprawdzie wykazaty lepsze przenikanie leku w obecnosci eta-
nolu niz izopropanolu, ale emulsje réznily si¢ sktadem fazy olejowej. W przypadku
izopropanolu, jako faze olejowa zastosowano mirystynian izopropylu, natomiast
w przypadku etanolu role tg spelnial kwas oleinowy, ktéry wykazuje wlasciwosci
wzmacniajgce przezskdrng absorpcje.

Zespot Maghrabyego zbadal dzialanie tych trzech kosurfaktantéw (etanolu,
izopropanolu i glikolu propylenowego) w mikroemulsjach o takim samym skfadzie.
Formulacje zawieraly 20% fazy olejowej, 20% fazy wodne i 60% mieszaniny surfak-
tant/kosurfaktant. Autorzy badan jako faze olejowa zastosowali olej z eukaliptusa ze
wzgledu na dobre wtasciwosci solubilizujgce steroidowe zwiazki aktywne zblizone
budowadohydrokortizonu [40] oraz Tween80jakoemulgator. Stwierdzono, zestopien
uwolnienia substancji aktywnej do skdry znaczaco wzrastat w obecnoscikosurfaktan-
tow, szczegdlnie w obecnosci etanolu. Autorzy badan ttumaczyli to faktem, iz kosur-
faktanty przyczyniaja sie¢ do zmniejszenia napiecia miedzyfazowego na granicy faz,
a wiec do zwigkszenia powierzchni kontaktu miedzyfazowego i redukcji rozmiaru
czastek mikroemulsji. Dzieki temu wrastala powierzchnia kontaktu no$nika ze skora,
co z kolei wptywalo na zwiekszenie transportu substancji aktywnej przez skore.
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4.2. PROMOTORY TRANSPORTU PRZEZSKORNEGO

W wielu pracach autorzy podkreslaja, ze bardzo istotnym elementem preparatu
kosmetycznego lub farmaceutycznego, wplywajacym na efektywnos¢ jego dziata-
nia s tzw. promotory transportu przezskornego. Pod tym pojeciem rozmumiane sg
zwiazki chemiczne zdolne do odwracalnego przeksztalcania struktury ukfadu lami-
narnego macierzy lipidowej naskorka, dzigki czemu moga utatwiac lub przyspieszaé
dyfuzje innych czastek przez stratum corneum. Najcze$ciej stosowanymi promoto-
rami sorpcji sg: alkohole i kwasy ttuszczowe oraz ich estry (np. alkohol i kwas olejowy,
mirystynian izopropylu, palmitynian izopoprolylu), alkohole (glikol propylenowy;,
izopropanol, etanol), mocznik, terpeny oraz ich pochodne [41-45]. Promotory lipo-
filowe dziataja na hydrofobowe tancuchy lipidéw, natomiast promotory hydrofilowe
i amfifilowe oddzialuja z grupami hydrofilowymi lipidéw cementu mig¢dzyko-
moérkowego. W efekcie dochodzi do rozluznienia struktury warstwowej lipidow
naskorka, zwiekszenia jej pltynnoséci i w konsekwencji do wzrostu stopnia dyfuzji
substancji aktywnej w glab skory. Jednak lipidy cementu miedzykomoérkowy to
nie jedyne miejsce, na ktére moga w naskérku oddzialywaé promotory sorpcji.
Glowny obszar warstwy rogowej naskdrka jest zbudowany z korneocytéw, komorek
zbudowanych przede wszystkim z keratyna oraz niewielkiej ilosci innych protein,
hydrofilowych zwiazkéw niskoczgsteczkowych i wody [3]. Substancje hydrofilowe
zwiekszajace penetracje sktadnikow aktywnych mogg dziataé wewnatrzkomoérkowo
i na proteiny korneocytéw, gléwnie poprzez oddzialywanie z polarnymi grupami
a-keratyny. Prawdopodobnie prowadzi to do powstania systemu mikroporéw, przez
ktore moze zachodzi¢ transport zwigzkéw droga hydrofilowa [4]. Poza wnetrzem
korneocytéw, takze w cieklokrystalicznej strukturze cementu migdzykomoérko-
wego znajduja sie nierdwnomiernie roztozone obszary wodne. Woda jest w nich
utrzymywana dzieki oddzialywaniom ze zwigzkami silnie hydrofilowymi takimi
jak sktadniki NMF-u oraz polarnymi fragmentami peptydow i lipidéw cementu [3].
W tym przypadku rola hydrofilowych promotoréw takich jak gliceryna, polega na
penetracji do wodnych przestrzeni cementu miedzykomoérkowego i zwiekszeniu ich
powierzchni dzigki swojej higroskopijnosci [11]. Odpowiednio dobrany do recep-
tury promotor sorpcji moze zatem mie¢ znaczacy wpltyw na wzrost dyfuzji substan-
cji czynnej przez skore.

Kantaraci wraz z zespolem [46] badali wplyw glikolu propylenowego i DMSO
(sulfotlenek dimetylu) na zwiekszenie stopnia penetracji soli sodowej diclofenaku
przez skore. Sporzadzono dwie mikroemulsje skladajace sie z oleju sojowego, wody
i mieszaniny emulgatoréw: Brij 58 (oksyetylenowany 20 molami tlenku etylenu
alkohol cetylowy) / Span 80 (monooleinian sorbitanu). Role kosurfaktantéw spet-
nialy propanol lub izopropanol, ktérych dziatanie badano w polaczeniach z gliko-
lem propylenowym i DMSO pelnigcymi funkcje promotoréw sorpcji. Badanie prze-
nikania przez skore krolika przeprowadzono w komorze Franza. Zaobserwowano,
ze oba uklady powodowaly wzrost dyfuzji przez skoére badanego zwiazku aktyw-
nego, przy czym glikol propylenowy wykazuje silniejszy wplyw na przenikanie
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w polaczeniu z izopropanolem, podczas gdy DMSO jest bardziej efektywny
w polaczeniu z propanolem.

Schmalfuss i wspolautorzy [47] (1996) badali przenikanie hydrofilowej sub-
stancji aktywnej (chlorowodorku difenhydraminy), dla ktérej nosnikiem byty
mikroemulsje typu W/O. W sktad bazy emulsyjnej wchodzil mirystynian izopro-
pylu jako faza olejowa, woda oraz mieszanina emulgatoréw Tween 80 (polioksyety-
lenowany monooleinian sorbitanu) i Span 20 (monolaurynian sorbitanu). W pracy
poréwnano cholesterol i kwas oleinowy jako promotory sorpcji. Zaobserwowano, ze
w przypadku substancji aktywnych o charakterze hydrofilowym, jedynie choleste-
rol wykazywat efekt wzmacniania penetracji zwiazku. Autorzy badan ttumaczyli to
zjawisko rozluznieniem struktury dwuwarstwy lipidowej stratum corneum poprzez
wbudowanie pomiedzy ceramidy duzych czasteczek cholesterolu. Prawdopodobnie
ulatwia to polarnym grupom ceramidéw kontakt z wodnymi obszarami cementu
miedzykomorkowego, a przez to zwiekszeniu ulega powierzchnia obszaréw hydro-
filowych. Dzieki temu zjawisku mozliwy jest transport hydrofilowych zwigzkow
przez skore. Natomiast kwas oleinowy wbudowujgc sie pomiedzy ceramidy madgt
spajac jeszcze mocniej ich lipofilowe fragmenty, przez co nie przyczynil si¢ do
wzmocnienia transportu hydrofilowej difenhydraminy przez naskorek .

PODSUMOWANIE

Czynniki wplywajace na transport przeznaskorkowy aktywnych sktadnikéw
kosmetycznych i farmaceutycznych zwigzane sg zaréwno z wlasciwo$ciami fizyko-
chemicznymi samego skladnika aktywnego (masa czasteczkows, polarnoscia, lio-
filowoscig) jak réwniez z forma fizykochemiczng bazy kosmetyku czy obecnoscia
w recepturze, tzw. promotorow przejscia, czyli substancji utatwiajacych przenikanie
skladnikéw kosmetyku przez skore.

Dobrze zaprojektowane podloze, w ktorym skladniki sa dobrane i polaczone
w sposob prawidlowy, stanowi podstawe skutecznie dziatajacego preparatu kosme-
tycznego. Baza kosmetyku czy farmaceutyku moze wplywaé na wzrost aktywnosci
substancji czynnej. Wigkszo$¢ opisanych w literaturze badan przeprowadza si¢ pod
katem optymalizacji skladu nosnikow, w celu zwigkszenia przenikania skladnikow
aktywnych przez skore. Jak dowodza badania przeprowadzone z zastosowaniem
mikroemulsji, dobér fazy olejowej zalezy gtéwnie od zdolnosci solubilizacyjnych
w stosunku do sktadnika aktywnego oraz dodatkowych wlasciwosci wzmacniaja-
cych jego penetracje przez skore.
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Ignacy Z. Siemion, urodzony w 1932 r., ukonczyl stu-
dia chemiczne na Uniwersytecie Moskiewskim w 1955 r.
Doktorat nauk technicznych na Politechnice Wroctaw-
skiej — 1964. Doktor habilitowany nauk chemicznych -
1968. Profesor nadzwyczajny — 1974, profesor zwyczajny
- 1981. Byl kierownikiem Zakladu Chemii Organicznej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego. Wlasne
zainteresowania badawcze: chemia i stereochemia pep-
tydéw i bialek. Wypromowat 23 doktoréw chemii, z ktd-
rych czworo sie habilitowato. Autor 9 ksigzek, 275 prac
oryginalnych i ponad 120 artykuléw przegladowych oraz
dotyczacych historii nauki. W latach 1983-1994 Redaktor Naczelny ,Wiadomosci
Chemicznych” Obecnie opiekun Gabinetu Historii Chemii Wydzialu Chemii Uni-
wersytetu Wroctawskiego.
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Dzisiaj, w dobie poczty elektronicznej i Internetu, nigdy nie wiemy do kogo
trafig nasze stowa. W LIX tomie ,Wiadomosci Chemicznych” zamiescitem notatke o
»dwoch duszach” Ludwika Bruneta, krakowskiego fizyko-chemika, a zarazem pisa-
rza i krytyka literackiego [1]. Niedtugo po tym odezwal si¢ zyjacy we Francji stry-
jeczny prawnuk uczonego, emerytowany profesor neurobiologii, Jan Brunet, proszac
o przystanie mu tego materiatu. Oczywiscie uczynitem to bez zwloki. Nieco pézniej
odezwal si¢ praprawnuk Iwowskiego profesora technologii chemicznej, Rudolfa
Gtinsberga. Wzmiankowalem o nim w mojej ksigzce o chemikach - Polakach doby
zaboréw [2]. Odlegly potomek znalazl te wzmianke o swoim przodku i prosit o
materialy o nim. Najpowazniejszym materiatem, jakim wtedy dysponowatem, byty
fragmenty wspomnien Bolestawa Limanowskiego, historyka i socjologa, dzialacza
niepodleglosciowego i wspoltworcy Polskiej Partii Socjalistycznej. Na poczatku
lat siedemdziesiatych XIX wieku los rzucil go do Lwowa i blisko zetknat z Glins-
bergiem. Ale wro¢my do korespondencji z jego potomkiem. I tak, 18 pazdziernika
2008. pisal on do mnie co nastepuje:

»Dear Mr. Siemion,

I read in Your book ,,About the Polish chemists of the annexation period” pub-
lished in 1995 that you wrote on page 166 about Professor Rudolf Herman Gtinsberg
(1827-1879). I'm trying to find more information about him as due to the war my
family’s knowledge of him is very limited. You mentioned in your book that Radzi-
szewski has written a short biography of him and that also W. Zajaczkowski wrote
about him in the history of Technical University, Do You have any advice for me
how to get hold of this information or any other way how to find more about Robert
Glinsberg?

I would be very gratefull

With Kind Rerards Patrick Gtinsberg, Helsinki, Findland”

Oczywiscie wystatem do Helsinek wszystko co mialem. Mdj korespondent
odezwal sie po jakims czasie jeszcze raz, 15 lipca 2010. Pisal wtedy:

»,Dear Profesosr Siemion.

Last fall You sent me very valuable information on my great great grandfather
Rudolf Giinsberg (1827-1879), I would be really eager to find out more about him.

It is possible that archives of Lwow University of Technology - that would con-
tain information on Rudolf Giinsberg — were moved to Wroclaw in the first half
of the 20" century? Is there any chance of finding more information on Rudolf
Glinsberg, like a picture of portrait? Or it is hopeless effort, as the I can imagine that
the I world war and the II world war have taken their toll of many old papers, etc.?

I'm sorry to bother You with this, and I can uderstand that You are very busy
with your other duties, but if You could give me any advice of there’s anything I could
do myself to find more information? I would be so gratefull!

Respecttully, Patrick Giinsberg”
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Niestety, tym razem nie moglem juz pomdc mojemu korespondentowi. Nie
miatem ani portretu uczonego, ani dostepu do archiwum Politechniki Lwowskiej.
Mysle jednak, ze warto tu przytoczy¢ fragment wspomnien Limanowskiego, doty-
czacy Glinsberga.

»Jesienig 1871 roku - pisal Limanowski — dostatem zajecie u Rudolfa Giins-
berga, profesora technologii Akademii Technicznej i przeniostem si¢ na mieszka-
nie do jego domu, znajdujacego si¢ na krancu miasta, w poblizu lasku Cesarskiego
(Kajserwaldu). Jakkolwiek po zaprowadzeniu jezyka polskiego jako wyktadowego
w Akademii Technicznej pozwolono profesorom jeszcze przez kilka lat uzywa¢ nie-
mieckiego, to jednak Giinsberg nie chcial z tego korzysta¢ i od razu rozpoczat swoje
wyktady po polsku. Wtasnie mialem mu pomaga¢ w przygotowaniu pisanym tych
wykladéw i uczy¢ czytac i pisac jego chlopca. Za to dawal mi mieszkanie i kolacje.
Zajecia moje odbywaly sie wieczorem. Z Gilinsbergiem nie miatem duzo zajgcia. Sam
pisal po polsku swoje wyklady, czasami tylko braklo mu stowa lub zwrot byt cudzo-
ziemski. Byl on Semita, studia wyzsze odbywatl w Pradze i niechetnie mowit o Cze-
chach, domagajacych sie wlasnego uniwersytetu. Ozenit sie z Polka, corka bankiera
Simona, ktdry z Adamem Sapiehg w 1877 roku bral udziat w planach powstanczych
przeciwko Moskwie. Zona jego urodziwa, mila osoba, byla patriotks i jezykiem
domowym byl polski. (...) Dzieci Glinsbergdw, chlopczyk i dziewczynka, byly bar-
dzo fadne. (...) Zaprzyjaznili si¢ ze mng i spoufalili (...) Glinsberg na swoja kolacje
miewal kietbaski i kufel piwa i mnie do towarzystwa to samo zamawial. Jezeli go nie
bylto na kolacji, to dostawalem jak wszyscy herbate i jakies miesiwo, zwykle pozo-
stale z obiadu. Dom Giinsberga znajdowal si¢ niedaleko od rogatek Lyczakowskich,
w jednej z bocznych ulic, na samym krancu dotykajac pol, pod kartofle i zboze upra-
wianych (...) Brama wjazdowa domu byla ostatnia na uliczce i zwracala sie¢ juz ku
polom. Podworze byto obszerne i zdaje si¢, byl tam z boku ogrod warzywny. Dom
stal caly wewnatrz ogrodzenia. W gtéwnym domu mieszkali Gtinsbergowie. (...)
Z boku, o jakie$ krokéw kilkanascie, blizej do pdl, byla przybudéwka, w ktoérej znaj-
dowala sie drewutnia i dwa mieszkania; jedno ja zajmowalem, drugie stréz domu.
(...) Jedna z moich korespondencji do ,,Bluszczu” poswigcilem Gtinsbergowi, opi-
sujac jego zastugi w sprawie rozwoju gorzelnictwa i browarnictwa w Galicji. Mialy
one - podlug jego zapatrywan - nie tylko powigkszy¢ produkcje samych napojow,
lecz sta¢ sie pomoca w wypasaniu bydta. Zona Giinsberga umarta kilka lat p6znie;j.
Bylem na jej pogrzebie. Uroczysto$¢ zatobna odbyla sie w ko$ciele karmelickim,
bylta ona bowiem wyznania katolickiego. Glinsberg umart - jak mi si¢ zdaje - juz po
moim wyjezdzie ze Lwowa.(...)

Z jakich powodéw i kiedy rozstalem si¢ z Gunsbergiem, nie przypominam
sobie. Zdaje sie, ze Glinsberg otrzymal urzedowe mieszkanie przy laboratorium
chemicznym w Politechnice. Przypominam sobie bowiem, ze oprowadzal mnie
po laboratorium i pokazywal, jak je $wietnie urzadzono podlug jego wskazowek.
W kazdym razie pozostalem z nim w dobrych stosunkach; nastepnie na kursach
gorzelniczych, ktdre urzadzal corocznie, wykladatem algebre” [3].
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Relacja Limanowskiego nie jest wolna od przeinaczen, Glinsberg uczeszczal na
Akademie Techniczng w Wiedniu, a nie w Pradze. Inna rzecz, ze nie wiemy, czy nie
rozpoczal studiéw w Pradze, a skonczyt w Wiedniu, bo i to jest mozliwe. Ale wiado-
moscig, ktéra mnie nieco podniecita, byta tu wiadomos¢, ze Limanowski poswiecit
swemu lwowskiemu pracodawcy specjalng korespondencje do ,,Bluszczu”. Odnale-
zienie tego tekstu nie bylo fatwe, bo jak si¢ okazalo, redakcja czasopisma nie podpi-
sala korespondencji nazwiskiem autora. To zresztg zrozumiate, nazwisko Limanow-
skiego, przestepcy politycznego z punkty widzenia wladz carskich, nie mogto dobrze
stuzy¢ warszawskiemu wydawnictwu. Uparte poszukiwania pani Kasi Lukjan, pra-
cownicy Biblioteki Wydzialu Chemii UWr, doprowadzily jednak do uzyskania tego
materialu. W istotny sposob rozszerza on nasza wiedz¢ o lwowskim technologu,
i nie od rzeczy, bedzie i ten tekst tu zaprezentowac:

»Akademii Technicznej, jak juz pisalem o tem, przyznano samorzad. Jednym
z przywilejow tego samorzadu jest to, Ze grono profesoréw samo wybiera sobie
kolegéw na wakujace katedry i przedstawia rzadowi do zatwierdzenia. W licz-
bie innych profesoréw przedstawionych rzagdowi do zatwierdzenia, znajdowat sie
i Rudolf Glinsberg, o ktérym mam moéwié, przedstawiony na katedre technologii
chemicznej in primo loco. Przedstawienie to bylo, jak zobaczymy, mimowolnie
tylko uznaniem zastug dra Glinsberga, ale nieszczerem, poniewaz w kilka tygodni
nastgpnie grono profesorskie cofneto swoje przedstawienie, opierajac si¢ na btahym
ustepie z listu pisanego prywatnie przez Glinsberga do bytego dyrektora akademii,
Reisingera — w ktorym to ustepie upatrywalo lekcewazenie profesorskiej posady.
Ministerstwo zdziwione takiem lekkomys$lnem postepowaniem pozostawia calg
sprawe w zawieszeniu, poniewaz nie zauwaza dostatecznych powodéw do cofnigcia
wyboru, a z drugiej strony nie chce narusza¢ prawa samorzadu. Jezeliby istotnie w
owym prywatnym liScie okazalo si¢ lekcewazenie, jakie chcg upatrywaé profesoro-
wie, to czyz dla tak blahej przyczyny juz wszystkie zastugi dra Gilinsberga miatyby
pdjs¢ w niepamiec? O tych zastugach tu w Galicji dobrze wiedzg, ale nie zawadzi da¢
kilku wyjasnien.

Dr Giinsberg jest rodem z Wiednia, ale mlodziericem jeszcze przybyt do Galicji,
ozenil si¢ z Polka, wychowuje dzieci po polsku i najzupelniej interes wlasny zespolit z
interesem kraju. Gdy w jesieni roku zeszlego uznano jezyk polski jako wykladowy na
akademii technicznej, dozwalajgc wszakze przez kilka lat profesorom uzywac jezyka
niemieckiego, Glinsberg, pomimo trudnosci jezykowych, jakie zwalcza¢ musial,
rozpoczat — na zadanie uczniéw, od razu swoje wykltady w jezyku polskim, chociaz
inni, majac wigksza tatwos¢ przyswojenia nowej terminologii, nie zadali sobie tej
pracy i woleli wyklada¢ po niemiecku. Technologia chemiczna, ktorg wyklada prof.
Glinsberg, nie jest dotad przedmiotem obowigzkowym, a pomimo tego znaczna
liczba uczniéw zapisala sie na ten przedmiot i uczeszcza pilnie. W ogoéle Gilinsberg
cieszy sie mito$cig swych uczniéw. Sama katedra technologii chemicznej zawdzigcza
swoje istnienie tylko usilnym jego przedstawieniom i staraniom. Rozpoczawszy swéj
zawdd naukowy kilku waznemi badaniami chemicznemi, ktére ogtoszono w Rocz-



326 1.Z. SIEMION

nikach akademii wiedenskiej i o ktérych bardzo pochlebnie odezwano si¢, musiat
zarzucic¢ to wszystko, poniewaz w akademii nie tylko za siebie, ale i za innych ujrzat
sie w obowigzku pracowac. Pobierajgc ptace pomocnika profesora chemii, w istocie
przez dlugie lata byl rzeczywistym profesorem, poniewaz wyznaczony na katedre
chemii prof. Wolf bral pienigdze i siedzial w Wiedniu, a do Lwowa przyjezdzat co
najwyzej na pare miesiecy. Takie sg zastugi Glinsberga dla akademii.

Na polu podniesienia rolnictwa i przemystu krajowego nie male sg tez zastugi
prof. Glinsberga. Wkrotce po przyjezdzie do Galicji zostat jednym z najczynniejszych
czlonkéw Towarzystwa Gospodarczego, tj. rolniczego i Towarzystwa Technicznego.
Towarzystwo Gospodarcze oddalo mu nawet redakcja wydawanego przez siebie
pisma: Rolnik. Nie znajac polskiego jezyka, ktérego dopiero po przybyciu do kraju
zaczal sie uczy¢, miat ogromne trudnosci w redagowaniu pisma, a pomimo tego
i pomimo ze zmuszony byl oplaca¢ sekretarza i tltumacza, zamiast korzysci musial
jeszcze z wlasnej kieszeni doklada¢ na redakcje — nie zrazal sie i Rolnika podnidst
do tej wysokosci, na jakiej on obecnie si¢ znajduje. Od czasu redakcji Giinsbega,
Rolnik stal sie pismem umiejetnem i wptywowem. Usilowania jego okoto podniesie-
nia gorzelnictwa sg tu dobrze znane. Wigkszos¢ wiascicieli wigkszych ziemskich zna
Glinsberga i udaje si¢ do niego po rade. Kilka gorzelni zostalo urzadzonych podlug
jego wskazowek, jedna u Tadeusza Wasilewskiego w Sienkowie zostata wybudowana
podlug jego projektu i wkrétce otworzong zostanie. W roku 1870 otworzyl pierwsza
szkote praktycznego gorzelnictwa w Galicji. Pozwdlcie mi przytoczy¢ poczatek zaga-
jenia odczytanego przez Glinsberga przy pierwszym publicznym popisie gorzelni-
koéw, i to tym bardziej, ze ten ustep doktadnie przedstawia jak wielkie znaczenie ma
gorzelnictwo dla Galicyi.

»Szkola praktycznych gorzelnikéw, ktérg wlasnym usilowaniem, jako cztowiek
prywatny, zalozylem, powiada Glinsberg, a ktéra dopiero polowe swego zadania
(kurs teoretyczny) w ciszy w jednym zakatku tego domu po raz pierwszy spelnita,
posiadajac zaledwie tylu ucznidw, ilu do zagajenia wykladéw niezbedny zwyczaj
wymaga, szkota ta ma wielkg przyszlos¢ w Galicji. Zwazywszy cel jej, dziwic sie zaiste
przychodzi, ze od dawna juz nie zostala zalozona, i ze teraz dopiero i to z wielkimi
trudnosciami $wiatto dzienne ujrzata. Wszak gorzelnictwo jest jedynym od dawna
przemystem galicyjskim, ciagle jeszcze wzrastajacym. Okolo tysigca gorzelni jest
tutaj w ruchu, a za wyrobiony z nich produkt miliony guldenéw wptywa rokrocznie
z zagranicy do kraju. Gorzelnictwo stanowi o$ gléwna wiekszej czesci gospodarstwa,
ono jest punktem posredniczacym w produkcji miesa, mleka i nawozu - za pomoca
rodliny okopowej, majacej wielkie w gospodarstwie rolnem znaczenie, a nie majacej
procz gorzelni u nas innej drogi odbytu, ktdrg to rosling jest kartofel.

Gorzelnictwo pozostaje zatem w nierozerwalnym zwiazku z rolnictwem, two-
rzac w tem polgczeniu naszg rzeczywistos¢ i jedyne bogactwo krajowe. Temu tez
zawdziecza u nas ono swe upowszechnienie i trwalto$¢ bytu. Istniato z dawien dawna
i istnie¢ bedzie, dopdki tylko trudni¢ si¢ nie przestaniemy rolnictwem, gdyz lezy
to w naturze rzeczy, i rolnik dla nalezytego utrzymania gospodarstwa zmuszony
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jest pedzi¢ gorzelni¢. Ale mylitby si¢ mocno, kto by z mnogiej liczy bedacych u nas
w ruchu gorzelni i z tego, iz s3, wnosil, ze gorzelnictwo u nas jest takie, jakim by¢
powinno. Mylitby sie, kto by mniemal, iz gospodarze nasi dlatego, iz majg gorzel-
nie, maja z nich takze i zysk taki, jaki mie¢ powinni. Komu znane s nasze stosunki
gospodarskie, ten wie bardzo dobrze, ze malo ktéremu gospodarzowi oplaci sie
pedzenie gorzelni i ze po wigkszej czesci wszyscy, ktorzy pedza na wlasny rachunek,
tracg na tem, z ktérej to przyczyny najwiecej u nas gorzelni jest Zydom w dzierzawe
wypuszczonych. Wlasciciel kontent, ze przy tem zbedzie swoje kartofle i otrzyma
nawdz, chociaz musi jeszcze doda¢ do tego za bezcen pigkng ilo$¢ siana, stomy i roz-
nych tym podobnych dodatkéw. Wszystko to idzie na rachunek nawozu, a mato
ktéry gospodarz u nas wie, co go ten nawoz kosztuje.

Stan takowy gorzelnictwa w Galicji, czyniacy najbardziej rozpowszechniona
galaz przemystu zlem koniecznym, wyptywa nie tylko ze stosunkéw krajowych,
nie tylko z braku ducha przemystowego i handlowego u naszej szlachty i z braku
potrzebnych niezbednie kapitaléw obrotowych, ale obok tego z braku ludzi tech-
nicznie wyksztalconych do prowadzenia wyrobu, nalezycie wyksztalconych gorzel-
nikéw. Wiadomo, jak wielki wplyw na prowadzenie kazdej fabryki wywiera stojacy
na jej czele kierownik; ale wpltyw ten u nas jest jeszcze daleko wigkszy z powodu
tatwowiernosci naszych panéw wiascicieli gorzelni, ktérzy w ogéle malo posia-
daja wiadomosci technicznych, nie wiedza, czego po gorzelniku wymaga¢ mozna
inalezy”

Po gorzelnictwie prof. Glinsberg uwaza wyréb skrobi albo krochmalu jako
najbardziej majacy przysztos¢ w Galicyi. i na tym polu rozwingt swa czynnos,
a nawet zrobil wazny wynalazek, ktéremu ludzie fachowi wrdza pigkng przyszios¢.
Z odpadkéw przy fabrykacji skrobi, ktore gnijac zatruwaja tylko powietrze, przy
pomocy metody wynalezionej przez dra Gunsberga, fatwo mozna otrzymywac¢ glu-
tenki (gekortner Kleber) — material odznaczajacy sie wielkg pozywnoscia i tatwy
do strawienia. Chcac praktycznie przekona¢ o moznosci rozwoju tej galezi prze-
mystu, Glinsberg urzadzil przy pomocy jednego z wiascicieli ziemskich w 1858
roku w Swierzu fabryke glutenem na malg skale. Atoli brak kapitatu i brak ducha
przedsiebiorczego w naszej szlachcie spowodowaly wstrzymanie tej fabrykacji. I dla
samego produktu nalezalo jeszcze zdoby¢ rozgtos. W tym celu, za staraniem Gtins-
berga naczelna komenda wojskowa w Wiedniu polecita Komisji wojskowo-sani-
tarnej wyprobowa¢ w jednym ze szpitali pozywnos¢ i fatwos¢ trawienia glutenek.
Rezultat wypadt wcale pomyslny i naczelna komenda wojskowa miata przystapi¢ do
zrobienia proby na wielka skale - ale ze wszystkimi razem zajg¢ta ustawicznymi spo-
rami konstytucyjnymi, zapomniata o tym swoim postanowieniu. Giinsberg wszakze
nie zaniedbal tej sprawy i zamierza na wystawie powszechnej wiedenskiej znowu
wystapic ze swoimi glutenkami. Podlug jego przekonania, kiszki z maki glutenkowej
ze wzgledu na pozywno$¢ i tatwos¢ trawienia, przewyzsza znakomite pruskie kiszki
grochowe.

Nie dosy¢ na tem. Glinsberg pracuje i piéorem. Ze wszystkich wyslanych na
paryska wystawe powszechna on jeden tylko napisal sprawozdanie o niej za wzgledu
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na potrzeby nasze krajowe. Gdy przedsigbrano reorganizacjg akademii technicznej,
wydal bardzo dobre dzieto w tym przedmiocie, ktdre nie zwrocilo na siebie uwagi na
jaka zastuguje jedynie tylko dlatego, ze u nas w ogole czytaniem ksigzek, zwlaszcza
powaznych, nie zajmujg sie. Obecnie Gunsberg przygotowuje kurs gorzelnictwa”
(4].

W tekscie tym zwraca uwage przypisanie Gilinsbergowi wiedenskiego pocho-
dzenia. Trudno przypusci¢, aby Limanowski, domownik Gunsbergéw, nie znal
prawdziwego stanu rzeczy. To przeinaczenie moze wiec $wiadczy¢ o tym, ze sam
Glinsberg nie chcial ujawnia¢ swoich galicyjskich korzeni.

Pracowite zycie Glinsberga podsumowywal, na famach ,,Kosmosu’, senior che-
mikéw Iwowskich, Bronistaw Radziszewski. Pisat on:

»W dniu 8. listopada b.r. zmarl we Lwowie profesor szkoly politechnicznej,
Rudolf Herman Gtinsberg. Zmarty urodzil si¢ w 1825 r. na Wolyniu. Do szkét uczgsz-
czal w Brodach - w Wiedniu ukonczyl Akademie techniczng, poczem, po prawie
dwuletnim pobycie w uniwersytecie Jenajskim, tamze si¢ doktoryzowal. Przybywszy
do Lwowa byl najprzdd asystentem a nastepne takze i zastepcag profesora chemii
w owczesnej Akademii technicznej. Wskutek dokonanego przeobrazenia akademii
technicznej Iwowskiej na szkole politechniczng i zréwnania tejze z uniwersytetami,
dr Glinsberg przed siedmiu laty zostal mianowany zwyczajnym profesorem techno-
logii chemicznej w szkole politechnicznej, ktore to obowigzki petnit az do $mierci,
bedac w latach 1871/1872 i 1875/1876 wybieranym przez swych kolegéw na Dzie-
kana wydzialu chemii technologicznej. Dzialania jego naukowe, procz kilku drob-
nych prac analitycznych, odnoszacych sie do sktadu chemicznego zrédta Bronistawy
w Truskawcu i do sposobdw oczyszczania wody zawierajacej wiele soli magnezo-
wych, skierowane byly gtéwnie do podniesienia gorzelnictwa w Galicyi i oparcia
tegoz ma racjonalnej podstawie. W tym celu zalozyt i prowadzil szkole gorzelni-
czg we Lwowie, zasilal swoimi artykutami czasopismo ,Rolnik’; zalozyt wspélnie
z innymi towarzystwo gorzelnikéw i wydawat pierwszg w jezyku polskim gazete,
pos$wiecong specjalnie tej gatezi przemystu. Od wielu lat dotkniety nieuleczalng cho-
robg, goraco pragnat literature nasza obdarzy¢ dzielem specjalnym, ktére by obej-
mowalo calo$¢ wiedzy naukowej o tej czgsci technologii, ktorej z calym zapatem sig
poswiecal. Pragnienia jego si¢ urzeczywistnity. Niemal przed samg $miercig dokonat
i wydat wlasnym naktadem ,,Podrecznik o wyrobie spirytusu”. Dzielo to obejmuje
dwa duze tomy i jest ozdobione 112 znakomicie wykonanymi drzeworytami, moze
$mialto konkurowac¢ z najlepszymi tego rodzaju podrecznikami zagranicznymi, jak
np. Stamther’a i innych. Nie tu jest miejsce oceniac to dzielo, owoc dlugoletnich stu-
diéw i doswiadczen — powiemy tylko kroétko, ze jest ono istotng ozdobg naszej lite-
ratury naukowej. Dowdd to wymowny, ze Glinsberg, lubo wychowany wérdd i przez
Niemcow, szczerze ukochal swoj kraj rodzinny, a mito$¢ swoja stwierdzal wedle sit
swych stowem, radg i czynem. Totez mtodziez nasza to wyzsze i szlachetne uczu-
cie umiejgc odczu¢ i zrozumie¢, zaniosta na swych barkach cialo swego profesora
do grobu, na ktérym zlozyta pigkny wieniec z odpowiednim napisem. Nad grobem
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przemowit prof. Maszkowski, osobisty przyjaciel zmartego. W koncu nadmienimy;,
ze zmarly dr Giinsberg byt takze cztonkiem polskiego towarzystwa przyrodnikow
im. Kopernika” [5].

To wzruszajace wspomnienie uzupelnijmy kilkoma danymi. Guinsberg uro-
dzit si¢ w Podkarmieniu, niedaleko Brodéw. Do Akademii Technicznej we Lwowie
zostal przyjety w roku 1857, jako asystent, na miejsce Ignacego Hawranka. W roku
1863 zostal mianowany adiunktem i zastepca profesora chemii. Profesorem techno-
logii chemicznej zostal mianowany 16 lipca 1872 roku [6]. Jego pierwsze publikacje
naukowe dotyczyly kilku kwestii analitycznych [7, 8]. Szereg innych publikacji doty-
czyl badan wlasnosci bialek wystepujacych w produktach zywnosciowych [9-12].
W tej serii prac zwraca uwage publikacja o bialkach maki pszennej [10]. Glinsberg
dzieli je na trzy frakcje: 1) nierozpuszczalne w alkoholu i goragcej wodzie; 2) roz-
puszczalne w alkoholu, ale nie w wodzie; 3) rozpuszczalne w alkoholu i w wodzie.
Niektore z nich charakteryzuje analitycznie, oznaczajac w nich zawarto$¢ wegla,
wodoru i azotu. Mial wigc, jak z tego wida¢, niezte mozliwosci analityczne. W pra-
cach Gunsberga nie brak jednak i publikacji czysto chemicznych, jak ta o strukturze
azotynow [13].

Technologiczny kierunek badan Giinsberga reprezentuje jego praca o uzyski-
waniu réznorodnych produktéw weglowodorowych z galicyjskiego wosku skalnego
[14]. Danych bibliograficznych tej pracy nie udalo si¢ jednak w pelni ustali¢.

Gléwne zainteresowania technologiczne Gilinsberga skupialy sie na technologii
produkcji alkoholu etylowego. Na famach czasopisma ,Rolnik” oglosit dwie doty-
czace tego zagadnienia prace [15, 16]. Tej tematyce poswiecit tez oddzielny druk
[17], a takze dzielo swojego Zycia, podrecznik gorzelnictwa [18].

Cale swe zycie zawodowe przepracowal Gilinssnerg we lwowskiej wyzszej
szkole technicznej. Problematyke szkolnictwa technicznego poznal gruntownie,
czemu dawal wyraz w druku. Najobszerniejszym jego na ten temat opracowaniem
jest ksigzka pt. ,,Szkoly techniczne. My$l odpowiedniego urzadzenia szkot technicz-
nych” [19]. Wyszta ona drukiem w roku 1868. Rok wcze$niej Rada miasta Lwowa
delegowata Glinsberga na wystawe przemyslowa do Paryza, polecajac mu, by przy
tej okazji zapoznal si¢ ze szkolnictwem zawodowym w Niemczech i Francji. Wymie-
niona tu ksigzka byla wypelnieniem tego zadania. Wynik badan Giinsberga musiat
wielce satysfakcjonowaé Rade miasta, bo zlecila ona przettumaczenie duzych jej
fragmentdw na jezyk niemiecki [20].

Glinsberg uwazal, ze nalezy wyraznie podnies$¢ poziom ogélnego wyksztalcenia
technikéw, bo nie powinni oni pod tym wzgledem odbiega¢ od ewentualnych swo-
ich zleceniodawcow. W tym celu nalezaloby, zdaniem Giinsberga, podnies¢ kryteria
kwalifikujgce na studia techniczne, a moze nawet ujednolici¢ programy nauczania
w gimnazjach i szkotach realnych, z ktérych akademie techniczne czerpig kandyda-
tow na studia. W ,,urzadzeniu’ szkét technicznych nalezy natomiast wyraznie okre-
sli¢ cele ksztalcenia. Stad wynikal postulat specjalizacji szkot technicznych i $cistego
dopasowania programow szkot do ich specjalizacji. Trzeba tez powiedzie¢, ze praca
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Glinsberga rysuje interesujacy obraz stanu szkot zawodowych w Galicji, w polowie
XIX wieku.

Wyjazd do Paryza zaowocowal jeszcze jedng pracg uczonego. We wczesnych
latach 60. XIX wieku udalo sie Ernestowi G. Solvayowi rozwigzaé kwestie prze-
myslowej syntezy sody kalcynowanej metoda sodowo-amoniakalng. W roku 1865
zbudowana przezen fabryka wypuscita pierwszy swoj produkt. Soda Solvaya zostata
zaprezentowana na przemyslowej wystawie w Paryzu w 1867 roku [21]. Nie sposéb
przypusci¢, by specjalista od technologii chemicznej mogt obojetnie przejs¢ wobec
tego wydarzenia. Z wizyta wiec w Paryzu nalezy, moim zdaniem, wigza¢ pdzniejsze
zainteresowanie si¢ Giinsberga metodg sodowo-amoniakalng. Gilinsberg stwierdzit,
ze droge syntezy mozna odwrdci¢ ,,(...) bo wodoroweglan sodu, traktowany sal-
miakiem, daje wodoroweglan amonu i sol kuchenng” Spostrzezenie swoje oglosit
w ,,Berichte der Deutschen Chemischen Gesellschaft” w roku 1874 [22]. Sklonila
go do tego, jak pisal, wiadomos¢, ze A. Bauer oglosit podobne spostrzezenie. Glins-
berg rozpoczal wiec badania nad wplywem tej reakcji na proces syntezy sody. Jego
wstepna konkluzja glosila, ze ,,(...) punkt ciezkosci catego amoniakalno-sodowego
procesu lezy w stosunkach rozpuszczalnosci, ktérych zbadaniem si¢ zatrudnitem?”
Doniesienie Glinsberga zapowiadalo wiec obszerniejsze na ten temat badania. Prze-
szkodzila temu zapewne potegujaca si¢ choroba uczonego.

Glinsberg zmart w roku 1879. Jego nastepcg na Katedrze Technologii Chemicz-
nej zostal Juliusz Briihl, ktéremu przypadto w udziale przydanie Politechnice Lwow-
skiej nowej stawy.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] LZ.Siemion, Dwie dusze Ludwika Bruneta, [w:] Viridafrium Chymicum czyli Notatek chaotycznych
czes¢ II, Wroctaw 2007, s. 221-231.

[2] LZ.Siemion, O chemikach - Polakach doby zaboréw, Wroctaw 1995, s. 166.

[3] B.Limanowski, Pamietniki, Warszawa 1958, s. 43-44 1 73.

[4] (B.Limanowski), Korespondencja z zagranicy, Bluszcz, R. VIL, T. VIIL, s. 110-1111 118.

[5] Br.R., Kosmos, 1879, 4, 351-352.

[6] W.Zajaczkowski, C.K. Szkola Politechniczna we Lwowie, Lwow 1894.

[7] R. Glinsberg, Analyse des Bronislavbrunnes in der Badeorte Truskawiec auf der Cameralherrschaft
Drohobycz in Galizien, Stitzungsberichte d. Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Classe d. Kai-
serlichen Akademie d. Wissenschaften in Wien, 1861, 43, 175; 197-207.

[8] R.Glinsberg, Ueber die massenanalytische Methode zur Bestimmung des Alkoholgehaltes in alkoho-
lischen Zuckerlosungen, Stitzungber., 1861, 43, 386; 567-570.

[9] R. Gusberg, Ueber die Verdnderungen des Weizenkleelebers durch Kochen desselben mit Wasser,
Stitzungsber., 1860, 41, 676.

[10] R. Glinsberg, Ueber die wasserloslichen Bestantheile des Weizenklebers, Stitzungsber., 1862, 44, 115;
429-444.

[11] R. Glnsberg, Ueber das Verhalten von Gummi gegen Eiweisskoper, Stitzungsber., 1862, 45, 627;
643-647.

[12] R. Giinsberg, Ueer das Verhalten von Dextringummi gegen Hiinereiweiss, 1864, 49, 369; 409-418.



OKRUCHY. XXI. O ZYCIU I PRACACH RUDOLFA HERMANA GUNSBERGA (1827-1879) 331

[13] R. Glinsberg, Ueber die Untersalpetersiure und die Constitution der Salpetrigsauren Salze,
Stitzungsber., 1874, 68, 498.

[14] R. Glinsberg, Erfindung eines Verfahrens aus dem Erdwachse Paraffin, Photogen, Maschinenschmi-
rol und Wagenschmiredarzustellen, Pharmazeutische Centalhalle fiir Deutschland, 1867.

[15] R.Glinsberg, O nowowynalezionym patentowanym aparacie do badania zacieru Hollefreunda, Rol-
nik, 1872.

[16] R. Glinsberg, O stanie obecnym gorzelnictwa, Rolnik, 1874.

[17] R.Gunsberg, Sposéb rozpoznawania jakosci kartofli i zboza i obliczanie wydatku spirytusu w gorzel-
niach, Lwéw 1873.

[18] R. Guinsberg, Podrecznik o wyrobie spirytusu, T,1, s. XII + 281; 76 drzeworytow w tekscie; T. 2, s.
VII + 200; 36 drzeworytéw. Lwow 1879.

[19] R. Giinsberg, Szkoly techniczne. Mysl odpowiedniego urzqdzenia szkét technicznych, Lwow 1868.

[20] R. Glinsberg, Die chemisch-technischen Fachschulen, Lemberg 1869.

[21] JJ. Gessen, Oczerki istorii proizwodstwa sody, Leningrad-Moskwa 1951, s. 76.

[22] R. Giinsberg, Zur Kenntniss Amoniak-soda prozesses, Ber., 1974, 7, 644-646.

Praca wplyneta do Redakeji 12 kwietnia 2011






WIADOMOSCI 2011, 65, 3-4
chemiiczne PLISSN 0043-5104
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L1

»Chemiczne metody analizy ilosciowej”, Andrzej Cyganski, Wydawnictwo Naukowo-Techniczne,
Warszawa 2011, wyd. siddme, oprawa miekka, lakierowana, str. 590.

Kolejne wydanie tego niezmiernie popularnego podrecznika chemii analitycznej, adresowa-
nego przede wszystkim do studentéw wydzialéw chemicznych uniwersytetéw i politechnik, zostalo
nieco zmienione w pordwnaniu z poprzednimi. W szczegdlnosci Autor rozszerzyl tresci po$wiecone
ogdlnym rozwazaniom na temat metod analitycznych, zmienit rozdzial poswigcony wagom i wazeniu
(o czym wspomne jeszcze nizej), ale takze dodal dwa nowe rozdzialy: o charakterystyce rodzaju réwnowag
i o zastosowaniu w analizie hydrolizy nieodwracalnej. Zauwazalne sg tez zmiany dostosowujace symbo-
like i nomenklature do zalecanych przez TUPAC.

Trudno jest recenzowac ksiazke tak powszechnie znang i uznang. Sam zalecam ja swoim studentom
na réwni z klasycznym podrecznikiem J. Minczewskiego i Z. Marczenki. Jej zalety to m.in. przejrzysty
i konsekwentny uktad rozdzialéw, duza liczba przyktadowych zadan, w polaczeniu ze zwigzle ale wyczer-
pujaco wylozonymi zagadnieniami teoretycznymi, oraz ozywiajace tekst przykltady wykorzystania wiedzy
analitycznej w praktyce. Dlatego nieco przewrotnie odniose si¢ krytycznie do kilku szczegotow w nadziei,
ze zauwazone przeze mnie niedociagniecia — skadinad raczej drobne i niewplywajace na mojg bardzo
wysoka ocene - zostang poprawione w przyszlych wydaniach, zas o zaletach rozwodzi¢ sie zbytnio nie
bede, bo i tak sg znane.

Bardzo przystepnie i zwiezle skonstruowany rozdzial o statystyce pomiarowej i analizie bledow
zawiera tylko jeden test malych préb, Dixona. Jest on bardzo prosty w uzyciu, lecz wymaga znajomosci
wartosci krytycznych tego testu. Dlatego sugeruje dodanie testu 3d (opisanego jest m.in. w popularnym
podreczniku Galusa [Z. Galus (red.), ,Cwiczenia rachunkowe z chemii analitycznej”, PWN 2008]); test 3d
wymaga od uzytkownika troche wigcej rachowania, za to mozna go zastosowa¢ bez zadnych pomocni-
czych tabel. Jest to do$¢ wazne, bo w oznaczeniach analitycznych metodami klasycznymi najczedciej liczba
dostepnych wynikow jest niewielka i studenci nie wiedza, czy budzacy watpliwosci nalezy odrzucic.

Obszerny rozdzial poswiecony wagom analitycznym i wazeniu mozna bez uszczerbku dla czegokol-
wiek znacznie skroci¢. Czy nam sie to podoba czy nie, klasyczne, mechaniczne wagi analityczne odchodzg
powoli do lamusa, za$ zastepuja je wagi elektroniczne, a z uzytkowego punktu widzenia nalezy jedynie
zna¢ sposoby na sprawdzenie rzetelno$ci tych wag, bowiem niespecjalista pod zadnym pozorem nie powi-
nien zabiera¢ sie za ich naprawe czy cho¢by tylko regulacje.

W kilku miejscach mozna znalez¢ niezbyt $ciste sformulowania, ktére moga wprowadzi¢ w kon-
fuzje bardziej wnikliwego czytelnika. Niezbyt podoba mi si¢ definicja aktywnosci (na stronie 100),
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a takze zastosowanie stowa ,,odwracalna” w relacji do reakeji redox na str. 106. Definiujac bufory na str.
303 skorzystalbym raczej z teorii Bronsteda — skadinad wyczerpujaco opisanej krétko przedtem. Co do
buforéw: wykres 4.11 na str. 305 (pojemno$¢ buforu w funkcji pH) ogranicza si¢ do zakresu pH miedzy
2.517. Tymczasem moze warto wspomnie¢, co dzieje sie z ta wielko$cig w srodowiskach bardzo kwasnych
lub bardzo zasadowych — mozna tu np. zastosowacé wzér podany przez prof. Hulanickiego [A. Hulanicki,
»Reakcje kwasow i zasad w chemii analitycznej”, PWN 1979, str. 149]. Jest to zreszta ciekawy punkt do
dyskusji ze studentami na temat znaczenia niektorych pojec i sensu definicji.

Gdy omawiany jest komplekson II (EDTA), jego wlasciwosci kwasowo-zasadowe pokazuje wykres
4.23. Uwazny czytelnik zauwazy jednak, ze EDTA jest w istocie formalnie kwasem sze$cioprotonowym
(takze oba atomy azotu s3 donorami par elektronowych). Warto o tym wyraznie powiedzie¢ mimo ze
odpowiednie formy pojawiaja sie tylko w malo waznym analitycznie zakresie pH < 2,5, gdyz jakkolwiek
by na to nie spojrze¢, wykres 4.23 $cisly nie jest.

Drobnych niedociagnie¢ mozna znalez¢ wiecej. Od lat w podrecznikach chemii analitycznej pojawia
si¢ osobliwos¢, ktorg jako pierwszy podal tandem Minczewski-Marczenko w swojej ,,Chemii analitycz-
nej”. Otéz opisujac manganometryczne oznaczanie zelaza autorzy ci proponujg zeby roztwodr zawierajacy
probke po redukgji cyng przenies¢ ilosciowo do innej zlewki, tam go rozcienczy¢ i zada¢ mieszaning Zim-
mermanna-Reinharda. Jest to operacja zupelnie zbedna, skoro mozna od razu zacza¢ analize w zlewce
o odpowiedniej pojemnosci i wszelkie manipulacje prowadzi¢ w jednym naczyniu, oszczedzajac czas
i zmniejszajac ryzyko bledu. Ciekawe, dlaczego akurat ten blagd mozna spotka¢ bodajze we wszystkich
polskich podrecznikach z chemii analityczne;.

Tej samej analizy dotyczy ilustracja obliczania krzywej miareczkowania redox (na str. 341 i dal-
szych). Krzywa te Autorzy liczg dla $rodowiska [H*] = 1M, aby uprosci¢ rozwazania, lecz dobrze byloby
chyba wspomnie¢, iz dla pH réznych od zera wyrazenie na potencjal rozwazanego uktadu nie jest juz tak
proste, jak zastosowany wzor 4.80. Co wiecej, na str. 344 krzywa miareczkowania otrzymana droga obli-
czen jest pordwnana z wyznaczong do$wiadczalnie poprzez miareczkowanie potencjometryczne. Krzywe
te jednak rdznig si¢ nie tylko ksztattem, co jest zreszta skomentowane, lecz takze zakresem wartosci, i to
znacznie, co juz skomentowane nie jest, a powinno.

Wyraznym brakiem jest nieuwzglednienie wéréd przykladéw oznaczen alkacymetrycznych ana-
liz wykorzystujacych wymieniacze jonowe. Te ostatnie s3 wprawdzie omawiane, ale dopiero w rozdziale
poswieconym technikom rozdziatu. Tymczasem wymiana jonowa pozwala w prosty sposéb oznaczy¢ np.
sole przez miareczkowanie rownowaznej im ilosci kwasu albo zasady w eluencie.

Na koniec wspomne o czyms, co w obecnych realiach spoteczno-gospodarczych mozna uzna¢ za
kryptoreklame oczywiscie przy ztej woli. Ot6z przy omawianiu bardziej zaawansowanych urzadzen tech-
nicznych, jak wagi i biurety automatyczne, podawane s3 nazwy firm i symbole konkretnych urzadzen.
Obecnie, w odréznieniu od czaséw gdy pojawialy si¢ pierwsze wydania omawianej ksigzki, na naszym
rynku obecni sg praktycznie wszyscy liczacy si¢ producenci urzadzen laboratoryjnych, ktére az tak bardzo
sie miedzy sobg nie roznig. Dlatego proponuje, zeby w nastepnych wydaniach usuna¢ wszelkie skojarzenia
tego rodzaju.

Nie chcialbym jednak pozostawi¢ wrazenia, jakobym miat o podreczniku Cyganskiego zte mnie-
manie. Jest to bardzo dobry podrecznik, o czym juz zreszta wspomnialem na samym wstepie, a teraz
powtorze: zalecam go swoim stuchaczom na réwni z ksigzka Minczewskiego i Marczenki, za§ wymienione
wyzej niedociaggniecia sg w istocie drugorzedne. Co wiecej, omawiane dzieto zawiera dygresje do proble-
mow i analiz srodowiskowych, medycznych i innych, co niezmiernie podnosi atrakcyjno$¢ tekstu. Z kolei
znaczna liczba przykladéw rachunkowych oraz starannie pod wzgledem metodycznym dobranych zadan
pozwala mie¢ pewno$¢, ze student, ktory przerobi ten material, bedzie mial wlasciwie ukierunkowana
i szeroka wiedze na temat klasycznej chemicznej analizy ilosciowe;.

Jacek Gliriski
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stacjonarne STUDIA DOKTORANCKIE w roku akademickim 2011/2012,
w nastepujacych dyscyplinach:

- BIOTECHNOLOGIA

- CHEMIA

- INZYNIERIA CHEMICZNA

- TECHNOLOGIA CHEMICZNA

Warunkami przyjecia na studia sg ukonczone studia wyzsze II stopnia i pozy-
tywny wynik postepowania kwalifikacyjnego.

Zgloszenia wraz z wymaganym dokumentami nalezy skfada¢ w Dziale Nauczania
Politechniki Wroctawskiej (Wybrzeze Wyspianskiego 27, budynek A-1, pokoj
153) w dniach od 4 do 27 maja biezacego roku.

Przewidywany termin rozmoéw kwalifikacyjnych: 20-22 czerwca 2011.

Kandydaci zakwalifikowani na studia, ktérzy uzyskaja wysoka lokate
w postepowaniu rekrutacyjnym, mogg otrzyma¢ stypendium doktoranckie.
Ponadto, zgodnie z Regulaminem Studiéw Doktoranckich, doktoranci moga
ubiegac si¢ o stypendia socjalne i naukowe.

Dodatkowe informacje, w tym o potencjalnych promotorach, mozna uzy-
ska¢ na stronach internetowych Studium Doktoranckiego Politechniki Wro-
ctawskiej (http://www.doktoranci.pwr.wroc.pl) i Wydziatu Chemicznego
(http://www.ch.pwr.wroc.pl).
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XI'™ International Conference
on

Molecular Spectroscopy
under the auspices

European Academy of Sciences, Arts and Humanities
Dedicated to the Memory of
PROFESSOR GALINA A. PUCHKOVSKA

Organizers:

Institute of Low Temperature

and Structure Research of the

Polish Academy of Sciences
in Wroctaw

Conference topics:

eMolecular structure,
interactions and recognitions
eMolecular materials

eModelling - simulation

eBiological molecular systems

eNonlinear optical materials

Polish Academy of
Sciences the Wroctaw
Branch

eHydrogen - bonded ferroelectrics

sNanomaterials

Wroctaw Research Center
EIT+

Wroclawskie
Gentrum
Badail

Faculty of Chemistry
University of Wroctaw

Wroctaw - Kudowa Zdrdéj
17 - 21 09 2011

Information and registration:
polcmos2011@jint.pan.wroc.pl
http://hermes.int.pan.wroc.pl/polcmos2011/






Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sa u nas do nabycia
nastgpujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomosci Chemicznych”:

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

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

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

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

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

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

Skorygowana nomenklatura rodnikow, jonow, jonorodnikow i podobnych indywi-
duow chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokotowska i A. Wisniewski,
cena 15 zt

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

M. Zablocka-Malicka, Ruchliwosé¢ jonow w podwdjnych uktadach stopionych soli,
cena 8 zl.

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

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

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

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

Profesor Bogustawa Jezowska-Trzebiatowska. 1908—1991 w setnq rocznice uro-
dzin, cena 12,00 zl.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ 1, cena 17,50 zt.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czesé 11, cena 17,50 zt.

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

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

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



REGULAMIN DLA AUTOROW

,»Wiadomosci Chemiczne” publikuja artykuly przegladowe, dotyczace wszystkich dziedzin
chemii i weze$niej niedrukowane w innych czasopismach. Prace raz opublikowane w ,,Wiadomo$-
ciach Chemicznych”, bez zgody Redakcji, nie moga by¢ wydane gdzie indzie;j.

Tres¢ artykutéw powinna odpowiada¢ aktualnemu stanowi wiedzy i uwzglednia¢ najnowsze
osiagnigcia z dziedziny, ktorej artykut dotyczy.

,»Wiadomosci Chemiczne” nie przyjmuja do druku oryginalnych prac wiasnych. W wyjatko-
wych przypadkach moga zosta¢ wydane prace przegladowe dotyczace dorobku wtasnego autora
(np. nowo mianowanego profesora lub laureata waznej nagrody) albo prace podsumujace dorobek
Instytutu, Wydziatu itp. Zamiar ztoZenia takiego artykutu do druku powinien by¢ jednak wcze$niej
uzgodniony z Redakcja.

Ponadto w serii ,,Biblioteka Wiadomo$ci Chemicznych” publikowane sa prace, bedace z zato-
zenia dhuzszymi artykutami przegladowymi lub monografiami po§wigconymi waznym i aktualnym
problemom wspotczesnej chemii. Autorzy, ktdrzy chcieliby dla ,,Wiadomo$ci Chemicznych” taki
artykut napisa¢, powinni wczesniej skontaktowac si¢ z Redakcja 1 przesta¢ poczta elektroniczna
(e-mail: wehem@wchuwr.pl) lub zwykta informacjg zawierajaca tytut przygotowywanej publika-
cji oraz przyblizona liczbg stron, tabel i rysunkow itp.

W ramach nowej serii wydawniczej ,, WCh” pod nazwa ,,Habilitacje” moga by¢ publikowane
prace habilitacyjne z szeroko pojmowanego obszaru chemii. Zwazywszy, ze zgodnie z ustawa,
dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku bliskotematycznych publikacji, poprzedzonych omowieniem w jezyku polskim (tzw. autorefe-
ratem), Redakcja przewiduje drukowanie (rowniez w kolorach) obydwu tych wariantow. W zalez-
nosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa lub w przypadku specjalnych wymagan Autorow,
Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z Autorami lub Instytucjami zlecajacymi
druk.

Prace nalezy przesyta¢ do Redakcji poczta elektroniczna (e-mail: wehem@wchuwr.pl) oraz
réwnolegle — poczta zwykta (na adres: Redaktor Naczelny/Sekretarz Redakeji ,,Wiadomos$ci Che-
micznych”; ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroclaw), dwa egzemplarze jednostronnego wydruku
komputerowego publikacji z dotaczona ptyta CD, zawierajaca tekst, tabele 1 ilustracje.

Tekst powinien by¢ przygotowany w edytorze Word lub innym kompatybilnym z MS Office.
Artykuty nalezy opracowywac zwigzle 1 nie zamieszcza¢ nadmiaru szczeg6tow, odsylajac Czytel-
nika do pi$miennictwa oryginalnego, ktore powinno uwzglednia¢ najnowsze prace z dziedziny, kto-
rej dotyczy artykut.

Maszynopis nie powinien przekracza¢ 25 stron, wliczajac wykaz pismiennictwa w przypadku
krotkiego przegladu, lub 100 stron, w przypadku monografii przeznaczonej do druku w Bibliotece
,,Wiadomosci Chemicznych”. Strona powinna zawiera¢ 1800 znakow (razem ze spacjami), co przy
interlinii 1,5 oznacza 30 wierszy po 60 znakdéw oraz margines z prawej strony ok. 5 cm.

Na pierwszej stronie, pod tytutem polskim, nalezy umiesci¢ tytut w jezyku angielskim, nazwis-
ko(a) i adres autora(6w) oraz spis rozdziatow. Dalej powinno si¢ znalez¢ obszerne streszczenie
pracy w jezyku angielskim (do 2700 znakow, z cytowaniem piSmiennictwa i odsytaczami do tabel
i rysunkow w tekscie) oraz wykaz stow kluczowych, osobno w jezyku polskim i osobno w angiel-
skim. Redakcja prosi o przysytanie tekstow angielskich adjustowanych.

Na oddzielnej kartce prosimy dotaczy¢ krotka (do 150 wyrazéw) notke biograficzna, zawie-
rajaca tytuly naukowe i miejsca pracy oraz inne informacje wg uznania Autora/Autoréw, w tym
aktualne zdjgcie. Nadestanie tych informacji bgdziemy traktowac jako zgodg na ich publikacjg.

Rysunki (moga by¢ kolorowe, ale trzeba si¢ liczy¢ z doptata do druku) w formie wydruku
nalezy przesta¢ w dwoch egzemplarzach. Musza mie¢ odpowiednia formg graficzna, by w razie
potrzeby nadawaly si¢ do reprodukcji. Na odwrocie nalezy wpisa¢ otdwkiem nazwisko autora
i numer rysunku — ten sam, ktory w odpowiednim miejscu zostal wpisany w manuskrypcie. Na
osobnej stronie dotaczy¢ podpisy pod rysunki w jezyku polskim i1 angielskim. Osobno nalezy dota-



czy¢ ponadto jeden komplet wzordéw i schematdéw, narysowanych oddzielnie w formie nadajacej si¢
do reprodukcji. W wersji elektronicznej rysunki czarno-biate nalezy zapisa¢ w formacie .doc, .cdr,
Jjpg, -tif, .pdf, natomiast rysunki kolorowe — w formacie .jpg lub .tif. Rozdzielczo$¢ rysunkoéw
2300 dpi. Kazdy z rysunkow zapisa¢ w oddzielnym pliku.

Tabele nalezy ponumerowac cyframi arabskimi, a ich tytuty w jezyku polskim i angielskim
zapisa¢ nad tabelami.

Pismiennictwo nalezy zestawi¢ w kolejnoSci cytowania w teks$cie: powinno ono zawieraé
kolejno inicjaty imion i nazwisko, skrét tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wyda-
nia, tom podkreslony i numer pierwszej strony cytowanej pracy, przyktad: J. Kowalski, Wiad.Chem.,
2007, 61, 473. Wykaz skrotow wazniejszych czasopism chemicznych jest podany w ,,Wiadomos-
ciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jesli czg$¢ piSmiennictwa zebrana jest w monografiach lub
innych wydawnictwach, nie nalezy podawac szczegdélowo wykazu tego pismiennictwa, lecz cyto-
wac odnos$ne wydawnictwo.

O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Przed podjgciem decyzji wszyst-
kie prace sa przesytane recenzentom. Artykuly niezakwalifikowane do druku Redakcja zwraca,
zachowujac kopi¢ maszynopisu.

Autorzy zobowiazani sa do wykonania jednej korekty tekstu.

Autor wskazany w liscie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje droga elektroniczna
plik opublikowanej pracy w formacie pdf.

Redakcja
,»Wiadomosci Chemicznych”
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