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PRZEDM OWA

Niniejszy podrg¢cznik jest opracowaniem zagadnien omawianych w ramach zajeé
z ,,Technologii $rodkéw leczniczych”, prowadzonych ze studentami IV roku Wydzialu
Farmacji CM UJ. Zamierzeniem Autoréw nie jest wyczerpujace przedstawienie calej pro-
blematyki tematu, lecz jedynie zwrocenie uwagi Czytelnikow na réznorodnos$é zagadnien
zwigzanych z otrzymywaniem §rodkoéw leczniczych i produktow posrednich w ich syntezie,
prowadzonej metodami chemicznymi lub biochemicznymi.

Ksiazka obejmuje 3 zasadnicze czgséci. Czg$¢ A poswigcona jest metodom poszukiwa-
nia lekéw, B — ogdlnym sposobom ich otrzymywania, czgs¢ C — zawiera opis przyktadow
otrzymywania konkretnych srodkow leczniczych lub ich grup.

Na wstgpie nalezatoby wyjasni¢ termin ,,srodki lecznicze”. Rozumiane sa tu one jako
substancje chemiczne o strukturze odpowiadajgcej lekom, lecz jeszcze nie begdace lekami
z tego powodu, ze nie nadano im odpowiedniej postaci leku.

W cze$ci A zarysowano jedynie podstawowe tendencje zwigzane z poszukiwaniem
struktur biologicznie aktywnych. Problematyka jest bardzo szeroka, dlatego wybrano te
tematy, ktore pozwalaja zorientowac si¢ w ogdlnych kierunkach poszukiwan nowych lekow
poprzez racjonalne projektowanie i modelowanie struktur o przewidywanej aktywnosci
oraz na drodze bardziej przypadkowego przeszukiwania ogromnych zbioréw polaczen,
jakie umozliwia chemia kombinatoryczna.

Czgs¢ B omawia ogélne kwestie zwiazane z otrzymywaniem Srodkow leczniczych,
zwiazkow bedacych substratami w ich syntezie lub produktami posrednimi, z zastosowa-
niem metod chemicznych i biosyntezy. Kolejno przedstawiono jednostkowe operacje fi-
zyczne i chemiczne procesy jednostkowe, prowadzace do otrzymania okre§lonych zwiaz-
kéw chemicznych. W rozdziatach tych zasygnalizowano trudnos$ci zwiazane z synteza
zwiazkow chemicznych prowadzona na duza skalg — problemy wynikajace z koniecznosci
stosowania wlasciwej aparatury i odpowiedniego prowadzenia procesu technologicznego.
Omowienie poszczegolnych chemicznych proceséw jednostkowych zakonczono podaniem
kilku przyktadéw syntez lekow wraz z ich zastosowaniem.

Rozdziat poswigcony kondensacjom prostym i cyklizujacym jest omowieniem niezwy-
kle waznych przyktadow reakcji, prowadzacych do otrzymania substratow lub podstawo-
wych uktadéw chemicznych niezbgdnych w syntezie §rodkéw leczniczych.

Problem izomerii optycznej, zarbwno w chemii lekéw jak i zwiazkoéw biologicznie
czynnych, ma ogromne znaczenie. Stad odrgbny rozdzial poswiecono metodom otrzymy-
wania zwiazkéw chiralnych.

Metody biosyntezy oméwiono, uwzgledniajac procesy biotransformacji i przemian za-
chodzacych pod wplywem catych mikroorganizméw, postugujac si¢ przyktadem drozdzy
piekarskich. W opracowaniu tego tematu potozono szczegdlny nacisk na specyficznosé
przemian prowadzonych pod wplywem wyosobnionych enzyméw oraz enzymoéw calych
mikroorganizmow.
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Bardzo dynamicznie rozwijajaca si¢ w ostatnim okresie technologi¢ genowa (inzynie-
ri¢ genetyczng) i jej znaczenie w badaniach i produkcji farmaceutycznej omoéwiono nieco
szerzej, ze wzgledu na aktualno$é tego tematu oraz powszechnie przewidywany, a nawet
obserwowany juz, wzrost znaczenia tej technologii w farmacji.

Trzecia czg§¢é podrgcznika podaje przyklady zastosowania omoéwionych poprzednio
metod w rozwigzywaniu probleméw wystepujacych w produkeji konkretnych lekow (tech-
nologia kwasu acetylosalicylowego, insulina) Iub grup lekéw (przemystowe metody synte-
zy ksantyn, antybiotyki naturalne i syntetyczne, sposoby otrzymywania steroidow).

Aby ulatwi¢ korzystanie z podrgcznika, pragniemy zwroci¢ uwage na to, ze kazda
z trzech jego zasadniczych czgsci (A, B, C) posiada wlasng numeracj¢ rozdziatéw i podroz-
dzialéw, a kazdy rozdzial zaopatrzony zostat we wlasny wykaz literatury przedmiotu, od-
rebnie numerowany w tekscie (z wyjatkiem czgsci A, w ktorej dla obu rozdziatow literatura
podana jest tacznie).

Prezentowana ksiazka jest unikalnym opracowaniem traktujacym o problemach zwia-
zanych z poszukiwaniem i synteza srodkoéw leczniczych, uwzgledniajacym zarowno dawna
— obecnie juz trudno dostgpna — jak i najnowsza literaturg przedmiotu. Autorzy maja $wia-
domos¢ tego, ze przedstawienie problematyki jest niepelne, a doboér tematow zapewne
dyskusyjny. Stad prosba do Czytelnikéw o krytyczne uwagi, ktore pozwolityby w przyszio-
$ci unikna¢ popetnionych bledéw i udoskonali¢ t¢ formeg pomocy dydaktyczne;.

Mamy nadziejg, ze podre¢cznik ten, adresowany zasadniczo do studentdéw farmacji,
znajdzie czytelnikow takze wsrdd osob studiujacych inne, spokrewnione z nig kierunki.



CZESC A. METODY POSZUKIWANIA LEKOW






I. PROJEKTOWANIE ZWIAZKOW BIOLOGICZNIE CZYNNYCH

Poszukiwanie nowych lekow i nowych pestycydow jest jednym z najintensywniej roz-
wijajacych si¢ obszarow dziatalnosci czlowieka. Statystyka wykazuje, ze wprowadzenie na
rynek nowego leku Iub pestycydu wymaga uruchomienia programu badawczego, w ktorym
ponad 10000 substancji chemicznych poddanych zostanie odpowiednim testom biologicz-
nym. Koszt takiego programu wynosi §rednio okoto 150 milionéw dolaréw. Olbrzymia
czgs$¢ nakladoéw finansowych na te badania koncentruje si¢ jednak w zaledwie kilku krajach
— USA, Niemcy, Szwajcaria, Wielka Brytania, Japonia i Francja. W konsekwencji kraje te
sa najwigkszymi producentami i eksporterami lekéw i pestycydow, a inwestycje na badania
zZwracaja si¢ z nawiazka.

W programie badan mozna wyr6zni¢ cztery etapy:

6000 — 15000 5-15 1-2
substancji chemicznych substancji chemicznych substancji
chemicznych

Plan badawczy;
| zdefiniowanie obiektu badan

Synteza chemiczna i/lub
izolacja nowych zwigzkéw

Etap | naturalnych
Skrining -]

Optymalizacja struktury
substancji wiodacej

Badania toksykologiczne,
podstawowe badania biologiczne
(mechanizm dzialania, odpornos¢,
Etap Il mutacje, inZynieria genetyczna itp.)

Tolerancja leku
Zagrozenie Srodowiska
przez pestycydy

I

1 [ Efektywnosé srodka )

Badania kliniczne
Etap m lub polowe |

Patentowanie
i rejestracja srodka

Przygotowanie technologii ]

Et%lp v L

Produkcja

Sprzedaz

4-6 3-4 2-3
lat lata lata

Rys. 1. Etapy programu poszukiwan nowego leku lub pestycydu
[wg P. Kafarski, B. Lejczak: Chemia bioorganiczna, Wydawnictwo Naukowe PWN, 1994]

I.1. Poszukiwanie substancji wiodacej i optymalizacja jej struktury

Substancja wiodaca to zwigzek chemiczny, otrzymany na drodze syntezy lub tez wyi-
zolowany ze zrddel naturalnych, ktory wykazuje pozadane, uzyteczne wlasciwosci biolo-
giczne. Substancj¢ taka znajduje si¢ przez mniej lub bardziej przypadkowe badanie wiasci-
wosci nowych zwiazkéw chemicznych, czyli tzw. skrining; badz tez poprzez racjonalne
projektowanie substancji o z gory zatozonych wilasciwosciach biologicznych.
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Skrining jest procesem, w ktorym substancje chemiczne, syntetyczne czy tez wyizo-
lowane ze zrodel naturalnych poddaje si¢ standardowym badaniom biologicznym. Szanse
na sukces w postaci odkrycia nowego srodka, zaleza tu zaré6wno od réznorodnosci struktu-
ralnej badanych potaczen chemicznych, jak i od jakosci i prostoty testow biologicznych.

Racjonalne poszukiwanie srodkdéw biologicznie czynnych polega na takim projekto-
waniu budowy zwiazku, aby oddziatywal on z odpowiednio wybranym ligandem czy re-
ceptorem biologicznym. Wymaga to jak najpetiejszej wiedzy o uktadzie biologicznym, dla
ktorego projektuje sig efektor.

Procesem $cisle powiazanym z poszukiwaniem substancji wiodacej jest optymalizacja
jej struktury, tj. poszukiwanie takiego jej analogu strukturalnego, ktéry wykazywalby ko-
rzystniejsze wlasciwosci niz substancja wzorcowa (wiodaca). Jest to wigc proces polegaja-
cy na wykorzystaniu wiedzy o tym, jakim zmianom strukturalnym substancji wiodace;j
odpowiadaja korzystne zmiany wlasciwosci biologicznych. Metody optymalizacji bardzo
czgsto polegaja na matematycznym modelowaniu zalezno$ci migdzy struktura chemiczna
substancji a ich aktywnoscia biologiczna. Celem tych badan jest otrzymanie nowych, lep-
szych lekow lub pestycydow z wykorzystaniem poprzedniej generacji tychze jako substan-
cji wiodacych.

Oba typy badan, poszukiwanie substancji wiodacych i modyfikacje ich struktury, sta-
nowia wraz ze skriningiem pierwszy etap programu. Badania te moga by¢ prowadzone
réwnolegle, a wnioski z nich wynikajace wptywaja na oba kierunki poszukiwan.

Metoda syntezy w poszukiwaniu substancji wiodacych

2-butyno-1,4-diol w reakcji z fosgenem daje uzyteczny substrat do syntez wielu pota-
czen heterocyklicznych. Wykorzystano to w laboratorium firmy BASF, otrzymujac nowe
serie potaczen liczace po 10-20 zwiazkow. Po poddaniu ich skriningowi okazato sig, iz
jeden z otrzymanych zwiazkow wykazuje znaczng aktywnos$¢ hipertensyjna.

OH
Cl o)
‘ ‘ CoCl, J
—
Cl

OH

OH
NHNH,

1) H,

OCH3 0
ﬁ@g o, o £
N <) (CH30),80; R
H,oN N Cl N

Rys. 2. Przyktad syntezy substratu dla wielu nowych potaczen heterocyklicznych



Zwiazki naturalne jako substancje wiodace

Drugim, obok nowych syntez chemicznych, zrodtem substancji wiodacych sg produkty
izolowane ze zrodet naturalnych. W tabeli 1 zebrano reprezentatywne przyktady substancji
naturalnych o znaczeniu praktycznym.
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Tabela 1

Przyktady leczniczych i pestycydowych substancji naturalnych [wg 1]

Pochodzenie substancji Zwiazek naturalny Aktywnosé

Rosliny chinina przeciwmalaryczna
rezerpina hipotensyjna
kodeina przeciwkaszlowa
digitalis leczy niewydolnos¢ serca
pyretroidy insektycydowa
azadirachtyny antyfidanty

Mikroorganizmy penicylina przeciwbakteryjna
streptomycyna przeciwbakteryjna
adriamycyna przeciwrakowa
bialaphos herbicydowa

Zwierzgta statocieplne steroidy przeciwzapalne

antykoncepcyjne

insulina leczenie cukrzycy

Organizmy morskie

prostaglandyny
(z koralowcow)

przeciwzawatowe

Racjonalne projektowanie struktur wiodacych. Mozliwo$¢ dobrego projektowania
struktur o zatozonej aktywnosci pojawia si¢ dopiero wtedy, gdy dziatanie biologiczne roz-
patruje si¢ na poziomie molekularnym, czyli na poziomie oddzialywania czasteczek z re-
ceptorami biatkowymi, a zwlaszcza z enzymami.

WIAZANIE
W KOMORCE

RECEPCJA, WCHLANIANIE
TRANSPORT

DYSTRYBUCJA
W ORGANIZMIE,
DOCIERANIE DO

MIEJSC
DZIALANIA

A

4

ODDZIALY WANIE
Z RECEPTOREM

/
EFEKT

METABOLIZM

WYDALANIE

Rys. 3. Czynniki wplywajace na efektywno$¢ dziatania substancji wiodacej [wg P. Kafarski, B. Lejczak: op. cit.]
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Znalezienie substancji skutecznie oddziatujacej z wybranym receptorem komérkowym nie
daje jeszcze gwarancji na to, ze ta substancja bedzie miata dobre, pozadane wlasciwosci
biologiczne. Mimo ze oddzialywanie z receptorami stanowi bezposrednia przyczyne efektu
biologicznego, to na efekt ten wplywa jeszcze wiele innych czynnikéw wymienionych na
rys. 3. Do dyskwalifikacji nowej substancji wiodacej wystarczy bowiem niekorzystne dzia-
fanie ktoregokolwiek z przedstawionych czynnikow.

I.2. Teoria analogii strukturalnej

Przed 1900 rokiem znano tylko 3 zdefiniowane substancje chemiczne uzywane w lecz-
nictwie: rte¢ (do leczenia syfilisu), chining (srodek przeciw malarii) oraz ipekakuang (prze-
ciw biegunce). Wspolczesna terapia narodzita si¢ z pracami niemieckiego biologa Paula
Ehrlicha, ktory, poszukujac mineralnego leku, zainicjowat szeroko pojety skrining. Bada-
niom poddal gtéwnie barwniki, wychodzac z zatozenia, ze jesli uzywa sig ich do selektyw-
nego barwienia bakterii, to musza one w jaki§ sposob oddziatywaé. Szeséset szdstym
z testowanych zwiazkéw byta odkryta w 1909 roku pochodna arsenu nazwana salwarsa-
nem, stosowana potem przez wiele lat do leczenia syfilisu. O odkryciu naukowym decyduje
czgsto przypadek, $wiadczy o tym historia sulfonoamidéw. Leczac cigzkie zakazenie pa-
ciorkowcem u swojej corki, niemiecki lekarz Gerhard Domagk zdecydowat sig zastosowac
barwnik o nazwie prontosil. Pozytywny skutek tej terapii spowodowat intensywne badania
i rok pozniej stwierdzono, ze nie prontosil jest substancja dziatajaca, a jego produkt hydro-
lizy w organizmie ludzkim — sulfanilamid.

N
H,N
N \©\
NH, SO,NH,

SO,NH,

prontosil sulfanilamid

T
213 R

I I I
PABA

Rys. 4. Przyktad analogii strukturalnej w grupie sulfonamidow

Zwiazek ten konkuruje z kwasem PABA w procesie biosyntezy kwasu foliowego. Sulfanil-
amid jest pierwszym przyktadem niezwykle skutecznego antagonisty metabolicznego, ktory
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konkuruje z naturalnym substratem i zajmuje jego miejsce w centrum wiazacym enzym. Ten
sulfanilamid jest pierwszym przyktadem analogu strukturalnego, gdyz jego dzialanie anty-
bakteryjne jest spowodowane podobienstwem do kwasu p-aminobenzoesowego.

Rozmiar grupy sulfonamidowe;j jest nieomal ten sam, co rozmiar grupy karboksylowe;j.
Takze rozktad gestosci elektronowej w obu zwiazkach jest bardzo zblizony. Podobiefstwo
strukturalne, w tym podobny rozktad tadunku, nosi nazweg analogii izopolarnej lub izoelek-
tronowe].

O OH
O
NH, OH
t g
H O
s ]ﬁcm
metotreksat
O OH
O

meﬁ I Oy

kwas foliowy

H;C 0] 0]
HO
NH NH
0 2 HO 2
a-metylodopa dopa

Rys. 5. Przyktady analogii strukturalnej w innych grupach zwiazkéw

Przy projektowaniu analogow strukturalnych substancjami wiodacymi sa substraty re-
akcji enzymatycznych, hormony lub neuroprzekazniki. Zasada jest dokonywanie w obrgbie
tych czasteczek niewielkich zmian, ktére powoduja, Ze analog jest w tym podobny do sub-
stratu, iz mozliwe jest jego oddziatywanie z wybranym receptorem. Przykladami lekow,
ktore zostaty zaprojektowane wedlug tej metody, sa metotreksat i a-metylodopa.

1.3. Modelowanie zaleznos$ci migdzy chemiczna budowg czasteczek a ich aktywnoS$cia
biologiczna

Optymalng droga, pozwalajaca na przewidywanie aktywnosci biologicznej okreslone-
go zwiazku byloby oczywiscie opracowanie teorii oddziatywania zwiazku z receptorem na
poziomie molekularnym. Nie jest to jednak w petni mozliwe i dlatego jedna z podstawo-
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wych metod stanowia proby korelowania i modelowania zaleznosci migdzy struktura

zwiazku a jego aktywnoscia. Istnienie takiej korelacji zauwazyt juz 90 lat temu Emil Fi-

scher, porownujac enzym i jego substrat do zamka i klucza. Jednak proby ilosciowego

analizowania tych zaleznosci licza zaledwie 25 lat i rozpoczgly je prace C.Hanscha,

T. Fyjity, S.M. Free i J.W. Wilsona. Opracowane przez nich i ich nastgpcéw metody znane sa

pod nazwa QSAR (quantitative structure — activity relationship). Metody QSAR polegaja

na znalezieniu odpowiednich parametrow opisujacych wilasciwosci fizykochemiczne cza-

steczki 1 okresleniu, za ich pomoca, przewidywanej aktywnos$ci biologicznej czasteczki.

Hansch i1 Fujita postawili hipoteze, ze w dziataniu biologicznym mozna wyrézni¢ dwa

procesy. Pierwszy to wedrowka zwiazku od miejsca podania do miejsca dziatania. Drugi to

reakcje chemiczne w miejscu dziatania. Punktem wyjscia do konstrukcji takiej zaleznosci

byly przyjete przez Hanscha i Fujitg podstawowe zatozenia:

e wlasciwos$ci czasteczki odpowiedzialne za aktywno$¢ biologiczna sa reprezentowane
przez mierzalne parametry fizykochemiczne,

e aktywnos$¢ biologiczna jest wlasciwos$cia mierzalna,

e mechanizm dziatania wszystkich zwiazkoéw nalezacych do tej samej klasy jest taki
sam,

e relacja pomigdzy reprezentowanymi przez wlasciwosci fizykochemiczne parametrami
strukturalnymi a mierzona aktywnoscia biologiczna moze by¢ opisana prostym mode-
lem matematycznym.

Naukowcy wykorzystali informacje i1 hipotezy dotyczace wplywu niektérych parame-
trow fizykochemicznych na aktywno$¢ biologiczna niektorych klas zwiazkow. Glownie
wykorzystali fakt, ze aktywno$¢ lekow narkotycznych rosnie ze wzrostem ich charakteru
lipofilowego, osiaga maksimum, a nastgpnie maleje. Zalozyli, ze jedynie zwiazki o opty-
malnych wiasciwo$ciach hydrofilowo-hydrofobowych sa zdolne do przekroczenia jednej
lub wielu bton biologicznych i osiagnigcia receptora w odpowiednim st¢zeniu.

L.4. Analiza konformacyjna

Niezwykle waznym czynnikiem w oddziatywaniu zwiazku z receptorem jest trojwy-
miarowy ksztalt czasteczki. Dokladna znajomos$¢ ksztattu czasteczki, a w przypadku cza-
steczek konformacyjne labilnych informacja o prawdopodobienstwie wystepowania po-
szczegolnych konformerow, jest bodajze najwazniejszym czynnikiem pozwalajacym na
wyjasnienie sposobu oddzialywania zwigzku z receptorem. Taka mozliwo$¢ stwarzaja
techniki komputerowego projektowania struktur i grafika molekularna, czyli techniki wy-
korzystujace grafike komputerowa, statystyke, mechanike molekularng i mechanike kwan-
towa. Zastosowanie technik komputerowych do optymalizowania struktur wiodacych po-
zwala na:

e doktadne przedstawienie struktury chemicznej zwiazku zalezne tylko od poziomu
wiedzy, a nie od sposobu jej przedstawienia, np. na plaskim rysunku, czy w postaci
modelu fizycznego,

e latwe obliczanie parametréw geometrycznych czasteczek,

¢ nakladanie na siebie dwu i wigcej struktur czasteczek w celu znalezienia réznic i podo-
bienstw struktur,

e latwe przechowywanie danych.

Analiza konformacyjna jest jednym z etapow, ktory pozwala na zrozumienie jak prze-
strzenna budowa czasteczki wptywa na jej aktywno$¢ biologiczna. W celu okreslenia kon-
formacji czasteczek stosowane sa w zasadzie trzy metody: rentgenografia w fazie krysta-
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licznej, badania technika magnetycznego rezonansu jadrowego w roztworze i obliczenia
energii wszystkich konformeréw czasteczki metodami kwantowo-mechanicznymi lub me-
todami mechaniki molekularnej. Konformacja czasteczki w krysztale jest jedna z mozli-
wych niskoenergetycznych (niekoniecznie o najnizszej energii konformacji), przy ktorej
powstawaniu maja udziat rowniez i efekty wynikajace z upakowania czasteczek w kryszta-
le. Uprzywilejowana konformacja czasteczkowa w roztworze wodnym lub chloroformo-
wym, znajdowana za pomocg magnetycznego rezonansu jadrowego, wcale nie musi by¢ ta,
ktora jest wigzana w centrum wigzacym receptora. Im wigkszy jest udzial w mieszaninie
konformeru preferowanego przez receptor, tym silniejszy jest efekt biologiczny. Za pomoca
analizy konformacyjnej znaleziono dwa neuroleptyki, np. benperidol i lek, bedacy inhibito-
rem enzymu konwertujacego angiotensyng — cilazapril.



II. CHEMIA KOMBINATORYCZNA

W dziedzinie poszukiwania lekow ostatnimi laty pojawita si¢ nowa metoda combinato-
rial synthesis— synteza kombinatoryczna.

Synteza kombinatoryczna polega na rownoczesnym prowadzeniu syntezy wiclkiej
liczby zwiazkow w iloSciach submikro dla poddania ich badaniu, czy znajduja si¢ wsrod
nich zwiazki wykazujace dziatanie na okreslone receptory komérkowe. Badania wykazuja-
ce istnienie dziatania na dany receptor (dzialanie antagonistyczne, badz agonistyczne) pro-
wadzone sa metodami immunofluorescencyjnymi lub metodami radioimmunologicznymi
z uzyciem ligandow znakowanych trytem [H’], jodem [J'*°] badz fosforem [P**], co pozwa-
la na uzycie w eksperymencie bardzo matlych ilosci substancji (max rz¢du pikomoli) dla
stwierdzenia istnienia dziatania danego rodzaju. Z niektoérych doniesien wynika, ze uzycie
metod immunoluminescencyjnych z zastosowaniem lucyferazy pozwala na uzyskanie wy-
nikow przy zastosowaniu femtomoli badanej substancji.

W chemii kombinatorycznej zar6wno proces syntezy, jak i badanie aktywno$ci farma-
kologicznej sa wysoce zautomatyzowane i sterowane przy zastosowaniu maszyn cyfro-
wych, czyli komputerow. Takie postgpowanie pozwala na wstepne przebadanie tysigcy
i dziesiatkow tysigcy zwiazkow, zatem liczby dotychczas niewyobrazalnej, zastuguje wigc
na okreslenie go jako narzgdzia, ktdére moze zrewolucjonizowac badania nad lekami. Spo-
sob tworzenia kombinatorycznych kolekcji (bibliotek) zwiazkéw poddawanych pozniej
testom jest dos¢ prosty. Wykorzystujemy standardowe reakcje chemiczne, dzigki ktorym ze
zbioru elementéw wyjsciowych powstaja mozliwie wigksze struktury.

Poszukiwacze lekow maja do dyspozycji dwie podstawowe techniki kombinatoryczne.

I1.1. Synteza réwnolegla

Po raz pierwszy zastosowat ja w potowie lat osiemdziesiatych H. Mario Geysen, zwia-
zany obecnie z firmg farmaceutyczng Glaxo Wellcome.

Produkty uzyskiwane technika syntezy rownoleglej powstaja w oddzielnych naczy-
niach reakcyjnych. Aby ufatwi¢ sobie zadanie, chemicy stosuja czgsto tzw. ptytke mikro-
miareczkowa, czyli plastikowy arkusz z wglgbieniami o pojemnosci kilku mililitrow usze-
regowanymi w 8 rzedow i 12 kolumn. Tutaj zachodza reakcje chemiczne. Tablicowe upo-
rzadkowanie odczynnikoéw jest utatwieniem w przygotowaniu mieszanin reakcyjnych oraz
identyfikacji pobieranych produktow.

Aby otrzymacé np. serig¢ amidow przez laczenie 8 niektdrych amin z 12 kwasami kar-
boksylowymi, nalezy wkropli¢ pierwsza aming do studzienek w pierwszym rzedzie, druga
do drugiego itd., a nastgpnie doda¢ kwasy karboksylowe, kazdy z nich do jednej z dwuna-
stu kolumn. Z 20 elementéw mozna zatem w ten sposob otrzymac biblioteke 96 réznych
zwigzkow chemicznych. Syntez¢ kombinatoryczna chemicy zaczynaja czesto od przytacze-
nia pierwszego zestawu elementow do chemicznie obojetnych mikroskopijnych peretek
polistyrenowych. Nieprzercagowany material jest odmywany po kazdej reakcji, pozostaja
jedynie zakotwiczone produkty. Korzysci ptynace z tatwego oczyszczenia przewazaja nad
komplikacjami zwigzanymi z konieczno$cia osadzenia zwiazkow w podtozu i pdzniejszego
ich uwalniania.



I etap

Woelebienie ptytki mikromiareczkowej wy-
petnia si¢ zawiesing obojgtnych chemicznie
peretek polistyrenowych (kotka). Typowa
ptytka zawiera 8 rzedow i 12 kolumn, czyli
96 mikrostudzienek; jej fragment przedsta-
wiono obok.

II etap

Do zawiesiny polistyrenowych pereltek
dodaje si¢ pierwszy zestaw czasteczek
(kwadraty) — klasa A, tak aby Al znalazty
si¢ w pierwszym rzedzie, A2 w drugim itd.
Nastgpnie przefiltrowuje si¢ zawarto$é
wszystkich studzienek w celu oddzielenia
nieprzereagowanych odczynnikow.

III etap

Dodaje si¢ drugi zestaw czasteczek — klasa
B (trojkaty). B1 wkrapla si¢ do pierwszej
kolumny, B2 do drugiej itd. Nastgpnie
prowadzi sig filtrowanie w celu oddzielenia
nieprzereagowanych odczynnikow.

IV etap

Po skompletowaniu 96-elementowej biblio-
teki odfacza si¢ koncowe produkty od poli-
styrenowego podtoza. Nastgpnie poddaje sig
je prébom na aktywnos¢ biologiczna.
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Rys. 1. Etapy syntezy rownolegtej [wg M.J. Plunkett, J.A. Ellman: Chemia kombinatoryczna, Swiat Nauki, 1997, 6]
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Rutynowe operacje w syntezie rownoleglej, takie jak wkraplanie odczynnikéw do od-
powiednich studzienek, w wielu laboratoriach wykonuje si¢ wyspecjalizowanym robotem.
Dzigki temu proces staje si¢ doktadniejszy i mniej pracochtonny. Pierwszy robot syntetyzu-
jacy 40 nowych zwiazkow jednocze$nie powstal w firmie Parker-Davis, 1000 nowych
substancji dziennie produkuje robot w firmie Ontogen.

Czas potrzebny do zakonczenia syntezy rownoleglej zalezy od liczby produkowanych
zwiazkow 1 jej podwojenie wydtuza czas niemal dwukrotnie. Te praktyczne wzgledy ogra-
niczaja wielkos$¢ tworzonych bibliotek najwyzej do kilkudziesigciu tysigcy zwiazkow che-
micznych.

I1.2. Metoda split-and-mix

Metoda split-and-mix (dziel i mieszaj) zaproponowana zostata w koncu lat osiemdzie-
siagtych przez A. Furka (Advanced Chem-Tech, Louisville, Kentucky).

Technika ta w jednym naczyniu otrzymujemy mieszaning wielu produktow. Dzigki
temu potrzeba mniej naczyn reakcyjnych, a liczba produktéw ro$nie nawet do kilku milio-
now. Cena za to sa jednak trudnosci z identyfikacja i testowaniem biologicznej aktywnoS$ci
poszczegdlnych zwiazkéw w ztozonych mieszaninach. W metodyce ,,podziat i mieszanie”
w pierwszym cyklu peretki dzieli si¢ na 3 lub wigcej réznych czeéci i kazda czes$¢ poddaje
si¢ w odregbnym naczyniu reakcji z okreslonymi pétproduktami A, A,, As. Po zakonczeniu
cyklu perelki sa taczone razem, zostaja dobrze wymieszane i ponownie podzielone na 3 lub
wigcej roznych czesci, z ktorych kazda poddaje si¢ ponownie reakcji z poétproduktem B,
B,, Bs. Otrzymuje sig zbior peretek, do ktorych dotaczone jest 9 roznych zwiazkow. Pono-
wienie cyklu daje 17 réznych zwiazkow, nastgpnie 81 itp. Zaklada sig, Ze na pojedynczej
peretce powinno by¢ 100-200 pikomoli $cisle okreslonego zwiazku, oczyszczonego, jednak
o nieznanej strukturze.

Aby wyloni¢ najcenniejsze z nich, nalezy bada¢ $rednia aktywnos$¢ kolejnych miesza-
nin. Pézniej, stosujac rézne techniki, dedukuje si¢, ktory z ,,kombinatorycznych” produk-
tow obecnych w najbardziej aktywnej mieszaninie ma pozadane wtasciwosci biologiczne.
Podczas syntez opartych na dzieleniu i mieszaniu trudno zidentyfikowac konkretng aktyw-
na substancjg, ktora kryje si¢ w ztozonej miksturze. Do identyfikacji substancji aktywnej
stosuje si¢ czule metody analityczne, badZ mozna postuzy¢ si¢ metoda oznaczenia pereltek
chemicznymi ,,etykietkami” — swego rodzaju kod kreskowy, z ktérego mozna odczytac
histori¢ dodawania kolejnych odczynnikéw. Odczytanie etykiety jest jednoznaczne z iden-
tyfikacja zakotwiczonych substancji. Mimo wszystko klopoty z identyfikacja zwiazkow sa
powazne, dlatego wigkszo$¢ firm poprzestaje dzi$ raczej na syntezie rownoleglej.

I1.3. Biblioteki lekow

Obie metody syntezy kombinatorycznej debiutowaly jako sposob tworzenia peptydow.
Czasteczki te, cho¢ bardzo istotne dla organizmu, nie sa zbyt przydatne jako leki, poniewaz
rozktadaja si¢ w jelitach, trudno si¢ wchianiaja w Zzotadku i szybko znikaja z krwiobiegu.
Roéznorodnos¢ zastosowania benzodiazepin sprawita, ze leki te byly pierwsza grupa zwiaz-
koéw, w ktorej poszukiwano nowych lekéw metodami chemii kombinatorycznej. W 1992
roku Ellman i Bunin z University of California w Berkeley przedstawili sposéb syntezy
benzodiazepin na podtozu stalym. Otwarto w ten sposdb droge do tworzenia bibliotek za-
wierajacych tysiace potencjalnie uzytecznych pochodnych.



I etap

Do probéwek, wypetnionych zawiesing obo-
jetnych chemicznie kulek polistyrenowych
(kotka), dodaje sig pierwszy zestaw czaste-
czek klasy A (kwadraty), tak aby w pierw-
szej znalazl si¢ zwiazek Al, w drugiej A2
itd.

II etap

W jednym naczyniu miesza si¢ zawarto$é
wszystkich probowek.

III etap

Mieszaning dzieli sig¢ na trzy réwne czgsci.
Nastepnie dodaje sig¢ drugi zestaw czaste-
czek klasy B (trojkaty), wkrapla si¢ B1 do
pierwszej probowki, B2 do drugie;j itd.

IV etap

Odfiltrowuje si¢ nieprzereagowane odczyn-
niki, oddziela gotowe zwiazki od peretek
polistyrenowych. Czgsto bada sig¢ zawartos$¢
kazdej z probéwek w celu okreslenia $red-
niej aktywnosci biologicznej mieszanin.
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Rys. 2. Etapy syntezy ,,dziel i mieszaj” [wg M.J. Plunkett, J.A. Ellman: op. cit.]
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Najtrudniejszym zadaniem podczas projektowania syntez kombinatorycznych jest wy-
branie warunkoéw eksperymentalnych, gwarantujacych minimalizacj¢ reakcji ubocznych,
a tym samym niski poziom zanieczyszczen. Optymalizacja wszystkich parametréw pozwo-
lita metoda rownoleglej syntezy wytworzy¢ 11200 zwiazkéw w ciagu zaledwie dwoch
miesi¢cy. Okazalo sig, ze biblioteka ta zawiera kilka potencjalnych lekow:

e jedna z pochodnych benzodiazepiny zostata zidentyfikowana jako inhibitor enzymu
zaangazowanego w powstawanie raka okreznicy i w osteoporoze,

e druga pochodna benzodiazepiny — hamuje oddzialywanie jednoniciowego DNA
z przeciwciatami, ktore moga byé przyczyna uktadowego tocznia rumieniowatego.

Szukajac $rodka przeciw bolom migrenowym, chemicy firmy Eli Lilly postuzyli si¢
synteza rownolegla. Dysponowali substancja wyjsciowa, ktora chetnie taczyta si¢ z doce-
lowa struktura biochemiczna (receptorami). Obawiano si¢ jednak niepozadanych efektow
ubocznych, wykazywata ona bowiem takze silne powinowactwo do innych, pokrewnych
receptorow. Po zsyntetyzowaniu okoto 500 pochodnych tej substancji wyselekcjonowano
obiecujacy lek, poddawany obecnie testom klinicznym.
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[. JEDNOSTKOWE OPERACIJE FIZYCZNE

Srodki lecznicze produkowane sa na drodze syntezy chemicznej, przez wyodrebnienie
z surowcow roslinnych i zwierzgcych oraz metodami biotechnologii. Produkcjg leku opra-
cowuje si¢ najpierw na skal¢ laboratoryjna, celem dobrania metody dajacej najlepsza wy-
dajnos¢ przy uzyciu najtanszych surowcdw, ustalenia optymalnych parametrow temperatu-
ry, ci$nienia, st¢zenia substratéw itd. Reakcje wykonuje si¢ w typowej szklanej aparaturze
laboratoryjnej. Nastepnie przeprowadza si¢ badania w aparaturze ¢wier¢ lub poéttechnicz-
nej, a w koncu w aparaturze technicznej. Przejscie z matej skali produkcji na duza, z za-
chowaniem tych samych warunkoéw reakcji, nie jest proste. Powigkszenie n razy produkcji
wymaga w przyblizeniu zwigkszenia n’ razy pojemnosci reaktorow, wzrasta rowniez ilosé
wywiazujacego si¢ ciepla i powstaja problemy z jego odprowadzeniem. W $wietle walki
o zachowanie czysto$ci srodowiska duze znaczenie ma utylizacja produktéw ubocznych.
Czynnosci przemystowe mozna podzieli¢ na:
e jednostkowe procesy chemiczne (str. 42),
e jednostkowe operacje fizyczne.
Produkcja lekéw wymaga specjalnej aparatury przemystowej, ktora sktada sig z:
a) reaktorow, w ktorych prowadzi sig¢ jednostkowe procesy chemiczne (np. sulfonowanie,
nitrowanie, chlorowcowanie itd.),
b) maszyn i urzadzen, w ktérych prowadzi si¢ proste i bardziej ztozone operacje fizyczne
(np. destylacje, krystalizacjg itd.).
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Rys. 1. Reaktor z mieszadtem kotwicznym: 1 — mieszadto
[wg J. Tutecki: Aparaty i maszyny przemystu farmaceutycznego, PZWL, 1967]

Reaktory sa to kotty zbudowane z zeliwa lub stali, z pokrywa, systemem grzejnym lub
chtodzacym i mieszadlem.

Zespot reaktoréw, maszyn i urzadzen potrzebnych do wyprodukowania jakiego$ pre-
paratu nazywamy instalacja przemystowa (aparatura).

Aparatura przemystowa zbudowana jest z materialow odpowiadajacych specjalnym
wymaganiom natury chemicznej (odporno$¢ na dziatanie zwiazkow chemicznych, obojet-
no$¢) i fizycznej (odporno$¢ na dziatanie temperatury, ci$nienia, dobre lub zte przewodnic-
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two ciepta, trwato$¢ mechaniczna). Szczegdlne znaczenie ma odporno$é na korozjg. Naj-
czgdciej stosowanym materialem jest zeliwo (stop zelaza z weglem — 2,5-4,5%), czgsto
z dodatkiem niklu, chromu, molibdenu oraz wolframu. W ochronie przed korozja reaktory
zeliwne pokrywa si¢ emaliami (najczesciej ze szkla borootowiawego). Do budowy aparatu-
ry uzywa sig rowniez stali (stop zelaza z mniejsza ilo$cig wegla — do 1,7%), ktore zawieraja
rowniez domieszke metali uszlachetniajacych (nikiel, chrom, wanad, wolfram, molibden).
Najczesciej stosowane sg stale chromoniklowe (18% chromu, 8% niklu, 0,1% wegla) bar-
dzo odporne na korozj¢ i dziatanie mechaniczne. Z innych metali stosowane sa: miedz,
aluminium, cyna, cynk, srebro oraz tantal (bardzo odporny, ale drogi metal). Z materiatow
niemetalicznych stosowana jest porcelana, kamionka, szklo, drewno, tworzywa sztuczne
(np. polichlorek winylu, teflon).

Do wazniejszych proceséw fizycznych zaliczamy: rozdrabnianie, transport, ogrzewa-
nie i chlodzenie, mieszanie, oddzielanie cial statych od cieczy, destylacje, krystalizacje,
sublimacjg, ekstrakcjg, adsorpcjg, absorpcje, suszenie.

Nizej krotko omawiamy kilka najwazniejszych proceséw fizycznych i przedstawiamy
schematy aparatury, w ktorych sa wykonywane.

L.1. Ogrzewanie

Wigkszo$¢ reakcji chemicznych wymaga podwyzszonej temperatury. Ogrzewanie
w przemysle prowadzi si¢ réznymi sposobami: gazami spalinowymi, para wodna nasycona
lub przegrzana, wysokowrzacymi cieczami, elektrycznie. Ogrzewanie nasycona para wod-
na moze by¢ prowadzone bezprzeponowo np. za pomocg betkotki.

:ﬁ:<—
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Rys. 2. Ogrzewanie bezprzeponowe: 1 — betkotka, 2 — doprowadzenie pary
[wg L. Kuczynski: Technologia srodkéw leczniczych, PZWL, 1963]
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Do ogrzewania przeponowego stuza ptaszcze parowe, wezownice, podgrzewacze wielo-
rurkowe.

v

Rys. 3. Reaktor z ptaszczem parowym: 1 — doprowadzenie pary, 2 — odprowadzenie kondensatu, 3 — pokrywa,
4 — korpus aparatu, 5 — ptaszcz parowy, 6 — wspornik, 7 — garnek kondensacyjny [wg L. Kuczynski: op. cit.]

Rys. 4. Reaktor z wgzownica: 1 — doprowadzenie pary grzejnej, 2 — odprowadzenie kondensatu
[wg L. Kuczynski: op. cit.]

1.2. Chlodzenie

Chtodzenie w przemysle farmaceutycznym jest rOwnie wazne jak ogrzewanie. Reakcje
egzotermiczne wymagaja odprowadzenia ciepta. Szereg proceso6w chemicznych wymaga
niskich temperatur (np. diazowanie, sulfonowanie). Jako $rodek chlodzacy stosuje si¢ wo-
de, zimne powietrze, solanke chtodnicza, mieszaniny ozigbiajace (np. 16d + sol kuchenna).
Podobnie jak przy ogrzewaniu rozrézniamy chtodzenie bezprzeponowe i przeponowe. Do
bezprzeponowego chtodzenia gazéw shuza skrubery. Sa to wieze metalowe lub ceramiczne
zraszane od gory woda chtodzaca. Gaz wprowadzany jest u dotu skrubera. Skrubery maja
wypelnienie, zwigkszajace powierzchni¢ styku gazu i wody. Jako wypehienie stosuje si¢
tzw. pierscienie Raschiga i siodetka Berla.
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Rys. 5. Skruber: 1 — doprowadzenie wody, 2 — odprowadzenie wody, 3 — doprowadzenie par,
4 — odprowadzenie gazow, 5 — wypehienie skrubera, 6 — potki, 7 — ruszt, 8 — sito [wg L. Kuczynski: op. cit.]

Rys. 6. Wypetnienie skrubera: 1,3,4 — pierscienie Raschiga, 2 — siodetka Berla [wg L. Kuczynski: op. cit.]
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Chlodzenie przeponowe przeprowadza si¢ za pomocg wymiennikow cieplnych i chtodnic
(wezownicowych lub rurkowych).

-

Rys. 7. Chtodnica wegzownicowa: 1 — plaszcz cylindryczny, 2 — doptyw wody chlodzacej,
3 — odptyw wody chtodzacej, 4 — wezownica [wg L. Kuczynski: op. cit.]

1.3. Mieszanie

Mieszanie ma znaczny wptyw na przebieg procesow fizycznych i chemicznych. Mie-
szanie moze mie¢ na celu: rozwinigcie powierzchni dwoch faz reagujacych ze soba, polep-
szenie wymiany cieplnej, przyspieszenie procesu rozpuszczania si¢ ciat statych w cieczy,
otrzymanie jednolitej mieszaniny roznych sktadnikow. Mieszanie ciat statych w stanie
sypkim odbywa si¢ w mieszalnikach.

Do mieszania cieczy oraz cieczy z osadem stuza mieszadla, ktoére zamontowane sa
w reaktorach i moga mie¢ rozny ksztatt. Wyrdzniamy np. mieszadta topatkowe, propelle-
rowe, $limakowe, kotwiczne i ramowe.

..

Rys. 8. Reaktor z mieszadtem ramowym: 1 — wat mieszadta, 2 — uszczelnienie, 3 — mieszadto
[wg L. Kuczynski: op. cit.]
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Rys. 9. Reaktor z mieszadtem $limakowym [wg L. Kuczynski: op. cit.]

I.4. Oddzielanie cial stalych od cieczy

Do oddzielania ciat statych od cieczy stuza nastepujace metody:

e odstawanie (dekantacja), ktore polega na swobodnym opadaniu czastek ciata statego
w cieczy pod wptywem sity cigzkosci. Odstawanie prowadzi si¢ w zbiornikach zwa-
nych odstojnikami, zaopatrzonych w odpustowe kurki boczne, przez ktore zlewa sig
ciecz znad osadu;

e filtracja;

e wirowanie.

1.4.1. Filtracja

Osad od cieczy oddziela si¢ najczesciej droga filtracji. Polega ona na przeptywie za-
wiesiny przez warstwe materiatu filtracyjnego, ktorym moze by¢: ptotno filtracyjne, war-
stwa materiatlu ziarnistego, np. zwiru lub piasku, material porowaty jak porcelana, szkto,
nitroceluloza. Niekiedy stosuje si¢ tzw. pomoce filtracyjne, ktore przy$pieszaja saczenie,
jak: wegiel aktywny, ziemi¢ okrzemkowa, kaolin itp.

Do filtracji stuza:

a) nucze (cedzidta, filtry),

b) prasy filtracyjne,

c) filtry bebnowe obrotowe.

Ad a. Nucze

Nucze stosuje sig¢ przy filtracji zawiesin ze znaczng iloScia fazy stalej. Sa cedzidta
otwarte, ktore pracuja pod ci$nieniem hydrostatycznym lub przy podci$nieniu i cedzidia
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zamknigte (ci$nieniowe), do ktorych zawiesina doprowadzana jest pod ci$nieniem sprgzo-
nego powietrza.

Rys. 10. Cedzidlo (nucza) otwarte: 1 — przegroda, 2 — zbiornik, 3 — przewod odprowadzajacy przesacz,
4 — przewdd taczacy nuczg z pompa prézniowa [wg J. Tutecki: op. cit.]

Rys. 11. Cedzidto zamknigte: 1 — pokrywa, 2 — obudowa, 3 — przegroda,
4 — dzwignia do zdejmowania przegrody [wg J. Tutecki: op. cit.]
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Ad b. Prasy filtracyjne

Stuza do oddzielania osadow koloidalnych, Scisliwych, trudno saczacych sig. Prasy fil-
tracyjne (komorowe lub ramowe) zbudowane sa z ram lub plyt obciagnigtych ptoétnem
filtracyjnym. Odznaczajg si¢ znaczng powierzchnia saczenia i pracujg pod ciSnieniem do
20 atm.

1 2 3 4 3 4 3 4
> i
NG bd D g bg
d |pd P4 |pd
7 N N N
\J YV \ Y\ YV \l

] LI ] ] Rys. 12. Prasa ramowa: 1 — doptyw zawiesiny, 2 — ptyta czoto-

:l :l wa, 3 —ramy, 4 — plyty, 5 — ptotno [wg L. Kuczynski: op. cit.]

Ad c. Filtry obrotowe

Filtry bgbnowe obrotowe stuza do filtrowania w sposob ciagly duzych ilosci cieczy
z osadem. Skladaja si¢ z bgbna sitowego, pokrytego materialem filtracyjnym. Begben jest
zanurzony w cieczy filtrowanej i podzielony na szereg komor.

Rys. 13. Filtr obrotowy: 1 — bg-
ben, 2 — glowica, 3 — dopltyw wo-
dy myjacej, 4 — odptyw wody
z przemycia, 5 — odptyw filtratu,
6 — dopltyw sprgzonego powie-
trza, 7 — skrobak, 8 — mieszadto
[wg L. Kuczynski: op. cit.]
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1.4.2. Wirowanie

Wirowanie jest najszybszym sposobem oddzielania osadu od cieczy. Prowadzi sig je
w wirowkach. Mieszanina cieczy i osadu zostaje wprowadzona w ruch obrotowy. Czastki
ciala statego odrzucane sa sita odsrodkowa ku obwodowi. Wirowki dzielimy ze wzgledu na
sposob oddzielania na:

a) przelewowe (sedymentacyjne),

b) filtracyjne.
W wiréwkach przelewowych bgben ma petne $ciany boczne — osad uktada si¢ na $cianach
bebna, oddzielona ciecz przelewa sig gora do przestrzeni migdzy bebnem a obudowa.

ll

Rys. 14. Wirowka przelewowa: 1 — doplyw zawiesiny, 2 — odptyw filtratu, 3 — obudowa,
4 — wat obrotowy, 5 — osad, 6 — bgben obrotowy [wg L. Kuczynski: op. cit.]

W wiréwkach filtracyjnych boczne $ciany bgbna sa perforowane i pokryte materialem
filtracyjnym. W czasie wirowania ciecz przesacza si¢ przez material i odptywa do prze-
strzeni migdzy bebnem a obudowa.

Rys. 15. Wiréwka filtracyjna: 1 — bgben, 2 — doptyw zawiesiny, 3 — odptyw filtratu,
4 — osad, 5 — §ciana boczna bgbna wyscietana ptotnem filtracyjnym [wg L. Kuczynski: op. cit.]
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L.5. Destylacja

Destylacja jest czynnoscia polegajaca na przeprowadzeniu cieczy przez ogrzewanie
w temperaturze wrzenia w stan pary nasyconej, odprowadzenie tej pary i skroplenie jej
przez ochtodzenie w chtodnicy. Destylacje w przemysle farmaceutycznym stosuje si¢ naj-
czgsciej do oczyszczania rozpuszcezalnikow i zaggszczania roztworow.

Aparatura do destylacji prostej sktada si¢ z kotta, chtodnicy i odbieralnika.

(= X X X

5

Rys. 16. Schemat destylacji prostej: 1 —kociot, 2 — grzejnik, 3 — hetm, 4 — chtodnica, 5 — odbieralniki
[wg J. Tulecki: op. cit.]

Do zaggszczania roztwordw stuza wyparki. Sa to cylindry z systemem rurek pionowych lub
poziomych ogrzewane para.

| 5

3
=] =
]

L&—

Rys. 17. Wyparka: 1 — cylinder, 2 — komora ogrzewajaca parowa, 3 — rura cyrkulacyjna,
4 — blachy zaporowe, 5 — przewod parowy [wg L. Kuczynski: op. cit.]
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Do destylacji cieczy i cial statych nierozpuszczalnych w wodzie, lotnych z para wodna
stosuje si¢ destylacje z para wodna. Dodatkowymi urzadzeniami w tej destylacji jest kociot
do wytworzenia pary wodnej i tzw. flaszka florentynska (rodzaj rozdzielacza przemysto-
wego), w ktorej nastgpuje rozwarstwienie cieczy.

Rys. 18. Destylacja z para wodna: 1 —kociol, 2 — doprowadzenie pary wodnej przez betkotke, 3 — chtodnica,
4 — flaszka florentynska, 5 — odbieralniki [wg J. Tulecki: op. cit.]

Rowniez destylacja pod zmniejszonym ci$nieniem, w ktorej wykorzystuje si¢ zasadg obni-
zenia temperatury wrzenia cieczy przy obnizonym ci§nieniu, ma zastosowanie w przemysle
farmaceutycznym, zwtaszcza przy produkcji zwiazkéw termolabilnych, np. witamin, hor-
mondw, enzymOw. Instalacje prozniowe sa kosztowne, wymagaja szczelnej aparatury
i pomp prézniowych.

1+

Rys. 19. Destylacja prozniowa: 1 — kociot destylacyjny, 2 — skraplacz, 3 — odbieralnik, 4 — pompa proézniowa
[wg J. Tutecki: op. cit.]
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I.6. Krystalizacja

Krystalizacja jest jednostkowa operacja fizyczna, ktéra stuzy do oczyszczania cial sta-
tych. W reaktorze sporzadza si¢ na goraco roztwor nasycony substancji oczyszczanej, sa-
czy od zanieczyszczen przez filtr i ozigbia w krystalizatorach. Roztwor nasycony staje si¢
przesycony, zaczynaja wypada¢ krysztaty. Krystalizatory przemystowe moga mie¢ ksztalt
kotta zamknigtego zaopatrzonego w ptaszcz chtodzacy i mieszadto.

Rys. 20. Krystalizator zamknigty: 1 — mieszadto, 2 — szczotki, 3 — usuwanie krysztatow, 4 — ptaszcz chtodzacy
[wg J. Tutecki: op. cit.]



41

Moga by¢ otwarte i mie¢ ksztalt kotyski lub korytka.

W

_,w‘l'un‘
\_»__;_—-

Rys. 21. Krystalizator kotyskowy [wg L. Kuczynski: op. cit.]
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II. JEDNOSTKOWE PROCESY CHEMICZNE

Procesy jednostkowe: stanowia propozycje klasyfikacji procesow technologicznych,
przeprowadzanych w przemysle organicznym, charakteryzujacych si¢ podobnym chemi-
zmem; okreslaja sposob prowadzenia w skali przemystowej reakcji chemicznej okreslonego
typu, co zwiazane jest z powstawaniem pewnej klasy zwiazkow organicznych, np. zwiazki
nitrowe, chlorowcopochodne itd.

Proces jednostkowy obejmuje caloksztatt metod chemicznych, ktore w sposob ujedno-
licony stosuje si¢ w rdéznych galeziach przemyshu organicznego w celu zmiany struktury
czasteczek lub wprowadzenia okre§lonych grup funkcyjnych.

Nazwa danego procesu jednostkowego pochodzi od nazwy typu reakcji, ktéora on
obejmuje, a okreslony proces zwigzany jest z wytworzeniem pewnej grupy zwiazkoéw orga-
nicznych. Proces jednostkowy nie jest ograniczony ani wyborem surowca, ani mechani-
zmem reakcji czy tez parametrami fizykochemicznymi. Okreslony zwiazek mozna otrzy-
maé¢ w roznych warunkach i réznych szczegétowych reakcjach, nalezacych do danego
procesu jednostkowego, wychodzac z roznych substratow, np.:

i
C COOH
HOH
— .
@ proces hydrolizy
CHj; COOH
—> e
proces utlenienia

Podzial proceséw jednostkowych:

I grupa — procesy polegajace na wprowadzeniu do czasteczek zwiazkow organicznych
nowych grup funkcyjnych w wyniku przytaczenia lub podstawienia (nitrowanie, sulfono-
wanie, alkilowanie, acylowanie, chlorowcowanie, utlenianie, uwodornienie).

IT grupa — procesy polegajace na chemicznym przeksztalceniu juz istniejacych grup funk-
cyjnych na inne (redukcja, estryfikacja, diazowanie).

IIT grupa — procesy polegajace na zasadniczej przemianie budowy chemicznej substratow:

e izomeryzacja — proces polegajacy na zmianie struktury czasteczki (wzajemne roz-
mieszczenie atomow) przy zachowaniu masy czasteczkowej;

e piroliza, hydroliza, alkoholiza — procesy, w ktorych wyniku z duzych czasteczek
otrzymuje si¢ mniejsze;
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e sprzeganie, kondensacja, polimeryzacja — procesy, w ktorych ze zwiazkow matocza-
steczkowych otrzymuje si¢ zwiazki $rednio- lub wielkoczasteczkowe.

Wyodrebnienie w technologii organicznej procesow jednostkowych pozwala na klasyfika-
cje metod otrzymywania poszczegolnych klas zwiazkdw organicznych.

II.1. Acylacja

I1.1.1. Wiadomosci ogdlne

Acylacja polega na wprowadzeniu do czasteczki zwiazku organicznego grupy acylo-
wej — reszty kwasowej powstatej przez odjecie OH od tlenowego kwasu organicznego lub
nieorganicznego. Grupa acylowa zastgpuje w zwiazku organicznym atom H, ktoéry moze
by¢ potaczony z atomem C, N, O.

Grupe acylowa wprowadza si¢ w celu otrzymania okreslonego produktu lub na okres
przej$ciowy (glownie acetylowanie), aby zabezpieczy¢ pewne grupy funkcyjne (NH,, OH)
wrazliwe na dziatanie niektorych reagentéw, jak np. mieszanina nitrujaca, srodki utleniaja-
ce. W tym drugim przypadku, po zakonczeniu wtasciwej reakcji, przeprowadza si¢ deacety-
lacjg poprzez hydrolizg w wodnym roztworze kwasow lub zasad.

Ze wzgledu na pochodzenie grupy acylowej, mozna wyrdzni¢ acylacje przy uzyciu
kwasu nieorganicznego (np. sulfonowanie, nitrowanie) lub przy uzyciu kwasu organiczne-
go (wprowadzenie podstawnika RCO, ArCO). Sulfonowanie i nitrowanie zostanie omo-
wione osobno.

Najwigksze znaczenie przemystowe ma acetylowanie, czyli wprowadzenie ugrupowania:

0

V,
H,c—C~
AN

W zaleznosci od warunkéw prowadzenia reakceji, acylowanie moze mie¢ przebieg rod-
nikowy lub jonowy.

//O rodnik acylowy
o R-C, ($wiatto, temperatura)
Y
R-C _
\OH 0 karbokation acylowy
R—C// (srodowisko polarne,
® podstawienie elektrofilowe)

Acylacjg prowadzi si¢ przy uzyciu nastgpujacych srodkow:

e chlorkow kwasowych — reakcja zachodzi ilosciowo w temperaturze pokojowej, ma
burzliwy przebieg na skutek wydzielania si¢ gazowego HCI (aby zapobiec niekorzyst-
nym procesom chlorowania czasteczek, stosuje sig trzeciorzgdowa aming jako czynnik
wiazacy HCI),

e bezwodnikéw kwasowych — reakcja wymaga podwyzszonej temperatury i diuzszego
czasu,

o kwasow organicznych — stosuje sig¢, gdy acylowanie zachodzi tatwo, lecz reakcja wy-
maga wielogodzinnego ogrzewania,
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e  estrow,
e  ketenu — energicznego $rodka acylujacego.

Przy uzyciu chlorkéw kwasowych, bezwodnikéw i ketenu nie wydziela si¢ woda, ktora
zmniejsza szybko$¢ i wydajnosé reakcji. Reakcje acylowania prowadzi si¢ w temperaturze
50-90°C pod ci$nieniem atmosferycznym, czgsto w srodowisku rozpuszczalnika organicz-
nego.

W skali technicznej acylacjg przeprowadza si¢ w reaktorach zaopatrzonych w chtodni-
cg¢ zwrotna, mieszadlo i ptaszcz. Reakcja jest egzotermiczna i nalezy stosowac chtodzenie
reaktora. Ze wzgledu na agresywno$¢ czynnikéw acylujacych, aparatura musi by¢ wykona-
na ze stali kwasoodpornej lub porcelany.

Uwzgledniajac rodzaj zwiazkéw poddawanych acylacji, mozna wyrdzni¢ nastgpujace
jej typy:

e C-acylowanie — acylowanie zwiazkow aromatycznych w pierScieniu benzenowym,
produktami sa ketony,

e N-acylowanie — dotyczy zwiazkdéw zawierajacych grupy NH, (aminy alifatyczne i aro-
matyczne, amidy), produktami sa amidy lub imidy,

e acylowanie uktadéw heterocyklicznych,

e O-acylowanie — acylacji poddaje si¢ zwiazki zawierajace grupy OH (alkohole lub feno-
le), produktami sa estry (omowione przy estryfikacji).

I1.1.2. C-acylowanie

Weglowodory aromatyczne trudno ulegaja acylacji. Reakcje¢ taka mozna prowadzic¢
tylko chlorkami lub bezwodnikami kwasowymi w obecnosci katalizatora — kwasu Lewisa
(zwiazki wykazujace lukg elektronowa, np. AICl;). Jest to reakcja typu Friedela-Craftsa.
Wymaga catkowicie bezwodnego §rodowiska.

W I etapie reakcji, w wyniku dziatania katalizatora na czynnik acylujacy, powstaja jo-
ny acyliowe:

0 0
Y 7 o
R-C + Al — R=C + ACL
Cl

Nastepnie jony acyliowe, jako czynniki elektrofilowe, atakuja pier§cien benzenowy:

® COR

i
0 Co COR
+ R —= T ~ H
® ©) ® H
(0N
R
—~
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® ©
H + AICl; === AICl;+ HCI

©
AICIS
0 o

+ AICl; —

AlCl; reaguje z utworzonym ketonem, tworzac trwaty kompleks, a jego powstanie
oznacza unieczynnienie katalizatora, dlatego w reakcjach Friedela-Craftsa nalezy stosowac
stechiometryczne ilo$ci chlorku glinu.

I1.1.3. N-acylowanie

Acylacj¢ amin mozna prowadzi¢ za pomoca kwasu organicznego. W pierwszej fazie
nastgpuje zobojgtnienie, w wyniku czego tworzy si¢ sl amoniowa. W drugiej fazie naste-
puje rozklad soli amoniowej z utworzeniem acylowej pochodnej aminy, czyli amidu:

® .,

H
NH, N’ NHCOCH;
H

+ CH,COOH — CH,C00°——>
2

s6l amoniowa

W przypadku uzycia chlorku kwasowego reakcja przebiega jednoetapowo — od razu po-
wstaje amid.

NHCOCH;

H3C—< @ HCL @

Reakcja acylacji amidow ma podobny przebieg.
I1.1.4. Acylowanie zwigzkow heterocyklicznych

Uktady heterocykliczne acyluje si¢ raczej chlorkami kwasowymi. Stosuje si¢ wysokie
temperatury i pirydyneg, jako srodek wiazacy chlorowodor.

e’ O [y . O

CocHs,

—HCl
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I1.1.5. Szczegolne przypadki acylacji

a) reakcja Gattermanna, w ktorej srodkami acylujacymi sa nitryle:

[:j \ R N-——»[::]/H\R H,0 [::I/ﬂ\
- NH3

b) przegrupowanie Friesa, gdzie z O-acylofenoli otrzymuje si¢ o- lub p-hydroksyketony:

0
7
o-c” OH O
‘R [
Cop

c) reakcja Gattermanna-Kocha — formylowanie zwiazkéw aromatycznych za pomoca tlenku
wegla

//O
CO + HCl — HC\
Cl

i
00 C\H
+ HC\ _— + HCI
Cl

I1.1.6. Przyklady z przemyshu farmaceutycznego

1. Produkcja tyroksyny — N-acetylowanie 3,5-dinitrotyrozyny bezwodnikiem octowym
w drugim etapie syntezy:

O,N O,N
(CH,C0),0

H CHyCH-COOH H CHyCH-COOH

NH, NHCOCH;
0,N O,N

3,5-dinitrotyrozyna N-acetylo-3,5-dinitrotyrozyna
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2. Otrzymywanie plazmochiny (leku przeciwmalarycznego) — pierwszy etap syntezy
polega na N-acetylowaniu p-anizydyny w celu zabezpieczenia grupy NH, przy ni-
trowaniu:

OCHj3 OCHj3
(CH;CO),0
_—
NH, NHCOCH;
4-metoksyanilina 4-metoksyacetanilid

(p-anizydyna)

3. Otrzymywanie fenacetyny z p-fenetydyny — czynnikiem acylujacym jest bezwodny
kwas octowy w roztworze benzenowym:

OCH; OC,Hs5
CH;COOH
_—
NH, NHCOCH 3
4-etoksyanilina fenacetyna

(p-fenetydyna)

4. Otrzymywanie anasadolu przez acylowanie aniliny kwasem salicylowym:

O
NH, O H
OH T
n PClg C—N
OH
OH

kwas salicylowy anilina anasadol
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5. Otrzymywanie chlorambucylu. Acetanilid ulega reakcji z bezwodnikiem kwasu burszty-
nowego metoda Friedela-Craftsa:

NHCOCH; NHCOCH;

1. Hy/Pd, CH;OH
_AICL 2. NaOH ~

CH,CH,-COOH

N(CH,CH,0H), N(CH,CH,Cl),

0. <? =G

CH,~(CH,),-COOH  CH,~(CH,),-COOH  CH,~(CH,),-COOH

I1.2. Estryfikacja

I1.2.1. Wiadomosci ogélne

Estryfikacja to proces jednostkowy, obejmujacy catoksztalt przemystowych metod
syntezy estrow. Estry sa rozpowszechnione w przyrodzie jako:
e woski (estry wyzszych kwasoéw thuszczowych 1 wyzszych alkoholi monowodorotleno-
wych),
o tluszcze (estry gliceryny 1 wyzszych kwasow thuszczowych),
o fosfolipidy (lecytyny, kefaliny).

Wyr6znia sig estry bedace pochodnymi alkoholi lub fenoli i kwasow organicznych
aromatycznych lub alifatycznych oraz estry bedace pochodnymi alkoholi i tlenowych kwa-
sOw nieorganicznych (siarczany, azotany, fosforany organiczne — stosowane jako pestycy-
dy). W przypadku alkoholi pierwszorzgdowych estryfikacja zachodzi najtatwiej, trudniej
dla drugorzedowych, a najtrudniej, i z mala wydajnos$cia, dla alkoholi trzeciorzedowych.

Synteza estrow ma bardzo duze znaczenie przemystowe. Reakcje estryfikacji wykorzy-
stuje si¢ do produkcji zwiazkow wielkoczasteczkowych — poliestrow, ktore shuza jako po-
limery wldknotworcze i materiaty powtokotworcze (np. octanoftalan celulozy do powleka-
nia tabletek). Na duza skal¢ produkuje si¢ tylko ftalan dioktylowy, octan celulozy i terefta-
lan dimetylu. Inne estry otrzymuje si¢ w zalezno$ci od potrzeb.

Estry maja zréznicowana posta¢ fizyczna: od bardzo lotnych cieczy (mrowczan etylu)
do substancji statych (woski i tluszcze).

Wigkszo$¢ estrow rozpuszcza si¢ bardzo stabo w wodzie, natomiast dobrze w rozpusz-
czalnikach organicznych. Estry nizszych kwasow karboksylowych maja przyjemny zapach
i stosuje si¢ je przy produkcji olejkow zapachowych.
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I1.2.2. Estryfikacja bezposrednia — przyklad O-acylowania
Podstawowa metoda estryfikacji polega na reakcji alkoholi z kwasami:

H@

RICOOH + R20H

RICOOR? +H,0

Reakcja ta jest odwracalna i przebiega do ustalenia stanu rownowagi, ktory charakteryzuje
stata K:
[RICOOR?] [H,0]

[RICOOH] [R20H]

Czas ustalenia si¢ rOwnowagi zalezy od temperatury, st¢zenia substratow i dodatku ka-
talizatora. Szybko$¢ reakcji mozna zwigkszy¢ poprzez wzrost temperatury i dodatek katali-
zatora. Aby uzyska¢ jak najwicksza wydajnos$¢ produktu, parametry procesu dobiera si¢
tak, aby rownowaga byla przesunigta jak najbardziej w prawo. W tym celu mozna stosowaé
nadmiar substratow (alkoholu lub kwasu) lub usuwaé ze Srodowiska produkt reakcji (ester
lub wodg). W zaleznosci od wlasciwosci fizycznych substratow i powstalego estru stosuje
si¢ rozne metody:
a) gdy estry sa bardzo lotne i majg temperatur¢ wrzenia nizsza od substratow (octan
1 mréwczan metylu, octan etylu), z mieszaniny reakcyjnej oddestylowuje si¢ ester;

b) w przypadku, gdy jeden z substratow jest lotny (najczgSciej alkohol) z mieszaniny
oddestylowuje si¢ jego azeotrop z woda, po czym reagent po oddzieleniu od wody
zawraca si¢ do procesu;

¢) gdy jeden z substratow i ester sa lotne, oddestylowuje si¢ uktady trojsktadnikowe

azeotrop: woda — alkohol — ester lub woda — kwas — ester;

d) gdy substraty i ester sa nielotne, z mieszaniny reakcyjnej oddestylowuje si¢ wode

W miar¢ jej powstawania — proces przeprowadza si¢ pod zmniejszonym cisnie-
niem lub przepuszcza si¢ przez mieszaning reakcyjna gaz obojgtny;

e) niektore procesy estryfikacji przeprowadza si¢ w obecno$ci pomocniczych roz-

puszczalnikow (benzen, toluen), dajacych z woda azeotropy o niskich temperatu-
rach wrzenia.

Estryfikacjg¢ alkoholi kwasami prowadzi si¢ w obecno$ci katalizatorow kwasowych.
Dziatanie ich polega na protonowaniu karbonylowego atomu tlenu grupy C=0, dzigki cze-
mu ro$nie podatno$¢ zawiazanego z nim atomu wegla na atak nukleofilowy.

Reakcja alkoholu z karbokationem, po ktorej nastgpuje odszczepienie wody, prowadzi
do powstania estru:

o QU oM
RI—C® + R20H === RI—C—OR2 =—= RI—C—OR?
| [ @ | ~H,0
OH OH ®OH,
o i
— Rl—%—ORz RI—C—OR?
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Najczesciej stosowanymi w estryfikacji katalizatorami sg kwasy mineralne (H,SOy,
HCI, HBr, H;PO,). Kwas siarkowy nie tylko dostarcza jonow H”, ale dodany w ilosci wiek-
szej niz 3% wiaze wodg, co zwigksza wydajnos$c reakcji. Jesli kwas siarkowy wywoluje
reakcje uboczne, mozna go zastapi¢ aromatycznymi kwasami sulfonowymi, kationitami lub
suchym chlorowodorem. Aby usuna¢ wodg, stosuje si¢ tez odwadniajace sole nicorganicz-
ne, np. bezwodny Aly(SO,);, CaCl,, MgCl,.

I1.2.3. Estryfikacja alkoholi bezwodnikami, chlorkami kwasowymi lub ketenem

(R'C0),0 + R’OH —> R'COOR* + R'COOH
R'cocl + RPOH —> R!COOR’ + HCI
CH,—C=0 + ROH —> CH;COOR

Reakcje te sa nicodwracalne, przebiegaja z dobra wydajnoscia w stosunkowo niskich tem-
peraturach.

Za pomoca bezwodnikéw estryfikuje si¢ fenole i I1I-rzgdowe alkohole (trudno estryfi-
kuja si¢ samym kwasem). Reakcjg przyspieszaja katalityczne ilosci mocnego kwasu (siar-
kowego (VI)) lub bezwodnego chlorku cynku. Najwazniejszym przyktadem prowadzenia
estryfikacji za pomoca bezwodnika kwasowego jest produkcja octanu celulozy.

Acylowanie alkoholi za pomoca chlorku kwasowego prowadzi si¢ na mala skalg — wa-
da takiego procesu jest wydzielanie si¢ HCIL. Chlorki kwasow aromatycznych reaguja wol-
niej niz kwaséw alifatycznych, najwolniej reaguja chlorki kwaséw sulfonowych.

Podczas estryfikacji alkoholi ketenem nie powstaja produkty uboczne. Keten reaguje
z nizszymi alkoholami w temperaturze pokojowej, produktami sa octany uzytych alkoholi.

I1.2.4. Transestryfikacja (wymiana estrowa przebiegajaca jako alkoholiza lub acy-
doliza)

Alkoholiza to reakcja estru z alkoholem, podczas ktorej — na skutek dziatania alkoholu
— w estrze nastgpuje wymiana grupy alkoksylowej na inng grupe alkoksylowa:

RCOOR' + R?OH =—= RCOOR?’ + R'OH

Jest to reakcja odwracalna, przebiegajaca do konca, gdy jeden z produktow jest usunigty
z mieszaniny reakcyjnej. Przyspieszaja ja katalizatory o charakterze zasadowym (alkohola-
ny metali alkalicznych). Wymagane jest catkowicie bezwodne $rodowisko reakcji. Nie-
wielka ilo$¢ metalicznego sodu rozpuszcza si¢ w alkoholu i tak przygotowany roztwor
ogrzewa si¢ z estrem. W ten sposob na skalg przemystowa otrzymuje si¢ tereftalan di-B-
hydroksyetylenowy z tereftalanu dimetylowego w reakcji z glikolem etylenowym, alkohol
poliwinylowy z polioctanu winylu, gliceryny i mieszaniny wyzszych kwasoéw ttuszczowych
z thuszezo6w poddawanych alkoholizie. Estry te sa potem przerabiane w procesie redukcji na
wyzsze alkohole thuszczowe.

Acydoliza to reakcja estru z kwasem, podczas ktdrej w estrze nast¢puje wymiana reszt
kwasowych:

RCOOR! + R?COOH =—= RCOOH + R’COOR!
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Reakcja jest odwracalna, lecz mozna ja przeprowadzi¢ do konca, gdy kwas powstaty
w reakcji jest lotny i daje si¢ usuna¢ z mieszaniny reakcyjnej, np. przez destylacjg. Szyb-
kos¢ reakcji wzrasta dzigki ogrzewaniu i obecnosci katalizatora (BF;, sole Hg — katalizatory
kwasne dzialtaja stabo, a zasadowe nie dziataja w ogodle). Acydoliza ma mniejsze znaczenie
przemystowe. Stosuje si¢ ja w przemysle spozywczym do poprawy jakosci olejow.

I1.2.5. Inne przemyslowe metody syntezy estrow
a) Z soli kwasow karboksylowych i halogenkow alkilowych uzyskuje si¢ estry kwa-
sow, ktore trudno ulegaja bezposredniej estryfikacji:

RCOOMe + R'X —— RCOOR! + MeX

X=ClBr,J
Me=Na, K, Ag

Najlepiej reaguja sole srebrowe i jodki alkilowe. Modyfikacja tej metody jest stosowanie
siarczanow alkilowych zamiast chlorowcopochodnych alkilowych. Reakcje prowadzi sig
w benzenie, chloroformie lub toluenie, albo dziata si¢ na sole bezposrednio nadmiarem
jodku alkilowego. Metoda ta otrzymuje sig¢ octan benzylu (z chlorku benzylu i octanu so-
du), octan amylu, benzoesan benzylu i estry wyzszych kwasow thuszczowych 1 wyzszych
alkoholi. Katalizatorami sg aminy: pirydyna, cholina.

b) Z kwasow karboksylowych i alkenéw, uzywajac jako katalizatora kwasu siarkowego:

RCOOH +R'—CH=CH, —> RCOOCH-R'
CH;,

Reakcja jest odwracalna i egzotermiczna. Latwiej przebiega z wyzszymi alkenami niz
z etylenem. Przylaczenie moze zachodzi¢ w temperaturze pokojowej lub podwyzszonej.
Korzystny wplyw ma wzrost ci$nienia. Metoda ta stosowana jest do otrzymywania estrow
alkilosiarkowych.

¢) Z acetylenu i kwasow karboksylowych:

O
Il
HC=CH + R—COOH —> R—-C—0—CH=CH,

Reakcja ta byla podstawowa metoda otrzymywania octanu winylu (przylaczenie kwasu
octowego do acetylenu) i propionianu winylu (przylaczenie kwasu propionowego do acety-
lenu).

d) Przylaczenie disiarczku wegla do alkoholanow — w wyniku powstaje ksantogenian,
np. sodu:

/SNa

NaOR + CS; —> S=C\
OR
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Reakcje te stosuje si¢ przy otrzymywaniu ksantogenianu celulozy, ktory jest potproduktem
do otrzymywania jedwabiu wiskozowego.
e) Z nitryli przy dziataniu alkoholi i kwasu siarkowego:

R-CN +H20 + RIOH + H2SO4 — R-COOR! + NH4HSO4

f) Z diazometanu, ktory z kwasami daje estry metylowe:

Y ® © Y
RC_  + HC=N=N ——> RC + N,
OH OCH,

diazometan

I1.2.6. Przyklady z przemystu farmaceutycznego

1. Produkcja pirydoksyny (skladnik witaminy Be) — estryfikacja kwasu chlorooctowego
metanolem w pierwszym etapie syntezy:

CH50H, H,SO
Cl—CH,COOH 3 2 >  Cl—CH,COOCH;

2. Produkcja tyroksyny — estryfikacja N-acetylo-3,5-dinitrotyrozyny etanolem w roz-
tworze kwasu p-toluenosulfonowego:

O,N C,HsOH ON
CH;CsHsSO;H
HO CHZ'?HCOOH — HO CHz'(IjHCOOC >Hs
NHCOCH 3 NHCOCH 3
O,N ON

3. Otrzymywanie salolu z kwasu salicylowego i fenolu:

OH ©0H OH
Cy-eoon S Gcon )
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4. Produkcja niacyny — estryfikacja kwasu nikotynowego metanolem w pierwszym
etapie syntezy:

CH;0H
~COOH 10, - COOCH;
» —
N N

I1.3. Nitrowanie

I1.3.1. Wiadomosci ogdlne
Nitrowanie polega na wprowadzeniu do czasteczki jednej lub kilku grup nitrowych
—NO,. Wiasciwe zwiazki nitrowe to te, w ktdrych grupa nitrowa jest potaczona bezposred-
nio z atomem wegla (—C-NO,). Grupa nitrowa moze taczy¢ si¢ z atomem wegla poprzez
atom tlenu (—-C—-O-NO,) — sa to estry kwasu azotowego i alkoholi, w przemysle zwane
réwniez nitrozwiazkami (np. nitrogliceryna). Grupg nitrowa wprowadza sig do czasteczki
w miejsce atomu wodoru lub — rzadziej — innej grupy funkcyjnej, np. SO;H.
Do $rodkow nitrujacych naleza:
e mieszanina nitrujaca, w sklad ktorej wchodzi: st¢zony kwas azotowy (V), stezony
kwas siarkowy (V1) Iub oleum i woda,
e rozcienczony kwas azotowy,
e pochodne kwasu azotowego (V) lub azotowego (I1I), np. azotan (V) srebra, azotan (III)
potasu.

I1.3.2. Nitrowanie zwigzkow aromatycznych

Do nitrowania weglowodoréw aromatycznych uzywa si¢ mieszaniny nitrujacej, w kto-
rej obecnos$¢ kwasu siarkowego (VI) jest konieczna do wytworzenia jondw nitroilowych
(nitroniowych) NO," — wtaéciwego czynnika nitrujacego:

®
HNO; + 2H,SO4 —> NO? + 2HSO? + H30

Reakcja przebiega zgodnie z mechanizmem substytucji elektrofilowej Sg:

® NO, NO, ® NO,
GG A I B
® ®
© NO,
_HSOP_ @( - Hs0,
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Wprowadzenie grupy nitrowej do pierscienia dezaktywuje go i utrudnia wprowadzenie
innych podstawnikow (podstawnik elektronoakceptorowy).

Latwos$¢ nitrowania maleje w nastgpujacych szeregach:

fenol > toluen > benzen > chlorobenzen > nitrobenzen,
naftalen > benzen > antracen.

Sam stgzony kwas azotowy (V) jest mato przydatny w procesie nitrowania zwiazkow
aromatycznych, gdyz — w obecno$ci nawet malej ilosci wody — dysocjuje, z wytworzeniem
jonéw azotanowych (V), ktore sa w tym przypadku niepozadane, poniewaz maja wlasciwo-
$ci utleniajace i moga powodowaé reakcje uboczne oraz korozjg aparatury. Dysocjacja
z wytworzeniem jondw azotanowych ustaje w obecnosci kwasu siarkowego (VI) o st¢zeniu
ok. 65%. Wigksze stgzenie kwasu siarkowego powoduje zwigkszenie stopnia jonizacji
HNO; w kierunku tworzenia jonéw NO, . W 94% roztworze H,SO4 kwas azotowy (V) jest
prawie catkowicie zdysocjowany na jony nitroilowe (nitroniowe).

Kwas siarkowy (VI) w procesie nitrowania spelnia jeszcze inne wazne funkcje:

e pozwala na skuteczne nitrowanie w reakcjach, w ktorych woda wydziela si¢ jako pro-
dukt uboczny, poniewaz w mieszaninie nitrujacej, zawierajacej kwas siarkowy tworza
si¢ jony nitroilowe NO,", nawet przy duzym stezeniu wody,

e pochtania wydzielajace sig cieplo,

e  zapobiega ubocznym reakcjom utleniania,

e polepsza kinetyke procesu, poniewaz mieszanina zawierajaca kwas azotowy (V)
i siarkowy (VI) lepiej rozpuszcza szereg zwiazkéw aromatycznych niz sam kwas azo-
towy.

Nitrowanie zwiazkéw aromatycznych przeprowadza si¢ w fazie cieklej. Reakcja przebiega
szybko w stosunkowo niskich temperaturach. W zaleznosci od rodzaju zwiazku nitrowane-
go i od ilosci wprowadzanych grup nitrowych, temperatura procesu miesci si¢ w granicach
40-100°C. Reakcja jest praktycznie niecodwracalna — kwas azotowy moze by¢ zuzyty pra-
wie catkowicie pod warunkiem, ze st¢zenie kwasu siarkowego w mieszaninie ponitracyjnej
nie spadnie ponizej pewnej minimalnej wartosci.

Reakcjg nitrowania zwiazkéw aromatycznych charakteryzuja dwie wielkosci:

e  wspotczynnik odwodnienia WO — wyraza najmniejszy dopuszczalny stosunek iloscio-
wy kwasu siarkowego do ilosci wody:

[H,SO4]
[H,O]; + [Hy0lw

WO =

[H,O]y — % wag. wody wprowadzanej z kwasami,
[H,O]; — % wag. wody powstajacej w reakcji nitrowania,
[H,SO,] — zawarto$¢ kwasu siarkowego wprowadzanego do reakcji w % wag.

WO dla kazdej reakcji nitrowania ustala si¢ dos§wiadczalnie. Przy syntezie mononitropo-

chodnych ma on warto$¢ 2-3,5; dla wielonitropochodnych — wyzsza.

e wspotczynnik aktywnosci nitrowania WAN — wyraza graniczne najmniejsze dopusz-
czalne stgzenie kwasu siarkowego w mieszaninie ponitracyjne;j:

H,SO
WAN [H2SO4]
[HNO3]

[H,SO4], [HNO;] — zawarto$¢ kwaséw w mieszaninie nitrujacej w % wag.
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Szybkos¢ reakcji nitrowania zalezy od stezenia kwasu siarkowego (VI) w mieszaninie
nitrujacej. Mniejsze znaczenie ma st¢zenie kwasu azotowego (V). Wartosci WAN niewiele
zmieniaja si¢ podczas procesu, mimo wyczerpania HNO;. Mono- i wielonitropochodne
maja zréznicowane wartosci WAN, co pozwala na selektywne prowadzenie procesu.

Mieszaning nitrujaca przyrzadza si¢ z kwasu azotowego (V) o stezeniu 60% oraz ste-
zonego kwasu siarkowego (VI) (lub oleum). Przy otrzymywaniu mononitropochodnej do
mieszaniny nitrujacej dodaje si¢ wodeg. Sktad mieszaniny nitrujacej jest uzalezniony od
rodzaju zwiazku poddawanego nitrowaniu i od liczby grup nitrowych, ktore maja by¢ do
niego wprowadzone. Wielonitrowanie zwiazkoéw aromatycznych przeprowadza si¢ w nieco
wyzszych temperaturach i za pomoca bardziej stezonych mieszanin nitrujacych niz mono-
nitrowanie.

Nitrowanie zwiazkoéw aromatycznych prowadzi si¢ w warunkach mozliwie najtagod-
niejszych (jesli chodzi o temperaturg i sktad mieszaniny nitrujacej). Wynika to ze sktonno-
$ci wielu nitrozwiazkéw do rozktadu wybuchowego oraz mozliwosci utlenienia substancji
nitrowanej za pomoca kwasu azotowego (V) w zbyt wysokiej temperaturze. Stosuje si¢
niewielki nadmiar kwasu azotowego w stosunku do jego iloSci stechiometrycznej (2-20%).
Nitrowanie zwiazkow aromatycznych prowadzi si¢ w sposob okresowy (nitrator), potciagly
(bateria reaktorow) lub ciagly.

Podstawowe aparaty w procesie nitrowania to nitratory. Nitrator jest zamknigtym reak-
torem cylindrycznym zaopatrzonym w mieszadlo, chlodnice wewnetrzne i plaszcz ze-
wngetrzny. Chlodzenie jest konieczne ze wzgledu na egzotermiczno$¢ procesu — brak od-
prowadzenia ciepta moze doprowadzi¢ do wybuchowego rozkladu produktéw nitrowania.
Medium chlodzacym jest woda lub solanka. Ze wzgledu na agresywnos¢ substratow biora-
cych udziat w procesie, nitratory wykonuje si¢ z odpornej stali chromoniklowe;.

W przypadku otrzymywania zwiazkow zawierajacych wiele grup nitrowych w cza-
steczce, najczesciej prowadzi si¢ proces stopniowany z zastosowaniem kaskady reaktorow,
do ktérych wprowadza si¢ przeciwpradowo mieszaning nitrujaca i zwiazek poddawany
nitrowaniu.

W procesie nitrowania obok nitrozwiazku otrzymuje sig, jako produkty uboczne, kwas
ponitracyjny, zawierajacy caty wprowadzony kwas siarkowy (VI), wodg wprowadzona
z kwasami, pozostato$ci kwasu azotowego (V) i tlenki azotu. Kwasy ponitracyjne neutrali-
zuje si¢ przez denitracje (odparowanie kwasu azotowego i tlenkéw azotu) i zatezenie.

I1.3.3. Nitrowanie fenoli i amin aromatycznych

Fenol ulega bardzo tatwo nitrowaniu nawet rozcienczonym kwasem azotowym, ale
powstajace izomery p- i o-nitrofenolu jest trudno rozdzieli¢. Nitrofenole w skali przemy-
stowej otrzymuje si¢ z chlorobenzenu przez hydrolizg:

OH
NO,
rozdzielenie
izomerdw prze/
N02 krystalizacie 7y qroliza OH

0, 0,
34% 65% NO,
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Izomer orto nitrofenolu przerabiany jest na gwajakol i 8-hydroksychinoling, natomiast
izomer para stanowi poOlprodukt do produkcji fenacetyny i paracetamolu. Analogicznie
z chlorobenzenu otrzymuje si¢ dinitro- i 2,4,6-trinitrofenol (kwas pikrynowy), ktory jest
materiatem wybuchowym o silnie korodujacych wiasciwosciach.

Nitrowanie amin aromatycznych jest mozliwe po zabezpieczeniu grupy aminowej
przez acetylowanie.

I1.3.4. Nitrowanie alkanéw

W laboratorium alifatyczne zwiazki nitrowe otrzymuje si¢ przez dziatanie AgNO, lub
KNO, na chlorowcoalkany (najcz¢$ciej jodki alkilowe). Powstaja wtedy dwie izomeryczne
substancje: nitroalkany i estry kwasu azotowego (II). Przyjmuje sig, ze reakcja azotanu
(I1I1) z jodkiem alkilowym prowadzi czgsciowo do produktu bezposredniego podstawienia
(ester kwasu azotowego (II)), a czgSciowo reakcja zachodzi przez poczatkowo powstaty
produkt addycji, dajac zwiazek nitrowy.

Druga metoda laboratoryjna jest dziatanie azotanu (III) potasu na alifatyczne
2-chlorowcokwasy:

RCH-COOH + KNO, —= RCH-COOH + KCI
Cl NO,

l _C02

RCH,—NO,

Jako surowce w przemysle wykorzystywane sa metan i jego homologi C,—C, oraz wegglowo-
dory, ktore maja postac cieczy. Proces nitrowania alkandw, w zalezno$ci od masy czastecz-
kowej, prowadzi si¢ w fazie gazowej (C,—Cy) lub ciektej (Cs lub wigcej). Jako czynnika
nitrujacego uzywa si¢ kwasu azotowego (V) w postaci cieczy lub par albo ditlenku azotu.

Nitrowanie w fazie gazowej przeprowadza si¢ pod nieznacznie zwigkszonym ci$nie-
niem. Stosuje si¢ 5—10-krotny nadmiar weglowodoru oraz krotkotrwate kontaktowanie sig
reagentow (t < 0,25s), co zapobiega rozkladowi nitrozwiazkoéw nietrwalych w wysokiej
temperaturze. Reakcja zachodzi wedlug mechanizmu rodnikowego. Lancuchowa reakcje
zapoczatkowuje rozktad kwasu azotowego (V) na rodniki:

HNO; —> HO  + NO,

Podczas nitrowania alkanéw w fazie gazowej, oprocz nitropochodnych wyjsciowych
weglowodoréw, w wyniku reakcji ubocznych powstaja réwniez nitropochodne o krotszych
fancuchach.

Nitrowanie w fazie cieklej weglowodoréw C,,—C¢ przeprowadza si¢ pod normalnym
ci$nieniem w temperaturze nieco nizszej niz temperatura wrzenia surowca. Czynnikiem
nitrujacym sa pary kwasu azotowego (V). Weglowodory Cs—Cj, nitruje si¢ inaczej, gdyz
maja zbyt niskie temperatury wrzenia. Niekorzystna jest rowniez reakcja w fazie gazowej,
poniewaz zachodzi piroliza.

Nitroalkany sa cieczami trujacymi. Wykorzystuje sig je jako rozpuszczalniki farb, la-
kierow i zwiazkow wielkoczasteczkowych. Pierwszo- i drugorzgdowe nitroalkany ulegaja
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kondensacji z aldehydami w $rodowisku rozcienczonego tugu, dajac nitroalkohole, po kto-
rych redukcji otrzymuje si¢ aminoalkohole:

0 oy® ~
77 2, ren-nNo, B9, Ren-NH,

H CH,OH CH,OH

RCH,—NO, + H

I1.3.5. Nitrowanie alkoholi wielowodorotlenowych (O-nitrowanie)
Alkohole wielowodorotlenowe i polialkohole ulegaja nitrowaniu z wytworzeniem azo-
tanow tych alkoholi. Produkty te wykorzystuje si¢ jako leki i materialy wybuchowe.
Nitrogliceryna powstaje w reakcji gliceryny z mieszaning nitrujaca (45 HNOs + 55 H,SOy)
w temperaturze 10-20°C. Nalezy intensywnie miesza¢ i chtodzi¢ srodowisko reakcji — jest to
jeden z najbardziej niebezpiecznych proceséw organicznych:

?HzOH CH2_0N02

H,SO
CHOH  + 3 HNO, ——> CH=ONO, +3H0
CH,0H CH,~ONO;,

I1.3.6. Przyklady z przemyshu farmaceutycznego

1. Pierwszy etap produkcji tyroksyny z L-tyrozyny:

No, 92N
H,SO,
H CHZ—QH—COOH —H CH2_(|:H_COOH
NH, NH,
O,N
L-tyrozyna 3,5-dinitrotyrozyna

2. Pierwszy etap syntezy kliochinolu (wedtug Turskiego i Lepacha) — nitrowanie
p-dichlorobenzenu:

Cl Cl
H,S0,
Cl Cl

1,4-dichlorobenzen 2-nitro-1,4-dichlorobenzen
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3. Otrzymywanie plazmochiny — drugi etap polega na nitrowaniu acetylowej pochod-
nej p-anizydyny:

OCH; OCH;3
HNO;
H,SO,
NO,
NHCOCH; NHCOCH;
4-metoksyacetanilid 4-metoksy-2-nitroacetanilid

4. Pierwszy etap jednej z metod produkcji chloramfenikolu:

CH,CH CH,CH
2 3 HNO3 2 3
H,S0,
—_
NO,
etylobenzen 4-etylonitrobenzen

11.4. Sulfonowanie i siarczanowanie

I1.4.1. Wiadomosci ogdlne

Sulfonowanie polega na wprowadzeniu do czasteczki zwigzku organicznego w miej-
sce atomu wodoru grupy sulfonowej (—-SO3;H). Z C-sulfonowaniem mamy do czynienia,
gdy grupa sulfonowa laczy si¢ w czasteczce bezposrednio z atomem wegla. Poddaje si¢ mu
zwiazki aromatyczne (benzen i jego homologi), zwiazki o pier§cieniach skondensowanych
(naftalen, antrachinon) i ich pochodne, wyzsze n-alkany. Produktami sa kwasy alkilo- lub
arylo-sulfonowe. Do procesu C-sulfonowania zalicza si¢ rowniez chlorosulfonowanie,
ktére polega na wprowadzeniu do czasteczki organicznej grupy chlorosulfonowej —SO,Cl.

Jezeli grupa —SO;H potaczona jest z atomem weggla poprzez tlen, to mowimy
o O-sulfonowaniu, czyli siarczanowaniu. Siarczanowaniu poddaje si¢ metanol i etanol,
wyzsze alkohole thuszczowe I- i II-rzgdowe, alkeny C,p—Cg, oleje i tluszcze zawierajace
wiazania podwdjne w reszcie kwasowej glicerydow. W wyniku tego procesu otrzymano
pierwsze zwigzki powierzchniowo czynne.

Grupa sulfonowa wprowadzona do zwigzku organicznego nadaje mu wilasciwosci
kwasowe — zwiazek taki moze tworzy¢ z alkaliami sole. Grupa —SO;H jest silnie polarna
i wykazuje duza moc kwasowa (pKg<1). Sulfonowanie zwiazkéw przeprowadza si¢
w celu przeprowadzenia zwiazkdw nierozpuszczalnych w wodzie w zwiazki rozpuszczalne
—nadaje si¢ im w ten sposob wiasciwosci hydrofilowe i zwigksza powinowactwo do wody.
Pochodne sulfonowe sa wykorzystywane do produkcji zwiazkéw powierzchniowo czyn-
nych (Srodki piorace, zwilzajace, emulgatory), barwnikow i garbnikéw. Reakcje sulfono-
wania stuza réwniez do wytwarzania syntetycznych materialéw jonowymiennych o charak-
terze kationitow (zmigkczanie i demineralizacja wody).
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Srodki sulfonujace:

H,SOy4 o stezeniu 65-100% (SO; « H,0),

oleum o st¢zeniu 18-20% i 60—65% (SO; - H,SOy),

tritlenek siarki (SO3),

kwas chlorosulfonowy (VI) CISO;H (SO; + HCI),

kompleksy SO; z substancjami organicznymi (SO; * pirydyna, SOs; * dioksan):

/
o | 0;8:0  0-SO0;
N \__/

/N
0,S—O
SO; jest podstawowym sktadnikiem wszystkich srodkow sulfonujacych. Stezenie SO;
w $rodkach sulfonujacych decyduje o ich mocy. Lagodny $rodek to H,SO4 o stgz. 65-90%;
$redni to H,SO4 o stez. 90%; a najmocniejsze srodki sulfonujace to oleum i SOs.
Sulfonowanie zwiazkéw aromatycznych oraz siarczanowanie wyzszych alkoholi, alke-
noéw, olejow i thuszczow prowadzi sig, dziatajac na substraty stgzonym kwasem siarkowym
(VI), oleum lub tritlenkiem siarki.
Wyzsze n-alkany sulfonuje sig, stosujac ditlenek siarki w mieszaninie z chlorem lub tlenem.

11.4.2. Sulfonowanie zwigzkéw aromatycznych

Zwiazki aromatyczne stanowia najwazniejsza grupg poddawana sulfonowaniu w pro-
cesach przemystowych, przy czym tylko czg$¢ kwasow arylosulfonowych stanowi produkt
finalny, gdyz grupa SO;H daje si¢ fatwo wymieni¢ na inne podstawniki:

R—SH
fu
R—SO,H
R—CI R—CN
H,
w Kcy
R—SOs;H
NH; KOH
R—NH; <«—— ——> R—OH
Ar—SOs;H
PCl; w{‘
HC1
Ar—S0,Cl Ar—SOR
Ar—H

Schemat 1. Zastosowanie zwiazkéw sulfonowych w procesach przemystowych
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Mozliwos¢ sulfonowania zwiazkow aromatycznych zalezy od ich budowy chemicznej. Najta-
twiej sulfonuje si¢ pochodne aromatyczne zawierajace podstawniki I rodzaju (—OH, —NH,,
grupa alkilowa, alkoksylowa; przy czym odpowiednie pochodne naftalenu sulfonuje si¢ ta-
twiej niz benzenu). Podstawniki te kieruja grupe sulfonowa w potozenie 2- i 4-. Trudniej
sulfonuje si¢ weglowodory aromatyczne nie zawierajace podstawnikow, przy czym w grupie
tej najtatwiej sulfonuje si¢ antracen, trudniej naftalen, a najtrudniej benzen. Najtrudniej sulfo-
nowaniu ulegaja zwiazki aromatyczne zawierajace podstawniki II rodzaju (-NO,, -COOH,
—C=0, —SO;H). Podstawniki te kieruja grupe sulfonowa w potozenie 3-. Aromatyczne zwiaz-
ki posiadajace dwie lub trzy takie grupy sulfonuje si¢ bardzo trudno albo wcale.

Przebieg reakcji sulfonowania zalezy od:
e rodzaju stosowanego $rodka sulfonujacego,
e jego stezenia,
e stosunku ilosciowego wzgledem zwiazku sulfonowanego.
Wzrost temperatury powoduje zwigkszenie szybkosci reakcji, ale przekroczenie granicy
dozwolonej prowadzi do reakcji ubocznych. Przestrzeganie granic temperatury jest wazne
rowniez dlatego, ze w zalezno$ci od niej grupa —SOsH moze zajmowaé rozne potozenie
w pierscieniu aromatycznym. Wzrost temperatury powoduje powstanie izomeru o wigkszej
trwatoSci (izomer para). Podczas sulfonowania istnieje mozliwo$¢ przeksztatcenia si¢ izo-
merdéw. Sulfonujac ten sam zwigzek w réznych temperaturach, mozna otrzymaé¢ kwasy
sulfonowe o réznym usytuowaniu grupy —SO;H:

SO;H

(s

OH

ava

SO;H

H

nn
W8

kwas a-naftalenosulfonowy

SO;H

9

kwas B-naftalenosulfonowy
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Wigkszos¢ reakcji sulfonowania zwiazkéw aromatycznych nie wymaga uzycia katali-
zatoroOw (wyjatkiem jest antrachinon). Katalizatorami sulfonowania sa zwiazki rtgci:
HgSO,, HgCl,, Hg,Cl,, rt¢¢ metaliczna.

Srodowisko reakcji to zwykle wiasciwy $rodek sulfonujacy (kwas siarkowy (VI),
oleum) lub rozpuszczalniki oboj¢tne (chlorowcowegglowodory). Dodanie rozpuszczalnika
ulatwia mieszanie i zapewnia rownomierny przebieg reakcji. Obecno$é tego typu rozpusz-
czalnikow tagodzi dziatanie SO;.

Proces sulfonowania przeprowadza si¢ w sulfonatorach (metoda periodyczna) lub
w potkowych wiezach sulfonujacych metoda ciagla. Temperatura procesu: 0—180°C. Pro-
ces prowadzi si¢ pod normalnym lub nieco zwigkszonym ci§nieniem. W wyzszych tempe-
raturach sulfonuje si¢ kwasem siarkowym (VI), w nizszych — SO; i oleum. Aparatura do
procesu sulfonowania wymaga materialu odpornego na korozj¢ oraz agresywne dziatanie
srodowiska reakcji.

a) Sulfonowanie kwasem siarkowym (VI)
Sulfonowanie kwasem siarkowym (VI) ma charakter substytucji elektrofilowe;j:

o
S0; o OH SOsH
H,S0, T
OH

przy czym czynnikiem aktywnym jest SO, powstajacy w reakcji:

O<—C/J—>O
O

2H,50, —— H;0® + HSO,® + SO,

Podczas sulfonowania prowadzonego za pomoca kwasu siarkowego (VI) w srodowi-
sku reakcyjnym powstaje woda i, w miar¢ przebiegu reakcji, kwas siarkowy ulega rozcien-
czeniu. W wyniku tego zmniejsza si¢ szybkos$¢ reakcji do catkowitego jej zaniku przy pew-
nym granicznym stgzeniu SO; — m. Wartos¢ m jest wielkoscia charakterystyczna dla kazdej
sulfonowanej substancji. Aby stgzenie kwasu siarkowego w trakcie reakcji byto caty czas
wyzsze od granicznego, stosuje si¢ nadmiar kwasu siarkowego o odpowiednio wysokim
stezeniu.

Obecno$¢ wody w mieszaninie sulfonujacej moze powodowac desulfonacje, ktora roz-
poczyna si¢ w momencie, gdy st¢zenie SO; jest mniejsze od . Gdy warto$¢ n dla danego
procesu przewyzsza stezenie SO; w 98% H,SO,, to jako $rodek sulfonujacy moze byé
uzyte tylko oleum lub tritlenek siarki.

Aby uniknaé¢ duzego nadmiaru $rodka sulfonujacego, zapobiega si¢ rozcienczeniu
srodowiska reakcji przez:
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e destylacje azeotropowa ze zwiazkiem poddawanym sulfonowaniu (gdy jest on lotny
z parg wodna) — $rodek sulfonowany oddestylowuje si¢ wytacznie z woda reakcyjna
i po jej oddzieleniu czynnik ten zawraca si¢ do srodowiska reakcji, dzigki czemu stgze-
nie kwasu siarkowego pozostaje bez zmian;

e dodanie do $rodowiska reakcyjnego rozpuszczalnika organicznego tworzacego z woda
azeotrop.

Wyodregbnienie kwasow sulfonowych z mieszaniny reakcyjne;j:

e Rozcienczenie woda — w ten sposdb wyodrebnia si¢ produkty reakcji sulfonowania
trudno rozpuszczalne w rozcienczonym kwasie siarkowym (VI). Wykorzystuje sig tu tg
wlasciwos$¢, ze niektore kwasy sulfonowe sa trudno rozpuszczalne w 50-80% kwasie
siarkowym. Kwas rozciencza si¢ woda, odsacza wytracony produkt, a pozostaty kwas
siarkowy zat¢za w wyparkach. Tak wyodrebnia si¢ kwas p-toluenosulfonowy, pochod-
ne chlorosulfonowe zwiazkéw aromatycznych.

e  Wiysalanie — dobrze rozpuszczalne kwasy sulfonowe wydziela si¢ z mieszaniny reak-
cyjnej jako sole. Rozcieniczone woda srodowisko reakcyjne nasyca si¢ sola (np. NaCl,
Na,CO;). Powstajg sole sodowe kwasoéw sulfonowych, ktore, jako mniej rozpuszczalne
od wolnych kwasow, wydzielaja si¢ w postaci osadu. Metoda ta wydziela si¢ sulfono-
we pochodne nitrobenzenu, naftalenu i antrachinonu.

e  Zobojetnianie wapnem — jezeli sole sodowe kwasoéw sulfonowych sa dobrze rozpusz-
czalne w wodzie, wowczas stosuje si¢ mleko wapienne, celem przeprowadzenia nad-
miaru kwasu siarkowego w trudno rozpuszczalny siarczan wapnia. W metodzie tej wy-
korzystuje si¢ lepsza rozpuszczalno$¢ soli wapniowych kwasow sulfonowych w po-
réwnaniu z siarczanem wapnia. Po oddzieleniu CaSO, przesacz zadaje si¢ soda lub
Na,S0,, celem przeprowadzenia soli wapniowych kwaséw sulfonowych w sole sodo-
we. Tak wyodrebnia si¢ s61 sodowa kwasu benzenosulfonowego.

b) Sulfonowanie tritlenkiem siarki
Ar—H + SO; —> Ar—SO;H

W reakcji nie wydziela si¢ woda. Reakcja jest nieodwracalna. Tritlenek siarki umozli-
wia calkowite wykorzystanie substancji sulfonujacej. SO; w srodowisku reakcji nie ulega
rozcienczeniu woda. Stosujac tritlenek siarki, unika si¢ otrzymania odpadowego kwasu
siarkowego, ktorego duze iloSci powstaja przy stosowaniu H,SO, i oleum jako Srodkow
sulfonujacych.

Tritlenek siarki jako bardzo mocny reagent, oprécz pozadanej reakcji sulfonowania,
moze wywota¢ tez niekorzystne zmiany. W podwyzszonej temperaturze moze utlenia¢
substancj¢ organiczng, czego wynikiem moze by¢ wprowadzenie do sulfonowanego zwiaz-
ku grupy —OH:

Ar—H + SO; —> Ar—OH + SO,

lub nawet catkowite spalenie substancji organicznej. Inne niepozadane reakcje prowadza do
powstania kwaséw wielosulfonowych, sulfonow:

Il
2Ar—SO;H —> Ar—S-Ar + H,S0,
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a takze bezwodnikow kwasow sulfonowych:

2AI‘_SO3H + SO3 —> (AI'_S()2)2O + H2$O4

Reakcjom niepozadanym sprzyja duze st¢zenie Srodka sulfonujacego i wysoka temperatura.
Tritlenek siarki moze by¢ stosowany w sposob bezposredni tylko do sulfonowania
zwiazkow trudno sulfonujacych sig, np. zawierajacych podstawniki elektronoakceptorowe.
W celu ztagodzenia jego mocy sulfonujacej stosuje si¢ roztwory tritlenku siarki w skroplo-
nym SO, lub rozpuszczalniku organicznym i roztwory adduktéw SO; z dioksanem i piry-
dyna (temp. reakcji 0—40°C). Tritlenek siarki uzywa si¢ w postaci stalej, cieklej i gazowe;j.

¢) Sulfonowanie kwasem chlorosulfonowym (VI)

Zastosowanie kwasu chlorosulfonowego jako czynnika sulfonujacego stwarza mozli-
wos¢ otrzymania dwoch rodzajow produktow: aromatycznych sulfochlorkow (ArSO,Cl)
lub kwasow arylosulfonowych (ArSOs;H). Zalezy to od warunkow reakcji i ilo$ci uzytego
do reakcji kwasu chlorosulfonowego.

W reakcji rownomolowych ilosci kwasu i substancji sulfonowanej lub przy matym
nadmiarze kwasu powstaja aromatyczne kwasy sulfonowe:

Ar—H + CISO3H —— Ar—SO;H + HCI

Przemiana przebiega do konca i nie wymaga duzego nadmiaru czynnika sulfonujacego.
Sulfonowanie kwasem chlorosulfonowym, ze wzgledu na koszt, przeprowadza si¢ tylko
wowczas, gdy nadmiar kwasu siarkowego lub oleum powoduje niekorzystne reakcje (np.
wielosulfonowanie, utlenianie, hydratacja). Aparatura musi by¢ odporna na dziatanie HCI.

Przy zastosowaniu nadmiaru kwasu chlorosulfonowego produktem reakcji sa sulfo-
chlorki:

Ar—H + 2CISO3H _—> AI‘_SO3C1 + HCl + H2$O4

Sulfochlorki stanowia wazny potprodukt do otrzymywania aromatycznych sulfonami-
doéw, estrow, anilidow, kwasdéw tiolowych i sulfinowych.

Podczas chlorosulfonowania zwiazkow aromatycznych konieczny jest 5-10-krotny
nadmiar kwasu chlorosulfonowego (reakcj¢ prowadzi si¢ w reagencie sulfonujacym lub
chlorowanych rozpuszczalnikach organicznych).

11.4.3. Sulfonowanie amin
Sulfonowanie amin prowadzi si¢ przez spiekanie. Siarczan aminy ogrzewa si¢ w tem-
peraturze 180°C przez kilka godzin:

NH, + H,SO, NH2

0 H3C
180°C
— + H,0

H,C

S0,©

I1.4.4. Siarczanowanie
Najwigksze znaczenie ma siarczanowanie alkoholi, thuszczow i ich pochodnych poliok-
syetylenowych. Srodkami siarczanujacymi sa kwas siarkowy 98—100% Iub gazowy SOs:
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RCH,OH + SO; —— RCH,0S0sH
RCH,(OC,H,)nOH +S0; —= RCH,(OC,H,)nOSO;H

Produkty siarczanowania poddaje si¢ neutralizacji, uzyskujac sole sodowe siarczanow
alkilowych. Drugorzedowe siarczany alkilowe sa stabszymi srodkami powierzchniowo
czynnymi niz pierwszorzedowe. W podobny sposob przerabia si¢ na $rodki powierzchnio-
wo czynne thuszcze i oleje. Nastepuje tu addycja kwasu siarkowego do wiazan podwdjnych
w kwasowych resztach glicerydow:

—CH=CH— + HzSO4 (stgz.) ——> _CH2_(|3H_
0SO;H

11.4.5. Przyklady sulfonowania w przemysle farmaceutycznym

1. Otrzymywanie Yatrenu — sulfonowanie 8-hydroksychinoliny w pierwszym etapie syntezy:

SO3H
N StQZ stO4 N
_— + H,0
Z Z
N N
OH OH
8-hydroksychinolina kwas 8-hydroksychinolino-5-sulfonowy

2. Produkcja Cordabrominu — dziatanie kwasu siarkowego (V1) na alliloteobroming w dru-
gim etapie syntezy:

HiC O HiC O CHj
N fN/CH2CH=CH2 kaN/CHch—osmH
< <
H,SO
N ITI/KO % N 1}1’&0
CH CH

3 3

1-alliloteobromina ester kwasu siarkowego (VI)
i 1-B-hydroksypropyloteobrominy
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3. Otrzymywanie disulfamidu — pierwszym etapem jest chlorosulfonowanie m-chlorotoluenu:

Cl\©/CH3 CIs0ut Clj@[CH3
_—
Cl0,S S0,Cl

m-chlorotoluen dichlorek kwasu
5-chlorotolueno-2,4-disulfonowego

4. Otrzymywanie furosemidu — drugi etap stanowi chlorosulfonowanie kwasu 2,4-dichloro-
benzoesowego:

COOH COOH
cl CISO;H cl
R ———
ClO,S
Cl Cl
kwas 2,4-dichlorobenzoesowy chlorek kwasu

2,4-dichloro-5-sulfobenzoesowego

I1.5. Hydroliza
I1.5.1. Wiadomosci ogélne

Hydroliza (rozpad pod wptywem wody) jest procesem jednostkowym, w ktérym cza-
steczka zwiazku organicznego pod wpltywem wody ulega rozkltadowi na dwa prostsze

fragmenty, przy czym atom wodoru z wody faczy si¢ z jednym fragmentem, a grupa hy-
droksylowa (z wody) z drugim, dajac dwa roézne produkty.

XY + HHOH — X-H + Y-OH

Hydrolizie ulegaja r6zne grupy zwiazkoéw organicznych z r6zna fatwoscia. Niektore reaguja
gwaltownie od razu po zetknigciu si¢ z woda:

CH;COCl + H,0 —> CH3;COOH + HCI
inne — dopiero po ogrzaniu:

(CH3CO)2O + HzO _—> 2CH3COOH

Tego typu reakcje nie majg znaczenia i sg raczej niepozadane, gdyz substraty sa droz-
sze niz powstale produkty. Woda w stosunkowo nielicznych przypadkach powoduje szybka
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i catkowita hydroliz¢ zwiazku organicznego, nawet jesli reakcje prowadzi si¢ w podwyz-
szonej temperaturze i przez dtuzszy czas. Dlatego zwykle stosuje si¢ wodne lub etanolowo-
wodne roztwory zasad, kwaséw lub enzymoéw z grupy hydrolaz, ktdre rozszczepiaja wiaza-
nia estrowe, glikozydowe i peptydowe.

Przyktadem reakcji, ktora zachodzi dos$¢ tatwo w obecnosci samej wody i ma prak-
tyczne znaczenie, jest przeksztalcenie soli diazoniowych w fenole (reakcja zagotowania):

N
Il

oll OH
HSO; + H,0 — » @ + N, + HyS0,

Aby hydroliza zachodzita szybko i catkowicie, stosuje si¢ katalizatory. Oprocz wymie-
nionych juz kwasow, zasad i enzymow mozna stosowac tez sole, tlenki metali lub metale.
W praktyce przemystowej hydrolizg prowadzi si¢ w obecno$ci mniej lub bardziej stgzonych
kwasow mineralnych, zasad, soli. Hydrolize w obecnosci kwasu stosuje si¢ do przerobu
roznych surowcOw pochodzenia roslinnego i zwierzgcego: thuszczéw (produktem sa mie-
szaniny wyzszych kwasow thuszczowych i gliceryny), weglowodanow (produktem sa cukry
proste, np. glukoza, fruktoza), furfural z otr¢gbéw owsianych.

Do hydrolizy estrow stosuje si¢ rowniez roztwory enzymow, biatek (produktami sa
aminokwasy, np. z glutenu otrzymuje si¢ kwas glutaminowy — sktadnik $rodkéw leczni-
czych, a jego s6l jest srodkiem polepszajacym smak potraw). Hydroliza w obecnoéci alka-
liow: rozcienczone roztwory NaOH i Ca(OH), przydatne sa do hydrolizy tluszczéw (pro-
dukcja mydet i gliceryny) oraz chlorkéw alkilowych i acylowych (produkcja fenolu z chlo-
robenzenu). Stgzone roztwory NaOH (50-95%) wykorzystuje si¢ do przerobu aromatycz-
nych zwiazkéw sulfonowych w celu zastapienia grupy SOsH grupami OH. Jest to metoda
stapiania alkalicznego, ktora byta najstarsza metoda produkc;ji fenolu. Obecnie stosuje sig ja
przy produkcji naftoli i hydroksyantrachinonow.

Stosunkowo nieliczne procesy hydrolizy zachodza w normalnej temperaturze i pod
normalnym cis$nieniem, np. hydroliza drewna metoda Bergiusa. Najczg$ciej hydrolize pro-
wadzi si¢ w temperaturze 80—160°C pod nieznacznie wyzszym cisnieniem. Przeréb chloro-
benzenu na fenol i wymiana grupy sulfonowej na grupg OH wymaga juz temperatury 300°C.

Hydroliza ma bardzo duze znaczenie w biochemii. Jest to jeden z najczgstszych proce-
sow metabolicznych, jakim podlegaja leki w organizmie. Procesy hydrolizy sa rowniez
bardzo niepozadane, poniewaz zmniejszaja trwato$¢ wielu lekéw. Aby zapobiec rozktadowi
leku na drodze hydrolizy, stosuje si¢ optymalne pH roztworu (buforowanie zmniejsza ilo$¢
wody w roztworze), wodg zastgpuje si¢ innym rozpuszczalnikiem (etanol, glikol propyle-
nowy, glicerol). Substancje gwaltownie hydrolizujace przechowuje si¢ w opakowaniach
hermetycznych w stanie suchym, w niskiej temperaturze i rozpuszcza si¢ dopiero bezpo-
srednio przed uzyciem.

I1.5.2. Hydroliza poszczegolnych grup zwiazkéw organicznych

a) Hydroliza alkilo- i arylochlorowcopochodnych prowadzaca do otrzymania alkoholi,
aldehydow, ketonoéw, kwasow i fenoli. Przebieg jej zalezy od ugrupowania, z jakim jest
zwiazany chlorowiec. Chlorki alkilowe ulegaja tatwo hydrolizie (najtatwiej jodki). Pochod-
ne zawierajace atom chlorowca przy weglu nienasyconym hydrolizuja trudniej, a produk-
tami takiej reakcji sa aldehydy i ketony.
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Hydroliza chlorowcopochodnych to reakcja substytucji nukleofilowej. Wpltyw na hy-
drolizg ma rzedowos¢ atomu wegla, przy ktorym znajduje sig chlorowiec. Najtatwiej hydro-
lizuja pochodne zawierajace atom chlorowca przy trzeciorzedowym atomie wegla (Syl),
najtrudniej — pochodne zawierajace atom chlorowca przy pierwszorzgdowym atomie wegla
(SN2). Pochodne zawierajace atom chlorowca przy drugorzedowym atomie wegla moga
reagowac wedlug mieszanego mechanizmu Sy1 + Sy2.

Bardzo tatwo hydrolizuja pochodne, w ktérych atom chlorowca jest potaczony z ato-
mem wegla zwigzanym z ukladem aromatycznym (pochodne benzylowe), gdyz tworzenie
karbokationow jest utatwione. Potaczenia tego typu reaguja latwiej niz trzeciorzgdowe
polaczenia alifatyczne.

Potaczenia typu Ar—X reaguja trudno, gdyz wiazanie chlorowiec—wegiel moze by¢
wigzaniem podwdjnym w strukturach kanonicznych hybrydy rezonansowej. Latwo$¢ hy-
drolizy ros$nie gdy w potozeniu p- lub o- w stosunku do chlorowca znajduja si¢ grupy elek-
tronoakceptorowe. Produktami sa fenole.

Trzeciorzgdowe chlorki alkilowe hydrolizuja juz po krotkim ogrzewaniu w wodzie.
Hydrolizg potaczen pierwszo- i drugorzgdowych przeprowadza si¢ w wodnych roztworach
KOH lub NaOH. Katalizatorami sa ZnSO,, CuSO,, ZnCl,. Produktami hydrolizy chlorow-
copochodnych sa alkohole.

Hydroliza dichlorowcopochodnych z atomami chlorowca przy wicynalnych atomach
wegla prowadzi do otrzymania glikoli. Gdy dwa atomy chlorowca sa przy tym samym
atomie wegla, powstaja aldehydy lub ketony. Hydroliza zachodzi bardzo tatwo juz przy
ogrzewaniu z woda. Hydroliza pochodnych trichlorowcowych prowadzi do otrzymania
kwasow organicznych.

b) Przyktadem hydrolizy estrow moze by¢ hydroliza ttuszczow. W $rodowisku alka-
licznym powstaje alkohol i sl kwasu, z ktérego powstat ester, a w Srodowisku kwasnym
powstaje kwas i alkohol.

c¢) Halogenki kwasowe i bezwodniki hydrolizuja z utworzeniem kwasu karboksylowego.

d) Amidy alifatyczne i aromatyczne hydrolizuja podczas ogrzewania z rozcienczonymi
kwasami lub alkaliami. W $rodowisku kwasnym produktami sa kwas organiczny i s61 amo-
nowa, a w §rodowisku alkalicznym powstaje s6l kwasu i NH;. Podstawione amidy kwaso-
we (Ar-NHCO-R', R-NHCO-R?) sg odporne na dziatanie rozcienczonych roztworéw
kwasow i zasad. Hydrolizuja one do aminy i kwasu przy zastosowaniu bardziej stgzonych
roztworow kwasow mineralnych (20% HCI, 50% H,SOy,).

e) Sole kwasow organicznych, czyli sole stabego kwasu i mocnej zasady, w wyniku
hydrolizy daja kwas organiczny i zasadg.

f) Sole zasad organicznych w wyniku hydrolizy daja zasadg organiczna (np. aming) i kwas.
g) Hydroliza nitryli jest jedna z wazniejszych metod otrzymywania kwasow organicznych:

H,0,H"
R—C=N —— R—COOH

h) Hydroliza eterow. Etery sa zwiazkami bardzo trwatymi i trudno ulegajg hydrolizie.
Pod dziataniem kwaséw chlorowcowodorowych hydrolizuja do chlorowcoalkanow i alko-
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holi lub fenoli, etery arylowoalkilowe daja analogicznie chlorowcoalkany i fenole. Zdol-
nos¢ hydrolityczna kwasow chlorowcowodorowych maleje w szeregu: HJ > HBr > HCL

Acetale (etery uwodnionej formy aldehydow) sa oporne na dziatanie zasad jako czyn-
nikow hydrolizujacych, ale bardzo tatwo hydrolizuja pod wplywem kwasu, dajac alkohole
i aldehydy. Na przyktad glikozydy bedace acetalami rozpadaja si¢ do cukréw prostych.

Epoksyzwiazki pod wptywem wody hydrolizuja do glikoli. Ich reaktywnos$¢ jest bar-
dzo duza, z powodu naprgzen charakterystycznych dla trojcztonowych pierscieni oksira-
now.

I1.5.3. Przyklady zastosowania hydrolizy w przemysle farmaceutycznym
Otrzymywanie estru etylowego kwasu migdalowego przez hydroliz¢ chlorowodorku
iminoeteru kwasu migdatowego:

OH NH * HCI OH O

| 7 H,0 I %

CH—C_ — CH—C_
0C,H; OC,H;

I1.6. Redukcja

I1.6.1. Wiadomosci ogdlne

Redukcja jest procesem przebiegajacym z pobraniem elektronow przez atom, w wyni-
ku czego nast¢puje zmniejszenie stopnia utlenienia pierwiastka. Redukcja zachodzi pod
wplywem reduktora, tj. substancji, ktora sama sig utlenia, oddajac elektrony, ktore sa pobie-
rane przez substancj¢ redukowana:

Na + MeOH ©/N:O

odebranie czasteczce 1 atomu tlenu
bez wprowadzenia atoméw wodoru

N=N
©/N02 redukcja‘ Na,S,0y, Ol—fa R ©/ \@

odebranie czasteczce wszystkich atomow
tlenu bez wprowadzenia atomoéw wodoru

Fe(Zn), 1 H,0 ©/NH2

odebranie czasteczce wszystkich atomow
tlenu i wprowadzenie atomow wodoru

Schemat 2. Redukcja
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Podczas redukcji zwiazku organicznego nastgpuje zmniejszenie krotnosci wiazan albo
oderwanie od czasteczki jednego lub kilku atomow tlenu (lub innych heteroatomow: S, N,
Cl), czemu towarzyszy¢ moze (ale nie musi) wprowadzenie do czasteczki atomoéw wodoru.

Redukcj¢ prowadzi si¢ z zastosowaniem réznych zwiazkéw chemicznych o whasciwo-
Sciach redukujacych (w tym — bardzo czgsto — wodoru) lub elektrolitycznie.

Uwodornienie prowadzi si¢ wylacznie przy zastosowaniu wodoru. Polega ono na
przylaczaniu czasteczki wodoru do czasteczki zwiazku organicznego zawierajacego wiaza-
nia nienasycone. Proces zachodzi w obecnosci katalizatora i wymaga dziatania gazowego
wodoru. Reakcje uwodornienia sa odwracalne, maja charakter egzotermiczny i przebiegaja
ze zmniejszeniem obj¢tosci molekularnej (podwyzszone cisnienie i niska temperatura).

Reakcje uwodornienia maja charakter przylaczenia (brak produktéw ubocznych), na-
tomiast redukcji towarzyszy eliminacja heteroatomu z czasteczki. Podczas uwodornienia
nastgpuje wzbogacenie czasteczki w atomy wodoru; podczas redukcji czasteczka moze sig
wzbogaci¢ w atomy wodoru, ale nie musi.

OH
redukcja
+H, —— + H,0

OH OH

uwodornienie
+3H, ——»

W przemysle organicznym redukcji poddaje sig:
e zwiazki aromatyczne zawierajace azot (nitrozwiazki);
o wyzsze kwasy thuszczowe i ich estry, w celu otrzymania alkoholi thuszczowych C;—Cig;
o tlenek wegla, w celu otrzymania syntetycznych paliw silnikowych i syntezy metanu,
e zwiazki zawierajace heteroatomy, obecne w benzynie i olejach, w celu usunigcia S, N, O.

Uwzgledniajac charakter aktywnego odczynnika, metody redukcji mozna podzieli¢ na:

e redukcjg przebiegajaca z udziatem wodoru atomowego (Sg), np. redukcja katalityczna
na metalach;

o redukcje, w ktorej odczynnikiem jest jon wodorkowy (H™): redukcja z udziatem tetra-
hydroglinianu litu (LiAIH,), tetrahydroboranu sodu (NaBH,4) — Sy;

e redukcje, w ktérej wodor wystepuje jako proton H™ — Sg.

11.6.2. Redukcja z udzialem wodoru atomowego
Stosuje si¢ tu katalizatory metaliczne (metale majace luki elektronowe na powtokach:

Ni, Pd, Pt, Cu, Co, Fe) oraz tlenkowe (tlenki Zn, Cr, Mn, Mg, Cu, W). Pod wzgledem ak-

tywnosci dziela si¢ one na dwie grupy:

e mocne katalizatory (Ni, Co, Fe) — moga powodowac¢ catkowite uwodornienie, np. al-
dehydu poprzez alkohol do weglowodoru nasyconego;

e lagodne katalizatory (Pd, Pt, Cu, kat. tlenkowe) — maja wysoka aktywno$¢, ale dopro-
wadzaja reakcje uwodornienia do okreslonego stadium: np. aldehyd do alkoholu, nie
pozwalajac reakcji dojs¢ do stadium weglowodoru (np. w obecnosci ZnO wodor nie
atakuje wigzan nienasyconych w tancuchu weglowym, redukuje za$ grupg C=0).
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Reakcja redukeji katalitycznej prowadzona jest gazowym wodorem wobec wyzej wy-
mienionych katalizatorow w fazie gazowej lub w réznych rozpuszczalnikach (alkohole,
woda, kwas octowy, estry, dioksan, rozcienczony HCI).

Rozpadajaca si¢ na atomy czasteczka wodoru, ktéora mozna uzyska¢ z termicznego
rozktadu weglowodoréw, CH30H i pary wodnej, przez elektrolize wody ulega chemisorpcji
na powierzchni katalizatora, gdzie reaguje z zaadsorbowana czasteczka redukowanego
zwiazku. Przy tym mechanizmie bardzo wazne jest, by powierzchnia katalizatora byta
odpowiednio duza, dlatego stosuje si¢ je w postaci dyspersji koloidalnej, metale osadza si¢
na no$niku o duzej powierzchni (zel krzemionkowy, Al,Os, sita molekularne) lub stosuje
si¢ katalizator szkieletowy typu Raneya otrzymywany ze stopéw Ni, Cu, Co lub Fe — z Al
i Si, przez wytrawienie kwasami lub alkaliami. Powstaja struktury porowate o dobrze roz-
winigtej powierzchni.

Nalezy stosowa¢ odpowiednio niskie temperatury i nadci$nienie. Zbyt wysoka tempe-
ratura powoduje reakcje odwrotng — odwodornienie.

Redukcje katalityczna (uwodornienie katalityczne) prowadzi si¢ metoda okresowa
w autoklawach (120°C, 100 atm dla redukcji glukozy do sorbitolu przy produkcji witaminy C)
1 metoda ciagla w reaktorach przemystowych, gdzie kolumny sa wytozone katalizatorem.

Czesto stosowana metoda jest redukcja wodorem in statu nascendi. Zroédtem wodoru
atomowego powstajacego bezposrednio w mieszaninie reakcyjnej sa metale, ktore maja
zdolno$¢ wypierania wodoru z wody (metale alkaliczne) lub kwasoéw (Sn, Zn, Fe). Reakcje
mozna tez prowadzi¢ za pomoca Zn w §rodowisku alkalicznym (NaOH) (powstanie hydra-
zozwiazkow). Najczesciej stosuje si¢ drobno zmielone opitki Fe w HCI (redukcja nitroben-
zenu).

Estry i amidy redukuje sig¢ za pomoca Fe, ale w obecnosci CH;COOH, gdyz HCI moze
powodowac ich hydrolizg.

11.6.3. Redukcja przebiegajaca z udzialem jonu wodorkowego

Wykorzystuje sig tu kompleksowe wodorki metali (LiAlH,, NaBH,), ktore bardzo ta-
two przenosza jon wodorkowy do wegla grupy C=0. LiAlH, moze by¢ stosowany do re-
dukcji roznych grup funkcyjnych:

R-CHO - R-CH,0OH (najlatwiej)
R-CO-R’ - R-CHOH-R’

R-COC1 - R-CH,OH

R-CO-OR> — R-CH,-OH + R’-OH
R-COOH - R-CH,OH

R_CONH2 - R—CHz—NHQ

R-C=N - R-CH,—NH,

Ar—-NO, —  Ar-N=N-Ar (najtrudniej)

LiAlH, rozktada si¢ w obecnosci aktywnego atomu wodoru wedtug réwnania:
4H]J + L1A1H4 —> L1A1J4 + 4H2
Uzyty rozpuszczalnik powinien mie¢ charakter obojetny, dlatego uzywa si¢ eteru, te-

trahydrofuranu, dioksanu, ktore musza by¢ odwodnione. Substrat musi by¢ rozpuszczalny
w uzytym do reakcji rozpuszczalniku.
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NaBH, reaguje podobnie, a jego zaleta jest to, ze redukcje mozna prowadzi¢ w alkoho-
lach lub w wodzie. Moze by¢ stosowany do redukcji nastgpujacych potaczen:

R-COOH - R-CH,OH (najtatwiej)
R-CH=CH-R - RCH,CH,R

RCOR - RCHOHR

R-CH=N-R - RCH,-NH-R

R-COOR’ - RCH,0H + R’OH (najtrudniej)

Redukcja kompleksowymi wodorkami metali w tagodnych warunkach przebiega zazwyczaj
z wysoka wydajnos$cia i pozwala na redukcje selektywna (redukcje jednej z grup funkcyj-
nych, wystepujacych w substracie, w zaleznosci od uzytego wodorku kompleksowego).

I1.6.4. Redukcja przebiegajaca z udzialem protonu

Przyktadem jest redukcja z uzyciem metali alkalicznych rozpuszczonych w ciektym
amoniaku (metoda Bircha) lub w rtgci (amalgamaty Na, Al, Zn), ktoére dodawane sa bezpo-
$rednio do roztwordéw redukowanych zwiazkow w rozpuszczalnikach bgdacych donorami
protonéw (alkohole, woda, kwasy organiczne).

I1.6.5. Wodoroliza
Wodoroliza polega na rozerwaniu wigzania pomi¢dzy weglem a innym pierwiastkiem
(Cl1, N). Stosuje si¢ ja do usunigcia pierwiastka lub grupy funkcyjnej ze zwiazku organicz-
nego (hydrogenoliza).
H,
Ar—Cl —> Ar—H + HCI

I1.6.6. Redukcja elektrolityczna

Przeprowadza si¢ ja pod normalnym ci$nieniem w temperaturze 30-35°C. Pod wpty-
wem pradu elektrycznego woda w $rodowisku zasadowym ulega elektrolizie. Na katodzie
wydziela si¢ wodor, a na anodzie tlen, ktory taczy si¢ z anoda, dajac nadtlenek (katoda: Pb
z amalgamatem rteci, anoda: Pb).

Redukcjg t¢ stosuje si¢ do zwiazkow nitrowych, amidoéw alifatycznych i aromatycz-
nych, zwiazkow nienasyconych. W tych warunkach na katodzie powstaje wodor, ktory
redukuje zwiazek organiczny, a na anodzie powstaje nadtlenek Pb. Redukcjg t¢ przeprowa-
dza si¢ w specjalnych warunkach elektrolitycznych. Aby wzrosta wydajnos¢ elektrolizy,
mozna doda¢ siarczan (VI) sodu.

I1.6.7. Inne metody redukcji

a) Redukcja Meerweina-Ponndorfa-Verleya jest stosowana do otrzymywania alkoholi
drugorzedowych z ketondw. Srodkiem redukujacym jest najczesciej alkohol izopropylowy,
w obecno$ci izopropanolanu glinu. Reakcja jest odwracalna, a jej przebieg w kierunku
przeciwnym to utlenianie Oppenauera.

ICH3
i OH Al(O—CH-CH;); OH
R-C—R! + H;C—CH-CH; = = R-CH-R' + CH;COCH;
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Mozna stosowac rowniez inne alkohole: alkohol sec-butylowy w obecnosci sec-butanolanu
glinu lub cykloheksanol w obecnosci cykloheksanolanu glinu. Redukcja ta jest wykorzy-
stywana w syntezie chloramfenikolu.

b) Redukcja McFadyena-Stevensa: acylosulfonylohydrazyny ulegaja rozszczepieniu pod
wplywem zasad i mozna z nich otrzymac¢ aldehydy aromatyczne lub alifatyczne, nie majace
wodoru w pozycji o. W ten sposéb mozna otrzyma¢ na przyklad aldehyd 3,4,5-
trimetoksybenzoesowy, bedacy surowcem do syntezy trimetoprimu:

CH;0 CH;0
oH®
CH, CONHNHSO, —— CH, CHO
CH;0 CH;0

Inne $rodki redukujace:

e tetraoksodisiarczan (III) sodu (hydrosulfit) — znajduje zastosowanie w syntezie benzy-
loaminy;

e siarczany (IV) i wodorosiarczany (IV): wodorosiarczan (IV) sodu — znajduje zastoso-
wanie przy redukcji chlorku benzenodiazoniowego do fenylohydrazyny, natomiast re-
dukcja siarczanami (IV) to, miedzy innymi, otrzymywanie 4-aminoantypiryny i 4-
nitrozoantypiryny;

e siarczki: najczgSciej stosuje si¢ siarczek sodu, wodorosiarczek sodu, siarczek amonu,
dwu- lub wielosiarczki sodowe i siarkowodor, glownie przy otrzymywaniu nitroamin
z dinitrozwiazkow oraz aminofenoli z nitrofenoli; ubocznym produktem redukcji
siarczkami jest tiosiarczan (VI) sodu.

I1.6.8. Przyklady przemystowego zastosowania redukcji
1. Otrzymywanie 2-(B-hydroksyetylo)-piperydyny:

2
Q Y
N CH,CH,0OH I\lf CH,CH,0OH
H
2-(B-hydroksyetylo)-pirydyna 2-(B-hydroksyetylo)-piperydyna

2. Otrzymywanie 1-amino-2,6-dimetylopiperydyny:
a) katalityczne uwodornienie 2,6-dimetylopirydyny,
b) redukcja pochodnej nitrozowej cynkiem:
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SN
ijj\ H, HNO,
= kat.
H;C~ N7 CH, H;C~ N7 CH; H; N~ CH;

Zn, CH;COOH
_—

H, N” “CHy
NH,

3. Synteza dapsonu — w koncowym etapie 4,4’-dinitrofenylosulfon redukuje si¢ do 4,4’-
sulfonylodianiliny chlorkiem cyny (II) w kwasie solnym:

KoCrO7/HaSO4

2 02N©—01 Nao§ OMOSONOZ lub HOCI
SnCl, , HC1
—»om—@soz@mz —— HN@SQ@Wz

11.7. Alkilowanie

I1.7.1. Wiadomosci ogdlne

Alkilowanie polega na wprowadzeniu grupy alkilowej do czasteczki zwiazku orga-
nicznego za pomoca przylaczania lub podstawienia. Do alkilowania zalicza si¢ réwniez
wprowadzenie do czasteczki ugrupowania alkiloarylowego, np. benzylowego.

W procesie alkilowania grupa alkilowa moze si¢ potaczy¢ z:

e atomem C w fancuchu alifatycznym lub pierscieniu aromatycznym (C-alkilowanie),
e atomem N (N-alkilowanie),

e atomem O (O-alkilowanie),

e atomem S (S-alkilowanie).

Alkilowaniu poddaje si¢ takze metale Mg, Pb, Al, Li, otrzymujac jako produkt zwiazki
metaloorganiczne, ktére maja bardzo duze zastosowanie w syntezie organiczne;.
Grupg alkilowa wprowadza si¢ na miejsce wodoru w zwiazku alifatycznym, aroma-
tycznym, w grupie hydroksylowej, fenolowej, aminowej, tiolowe;j.
Do srodkow alkilujacych naleza:

a) alkeny (olefiny): etylen, propylen, n-buteny, izobuten w mieszaninie lub oddzielnie;
prostotancuchowe olefiny C,,—C,4 w mieszaninie;

b) nizsze alkohole: metanol, etanol — stosuje si¢ w obecnosci katalizatora (czgsto jest
nim kwas mineralny) do alkilowania amin, weglowodoroéw lub innych zwiazkow z aktyw-
nym wodorem (np. fenol);
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c¢) halogenki alkilowe: chlorki, bromki i jodki metylu, etylu, chlorek butylu, chlorek
amylu; halogenki alkilo-arylowe: chlorek benzylu; monochlorowcopochodne prostotancu-
chowych alkanow C;—C;4 (halogenki alkilowe maja niskie temperatury wrzenia, reakcje
czgsto przeprowadza si¢ w autoklawach, w obecnosci zasad jako czynnikow wiazacych
wydzielajacy si¢ kwas chlorowcowodorowy, najkorzystniejsze sa tu jodki alkilowe, gdyz
maja stosunkowo wysokie temperatury wrzenia i nie trzeba stosowa¢ autoklawow), stosuje
si¢ do alkilowania fenoli, amin, heteroatoméw itp.;

d) tlenki alkilenowe (oksirany): tlenck propylenu i etylenu — maja one zdolnos¢ do
przytaczania si¢ do substancji zawierajacej ruchliwe atomy wodoru, w wyniku czego
otrzymuje si¢ zwiazki hydroksyalkilowe (tlenek etylenu stosuje si¢ do wprowadzenia grupy
B-hydroksy-etylenowej w alkilowaniu amin i amoniaku, tlenek propylenu stosuje si¢ do
otrzymania alkoholu 2-metylo-p-dimetyloaminoetylowego);

e) siarczany alkilowe, kwasy alkilosiarkowe — stuza do alkilowania amin i fenoli
(gtdownie uzywa si¢ siarczanu dimetylu i dietylu), stosuje si¢ je przewaznie do N- i O-
alkilowania (w procesach tych nalezy zobojg¢tni¢ wydzielajacy si¢ kwas, dlatego stosuje si¢
sole sodowe fenoli — §rodowisko zasadowe);

f) estry kwaséw arylosulfonowych — stuza do alkilowania amin i fenoli, wykorzystuje
si¢ je do alkilowania amin trudno alkilujacych sig;

g) czwartorzedowe sole amoniowe — sa tagodnie dziatajacymi srodkami alkilujacymi,
nie powoduja reakcji ubocznych (chlorek trimetylofenyloamoniowy stosuje si¢ do produk-
cji kodeiny z morfiny, reakcj¢ prowadzi si¢ w sSrodowisku alkalicznym);

h) diazometan — jest czynnikiem metylujacym fenole, enole, kwasy, aldehydy, ketony,
chlorki kwasowe (w reakcji powstaja metyloetery lub estry metylowe oraz gazowe produk-
ty uboczne — azot, w reakcji z halogenkami kwasowymi powstaja diazoketony, ktdre prze-
ksztacaja si¢ do 2-chlorowcoketondéw);

i) epichlorhydryna glicerolowa — stosuje si¢ ja do uzyskania lekéw B-adrenolitycznych
przez alkilowanie fenolu i reakcjg powstajacych epitlenkow z izopropyloamina;

j) aldehydy lub ketony w obecnosci czynnikow uwodorniajacych (alkilowanie reduk-
cyjne; reakcje Wallacha, Eschweilera-Clarke’a, Leucarta).

I1.7.2. C-alkilowanie (reakcja Friedela-Craftsa)
C-alkilowanie jest procesem katalitycznym. Jako katalizatory wykorzystuje si¢ sub-
stancje bedace donorami protondw:

e  kwasy mineralne (alkilowanie alkenami); i /lub
o kwasy Lewisa: AlCl;, AlF;, BF;.

Reakcja alkilowania w obecnosci katalizatorow kwasowych ma przebieg jonowy z posred-
nim utworzeniem karbokationu (sktadajacego si¢ z protonu i czynnika alkilujacego), ktory
atakuje czasteczke alkilowana:

© (©]
AICL + HCI === AlCl, + H

H2C=CH2 + H® CH3CH2®
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C,Hs

C,Hs C,Hs
C,Hs

H®+ Al01® —= Alc1; + HCl

Proces prowadzony w fazie cieklej przebiega w temperaturze 0—100°C i pod niewiel-
kim nadci$nieniem, aby utrzyma¢ w mieszaninie reakcyjnej lotne sktadniki. Reakcjg katali-
zuja kwasy Lewisa.

W procesie prowadzonym w fazie gazowej katalizatorem jest staty kwas fosforowy,
otrzymany przez wysycanie ziemi okrzemkowej roztworem H;PO,, z ktérego usuwa sie
wodg przez wysuszenie. Przylaczenie protonu do czynnika alkilujacego Wystepuje wow-
czas na powierzchni kontaktu. Alkilowanie w fazie gazowej przeprowadza si¢ pod zwigk-
szonym ci$nieniem i w temperaturze 250-300°C. Alkilowanie w tej fazie jest korzystniej-
sze, poniewaz kwasy mineralne, katalizatory i produkty uboczne nie dziataja korodujaco na
aparaturg.

Przy alkilowaniu zwiazkéw aromatycznych otrzymuje si¢ nie tylko pochodne monoal-
kilowe, ale i pochodne wicloalkilowe o wzorze C¢Hg.,R,, n = 2—6. Grupy alkilowe maja
charakter podstawnikow elektronodonorowych i zwigkszaja reaktywno$¢ pierscienia aro-
matycznego w reakcjach Sg; w wyniku powstaja produkty wielopodstawione. Aby temu
zapobiec, srodek alkilujacy stosuje si¢ w niedomiarze w stosunku do ilosci stechiometrycz-
nej.

I1.7.3. Alkilowanie redukcyjne
Alkilowanie redukcyjne to dziatanie aldehydami lub ketonami na amoniak lub aminy
w obecno$ci wodoru i katalizatora (Ni-Raney, Pt).

CH;COONa H,/kat.
\ kondensacja | wodorohza |
R-NH, + C=0 —>—C NH —CH—NHR

L -

Dla amoniaku i amin pierwszorzedowych mozliwe sa obydwie drogi reakcji, natomiast
dla amin drugorzedowych tylko jedna. Jako $rodki redukujace mozna stosowaé Zn, HCI,
NaBH,, HCOOH (reakcja Wallacha). Gdy poddaje si¢ alkilowaniu aminy pierwszorzgdowe
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lub drugorzedowe za pomoca aldehydu i kwasu mrowkowego; reakcja nosi nazwe Esch-
weilera-Clarke’a.

CH;
/
R-NH, + 2HCHO + 2HCOOH —> R-N_ +2C0, + 2H,0
CH,

W reakcji Wallacha zamiast HCOOH mozna stosowa¢ mréwczan amonu, mrowczany
amin, formamid lub jego pochodne. Wowczas zamiast wolnych amin mozna otrzymac ich
pochodne N-formylowe. Metoda ta nosi nazwg reakcji Leucarta.

R R R
\ AN H,O N
/C=O + 2HCOONH, —> /CHNHCHO - /CHNH2
R R R

I1.7.4. Przyklady z przemystu farmaceutycznego

1. Otrzymywanie N-metylo-2-B-hydroksyetylopiperydyny przez metylowanie B-hydroksy-
etylopiperydyny:

O\ HCHO, HCOOH O\

I\II CH,CH,0OH ITI CH,CH,OH
H CH;
2-(B-hydroksyetylo)-piperydyna N-metylo-2-(B-hydroksyetylo)-piperydyna

2. Otrzymywanie metronidazolu przez alkilowanie 2-metylo-5-nitroimidazolu tlenkiem
etylenu:

CH; CH;

PPN
N7 NE o N7 N—CH.CH,0H

= =

NO, NO,

3. Otrzymywanie furfuryloaminy przez redukcyjne alkilowanie amoniaku furfuralem:

@\ v N
CHO

(@) @) CH,NH,
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1II. 8. Chlorowcowanie

I1.8.1. Wiadomosci ogdlne

Chlorowanie polega na wprowadzeniu do czasteczki atomu Cl, w wyniku czego
otrzymuje si¢ chloropochodna organiczna, zawierajaca wiagzanie C—Cl. Jest to proces bar-
dzo rozpowszechniony w przemysle i najwazniejszy z procesow halogenowania (chlorowa-
nie, bromowanie, jodowanie). Odczynniki chlorujace sa tanie, a chloropochodne organiczne
maja korzystne wlasciwosci.

Chlorowanie zwiazkéw organicznych nast¢puje w wyniku reakcji:

a) podstawienia atomu wodoru atomem chloru:

T
CH;—CH; + ClL, — CH;CH,Cl + HCI

b) addycji, tj. przylaczenia Cl,, HCI, HOCI do wiazania nienasyconego:

FeCl3
CH2=CH2 + C12 —— Cl_CH2CH2_C1

HgC12
CH=CH + HCl ——> CH,=CHCI

c) wymiany, tj. zastapienie innej grupy funkcyjnej (najczesciej —OH) chlorem:

ZnC12
C2H5OH + HCI E—— C2H5C1 + H2

d) oksychlorowania, tj. jednoczesnego dziatania HCl i O,:

CuC12
H2C:CH2 + HCI + 12 02 — > CHZZCHCI + H20

e) pochodne aromatyczne mozna uzyska¢ w reakcji Sandmeyera przez przegrupowa-
nie zwiazkow diazoniowych w obecnosci soli miedzi zawierajacych nadmiar jonéw chlor-

kowych:
® ©
Ny €l cu,c1,, HEI Cl

W metodzie tej uzyskuje si¢ zwiazki, ktérych nie mozna otrzymaé w innych procesach
chlorowania, np. m-chlorotoluen z m-toluidyny, 2,6-dichlorotoluen z 2-amino-6-chloro-
toluenu.

Srodki chlorujace:
e gazowy chlor — w procesach chlorowania w przemysle wykorzystuje sig¢ gtdéwnie ga-

zowy chlor ze wzgledu na jego duza aktywnosc¢, stosunkowo niska ceng, dostepnosc,
trwato$¢ 1 tatwo$¢ magazynowania,
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e HCl i jego mieszanina z tlenem — stosuje si¢ do monochlorowania zwiazkéw nienasy-
conych, jak i do wymiany grupy OH na CI w alkoholach,

e kwas chlorowy (I) i jego sole NaOCI, Ca(OH)OCI — stosuje si¢ do otrzymywania chlo-
rohydryn (np. etylenowej, propylenowe;j),

e inne czynniki: chlorek tionylu (SOCI,), chlorek sulfurylu (SO,Cl,), chlorki fosforu
(PCl;, PCls, POCI;), fosgen (COCl,) — stosuje si¢ do specjalnych syntez, prowadzo-
nych w mniejszej skali (np. chlorek tionylu i chlorki fosforu — do uzyskiwania chlor-
kéw kwasow karboksylowych).

W przemysle chlorowanie przeprowadza si¢ w roznych warunkach. Substancje gazowe
chloruje si¢ w fazie gazowej, cickle w cieklej, a state po stopieniu lub rozpuszczeniu
w odpowiednim rozpuszczalniku, odpornym na dziatanie czynnikéw chlorujacych. Ilosé
chloru doprowadzonego do reakcji musi by¢ $cisle odmierzona, zwtaszcza gdy proces pro-
wadzony jest w wysokiej temperaturze. Reakcje chlorowania maja charakter silnie egzo-
termiczny i wobec nadmiaru chloru, po przekroczeniu dozwolonej temperatury, moze na-
stapi¢ rozktad weglowodoru do wegla i HCI:

CH, + 2Cl, —> C + 4 HCl

Wigkszos$¢ procesow chlorowania przeprowadza si¢ pod cisnieniem atmosferycznym
lub nieznacznie podwyzszonym (do 1 MPa), co uzasadnione jest utrzymaniem w $rodowi-
sku reakcji tatwo lotnych reagentow.

W procesach przemystowych stosuje si¢ zwykle nadmiar surowca w stosunku do chlo-
ru i szybki przeptyw mieszaniny reakcyjnej przez przestrzen reakcyjna. W jednym przej-
Sciu przerecagowuje tylko cze$¢ surowca, ktory oddziela si¢ od czgéci nieprzereagowane;.
Czg$¢ ta, po uzupehieniu Swiezym surowcem, zawracana jest do reakcji. Niekiedy rozcien-
cza si¢ chlor obojgtnym gazem lub surowiec — wysoko chlorowanymi wgglowodorami.

W przemysle przeprowadza si¢ rowniez chlorowanie wyczerpujace (weglowodor pod-
daje sig dziataniu nadmiaru chloru). Nastgpuje tu podstawienie chlorem wszystkich atomow
wodoru w weglowodorze, a produktem jest zwiazek perchlorowany. W wysokiej tempera-
turze nastgpuje rozerwanie wiazan C—C w weglowodorze i powstaje chloropochodna
o mniejszej ilosci atoméw C niz zwiazek wyjsciowy. Proces taki to chloroliza. Metoda ta
wytwarza si¢ m.in. tetrachlorek wegla.

W procesach chlorowania uciazliwym czynnikiem jest HCl. Wystgpuje on jako $rodek
chlorujacy albo wydzielajacy si¢ w postaci produktu ubocznego w reakcjach substytucji.
Dziata on korodujaco na aparaturg, dlatego uzywa si¢ stali weglowej, szkta kwarcowego,
grafitu, teflonu, zywic poliestrowych. Charakterystyczna cecha procesu chlorowania jest
Scista zalezno$¢ rodzaju otrzymanych produktéw od warunkow reakcji. Jesli stosuje sig
te same reagenty, a odmienne warunki reakcji, mozna otrzymac rézne produkty. Na przy-
ktad chlorowanie benzenu metoda fotochemiczna przebiega jako reakcja przytaczenia chlo-
ru do pierscienia z wytworzeniem heksachlorocykloheksanu. Natomiast chlorowanie ben-
zenu metoda katalityczng wobec FeCl; przebiega jako reakcja podstawienia, z wytworze-
niem chlorobenzenu lub wielochloropochodnych benzenu. Chlorowanie toluenu w obecno-
$ci katalizatoro6w daje chloropochodne podstawione w pierscieniu. Atomy wodoru w tancu-
chu bocznym nie ulegaja podstawieniu chlorem w tych warunkach. Natomiast w wyniku
wolnorodnikowego chlorowania toluenu, chlor najpierw podstawia si¢ do bocznego tancu-
cha alifatycznego i — w zaleznosci od stosunku molowego reagentow — tworzy si¢ chlorek
benzylu, chlorek benzylidenu Iub chlorek benzylidynu. Nastepnie, o ile chlor jest jeszcze
obecny w $rodowisku reakcji, przylacza si¢ niemal rownocze$nie do wszystkich wiazan



79

nienasyconych pierscienia aromatycznego, przeksztatcajac go w pierscien cykloheksanowy.
Wolnorodnikowe chlorowanie propylenu prowadzone metoda termiczna (450-500°C)
umozliwia otrzymanie chlorku allilu, podczas gdy w temperaturze 50°C chlor przylacza si¢
do nienasyconego wiazania propylenu, tworzac 1,2-dichloropropan.

Nalezy wige przestrzegac¢ regut dotyczacych syntezy chloropochodnych, aby odpo-
wiednio kierowa¢ procesami i otrzymac¢ pozadany zwiazek z mozliwie najwigksza wydaj-
noscia.

I1.8.2. Chlorowcowanie poszczegdlnych grup zwiagzkoéw organicznych
W zaleznosci od warunkow, chlorowanie przebiega wedlug mechanizmu wolnorodni-
kowego lub jonowego i moze by¢ inicjowane termicznie, fotochemicznie lub katalitycznie.
Chlorowanie wolnorodnikowe: pod wptywem $wiatla (bliski nadfiolet), wysokiej tem-
peratury (300-500°C w fazie gazowej) lub nadtlenkow organicznych nastgpuje homoli-
tyczne rozszczepienie wigzania atomowego w czasteczce chloru. Powstaja pojedyncze
atomy chloru, co zapoczatkowuje reakcjg tancuchowa:

Cl:Ccl — CI' +cI’

Kazdy atom zatrzymuje 1 niesparowany elektron i powstaja wolne rodniki. Reakcje
wolnych rodnikéw opieraja si¢ na ich dazeniu do uzupetnienia oktetu elektronowego, dla-
tego potrzebny jest im 1 elektron. Wedtug tego mechanizmu przebiega chlorowanie ter-
miczne, gdzie rozszczepienie czasteczki chloru na atomy inicjuje wysoka temperatura
(300-500°C). Proces przebiega w fazie gazowej i poddaje si¢ mu alkany (mono- i wielo-
chloropochodne), propylen (chlorek allilu, chloroliza alkanow).

Chlorowanie fotochemiczne, gdzie proces inicjowany jest przez promieniowanie ultra-
fioletowe. Energia tego promieniowania rozszczepia czasteczke Cl,, dlatego proces prze-
biega w znacznie nizszej temperaturze (20-100°C). Metoda ta chloruje si¢ pierScienie
aromatyczne przez addycj¢ chloru do wiazan nienasyconych.

Chlorowanie katalityczne przebiega bez udziatu $wiatta w umiarkowanie podwyzszo-
nej temperaturze (20—100°C) w obecnosci katalizatoréw chlorkowych: FeCl;, AICI;,
HgCl,, ZnCl,, CuCl,, ktore dodaje si¢ bezposrednio do mieszaniny reakcyjnej lub osadza
na nosniku o duzej powierzchni (pumeks, krzemionka, wegiel aktywny). Katalizatory po-
woduja polaryzacj¢ czasteczek chloru:

+ _

0 3
Cl—Cl — CI—Cl

Katalizatory polaryzuja rowniez wigzania nienasycone, co ulatwia reakcje chlorowania.

Chlorowanie alkanow przebiega jonowo, wolnorodnikowo Iub w obecnosci nadtlen-
kow organicznych. Produktami sa mono- lub polichloroalkany. Katalizatorami sa nadtlenki
organiczne, np. nadtlenek benzoilu.

Halogenki alkilowe otrzymuje si¢ w wyniku wymiany grupy —OH na —Cl w alkoho-
lach. Mozna to przeprowadzi¢, dziatajac na alkohole PCl;, PCls, SOCI,, HCI (w przypadku
alkoholi drugo- i trzeciorzgdowych). Katalizatorem reakcji jest zwykle ZnCl,.

Alkeny w reakcjach chlorowania sa bardziej aktywne niz odpowiednie alkany, ponie-
waz elektrony wiazania C=C sg bardziej reaktywne. Chlorowanie zachodzi wedlug mecha-
nizmu jonowego lub (rzadko) wolnorodnikowo. Czynnikami chlorujacymi sa Cl, lub HCI.
W przypadku uzycia chloru otrzymuje si¢ produkty, bedace co najmniej dichloropochod-
nymi. Jesli w czasteczce jest tylko jedno wigzanie podwojne, po uzyciu HCI otrzymuje si¢
monochloropochodng. Przytaczanie HCl do alkenow zachodzi zwykle zgodnie z reguta
Markownikowa.
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W aldehydach i ketonach podstawieniu atomem chloru ulegaja atomy wodoru w pozy-
cji a. Reakcje katalizuja kwasy i zasady:

®
CH~CHO + Cl, —1> CICH~CHO + HCI

®
CICH,~CHO + CL, —H > CLCH-CHO + HCI

@
CLCH—CHO + Cl, —3»> CLC—CHO + HCI

chloral

Chlorowcowanie kwasow: chlorowiec tatwo reaguje z kwasami karboksylowymi w obec-
nosci nieduzych ilosci fosforu, tworzac kwasy a-chlorowcokarboksylowe. Reakcja ta prze-
biega najlatwiej z bromem:

CH;COOH + Br, —> (|3H2COOH + HCI
Br

kwas a-bromooctowy

Chlorki acylowe mozna otrzymac, ogrzewajac kwasy karboksylowe lub ich sole ze
srodkami chlorujacymi. Najdogodniej jest stosowaé SOCl,, poniewaz powstajace produkty
nieorganiczne sa w postaci gazowe;j.

Reakcja haloformowa: ulegaja jej aldehyd octowy, metyloketony, alkohole o budowie
R—CH(OH)-CHj; podczas wyczerpujacego chlorowcowania w §rodowisku silnie alkalicz-
nym. Reakcja ta ma znaczenie analityczne, a w przemysle wykorzystywana jest do syntezy
chloroformu i aromatycznych kwaséw karboksylowych, jezeli odpowiednie metyloketony
sa tatwiej dostgpne niz same kwasy.

@)
/ KOCl1

R—C< ~— Rcoo°K® + cHCL
CH3 chloroform

Bromowanie i jodowanie sa procesami analogicznymi i przebiegaja w podobny sposdb
i w podobnych warunkach.

11.8.3. Zastosowanie chlorowcowania w przemysle farmaceutycznym
1. Otrzymywanie chlorchinaldolu:

Cl
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2. Otrzymywanie niklozamidu z kwasu salicylowego:

COOH cl COOH
6 @ + 6 HCI + NaClO; —> 6 \©: +NaCl + 3 H,0
OH OH

NH, NH,
‘3/©/ + 6 HCl +NaClO;—> 6N/©[ +NaCl +3 H,0
0, 0, Cl
NH, Cl COOH pCl, Cl CONH, :
+ e
OZN/©[C1 OH OH (I NO,

3. Otrzymywanie chlorowodorku difenhydraminy — w pierwszym etapie syntezy brom
zostaje wprowadzony do czasteczki difenylometanu:

<) O St
Bryhy H HOCH,CHNG ¢
CH, ——— CL >
g e
B 1@
__@ M HCI @ M
CL /CH3 C $H3 o
@ OCH,CH,N @r OCH,CH,N-CH; | Cl
CH, CH,

11.9. Utlenianie

I1.9.1. Wiadomosci ogélne

Utlenianie polega na reakcji zwiazku chemicznego z tlenem lub innym czynnikiem
utleniajacym, w wyniku ktorej nastgpuje zwigkszenie stopnia utlenienia pierwiastka. Proce-
sy te dziela si¢ na dwie podstawowe grupy:
e utlenianie zupelne (proces wysokotemperaturowy, temp. > 1 000°C),
e utlenianie niezupelne (temp. < 500°C).

Utlenianie zupetne (spalanie) zwigzku organicznego prowadzi do catkowitego rozpadu
utlenianych czasteczek z wytworzeniem produktu wyczerpujacego utleniania, tj. CO,
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i HyO. Jesli w czasteczce utlenianego zwiazku wystepuje S, N, Cl, to tworzy si¢ dodatkowo
SO,, tlenki azotu 1 HCI. Przyktadem tego procesu jest catkowite spalanie wegla, aby uzy-
ska¢ energig.

Utlenianie niezupetne polega na reakcji zwiazku organicznego z czynnikiem utleniaja-
cym i doprowadza do wzrostu stopnia utleniania atomow zawartych w tym zwiazku. Pro-
duktami sa substancje utlenione w stopniu mieszczacym si¢ pomigdzy stanem utlenienia
wyj$ciowego a stanem utlenienia wyczerpujacego.

Procesom tym towarzyszy:

e wprowadzenie tlenu do czasteczki niezawierajacej atomu tlenu:

H,C=CH, + 12 0, —>

OH
@ + 120, —> ©/

e zwickszenie iloSci atomow tlenu w czasteczce:

Hzc\_/CHZ
0O

CH;CHO + 120, ——> CH;COOH

e wprowadzenie do czasteczki atomu tlenu, przy jednoczesnym eliminowaniu atomu

wodoru:
CHj COOH

Podobnie jak spalanie, reakcja utleniania niezupelnego ma takze charakter egzotermiczny,
cho¢ w mniejszym stopniu. Wskutek tego rownowaga ich przesunigta jest w strong produk-
tow 1 procesy utleniania tatwo przebiegaja do konca. W wigkszosci przypadkow stosuje sie
srodki ograniczajace zasigg reakcji i zapobiegajace utracie pozadanego produktu
w wyniku zbyt daleko posunigtego utlenienia.

Szczegblnym przypadkiem procesow utleniania jest utlenianie odwodorniajace polega-
jace na odszczepieniu atomu (atomow) wodoru od czasteczki zwiazku organicznego bez
wprowadzenia atomu tlenu, przy czym zachodzi to w obecnosci czynnika utleniajacego, np.
otrzymywanie disulfidow z tioli:

2R-SH + 12 O —> R—S—S—R + H,0

Utlenianie odwodorniajace rézni si¢ od zwyklego procesu odwodornienia stosowaniem
czynnika utleniajacego (w niedomiarze), ktory utlenia wodoér wydzielajacy si¢ podczas
reakcji odwodornienia.

Produktem ubocznym pierwszego procesu jest woda, a drugiego wodor. Tworzenie si¢
wody jest egzotermiczne i przewyzsza endotermiczno$¢ procesu odwodornienia.



83

Wiele tych samych produktow mozna uzyska¢ na drodze samego odwodornienia, jak
i odwodornienia utleniajacego (oksydehydrogenizacja).

kat. I odwodornienie
- >
CH;0H HCHO + H, (dehydrogenizacja)
172 Oy, kat. 11 odwodornienie
CH;OH — > HCHO + H,0 utleniajace

W niektorych procesach nastgpuje wprowadzenie tlenu do czasteczki bez niszczenia jej
szkieletu weglowego. W innych nastgpuje utlenienie destrukcyjne, w czasie ktdrego wpro-
wadzenie tlenu do czasteczki powoduje jej rozktad:

O
C//
C/
\\

O

OH o (EOOH
2
J 2 g
COOH

Srodki utleniajace:

a) tlen czasteczkowy (stosowany w postaci powietrza, powietrza wzbogaconego w tlen,
powietrza ozonizowanego, rzadziej — czystego tlenu, otrzymanego elektrolitycznie lub
przez rektyfikacjg¢ skroplonego powietrza) i ozon;

b) zwiazki chemiczne zawierajace atomy pierwiastkow o zmiennej wartosciowosci,
znajdujace si¢ na wyzszym stopniu utlenienia:

e kwas azotowy (V) i tlenki azotu,

e chlor, chlorany (I), chlorany (III), chlorany (V), wapno chlorowane, ditlenek chloru,

o kwas siarkowy (VI) w podwyzszonej temperaturze, kwas peroksomonosiarkowy (VI)
ijego sole,

e manganian (VII) potasu, ditlenek manganu, siarczan (VI) manganu (II),

e dichromian (VI) sodu i potasu, chromiany (VII), bezwodnik kwasu chromowego (VII),

e nadtlenek wodoru w postaci rozcienczonego roztworu, 30% roztworu lub bardziej
stezonego (nie pozostawia po sobie odpadow, tylko wodg).

Utlenianie za pomoca zwiazku chemicznego ogranicza si¢ do procesow prowadzonych
w matej i $redniej skali ze wzgledu na duzy koszt §rodkow utleniajacych i trudnosci
w neutralizacji odpadéw. Takie procesy realizuje si¢ podczas produkcji barwnikéw i $rod-
kow leczniczych.

W przemysle jako czynnik utleniajacy wykorzystuje si¢ najczesciej tlen czysty, zawar-
ty w powietrzu lub tlen technicznie czysty. Gdy substancja utleniana tworzy z powietrzem
mieszaning wybuchowa, dobiera si¢ takie proporcje obu reagentéw, aby sktad mieszaniny
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znajdowat si¢ poza przedziatem wybuchowosci (ponizej jego dolnej granicy, gdy ilo$¢
substancji utlenionej jest niewielka lub powyzej, gdy w mieszaninie znajduje si¢ duzy nad-
miar substancji utlenianej).

Katalizatorami procesu sa metale, ich tlenki i sole. Stosuje si¢ tu pierwiastki tatwo
zmieniajace warto$ciowos¢: Cu, Ag, V, Mo, Mn oraz metale VIII grupy uktadu okresowe-
go. W $rodowisku reakcji zawarty jest tlen, np. z powietrza, metale te tatwo ulegaja utle-
nieniu tlenem i niemal natychmiastowej redukcji pod wplywem utlenienia zwiazku orga-
nicznego. Spelniaja one rolg¢ posrednika przenoszenia tlenu i w ten sposob selektywnie
przyspieszaja okreslone stadia procesow utleniania.

Procesy utleniania przebiegaja w fazie cieklej lub gazowej. W fazie gazowej przepusz-
cza si¢ pary substancji utlenianej razem z powietrzem przez ztoze kontaktu. Temperatura
procesu wynosi 200—450°C, stosuje si¢ tez nieznacznie podwyzszone ci$nienie. Utlenianie
w fazie cieklej polega na przepuszczeniu powietrza przez warstwe utlenianej cieczy
w temperaturze 50—150°C. Stosuje si¢ podwyzszone ci$nienie.

W procesach zachodzacych w warunkach wodnych, stosuje si¢ sole wyzej wymienio-
nych metali rozpuszczalne w wodzie. W procesach zachodzacych w roztworach rozpusz-
czalnikéw organicznych stosuje sig sole rozpuszczalne w tym srodowisku.

Procesy utleniania zwiazkéw organicznych przebiegaja najczgsciej wedtug mechani-
zmu wolnorodnikowego, a sole metali cigzkich, tatwo zmieniajacych warto§ciowos¢, kata-
lizuja ten proces. Reaguja one przejsciowo z utlenionym zwiazkiem organicznym, a na-
stepnie regeneruja si¢ w reakcji z tlenem lub nadtlenkami.

Oprocz wspomnianych wyzej katalizatorow, procesy utleniania mozna przeprowadzaé
réwniez przy udziale mikroorganizméw (np. produkcja kwasu octowego metoda fermenta-
cyjna).

Nalezy zwroci¢ uwage, ze produkt utleniania i mechanizm reakcji moga by¢ czgsto
rozne, w zaleznosci od doboru utleniacza i warunkoéw reakc;ji:

0]
Il
C :
N bezwodnik
| o .
/ kwasu maleinowego

| glioksal

W przemysle utlenieniu poddaje sig:

alkany C,—C4, otrzymujac tlenowe pochodne,

wyzsze alkany, otrzymujac mieszaning wyzszych kwasow ttuszczowych 1 woskow,
alkohole do aldehydow, ketonow, kwasow karboksylowych,

aldehydy do kwasow karboksylowych Iub ich bezwodnikow,

olefiny do ich tlenkow lub aldehydow,

weglowodory aromatyczne do alifatycznych i aromatycznych bezwodnikéw kwaso-
wych lub aromatycznych kwasoéw karboksylowych.
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11.9.2. Przyklady zastosowania procesu utleniania w przemysle farmaceutycznym

1. Otrzymywanie anestezyny z toluenu — drugi etap stanowi utlenianie 4-nitrotoluenu do
kwasu 4-nitrobenzoesowego:

KMnO,
0,N CH; COOH

2. Otrzymywanie anestezyny z p-toluidyny — drugi etap polega na utlenianiu 4-N-acetylo-
aminotoluenu do kwasu 4-acetyloaminobenzoesowego:

KMnO
cmcomw—@cm T, CH3COHN—@COOH

3. Pierwszy etap syntezy furosemidu z 2,4-dichlorotoluenu:

Cl Cl
c14©70}13 KMnO,, Cl—@COOH

4. Jeden z etapow syntezy etionamidu:

1. HCHO
(j\ 2.50C,_ (j\ HyPd Z H,0,
o —
CH,CH,Cl N~ ~C,H;
SO3Na
O\ S0,Cly ﬁj\ NaHSO; ﬁj\ NaCN
— —>
@ C,H; N@ C,H; N~ “C,Hs
Og Og
\ _NH,
S
—

N C,H; N C,H;
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[II. KONDENSACIJE PROSTE I CYKLIZUJACE

Kondensacja jest procesem polegajacym na taczeniu si¢ dwoch lub wigkszej ilosci
czasteczek organicznych z wytworzeniem nowej substancji, o czasteczce wigkszej niz cza-
steczki substancji wyj$ciowych. Kondensacja jest reakcja, w ktorej z dwoch substratow
tworzy si¢ produkt reakcji 1 wydziela si¢ przy tym czasteczka prostego zwiazku, np. H,O,
HCI, NH;, H,, fluorowce, alkohol, tiol, H,S itd.

Reakcja ta prowadzi do powstania wigzania pomigdzy uprzednio nie zwigzanymi ato-
mami (kondensacja prosta), lub tworzy si¢ pierscien heterocykliczny (kondensacja cyklizu-
jaca). Tylko nieliczne procesy kondensacji przebiegaja bez udziatu dodatkowych reagen-
tow, w celu ich przeprowadzenia wystarczy zetknigcie si¢ dwoch substratow w okreslonych
warunkach. Zwykle reakcje kondensacji przeprowadza si¢ przy udziale kwaséw, zasad, soli
(w szerokim tego stowa znaczeniu, np. kwas Lewisa, zasady organiczne) lub katalizatorow
np. CN, katalizatorow kontaktowych, np. Pd, ktére powoduja wzrost szybkosci reakcji.
Warunki temperatury tez sa rd6zne dla r6znych rodzajow kondensacji, np. kondensacja aldo-
lowa zachodzi w temperaturze ponizej 20°C, a reakcja otrzymywania bifenylu w wysokiej
temperaturze ok. 300°C.

W definicji kondensacji mieszcza si¢ takze inne procesy, jak: acylowanie, estryfikacja,
alkilowanie, chlorowcowanie itd., ktore zostaly juz omowione oddzielnie (str. 43—48, 48—
53,73-76, 77-81).

II1.1. Kondensacje proste

II1.1.1. Kondensacje polaczone z odwodornieniem
Otrzymywanie bifenylu:

+ e

Reakcja ta wymaga wysokiej temperatury (zachodzi w fazie gazowe;j) i katalizatora kontak-
towego, np. Pd, Cu na pumeksie, ZnS, stop cynkowo-zelazowy. Bifenyl stosowany jest
jako $rodek grzybobojczy podczas transportu owocow cytrusowych.

I11.1.2. Kondensacje polaczone z odwodnieniem
II1.1.2.1. Otrzymywanie eteréw i alkenéw z alkoholi

Przebieg reakcji zalezy od temperatury — w temp. 130-140°C powstaje eter, a w temp.
powyzej 180°C — alken:

40°C
C,H50H + C,Hs0H ——5 5> CoH50C,H;
2
(0]
C2H5OH -H,0 H2C=CH2

Jest to przyktad kondensacji zachodzacej pod wptywem kwasoéw (H,SOy).
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Mechanizm:

® ® ® C,HsOH
C2H5OH +H —— C2H5_(I)H ——O> C2H5 E——
H 2

®
CHs-OH —g> C,HsOCHs  lub CH;—CHY ——> H,C=CH,
C,Hs H ~H

Ta metoda otrzymuje sig eter dietylowy.

I11.1.2.2. Reakcje kondensacji aldehydoéw i ketondw ze zwiazkami zawierajacymi grupy
aminowe
Przyktadami reakcji kondensacji tego typu sa:

e tworzenie zasad Schiffa z aminami,
e tworzenie oksymow z hydroksyloamina,
e tworzenie fenylohydrazonow z fenylohydrazyna,
e tworzenie semikarbazondéw z semikarbazydem,
e tworzenie tiosemikarbazonow z tiosemikarbazydem.
Kondensacja katalizowana przez kwasy przebiega zgodnie z nastgpujacym wzorem:
y O
R—C\ + R-NH, — R—?ZN—R + H,0
H H
Mechanizm:

o)
O o o OH _ I ®

Y
R-C_ +H — R—C] + NH,R —> R—C—NH,~R —>

H H H
OH2
—> R-— C—NH R — R-—- C—NH R —— R-— C—N—
- @
H H,O H H

Przyktad zastosowania w syntezie lekow — tworzenie oksyméw aldehydéw pirydynowych,
np. synteza pralidoksymu:

~N )
| | +H,NOH —|| +CH3J—>| J

N”>CHO CH=NOH ITI@ CH=NOH
CH;
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I11.1.2.3. Kondensacja Knoevenagela
Kondensacja aldehydoéw ze zwiazkami posiadajacymi aktywna grupg metylenowa za-
chodzi z wydzieleniem czasteczki wody w obecnosci organicznych zasad, np. piperydyny.

W wyniku reakcji powstaja a, B-nienasycone kwasy lub estry. Jest to przyktad kondensacji
katalizowanej przez zasady.

0 _COOCHs  { n _COOC,H
R=C_ + HyC{ —=—> RHC=C_
H COOC,H; ~HO COOC,H;
Mechanizm:
_COOC,H; G$OOC2H5
H,C[ + B —— CH + BH
COOC,H; COOC,Hs
0 $ooc2H5 @cl) ?OOC2H5
R—Ci 4 9(|:H —> R—C—CH
H COOC,Hj H COOC,H;
- OH COOC,H; COOC, H;
—— > R—C—CH —> R-C=C
-B© | - H,0 | AN
H  COOC,H; H COOC,H;

Reakcja ta ma zastosowanie w syntezie pochodnych 4-chinolonow (str. 101-103).

II1.1.2.4. Kondensacja Mannicha — reakcja aminometylowania

Jest to reakcja aldehydu (najczesciej mroéwkowego) z aming pierwszo- lub drugorzgdowa
(najczescie)) 1 zwiazkiem zawierajacym wiazanie CH lub NH o charakterze kwasowym,
np. keton, aldehyd, ester, acetylen, amidy, imidy, zwiazki heterocykliczne, np. pirol, indol,
imidazol, benzimidazol. Reakcja przebiega w srodowisku kwasnym. Tworza si¢ N-zasady
Mannicha, gdy kwasowy wodor znajduje si¢ przy azocie oraz C-zasady Mannicha, gdy
kwasowy wodor jest przy weglu.

Najczesciej reakcja ta jest stosowana do otrzymywania B-aminoketondw i podstawio-
nych amidow.

0 R R

Y/ / /

RI-COCH; + HC< + HN_ — RI-COCH,CH,N_
H R

0 R R

V /
RI-CONH, + HCi + HN  — R1—CONHCH2—N:
H R R
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Mechanizm:
R ,0 O R @, OH
HN + HC E— NH + HC —
AN AN / AN
R H R H
R_ (~OH R ®on, R
AN | AN | AN
—> NH—CH —> N—CH —> N=CH, ——>
/@ I / I -H,0 7
R H R H R
OH
="
? \Rl R\ (I)H R\ Il
— /N—CH2CH2C—R1 —" /N—CH2CH2C—R1
R ® -H® R

Reakcja Mannicha ma zastosowanie do syntezy np. morinamidu:
N. __CONH N
z 2 /\ z
| + HCHO + HN. O — | _ |
N ~—/ N

morinamid

CON(IZHz
()
O

i potsyntetycznych tetracyklin (tetraweryna str. 276).
I11.1.3. Kondensacja polaczona z wydzieleniem czasteczki alkoholu
II1.1.3.1. Kondensacja Claisena

Jest przyktadem reakcji zachodzacej pod wptywem soli (etanolanu sodu). Z estrow
i ketondw tworza si¢ f-ketoestry lub B-diketony.

C2H50Na
RCOOC2H5 + CH3COOC2H5 S —— R_CO_CHZ_COOC2H5
Mechanizm:
C2H50Na
CH;COOC,Hj T ©CH,-COOC,Hs + C,HsOH

S Q

8" /° 9

©CH,-COOC,H;5 + R—C\ — R-C-CH,-COOC,H; —>
OC,H; (OC2H5

(0]

Q
_C-CH,-COOC,Hs
R

- CZHSOe
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Zastosowanie: m.in. do syntezy estru etylowego kwasu acetylooctowego, ktory jest
produktem wyjsciowym w otrzymywaniu pochodnych 5-pirazolonu (metamizolu), nifedy-
piny, metylotiouracylu.

NHNH, H5C H;C
0 0 n >=>Q
1 V4
CH;CCH,C + ———— N_ 5y == HN__X,
\OC H _HZO N N
205 - C,HsOH © i
H;C  NO H;C  NH,
>1 NaN02 — __
(CH3)2$O4 HZSO4 Na28205
N~ O H;,¢” N7 O H;C” N7 O
H r HG  H 1@
N=C H;C  N=C
CHO >—S§ (CH >=S§
302504 )
(0] O H3C/N\N O CH3SO4

e TS

H;C  NHCH
3 3 H;C  NCH,SO;Na

N
0 Hyc” WO HOCH,SO;Na N
- o . HCTONTO

W syntezie Claisena otrzymuje si¢ rowniez ester kwasu oksalilooctowego (— synteza dipiry-
damolu, str. 104) i ester kwasu oksalilofenylooctowego (— synteza fenobarbitalu, str. 97).

I11.1.4. Kondensacja polaczona z wydzieleniem czasteczki kwasu
I11.1.4.1. Reakcja Perkina

Jest to reakcja aromatycznych aldehydow z bezwodnikami kwaséw zawierajacych
2 atomy wodoru przy weglu a, prowadzaca do otrzymania a, B-dipodstawionych kwasow
akrylowych.

ArCHO + (RCH,CO),0 —= ArCH=CCOOH + RCH,COOH
R
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Reakcja przebiega pod wptywem soli sodowej lub potasowej kwasu odpowiadajacego bez-
wodnikowi, Na,CO; lub zasady organicznej, np. trietyloaminy, z wydzieleniem czasteczki
kwasu.

Mechanizm:
//O S) //O
R-CH,—C R—-CH-C
N\ Be N\
o _B~, 0
R-CH,—C - HB R-CH,—C
LEREN LEREN
e} 0
0o OeR 0
R—CH—C” L 7
Py N Ar—C—CH—C
Ar—C + o — }'1 o —
H R-CH,—C R-CH,—C
0 N
e}
OH R 0) R 0)
| | Y |
gy Ar—CH-CH—C Ar—CH=C—-C
el \O _— \O - >
- B° R-CH,—c” % R—CH,—C
LEREN LEREN
e} 0

R
|
MO, Ar—CH=C—COOH | R—CH,—COOH

Reakcja stuzy do syntezy kwasu cynamonowego i odpowiednich pochodnych. Zastosowa-
nie: do otrzymywania $rodka zétciotworczego — kwasu cinametowego.

0
V.
CH3_C: CH;COON:
HO—-CH,—CH,—0 CHO + 0 —a
CH;—C
H4CO Yo
——> HO—-CH,—CH,—0 CH=CH-COOH + CH;COOH

H,CO

II1.1.5. Inne kondensacje

Sa to kondensacje, ktore nie spetniaja wszystkich warunkow definicji, tzn. nie wydziela
si¢ czasteczka zwiazku prostego, ale nastgpuje powigkszenie czasteczki, np. podwojenie —
dimeryzacja. Reakcje te zachodza rowniez pod wptywem kwasow, zasad lub katalizatorow.
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I11.1.5.1. Kondensacja aldolowa (dimeryzacja aldolowa)

Jest to reakcja aldehydow posiadajacych co najmniej jeden atom wodoru przy weglu a.
Reakcja ta prowadzi do otrzymywania hydroksyaldehydow, czyli aldoli, i zachodzi pod
wplywem zasad i kwasow.

2 CH;—CHO —— CH;—CH-CH,—CHO

OH
oH®
ct,—cHO 2 »Ccn,cHo + HoH
8+/H H
OCH,CHO + CH3—~C{ 57— CH3— c CH,—CHO +HOH —
Y0 OO
i
—> CH;—C~CH,~CHO + OH®
OH

Zastosowanie — w syntezie tetraazotanu pentaerytritylu:

HCHO .0 HCHO GH20H
7,
CH;CHO ——> CH, C — CIH—C< —
CH20H H CH,0H H
HCHO (H0H .0 HCHO (H0H
—> HOCH,— C—C chja> HOCHZ_(;_CHon + HCOOH
CHZO Cannizzaro CH,OH
CH,OH JHNO CH,ONO,
HOCH,~(C—CH,0H THO3> 0,NOCH,~C—CH,0NO,
CH,OH : CH,ONO,

I11.1.5.2. Kondensacja acyloinowa (dimeryzacja acyloinowa)
Jest to reakcja np. aldehydow aromatycznych prowadzaca do otrzymywania hydroksy-
ketondow aromatycznych. Reakcjg t¢ katalizuja jony CN ~:

Q oH

CHO o C—CH
S0 0
2 —
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Mechanizm:
CHO CN
"o — Oy —~ OF
62,
ex N
s — 50—
OH O OH 0°

oN :
550 = O
0° OH -C O OH

Zastosowanie w syntezie fenytoiny:

N G SO

OHO

@\ COONa
— 5y e 20
OO0 @ OH
@ _COONa HzN\ ‘ o

C + =0 —

N —
@ o BN’ MO HN__NH

I11.2. Kondensacje cyklizujace

Sa to procesy, ktore prowadza do powstania uktadéow heterocyklicznych. Mozna ta
droga otrzymywac proste uktady jednopierscieniowe ze zwiazkéw tancuchowych z odpo-
wiednimi grupami funkcyjnymi oraz uklady o pier§cieniach skondensowanych. W tym
drugim przypadku jednym z produktéw wyjSciowych jest pier§cien aromatyczny lub hete-
rocykliczny z jakim$ podstawnikiem, np. grupa NH,, OH, CHO, COOH, CI. Dobudowy-
wanie drugiego lub wigkszej ilosci pierscieni do istniejacego uktadu nazywa si¢ anelowa-
niem. W trakcie tej reakcji wydziela si¢ rowniez czasteczka prostego zwiazku, np. H,O,
HCI, H,S, NH;. Odbywa si¢ ona najczesciej przy udziale takich substancji, jak: chlorki
fosforu (PCls, PCl;, POCls), bezwodnik octowy, PPA (kwas polifosforowy), SOCl,, H,SO,,

ZIlC12 itd.
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Kondensacje cyklizujace w przykladach syntezy lekéw

II1.2.1. Otrzymywanie prostych ukladéw
[11.2.1.1. Uktad imidazolu

0,N

HOCH,CH,N__N

metronidazol

1-hydroksyetylo-2metylo-5-nitroimidazol
CHj;

a) otrzymywanie 2-metyloimidazolu:

CHO NH; Of _N N
| + + \C—CH3 —> E >—CH3 -——‘[ \>—CH3
CHO  NH; H/ N N

H

Reakcjg prowadzi sig¢ 25% woda amoniakalng z aldehydem octowym i kwasem azotowym
(nastepuje utlenienie aldehydu octowego do glioksalu).

b) nitrowanie mieszaning nitrujaca:

N N
HNO;3, H,SO
[ S—CH; > [ S—CH,
N 0,N N
H

H

¢) wprowadzenie ugrupowania hydroksyetylowego za pomoca etylenochlorhydryny lub
tlenku etylenu:

0,N 0,N
o\ "9 lub Cl—CHy—CH,—OH_ N>—\N
Y HO_CH2CH2/ Y/
CHs; CHs;

[11.2.1.2. Uktad imidazoliny
Cl

klonidyna
HN
NH_<\ J « HCl  chlorowodorek 2-(2’,6’-dichloroanilino)
N imidazoliny

Cl
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Zwiazek ten otrzymuje si¢ na drodze kondensacji etylenodiaminy z pochodna 2,6-dichloro-
aniliny (np. dichlorofenylcyjanamidem) lub pochodna S-metyloizotiomocznika:

Cl
HzN_CHZ
NH, + BrCN ——> NHCN + | —
H,N-CH, ~NH;
Cl

Cl

cl
cl
HN
— NH— j
N
cl
cl cl
S
I CH,J
NH, + NH,SCN NH-C-NH, —>>
cl cl
cl HN-CH, cl
SCH, ]
— NH-C{ 1© BN, NH—< j
“NH, ~ NHyJ
cl ® ~ CH;SH cl

Reakcjg kondensacji przeprowadza sig z etylenodiaming w §rodowisku alkoholowym.

[11.2.1.3. Uktad pirydyny (dihydropirydyny)

NO, nifedipina
H;COOC COOCH;
| | ester dimetylowy kwasu 2,6-dimetylo-4-
(2’-nitrofenylo)-1,4-dihydropirydyno-3,5-
H,C I\|I CH;3 dikarboksylowego
H

Przeprowadza si¢ kondensacj¢ estru metylowego kwasu acetylooctowego (otrzymanego
w kondensacji Claisena str. 90) z aldehydem o-nitrobenzoesowym i amoniakiem w $rodo-
wisku alkoholowym:
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H3COOC\ /H H\ ,COOCHj;
Il + NO, n ﬁ s
/C\ CHO /C\
H;C OH + HO CH;
NH;
NO,
——> H3;CO0 COOCH;

H,C~ “N” “CH;3

I11.2.1.4. Uktad pirymidyny
Pochodne kwasu barbiturowego
R! Q
R2 NH
O ITI O
H

a) metoda malonowa

Metoda polega na cyklizacji odpowiednich pochodnych estru dietylowego kwasu ma-
lonowego z mocznikiem lub jego pochodnymi. Sa rézne warianty tej metody, ale najczg-
$ciej otrzymuje si¢ pochodne estru kwasu malonowego, ktore poddaje si¢ cyklizacji
z mocznikiem. Reakcj¢ cyklokondensacji prowadzi si¢ w roztworze alkoholowym wobec
alkoholanu sodu w $rodowisku $cisle bezwodnym, oddestylowuje si¢ rozpuszczalnik, po-
chodna kwasu barbiturowego otrzymuje si¢ w postaci soli sodowej, z ktdrej wydziela si¢ po
zakwaszeniu kwas barbiturowy.

R! Q
R! COOC,H H,N
N 2Hs 2 2 NH
el v =0 —— R B
R "COOC,H; H,N - 2C,Hs0H 07 >N"0
H
Ta metoda otrzymywany jest np. fenobarbital:
O
NH fenobarbital
C,H;5 /& kwas 5-etylo-5-fenylobarbiturowy



98

@CH2C1 MQCHM CoHsOH, H,SO, @CH2COOC2H5
(COOC,H;),, RONa ©\ -COOC;Hs A ©\C/COOC2H5

H™C-COOC,H; €O H™ >COOC,H;

(0]
B @C/COOQHS NG — - ons NH

C,Hs” ~COOC,H; H,N o N/go

\
i
o
|
[\S)
S,
&
o
=

b) metoda cyjanooctowa
Metoda ta polega na cyklokondensacji pochodnych estru etylowego kwasu cyjanooc-
towego z mocznikiem lub jego pochodnymi (np. dicyjandiamidem):

H
R COOC,H; HoN_ O N\]&O
C + =0 ———>» |
N / -2C,HO0H R NH
R~ COOC,H; H,N i
NH
H
HO O NYO
_NH3 Rl NH
RZ
0

Reakcjg prowadzi si¢ w roztworze etanolanu sodu, powstaje sol sodowa kwasu iminobarbi-
turowego, po oddestylowaniu rozpuszczalnika przeprowadza si¢ kwasna hydroliz¢ pochod-
nej iminowe;j.

Czesciej stosowana jest metoda malonowa.

I11.2.2. Uklady wielopierscieniowe
Uktady wielopierscieniowe tworzy si¢ w ten sposob, ze do uktadu karbocyklicznego
lub heterocyklicznego dobudowuje si¢ nastgpne pierscienie.

I11.2.2.1. Synteza Skraupa uktadu chinoliny

Reakcja polega na kondensacji aniliny (lub jej pochodnej) i glicerolu w obecnosci ste-
zonego kwasu siarkowego (powstaje akroleina na skutek odwodnienia glicerolu) i czynnika
utleniajacego (najczgsciej nitrobenzenu lub jego pochodnych).
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Synteza 8-hydroksychinoliny:

CH,OH CHO
i H,SO, i
N, OO T N, o T
2 T4t 2
o CH,OH e CH,
NO,
OHC.. OH
Cle A ., [0] A
—_— _
_CH, = 2
N 2 H,0 N N
OH H OH H OH

Uktad 8-hydroksychinoliny wystepuje w wielu lekach, np. w kliochinolu:

Cl
= kliochinol

7

N J 5-chloro-7-jodo-8-hydroksychinolina
OH
8-hydroksychinoling poddaje si¢ chlorowaniu metoda oksydatywna przy uzyciu 25% kwasu

solnego i chloranu (V) sodu, co prowadzi do otrzymania 5-chloro-8-hydroksychinoliny,
a nastgpnie przez jodowanie jodem w obecnos$ci octanu sodu powstaje kliochinol.

cl
- -
6|l | + 6HCI + NaClOo; —> 6 |_ | + NaCl +3 H,0
N N
OH OH
Cl Cl
~ -
| + I, + CH;COONa —> |_ | + NaJ + CH;COOH
N N I
OH OH

[11.2.2.2. Synteza uktadu izochinoliny — metoda Bischlera-Napieralskiego

W tej metodzie substratami sa N-acylopochodne B-fenetyloamin. Reakcja polega na
wewnatrzczasteczkowym elektrofilowym ataku atomu wegla reszty acylowej na pier§cien
aromatyczny i eliminacji czasteczki wody. Produktem jest pochodna 3,4-dihydroizo-
chinoliny, z ktérej przez odwodornienie otrzymuje si¢ uktad izochinoliny.
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S
¢ ¢
R R
Pd N
— > —_—
N N
R R

Ta metoda otrzymuje sig¢ chlorowodorek papaweryny:

CH;0 N
© @
NS Cl
CH;0 ~ H
CH,
papaweryna
chlorowodorek 6,7-dimetoksy-1-(3°,4’-
dimetoksybenzylo)-izochinoliny OCHj;
OCH;

Produktem wyjsciowym stosowanym w tej cyklizacji jest homoweratryloamid kwasu
homoweratrowego. Otrzymuje si¢ go przez kondensacj¢ homoweratryloaminy z kwasem
homoweratrowym w dekalinie lub tetralinie i benzenie (azeotropowe oddestylowanie
wody).

CH,0 CH,-CH,-NH, HOOC-CH, OCH3;
X S W e,
CHL0 OCH; ~H0
CH CH;0
NH CH;0
CH;0 O:C/ _POCL, benzen_ 3 Pd, tetralina__

OCHj; OCH;
OCH; OCH;
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CH;0 N CH;0 N

| | Je
CH;0 N CH,0 Ny
HCI o
— CH, — CH,
OCH; OCH,
OCH; OCH;

Homoweratryloamid kwasu homoweratrowego poddaje si¢ cyklokondensacji w benzenie
w obecnosci POCIl;, ZnCl, lub PPA. Po oddestylowaniu benzenu i §rodka cyklizujacego
pozostatos$¢ rozpuszcza si¢ w wodzie, alkalizuje K,COj; 1 ekstrahuje benzenem. Po oddesty-
lowaniu benzenu dihydropapaweryng rozpuszcza si¢ w tetralinie i odwodorowuje Pd. Po
odsaczeniu katalizatora przesacz ozigbia si¢ i wydziela si¢ papaweryng. Wolna zasadg
przeprowadza si¢ w chlorowodorek przez rozpuszczenie w alkoholu i wytracenie st¢zonym
kwasem solnym.

I11.2.2.3. Synteza uktadu 4-chinolonu

Ogodlna metoda otrzymywania kwasow 4-okso-1,4-dihydrochinolino-3-karboksylowych
polega na cyklokondensacji pochodnych aniliny z etoksymetylenomalonianem dietylu.
W wyniku reakcji powstaje anilinometylenomalonian dietylu. Ten, poddany cyklokonden-
sacji, daje ester etylowy kwasu 4-okso-1,4-dihydrochinolino-3-karboksylowego, ktory
hydrolizuje si¢ (hydroliza alkaliczna) i zakwasza celem wytracenia kwasu.

C2H5OOC\ /COOC2H5 C,Hs00Q /COOC2H5
D, & et @ i —
N —(2Hs
R NH  cnd Tl R N H
cykhzaCJa COOC,Hs hydrohza COONa

_C2H5OH
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@ COOH
—> |
RN
H

Przyktadem zastosowania tej metody w chemii lekow jest synteza pierwszego leku z grupy
chinolonéw — kwasu nalidiksowego (pochodnej 8-aza-4-chinolonu).

kwas nalidiksowy 0 COOH
AN
kwas 1-etylo-1,4-dihydro-7-metylo-4- | _ |
okso-1,8-naftyrydyno-3-karboksylowy H;C N ITI
C,Hs

Produktami wyjSciowymi sa: 2-amino-6-metylopirydyna, otrzymywana w reakcji Cziczi-
babina z a-pikoliny i NaNH,

N

7,

H;C” "N~ “NH,

oraz ester dietylowy kwasu etoksymetylenomalonowego, ktory otrzymuje si¢ z mrowczanu
etylu i estru etylowego kwasu malonowego w reakcji Knoevenagela (str. 89).

C,Hs0 _COOC,Hs ( NH H  COOC,Hjs
_CH +H,C — C=C
7 N\ -H,0 4 AN
0 COOC,Hj; 2 C,H;s0 COOC,H;

C,H500C COOC,Hs C,H;00¢  COOC,Hs

N . /
O
H,C z C - C,HsOH | C

N NH / N\ 7 7\
2 CHO0O H H;C~ "N "NH H

0]
A, parafina_ COOC,Hs CZHSJ NaH COOC,H;
“CH;OH OH SO T —
2Hs

H,C” N7 N
C,Hs
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0] O
H,0. NaOIH N COONa @ N COOH
— | | | — B
H;C N ITI H;C N ITI
C2H5 CZHS

Analogicznie otrzymuje si¢ ciprofloksacyne.

F 0 COOH ciprofloksacyna

| kwas 1-cyklopropylo-6-fluoro-1,4-di-
(\ N N hydrochinolino-4-okso-7-piperazyno-

HN \) A 3 karboksylowy

F C;H;00C_ COOC,Hs

C
I A

+ —_—
N NH, — C,H;OH

C
HI\(\) C,H0  H

C,Hs00C_ COOC,Hs

@ § A F COOC,Hs
_C. R — | R
5 NH™H “GHOH A~

N N

F
N
HN_ HN_ H

F COOC,H; F COOH
Br—, NaH | H,0,NaOH H® |
TN N g (N N

HN_J A ;IN\) A

Cyklizacjg prowadzi si¢ w obecnosci roéznych srodkéw cyklizujacych, takich jak dibenzy-
lobenzen, kwas PPA, POCI;, bezwodnik octowy. Najbardziej ekonomiczna jest jednostop-
niowa metoda tworzenia fenyloaminometylenomalonianu dietylu i jego cyklizacja w $ro-
dowisku obojgtnego, wysokowrzacego rozpuszczalnika (parafina, olej parafinowy) w tem-
peraturze ok. 250°C.
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[11.2.2.4. Synteza uktadu pirymido[5,4-d]pirymidyny

Jest to przyktad dwuetapowej kondensacji cyklizujacej. Najpierw tworzy si¢ jeden
uktad heterocykliczny pirymidyny z podstawnikami i do niego dobudowuje si¢ drugi pier-
Scien. Przykladem zastosowania tej reakcji w przemysle farmaceutycznym jest synteza
dipirydamolu.

CH2CH20H

HOCH2CH2 \ Y CH,CH,0H
HOCH2CH2

dipirydamol

2,6-bis-(B-hydroksyetyloamino)-
4,8-(dipiperydyno-1)pirymido[5,4-d]pirymidyna

W kondensacji Claisena (str. 90) z estréw etylowych kwasow: octowego i szczawiowego
otrzymuje si¢ ester dietylowy kwasu oksalilooctowego, ktory cyklizuje z mocznikiem do
estru etylowego kwasu 2,4-dihydroksypirymido-6-karboksylowego. Ten zwiazek poddaje
si¢ nitrozowaniu, redukcji i powtdrnej cyklizacji z mocznikiem. Tetrahydroksypochodna
pirymido[5,4-d]pirymidyny ulega chlorowaniu za pomoca PCls w benzenie do tetrachloro-
pochodnej, a nastgpnie ogrzewana z NalJ w acetonie przechodzi w 2,6-dichloro-dijodo-
pirymido[5,4-d]pirymidyng, ktéra poddaje si¢ aminolizie z piperydyna i dietanoloamina.

Ox._OC,H
ST oH0Na COOC,H;
CH;COOC,Hs + I —2 > H,
7 -
o7 Noc,H, (l()T‘ COOC,H;

=

OH

|

//C_O_C2H5

HC\
|C|:_COOC2H5

0
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OH HO
C-0-C,Hs H,N
/
HC\/ v JC=0 ~H,0,— G,H,OH \>_OH -
C-COOC,H; HoN 20,~ GH;

C,Hs00C
OH
NaNO,, HCI ON = )N\ redukqa HN J\
> I
N
C,Hs00C”~ "N~ "OH C,H500C
OH
omc _NH, HaN o~ .
N < N TNm-omon

NH; ¢,H;00C” N~ ~OH

\

OH

J
\ Pc15 \( NaJ Y
HO/kN N /EI( cl
OH I

CH,CH,OH O CH,CH,0H

. N
< : HN_ /
HN S cH,cn,0H N N NG
> HOCH,CH, N NeH,cH,0H
N\ /k\ N

N~ 'N

/
HOCH,CH, @

Przyktadem dwuetapowej kondensacji cyklizujacej jest rowniez synteza uktadu ksantyny,
np. teofiliny (str. 233).
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IV. IZOMERIA OPTYCZNA
IV.1. Definicje

Izomeria przestrzenna (stereoizomeria) jest zjawiskiem polegajacym na wystgpowaniu
zwiazkow o jednakowym sktadzie chemicznym, lecz rézniacych si¢ przestrzennym utoze-
niem atomow wzgledem siebie.

Izomerig przestrzenna dzielimy na:

— izomerig geometryczna,

— izomerig optyczna.

Dowolne dwa stereoizomery sa albo enancjomerami — gdy sa nienaktadalnymi na sie-
bie wzajemnymi odbiciami lustrzanymi, albo diastereoizomerami — nie bedac wzajemnymi
odbiciami lustrzanymi. Ze wzgledu na obecnos¢ elementéw symetrii czasteczki dzielimy na
chiralne i achiralne. Czasteczki chiralne sa albo pozbawione wszelkich elementéw symetrii
(zawieraja centrum asymetrii) — tzw. chiralno§¢ centrowa, albo zawieraja zwykta n-krotna
0§ symetrii — chiralno$¢ osiowa. Natomiast czasteczki achiralne zawieraja n-krotng prze-
mienna o$ symetrii (tzn. ztozenie zwyklej osi obrotu i odbicia w ptaszczyznie do niej pro-
stopadtej). Chiralnos¢ jest warunkiem koniecznym i wystarczajacym istnienia enancjome-
rii, ale nie jest warunkiem wystarczajacym (cho¢ koniecznym) wystapienia czynnos$ci op-
tycznej, czyli zdolnosci zwiazku do skrgcania plaszczyzny $wiatta spolaryzowanego. Istnie-
ja zatem czasteczki, ktore sa achiralne, chociaz posiadaja centrum chiralnosci (struktury
mezo) oraz istnieja czasteczki chiralne, chociaz nie maja centrum chiralnosci,
np. kwas 4-metylocyklo-heksylidenooctowy, kwas 6,6’-dinitrobifenowy.

H ><:>: COOH | HOOC, :O<H
C ! C
H;C H : H” CH,

Enancjomery kwasu 4-metylocykloheksylidenooctowego

NO,  COOH COOH NO,
COOH NO, O,  COOH

Enancjomery kwasu 6,6’-dinitrobifenowego

OOH

HOO H

Przyktad czasteczki posiadajacej dwukrotng przemienna o$ symetrii S,
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N LA COOH
> < H

COOH

Przyktad czasteczki posiadajacej ptaszczyzng symetrii rownowazng ze zwykta dwukrotna osia symetrii
(kwas maleinowy)

Czasteczki enancjomerow maja takie same wilasciwosci fizyczne i chemiczne w $ro-
dowisku achiralnym, natomiast w §rodowisku chiralnym ich wtasciwo$ci roznicuja sig.
Enancjomery réznig si¢ kierunkiem (nie wielko$cia) kata skre¢cania plaszezyzny $wiatta
spolaryzowanego. Wynika stad, ze mieszanina rownomolowych ilo$ci obu enancjomeréw
danego zwiazku — tzw. mieszanina racemiczna jest optycznie nieczynna. Prawo- lub lewo-
skretno$¢ zwiazku wyznacza sig¢ doswiadczalnie i oznacza odpowiednio znakiem (+) i (-),
natomiast konfiguracj¢ absolutna (R, S) czasteczek zawierajacych centrum chiralno$ci
oznacza si¢ wedlug zasad zaproponowanych przez Cahna, Ingolda i Preloga na podstawie
ulozenia i liczby atomowe;j czterech podstawnikow przy asymetrycznym atomie.

Wigkszo$¢ procesow biochemicznych przebiega w sposdb wybiorezy i dlatego produk-
ty naturalnych przemian biochemicznych sa stercowybidrcze, tzn. wystgpuja tylko
w jednej formie optycznej lewo- lub prawoskretnej. Miara stopnia stereowybiorczosci da-
nego zwiazku jest stosunek eudysmiczny — czyli stosunek aktywnosci czasteczki o silniej-
szym dzialaniu biologicznym (eutomeru) do aktywnosci czasteczki o stabszym dziataniu
lub pozbawionej tego dziatania (distomeru). Im stosunek ten jest wigkszy, tym silniejsza
jest aktywno$¢ biologiczna jednego z izomerdéw optycznych.

Miarg czysto$ci optycznej zwiazku jest nadmiar enancjomeryczny (ozn. ee), ktory wy-
raza wzgledny nadmiar jednego z enancjomeré6w w mieszaninie; np. jesli enancjomer R
wystepuje w przewadze, warto$¢ ee wyliczamy wedtug wzoru:

[R] —[S]

TRITIS] * 100%

% ee =

R, S — enancjomery
Znaczenie stereoizomeré6w w przyrodzie ozywionej jest ogromne, bowiem mechanizm dzia-
fania wigkszosci zwiazkow biologicznie aktywnych (takze lekow) polega na ich wigzaniu sig
ze swoistymi receptorami, ktére maja okre§lona budowe przestrzenna i moga oddzialywaé
tylko ze zwiazkami o budowie odpowiadajacej ich wewngtrznemu uksztalttowaniu.
Przyktady zwiazkéw o réznych wiasciwos$ciach w §rodowisku chiralnym, jakim jest
Zywy organizm:

O|H (I)H
H3C_C_CH3 H3C_(::_CH3
CHO CHO

izomer Cis, o zapachu lilii izomer trans, bez zapachu
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H,No COOH HoN. ~_ COOH
T ¢
O NH, O NH,
L-asparagina, smak gorzki D-asparagina, smak stodki

°~

H"

(—)-disparlure, aktywny inhibitor feromonu

o O

R(+)-talidomid, lek nie wykazujacy S(-)-talidomid wykazujacy dziatanie
dziatania teratogennego teratogenne

Rys. 1. Przyktady zréznicowanych wlasciwosci zwiazkoéw izomerycznych

Przeprowadzona w latach osiemdziesiatych analiza 1675 lekow wykazata, ze wigk-
szo$¢ lekow pochodzenia naturalnego jest izomerami optycznie czystymi, natomiast wsrod
lekow pochodzenia syntetycznego tylko 58 (sposrod 480 zawierajacych centrum asymetrii
optycznej) stosowanych jest jako czyste izomery optyczne, natomiast pozostale 422 sa
stosowane jako racematy.

leki niechiralne (6)
leki naturalne /

i polsyntetyczne (475) ~_ _ pojedynczy izomer (461)
leki chiralne (469)

racemat (8)

/ leki niechiralne (720)

leki syntetyczne (1200) pojedynczy izomer (58)
leki chiralne (480)
racemat (422)

Rys. 2. Chiralnos¢ lekow i ich wystgpowanie w postaci pojedynczych izomeréw lub racematu
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Istnieja rowniez $ciste zaleznosci pomigdzy struktura przestrzenng lekow a ich dziata-
niem farmakologicznym. Rdznice w dziataniu poszczegdlnych enancjomerdw ,,lekow chi-
ralnych” moga by¢ natury farmakologicznej, ktore wyrazaja si¢ w efektach terapeutycz-
nych, farmakokinetycznych i toksykologicznych, lub farmakodynamicznej — wyrazajace si¢
mechanizmem dziatania leku i jego wptywem na organizm. Réznicowanie to moze wystg-
powac praktycznie na kazdym etapie losu leku w organizmie, czyli podczas wchianiania,
dystrybucji, metabolizmu i wydalania. Ponadto, na podstawie doktadnej analizy stosowa-
nych lekow stwierdzono, ze mozna si¢ spodziewac takze kazdego wariantu dziatania enan-
cjomerdw, tj. od zwiazkéw wykazujacych podobne wilasciwosci i jednakowy efekt dziata-
nia po zwiazki, w ktérych jeden izomer wykazuje dzialanie terapeutyczne, a drugi dziatanie
toksyczne.

IV.2. Réznice farmakokinetyczne

Wchlanianie

Podczas wchtaniania stereowybiorczo$¢ moze wystapi¢ jedynie w przypadku lekow
aktywnie transportowanych przez blong sluzowa jelit, gdyZ enancjomery nie roznia si¢
rozpuszczalnos$cia ani w srodowisku wodnym, ani w lipidach.

HO + COOH

HO NH,

lewodopa

Przyktadem zwiazku charakteryzujacego si¢ aktywnym, szybkim transportem jest lewodo-
pa, natomiast jego izomer D jest powoli absorbowany na drodze dyfuzji bierne;.

Dystrybucja

Stereowybidrczos¢ na etapie dystrybucji wystgpuje zardéwno w przypadku lekow o cha-
rakterze kwasnym, jak i zasadowym, i wynika z r6Zznego stopnia wigzania si¢ poszczegol-
nych enancjomeréw leku ze sktadnikami osocza. Leki o charakterze kwasnym wiaza si¢
z albuminami surowicy krwi, natomiast leki zasadowe wiaza si¢ glownie z a,-kwasna gli-
koproteina.

Przyktadami lekow wiazacych sig stereoselektywnie z albuminami sa:

L-tryptofan — jego powinowactwo do albuminy jest okoto 100 razy wigksze niz izomeru D,
R(+)-fenprokumon — wiaze si¢ w mniejszym stopniu niz izomer S.

«+ COOH 0o__0O
I L0

N
H OH

tryptofan fenprokumon
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Leki zasadowe wykazuja znacznie mniejsza stereoselektywno$¢ na etapie dystrybucji, co
wynika z faktu, ze st¢zenie o,-kwasnej glikoproteiny we krwi jest okoto 30 razy mniejsze
niz albuminy surowicy.

Przyktadami sa:

propranolol — jego izomer S(-) jest w wigkszym stopniu wiazany z glikoproteina niz
izomer R(+),
dizopyramid — izomer S(+) jest w znacznie wigkszym stopniu wigzany niz jego enan-

cjomer R(-).
N
| I OH H
propranolol dizopyramid

Metabolizm (biotransformacja)

Réznice w metabolizmie poszczegodlnych enancjomeréw moga dotyczy¢ szybkosci lub
kierunku reakcji. Lek, zarowno chiralny jak i achiralny, moze by¢ metabolizowany do
zwiazkow nieaktywnych, aktywnych biologicznie czg$ciowo lub catkowicie odpowiedzial-
nych za efekt terapeutyczny lub do zwiazkéw toksycznych. Przykladem leku, ktérego me-
tabolizm poszczegolnych enancjomerow przebiega odmiennymi szlakami jest mefenytoina:

CHs
/

*

N-~cH
\[( 3

0

mefenytoina

HN

Izomer R ulega N-demetylacji (metabolit wykazuje wigksza toksyczno$¢), natomiast izo-
mer S ulega hydroksylacji do 5-(4’-hydroksyfenylo)-pochodne;.

Stereowybidrczos$¢ biotransformacji lekow obejmuje takze inwersj¢ chiralna. Metabo-
lizm taki wykazuje np. ibuprofen. Eutomerem tego leku jest forma S(+) (wykazuje lepsza

biodostgpnosc); distomer R(—) jest w réznym stopniu przemieniany w organizmie w formg
S(+).

COOH

*

ibuprofen
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Wydalanie
Stereowybiorczos¢ wydalania przez nerki obserwowano gtéwnie w przypadku lekow

aktywnie wydalanych lub zwrotnie resorbowanych. Przyktadem jest tokainid, ktérego izo-
mer R(-) jest wydalany szybciej niz izomer S(+).

CH;
CH;

NH
*"NH,

CH; O

tokainid

IV.3. Réznice farmakodynamiczne
Ze wzgledu na jakoSciowe dzialanie, leki bedace zwiazkami optycznie czynnymi moz-
na podzieli¢ na:
a) leki, ktérych enancjomery wykazuja podobne wlasciwosci i jednakowy efekt bio-
logiczny, np. antybiotyki B-laktamowe

HN_ S cH;,
COOH

kwas 6-AP
b) leki, ktorych tylko jeden izomer wykazuje aktywno$¢ farmakologiczna, np. S-pro-

pranolol (B-bloker), izomer R nie posiada takiej aktywnosci; sposrod czterech
izomerow chloramfenikolu tylko izomer (1R, 2R) jest aktywny biologicznie

/A\?/\N/L\ OH

0
[
OH H (bN—<C:>Fj§ﬁ7NHCOCHCb
L
propranolol chloramfenikol

c) leki, w ktorych kazdy z izomerow wykazuje inne dzialanie, np. D-propoksyfen
wykazuje dziatanie przeciwbolowe, natomiast L-propoksyfen dziata przeciw-
kaszlowo; S(+)-ketamina wykazuje dziatanie znieczulajace, natomiast jej izomer
R(-) pobudza OUN
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Cl

NH—-CH;
o)

propoksyfen ketamina

d) leki, w ktorych jeden z izomeréw wykazuje dzialanie terapeutyczne, a drugi dzia-
fanie toksyczne; np. L-lewodopa wykazuje dziatanie przeciwparkinsonowe, nato-
miast izomer D powoduje granulocytopenig; talidomid — poczatkowo stosowany
w lecznictwie racemat jako lek nasenny; izomer R wykazuje dzialanie przeciwnowo-
tworowe i nie dziala teratogennie, natomiast izomer S wykazuje dziatanie teratogenne

o O
HO » COOH NH
N—* 0)
0]
lewodopa talidomid

e) leki, ktorych enancjomery wykazuja dzialanie przeciwstawne, np. (—)-izomery
barbituranow dziataja depresyjnie na OUN, natomiast (+)-izomery wykazuja dzia-
tanie pobudzajace

Przedstawione fakty wyraznie wskazuja na konieczno$¢ przeprowadzania szczegodto-
wych badan lekéw — zwiazkow optycznie czynnych, aktualnie dostgpnych na rynku farma-
ceutycznym, jak rowniez preparatow majacych w przysztosci zosta¢ srodkami leczniczymi.
Badania te powinny obejmowac:

1) oceng chemiczng potwierdzajaca tozsamos$é, jakosC, czysto$¢ oraz sil¢ dzialania
substancji czynnej i formy leku,

2) metodyke oceny substancji czynnej, formy leku i jego stabilnosci,

3) oceng farmakologiczna (aktywno$¢ kazdego enancjomeru pod katem dzialania
gldwnego, jego sity i specyficznosci) oraz toksykologiczng (poréwnanie z racema-
tem),

4) granice zanieczyszczen (nalezy okresli¢c zawarto$¢ kazdego z enancjomeréw oraz
domieszek i zanieczyszczen),
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5) badania kliniczne i biofarmaceutyczne, ktore obejmuja oceng poszczegodlnych ste-
reoizomerow, badania farmakokinetyczne w pierwszej fazie badan dla poszcze-
g6lnych enancjomerdéw oraz okreslenie ewentualnej interkonwersji.

IV 4. Otrzymywanie zwigzkow optycznie czynnych

Metody otrzymywania substancji chiralnych mozna podzieli¢ na nastgpujace grupy:
1) wydzielanie z surowcow naturalnych,

2) rozdzial racematu,

3) synteza z zastosowaniem chiralnego syntonu jako wyjsciowego bloku budulcowego,
4) synteza asymetryczna.

IV.4.1. Wydzielanie z surowcéw naturalnych
Najstarszym zrodtem lekoéw chiralnych sa ekstrakty roslinne i hodowle mikroorgani-
zmow. Tabele 112 przedstawiaja przyktady lekéw wydzielanych z surowcéw naturalnych.

Tabela 1
Leki ze zrédet naturalnych — pochodzenia roslinnego [wg 1]
Nazwa Dzialanie Zrodlo
efedryna sympatykomimetyczne Ephedra sinica
digitoksygenina na uktad krazenia Digitalis purpurea
proscylarydyna na uktad krazenia Scilla maritima
atropina parasympatykolityczne Atropa belladonna
D-tubokuraryna zwiotczajace miesnie szkieletowe rodz. Chondrodendron
winkrystyna przeciwnowotworowe Catharanthus roseus
taksol przeciwnowotworowe Taxus brevifolia
morfina przeciwbolowe Papaver somniferum
artemizyna przeciwmalaryczne Artemisia annua
Tabela 2
Leki ze zrodet naturalnych — pochodzenia drobnoustrojowego,
otrzymywane przez fermentacj¢ [wg 1]
Nazwa Dzialanie Zrédlo (mikroorganizm)
penicyliny przeciwbakteryjne rodz. Penicillum
cefalosporyny przeciwbakteryjne rodz. Cephalosporium

tetracykliny

przeciwbakteryjne

rodz. Streptomyces

antybiotyki aminoglikozydowe

przeciwbakteryjne

rodz. Streptomyces

nystatyna

przeciwgrzybicze

Sreptomyces noursel

adriamycyna

przeciwnowotworowe

Sreptomyces peuceticus
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IV .4.2. Rozdzial racematu
Jedna z najwazniejszych przemystowych metod otrzymywania czystych enancjomerow
jest rozdziat racematu. Metody te mozna podzieli¢ na kilka typow:

1) krystalizacja racematu,

2) rozdzial utworzonych diastereoizomerow,

3) rozdziat kinetyczny,

4) metody adsorpcyjne (metody chromatograficzne),
5) elektroforeza kapilarna.

IV.4.2.1. Krystalizacja racematu

Racemat w stanie stalym moze wyst¢gpowac jako racemiczny konglomerat lub race-
miczny zwiazek. Racemiczny konglomerat jest mieszaning obu enancjomeréw, natomiast
racemiczne zwiazki stanowia homogeniczna fazg stala, w ktorej oba enancjomery wystgpu-
ja w elementarnej komorce krystalicznej. Wynikaja stad réozne mozliwosci ich rozdziatu.
Racemiczny konglomerat mozna rozdzieli¢ poprzez krystalizacj¢ w sposob nawet mecha-
niczny — jesli krysztaty przynajmniej jednego izomeru sg dostatecznie duze. W ten wilasnie
sposOb zostato osiagnigte pierwsze rozszczepienie racematu przez L. Pasteura, ktory za
pomoca pesetki rozdzielit racemiczny winian sodowo-amonowy. Jednak metoda ta nie ma
praktycznego znaczenia. Bardziej efektywny sposob rozszczepienia racemicznego konglo-
meru polega na preferencyjnej krystalizacji jednego z enancjomeréw w wyniku zaszczepie-
nia jego krysztatami przesyconego roztworu. W ten wlasnie sposob otrzymuje si¢ na skale
przemystowa m. in. nast¢pujace zwiazki:

OH H,C
CbN—{Ci)%jﬂﬁyNHCOCHCb HO—<;:>%—<¥/COOH
*

CH,0H HO NH,
chloramfenikol metylodopa
QL
o HOOC/\)*\COOH
PN
(-) mentol kwas glutaminowy

Rys. 3. Przyktady lekow otrzymywanych przez krystalizacj¢ racemicznego konglomeru

Bezposrednia krystalizacja racemicznego konglomeru jest szczeg6lnie korzystna, gdy
towarzyszy jej transformacja asymetryczna, tzn. jesli wraz z wydzielaniem si¢ krysztatow
jednego z enancjomeréw w roztworze zachodzi racemizacja. Umozliwia to uzyskanie kry-
stalizujacego izomeru z wydajnoscia wigksza niz 100% jego poczatkowej zawartosci.
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IV.4.2.2. Rozdziat racematu poprzez diastereoizomery

Zwiazki racemiczne, w odroznieniu od racemicznych konglomerdéw, nie moga by¢
rozdzielone na czyste enancjomery za pomoca spontanicznej krystalizacji, co stato si¢ pod-
stawa ich definicji. Natomiast zwiazki te mozna czg¢sto rozdzieli¢ przez krystalizacje diaste-
reoizomerow otrzymanych w reakcji racematu z enancjomerycznie czystymi zwiazkami.
Jest to najwazniejsza metoda otrzymywania zwiazkow homochiralnych na skalg przemy-
stowa. Metoda ta otrzymuje si¢ okoto 65% syntetycznych lekow chiralnych. Otrzymane
mieszaniny diastereoizomeréw moga sktada¢ si¢ z soli lub zwiazkéw kowalencyjnych
(estry, zasady Schiffa, glikozydy). Rozdziat diastereoizomerycznych soli stosuje si¢ przede
wszystkim do kwaséw karboksylowych i amin. Jako chiralny kwas uzywany jest najczeg-
$ciej naturalny kwas (+)-winowy o konfiguracji (2R, 3R) i jego pochodne, kwas kamforo-
wy, kwas migdatowy. Jako chiralne zasady wykorzystywane sa gtdwnie alkaloidy:

C|OOH
*
H—Cl—OH COOH
<: :}—( *
HO—C—H
| Y OH
COOH
SO;H
kwas L(+)-winowy  kwas kamforo-10-sulfonowy kwas migdatowy
H2C:CH
OH
+« NHCH;
* H;CO
efedryna chinina
H;CO
H5;CO
cynchonidyna brucyna

Przyktadem rozszczepienia racemicznej aminy moze by¢ wydzielenie (R)- i (S)-3-(N-t-
butyloamino)-propano-1,2-diolu — pétproduktu do syntezy B-blokerow.

Utworzenie diastereoizomerycznej soli z kwasem (2R, 3R)-winowym prowadzi do
wydzielenia enancjomeru R, natomiast uzycie kwasu (S)-pirolidono-5-karboksylowego
pozwala na otrzymanie enancjomeru S — potproduktu w syntezie timololu.
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rac
COOH
H-C-OH of‘é—){"H
HO—Q—H ITI COOH
COOH H
diastereoizomeryczne sole diastereoizomeryczne sole
kryst. kryst.
N32CO3 N32CO3
OH OH
t—Bu—NHJ\/OH t—Bu—NHJ\/OH
R S

S-timolol

Rys. 4. Rozdziat poprzez jonowe diastereoizomery

Podobnie jak w przypadku krystalizacji racemicznego konglomeru, wydajnos$¢ rozdziatu
zwiazkow racemicznych mozna zwigkszy¢ przez transformacje asymetryczng. Przykta-
dem tego jest m. in. otrzymywanie D(—)-fenyloglicyny — potproduktu w syntezie penicy-
lin i cefalosporyn. Aminokwas ten jest otrzymywany przez rozdzial diastereoizomerycz-
nych soli z kwasem 10-kamforosulfonowym potaczony z racemizacja izomeru L-fenylo-

glicyny.
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@f?H—COOH

NH,

D, L-fenyloglicyna
(D, L-FG)

—— D, L-FG + KKS

o)
SO;H

kwas kamforo-10-sulfonowy
(KKS)

e

(D)-FG -+ KKS (L)-FG - KKS

krysztaly roztwor

l OH® l OH®

(D)-FG + KKS  (L)-FG + KKS

roztwor roztwor

l racemizacja

D, L-FG

Rys. 5. Przyktad wykorzystania transformacji asymetryczne;j

W przypadku zwiazkdéw nie majacych grupy kwasowej lub zasadowej mozliwy jest
ich rozdzial na enancjomery poprzez kowalencyjne diastereoizomery. Przyktadem jest
przedstawiona ponizej synteza optycznie czystego ketonu, stanowigcego potprodukt
w syntezie aglikonow antybiotykdéw antracyklinowych, ktory otrzymuje si¢ w wyniku
rozdzialu zasad Schiffa uzyskanych w reakcji racemicznego ketonu z (R)- badz (S)-1-
fenyloetyloamina.
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S
H;CO °\ R,S
(R) Ph-CH-CH,
NH,

1. rozdziat
2. hydroliza

Rys. 6. Rozdzial poprzez kowalencyjne diastereoizomery

Omoéwiona wezesniej klasyczna metoda rozszczepienia racematu nie moze by¢ zasto-
sowana w przypadku zwiazkéw nie posiadajacych grup funkcyjnych odpowiednich do
utworzenia diastereoizomerow jonowych, badz kowalencyjnych. W takim przypadku roz-
szczepienia racematu mozna dokona¢ przez utworzenie kompleksu inkluzyjnego z chiral-
nym czynnikiem kompleksujacym. Metoda ta nie ma jednak praktycznego znaczenia.
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IV.4.2.3. Rozdzial kinetyczny

Mozliwos¢ rozdziatu kinetycznego racematu wynika z roznicy szybkosci reagowania
enancjomerdow (sktadnikow mieszaniny racemicznej) z chiralnym reagentem wobec chiral-
nego katalizatora lub pod wplywem chiralnego czynnika fizycznego, np. kotowo spolary-
zowanego $wiatla. Reakcje te biegna poprzez diastereoizomeryczne stany przejsciowe
i zachodza z réznymi szybko$ciami. Jesli reakcjg przerwie si¢ przed jej zakonczeniem,
wowczas otrzymuje si¢ nierowne ilosci produktéw. Metodg te ilustruje proba rozszczepie-
nia na enancjomery naproksenu w reakcji bezwodnika racemicznego naproksenu z (R)-1-
(4-pirydylo)-etanolem. W wyniku reakcji otrzymuje si¢ (S)-naproksen i ester o konfiguracji
(R, R). Jednak ze wzgledu na osiagane ta droga niskie warto$ci ee metoda ta w tym przy-
padku nie znalazta praktycznego zastosowania.

CH,
0
+
9o
H,CO
i |2 R
H;C H H CH; Z N
> |
Oy et T T e
+ O ¥ CH
H;5CO H;5CO =5
S R,R

Rys. 7. Rozdziat kinetyczny naproksenu

Znacznie wigksze znaczenie i szersze zastosowanie, zaroOwno w syntezie laboratoryjnej jak
i przemystowej, ma kinetyczny rozdzial racematu, w ktérym diastereoizomery powstaja
dzigki uzyciu chiralnego katalizatora.

Jednym z takich katalizatorow charakteryzujacym si¢ wysoka enancjoselektywnoscia
jest wprowadzony przez Sharplessa uktad: wodoronadtlenek t-butylu (t-BuO,H), tetraizo-
propoksytytan — TifOCH(CHj3),]s 1 winian diizopropylu — DIPW. Odczynnik ten reaguje
enancjoselektywnie z jednym z enancjomeréw racemicznego alkoholu allilowego, dajac
chiralny epoksyd, ktory dalej moze by¢ tatwo przeksztatcany (np. w odpowiedni hydrok-
syketon, z indukowanym centrum chiralno$ci). Innym produktem reakcji jest nieprzerea-
gowany, drugi enancjomer wyj$ciowego alkoholu allilowego.
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OCH;  OH poy

O‘ Ti[OCH(CHy),],/DIPW

OCH;

OCH;

Rys. 8. Rozdziat kinetyczny z zastosowaniem katalizatora Sharplessa

W podobnych warunkach rozdziatowi kinetycznemu ulegaja B-hydroksyaminy
[II-rzgdowe w wyniku utlenienia do N-tlenkéw. Inne stosowane katalizatory chemiczne to
katalizatory rodowe czy rutenowe z chiralnymi ligandami, katalizujace gtéwnie reakcjg
uwodornienia podwojnego wiazania wegiel-wegiel.

IV.4.2.4. Kataliza enzymatyczna

Kataliza enzymatyczna stosowana jest zar6wno do separacji enancjomerow przez roz-
dziat kinetyczny (hydrolazy, acylazy, esterazy), jak i do otrzymywania czystych enancjo-
merdw z substratow prochiralnych (reduktazy, liazy).

Metoda rozszczepienia gotowego racemicznego leku poprzez kataliz¢ enzymatyczna
ma niewielkie znaczenie. Znacznie szersze zastosowanie ma rozdziat kinetyczny w otrzy-
mywaniu enancjomerycznie czystych substancji wykorzystywanych nastgpnie jako chiralne
substraty w syntezie. Dotyczy to substancji, ktorych racematy sa tatwe do otrzymania na
drodze syntezy, a ktore w enancjomerycznie czystej postaci albo nie sa dostgpne ze zrodet
naturalnych, albo wystepuja w nich w ograniczonych ilo§ciach. Do zwiazkow tych naleza,
migdzy innymi, a-aminokwasy, a-hydroksykwasy i trojweglowe syntony. Mozna je roz-
dzieli¢ za pomoca hydrolaz lub transferaz, np.:
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C6H5_CH_COOH acylaza C6H5_CH_COOH C6H5_CH_COOH
| _ | |

NHCOCH; NH, " NHCOCH;
D,L L D
amino-
CoHs—CH-CONH,  peptydiza CoHs—CH—COOH _ CoHs~CH-CONH,
NH, s NH, NH,
D.L L D

CeHs=CH-COOCH; _esteraza__ CgHs=CH—COOH _ CgHs~CH-COOCH
NH, > NH, * NH,
D,L L D

Rys. 9. Rozdziat kinetyczny z zastosowaniem biokatalizatoréw

Jedna z metod syntezy czystych a-aminokwasdéw, wykorzystywana na skalg przemy-
slowa, jest metoda polegajaca na enzymatycznym rozdziale kinetycznym. Racemat
N-acetylo-aminokwasu ulega enancjoselektywnej reakcji w obecnosci aminoacylazy, dajac
L-aminokwas i (D)-N-acetyloaminokwas. Oba produkty znajduja si¢ w nie mieszajacych
si¢ fazach wodnej i organicznej — stad tatwos$¢ ich rozdzielenia. Ponadto, dalsze przeksztat-
cenie metoda chemiczng acetylowej pochodnej w pochodna oksazolowa i kolejna reakcja
katalizowana enzymatycznie (lipaza) pozwalaja na uzyskanie dobrej ilo§ci L-aminokwasu.

R—CH-COOH  aminoacylaza COOH JCrOOHcoc
NHCOCH, H2N+H +  H——NHCOCH;
R R
D.L L D

Wza / (CH;C0),0

HO_ o
I />_CH3
R N

Rys. 10. Otrzymywanie L-aminokwasow

Dogodna metoda syntezy D-aminokwaséw jest synteza biegnaca przez racemiczne hydan-
toiny, poddane nastgpnie enancjoselektywnej hydrolizie enzymatycznej (metoda hydantoi-
nowa).
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HO 0) 0]
\© + \\C—C//
, N
H OH
o0 |
\© XKNH <

racemizacja H\\s N’&
H O
L D
Agrobacterium Bacillus
radiobacter brevis
HO
HNO,, HCI COOH
<«
i 'NHCONH,
D D

Rys. 11. Otrzymywanie D-aminokwasow — metoda hydantoinowa; w miar¢ zuzywania enancjomeru D

zachodzi racemizacja, ktoéra pozwala w pelni przeksztalci¢ izomer L w izomer D

Metoda ta jest wykorzystywana na skalg przemystowa do syntezy D-(4-hydroksy-
fenylo)-glicyny — polproduktu w syntezie amoksycyliny.

Ostatnio duze znaczenie maja takze a-alkilo-a-aminokwasy jako potencjalne inhibitory
enzymow, hormonow i lekow. Sa one otrzymywane na skalg przemystowa, w enancjome-
rycznie czystej postaci, w reakcji enancjoselektywnej enzymatycznej cyklizacji N-karba-
moilopochodnych aminokwaséw, z utworzeniem odpowiednich hydantoin, ktére moga by¢
latwo oddzielone od nieprzereagowanych L-aminokwasow.

R2 R2 O
RI——COOH — RI=—7\
NHCONH, HN < + L
0 NHCONH,

R
R!

RTINS
—

P

[\S}

p NH,

Rys. 12. Otrzymywanie a-alkilo-a-aminokwasow
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IV.5. Metody adsorpcyjne — metody chromatograficzne

Chromatografia, znana od dawna metoda rozdzialu mieszanin, w ostatnich latach zna-
lazta takze zastosowanie do rozdziatu i analizy mieszanin racemicznych. Dotychczas naj-
wigksze zastosowanie w tych badaniach znalazty: wysokosprawna chromatografia cieczo-
wa (HPLC) i chromatografia gazowa — wykorzystywane jako metody analityczne i prepara-
tywne, oraz elektroforeza kapilarna i chromatografia cienkowarstwowa — majace zastoso-
wanie gléwnie do jakosciowego opisu mieszanin racemicznych. Mechanizm rozdziatu
izomeréw optycznych metodami chromatograficznymi polega na ich enancjoréznicowaniu
poprzez tworzenie diastereoizomerycznych potaczen lub komplekséw z chiralnym odczyn-
nikiem kompleksujacym, tzw. chiralnym selektorem.

Wyrdznia si¢ dwa sposoby enancjoréznicowania:

— posredni — polega na przeprowadzeniu izomerow optycznych w diastereoizomery,
ktére nastegpnie rozdziela si¢ metodami chromatograficznymi w warunkach achiral-
nych;

— bezposredni — polega na tworzeniu labilnych kompleksow diastereoizomerycznych
bezposrednio podczas przeprowadzania analizy chromatograficznej. Takie tworzenie
labilnych kompleksdéw osiaga si¢ przez zastosowanie kolumn z chiralnym selektorem
przytaczonym do fazy stacjonarnej (wowczas diastereoizomeryczne kompleksy tworza
si¢ w fazie stacjonarnej), albo przez zastosowanie achiralnej fazy stacjonarnej i doda-

nie chiralnego selektora do fazy ruchomej (w tym przypadku diastereoizomeryczne
kompleksy tworza si¢ w fazie ruchome;j i/lub stacjonarnej).

IV.5.1. Chiralne fazy stacjonarne
Ze wzgledu na mechanizm stereordznicujacego dziatania oraz rodzaj zastosowanego
selektora, chiralne fazy stacjonarne dzieli si¢ na:
1) fazy tworzace kompleksowe potaczenia poprzez oddzialywania przyciagajace (wiazania
wodorowe, oddzialywania m—m, dipol-dipol itp.) lub na zasadzie wymiany ligandow.
Do tego typu faz naleza:
— fazy typu Pirkle’a,
— fazy typu ,.ligand exchange”;
2) fazy posiadajace wiele centrow asymetrii i/lub wnek, w ktorych za mechanizm rézni-
cowania odpowiedzialne sa gtdéwnie zjawiska inkluzyjne. Fazy tego typu to:
— fazy cyklodekstrynowe,
— fazy polisacharydowe,
— fazy modyfikowane chiralnymi eterami koronowymi,
— fazy na bazie helikalnych polimerows;

3) fazy tworzace kompleksy poprzez oddziatywania polarne i hydrofobowe — naleza do nich
— fazy biatkowe.

IV.5.1.1. Fazy typu Pirkle’a

W celu uzyskania zréznicowania diastereomerycznych kompleksow wymagane jest
trzypunktowe oddziatywanie migdzy probka i selektorem — dwa oddzialywania przyciaga-
jace i jedno przyciagajace lub odpychajace (jedno z oddziatywan musi by¢ roézne dla obu
izomerow). Ilustruje to rozdziat na enancjomery DOPY przez zastosowanie jako chiralnego
selektora L-argininy.
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OH ‘
O H;3N<
: \f:NH
TH
CH, (CHy)s
/K COO™m-mmmmemn HN%
H . H
N H3 ________________ -Ozc

Fazy tego typu mozna podzieli¢ na dwie grupy:

a) fazy m-kwasowe, w ktdrych chiralny selektor zawiera w poblizu centrum asymetrii
ugrupowanie bedace akceptorem elektrondw mt, np. grupg 3,5-dinitrofenylowa. Najczesciej
stosowane fazy zawieraja 3,5-dinitrobenzoilofenyloglicyng i 3,5-dinitrobenzoiloleucyng,
zwiazane jonowo lub kowalencyjne z krzemionka modyfikowana grupami aminopropylo-
wymi. Substancje rozdzielane na takich kolumnach powinny zawiera¢ w poblizu centrum
asymetrii grupy, bedace donorami elektronéw m, np. -OR, -NR,, -SR.

0 NO,
N'H; O
’ N
O H
NO,

jonowo zwiazana 3,5-dinitrobenzoilofenyloglicyna

0 NO,
NKQ
O H
NO,

kowalencyjnie zwiazana 3,5-dinitrobenzoilofenyloglicyna

>RZO—ZHNER

>RZO—Z TN R
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0 NO,
N'H; O
: N@
O H
NO,

jonowo zwigzana 3,5-dinitrobenzoiloleucyna

0 NO,
N
N
O H
NO,

kowalencyjnie zwigzana 3,5-dinitrobenzoiloleucyna

>RZO—ZHNT R

>RZO—ZmN TR

Rys. 13. Przyktady n-kwasowych faz Pirkle’a

b) fazy m-zasadowe — jako chiralne m-zasadowe selektory sa najczesciej stosowane
5-naftylohydantoiny, aryloaminoalkany, N-aryloaminoestry, aryloamidy, aryloaminokwa-
sy, tlenki fosfin. Substancje rozdzielone na tych fazach powinny zawiera¢ w poblizu cen-
trum chiralnego grupy bedace akceptorami elektronow =, dlatego zwiazki rozdzielane na
fazach n-zasadowych najczgséciej przeprowadza si¢ w pochodne 3,5-dinitrofenylowe.

faza m-zasadowa z chiralnym selektorem 5-naftylohydantoinowym
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O( D111

b8

NH

N-(1-naftylo)leucyna

0
o (CHII—SI=

NH

N-(1-naftylo)alanina

0

N H
S (CHy)y N
0]
0
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faza m-zasadowa z chiralnym selektorem fosforowym

Rys. 14. Przyktady n-zasadowych faz Pirkle’a
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IV.5.1.2. Fazy typu ,ligand exchange” — wymiany ligandu

W fazach tego typu selektorami sg osadzone na odpowiednich nosnikach chiralne li-
gandy, ktorymi najczeSciej sa aminokwasy (prolina, walina), zawierajace atom metalu
(zwykle miedzi). Mechanizm enancjoréznicowania polega na tworzeniu si¢ chelatowych
potaczen kompleksowych pomigdzy enancjomerami rozdzielanej mieszaniny a selektorem,

roznigce si¢ trwatoscia.
(0] OH
OH

32
3
3
b3

3
S
s—CH
b3
3
3
b3

>RZO—ZmNRT R

F—CH-N—

kolumna ustabilizowana wodnym roztworem Cu,SO,

Rys. 15. Przyktad fazy stacjonarnej typu ,ligand exchange”

Substancje rozdzielone na fazach tego typu powinny zawiera¢ dwie grupy polarne o odpo-
wiednim rozmieszczeniu przestrzennym, ktére kompleksuja jon metalu oraz dodatkowy
czynnik (np. steryczny), pozwalajacy na dokonanie enancjordznicowania. Warunki te spet-
niaja np. aminokwasy, B-aminoalkohole.
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IV.5.1.3. Fazy cyklodekstrynowe

Cyklodekstryny sa naturalnymi, cyklicznymi oligomerami glukozy, zawierajacymi od
6 do 12 reszt D-(+)-glukopiranozowych, potaczonych wiazaniem a-1,4-glikozydowym. Sa
to chiralne czastki w ksztalcie stozka $cigtego, z drugorzedowymi grupami hydroksylowy-
mi, znajdujacymi si¢ po szerszej stronie stozka, a pierwszorzgdowymi po jego wezszej
stronie.

Aby nastapil podziat enancjomerow, chiralne czasteczki musza przeniknaé swoja cze-
$cia hydrofobowa do wngtrza cyklodekstryny i utworzy¢ diastereomeryczne kompleksy
inkluzyjne. Wymiary wnetrza cyklodekstryn wahaja sie od 4,5A (dla 6 jednostek glukozy)
do 10A. Cyklodekstryny sa taczone z krzemionka poprzez specyficzne, niehydrolizujace
wigzanie sililowe.

OH o
M oH
O
OH
0—0 OH = HO 0
HO OH HO 1.53 nm
(6]
0 OH HO OH 0.78
o «OH HO— &
OH OH HO O
—O0
\ .
o OH
o) (0]
OH

Rys. 16. Faza cyklodekstrynowa

Substancje rozdzielane na fazach tego typu powinny posiada¢ nast¢pujace wasciwosci:

— musza wzglednie $cisle ,,pasowaé” do wngetrza cyklodekstryny,

— powinny posiada¢ mozliwo$¢ tworzenia wigzan wodorowych i oddziatywan sterycz-
nych na zewnatrz kompleksu z cyklodekstryna,

— powinny zawiera¢ ugrupowania cykliczne (najlepiej aromatyczne) w potozeniu o lub
wzgledem centrum chiralnego.

IV.5.1.4. Fazy polisacharydowe

Najczesciej stosowanym selektorem polisacharydowym jest celuloza i jej pochodne
(trioctan, tribenzoesan, trifenylokarbaminian, tricynamonian). Doktadny mechanizm chiral-
nego roznicowania dla tych faz nie jest znany, ale przypuszcza sig, ze dzialaja one jak
dwuwymiarowe sito, a rozdzial racematu spowodowany jest roznym stopniem penetracji
przestrzeni wewnatrzczasteczkowej przez poszczegélne enancjomery. Przypuszcza sig
takze, ze istotna rol¢ w procesie enancjoréznicowania odgrywaja oddzialywania typu: wia-
zania wodorowe, dipolowe, oddzialywania n—n elektronowe oraz tworzenie komplekséw
inkluzyjnych.

Na fazach celulozowych moga by¢ rozdzielane enancjomery bardzo réznych substancji
i nie jest wymagana okreslona kombinacja grup funkcyjnych. Pewne elementy pomagaja
jednak w osiagnigciu dobrego rozdziatu, jak np. jak najmniej podstawiona grupa fenylowa,
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znajdujaca si¢ blisko centrum asymetrii, ktora dziata na zasadzie ,.kotwicy” migdzy pier-
$cieniami piranowymi wtokna celulozy.

IV.5.1.5. Fazy modyfikowane eterami koronowymi

Etery koronowe sa syntetycznymi, makrocyklicznymi polimerami, ktére moga selek-
tywnie kompleksowaé odpowiednie kationy, takze kationy organiczne, jak np. jon amonio-
Wy czy protonowane aminy, gldwnie pierwszorz¢dowe.

W metodach chromatograficznych wykorzystuje si¢ m.in. pochodne eteréw: 18-
korona-6, dibenzo-18-korona-6, dicykloheksylo-18-korona-6. Tworzenie kompleksu za-
chodzi poprzez oddzialywanie typu jon—dipol oraz wiazania wodorowe O—H---N". Im wig-
cej wigzan wodorowych oraz im mniejsza zawada przestrzenna podstawnikéw w poblizu
grupy aminowej, tym trwalszy powstaje kompleks.

e

.0
~ -
\H H/
/. \S
\)
W

= R

0 H 0
IV.5.1.6. Fazy biatkowe

Jako biatkowe fazy state w chromatografii uzywane sa osadzone na odpowiednim no-
$niku biatka zwierzgce, sposrod ktorych najwazniejszymi sa kwasna o;-glikoproteina oraz
albumina z osocza. Za enancjordéznicowanie na fazach tego typu odpowiedzialne sa praw-
dopodobnie oddzialywania hydrofobowe, oddzialywania grup polarnych oraz efekty ste-
ryczne. Zwiazki rozdzielane na fazach tego typu powinny posiada¢ w poblizu centrum
asymetrii przynajmniej jedna grupg polarna lub jonowa.

IV.5.2. Chiralne odczynniki réznicujace w fazie ruchomej

Innym sposobem roznicowania enancjomeréw w metodach chromatograficznych jest
dodanie chiralnego selektora do fazy ruchome;j. Rozdziat enancjomerdéw przy zastosowaniu
tej techniki opiera si¢ na dynamicznym tworzeniu w fazie ruchomej diastereoizomerycz-
nych komplekséw, ktore moga rdzni¢ si¢ trwaloScia oraz adsorpcja na fazie stacjonarne;j.
Rolg takich selektor6w moze peti¢ wigkszo$¢ chiralnych odczynnikow, stanowiacych
omoéwione wczesniej fazy stacjonarne, jak np. odczynniki dziatajace na zasadzie wymiany
ligandow, cyklodekstryny czy chiralne etery koronowe oraz odczynniki parujace jony.

IV.5.3. Chromatografia cienkowarstwowa

Chromatografia cienkowarstwowa jest wykorzystywana gtownie do jakosciowego opi-
su mieszanin racemicznych oraz do badania ich czystosci optycznej. Rdznicowanie enan-
cjomeréw mozna osiagnac¢ analogicznie jak w opisanej wczesniej chromatografii kolum-
nowej przy zastosowaniu chiralnych faz stacjonarnych lub przez dodatek chiralnego selek-
tora do fazy ruchomej. Do stosowanych cienkowarstwowych faz stacjonarnych naleza:
jonowo i kowalencyjnie zwiazane fazy Pirkle’a, fazy cyklodekstrynowe i fazy pokryte
kompleksem miedzi (IT) z aminokwasami. Jako chiralne selektory dodawane do faz rucho-
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mych wykorzystywane sa najczgséciej cyklodekstryny oraz odczynniki dziatajace na zasa-
dzie wymiany ligandow.

IV.5.4. Elektroforeza kapilarna

Elektroforeza jest metoda rozdziatu czastek obdarzonych tadunkiem (jonéw), oparta na
réznicy ich predkosci poruszania sig¢ w statym polu elektrycznym. W ostatnich latach meto-
da ta jest takze wykorzystywana w badaniach zwiazkéw optycznie czynnych. Dotychczas
najwigksze zastosowanie znalazta w analizie jakoSciowej, zwtaszcza do okreslania czysto-
$ci enancjomerycznej. Duzym ograniczeniem klasycznej elektroforezy kapilarnej jest jej
zastosowanie jedynie do rozdzialu jondw. Jednak wprowadzona w 1985 roku przez Tera-
bego modyfikacja, polegajaca na zastosowaniu natadowanych cyklodekstryn jako chiral-
nych selektoréw odpowiedzialnych za enancjordznicowanie, umozliwita analizg takze
czastek elektrycznie obojetnych. Mozliwos¢ enancjoroznicowania sktadnikoéw mieszaniny
racemicznej wymaga zastosowania chiralnego selektora. Najczgséciej stosowanymi selekto-
rami sa pochodne cyklodekstryn. Mechanizm réznicowania enancjomerow jest analogiczny
jak w metodach chromatograficznych i polega na tworzeniu diastereoizomerycznych kom-
plekséw inkluzyjnych, ktore wykazuja rozng ruchliwo$¢ w stalym polu elektrycznym, co
jest podstawa ich elektroforetycznego rozdziatu. Jako chiralne selektory cyklodekstrynowe
wykorzystuje si¢ elektrycznie obojgtne oraz natadowane pochodne. Najczgsciej stosowane
kationowe pochodne cyklodekstryn zawieraja grupy aminowe lub alkiloaminowe, czwarto-
rzedowe sole amoniowe, sole sulfoniowe oraz sole fosfoniowe. Sa one wykorzystywane
gtéwnie do rozdzielania kwaséw organicznych.

Przyktadami anionowych pochodnych cyklodekstryn sa mono-karboksymetylo-f-
cyklodekstryny oraz etery sulfoalkilowe B-cyklodekstryny. Selektory te sa wykorzystywane
przede wszystkim do rozdzielania zwiazkdéw o charakterze zasadowym.

IV.6. Synteza z wykorzystaniem chiralnego syntonu

Bardzo duze znaczenie w otrzymywaniu zwiazkow optycznie czynnych maja naturalne
zwiazki chiralne takie, jak: aminokwasy, cukry, hydroksykwasy czy terpeny. Sa one wyko-
rzystywane jako chiralne syntony (chirony) czyli sktadniki, ktére na jakim$ etapie syntezy
sa wbudowywane z retencja lub inwersja konfiguracji w czasteczke pdtproduktu, zapewnia-
jac homochiralno$¢ zwiazku koncowego. Stosunkowo niska cena szeregu tatwo dostgpnych
cukrow takich, jak: D-glukoza, D-mannitol, L-arabinoza, ich wysoka czysto§¢ enancjome-
ryczna oraz duza aktywno$¢ chemiczna spowodowaly, ze sa one czgsto wykorzystywane
jako chirony. Najbardziej spektakularnym wykorzystaniem D-glukozy jest produkcja kwa-
su L-askorbinowego (witaminy C) metoda Reichsteina-Griissnera.

CHO CH,OH 'CH,OH "CH,0H
H-4—OH red. H OH  Acetobacter Hz OH jC=O

3 H,/Ni suboxydans . HO=—H __ HO-+—H
Hg“ gH HIC{) gH H4-0H —  H3-oH
H-OH H—OH fg:o Hoz1 H

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

D-glukoza D-glucitol L-sorboza
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Rys. 17. Synteza witaminy C metoda Reichsteina-Grussnera

Jest to synteza chemiczna, w ktorej tylko jeden etap, tj. utlenianie D-glucitolu do L-sorbozy
jest przeprowadzany enzymatycznie. Proces odznacza si¢ bardzo wysokimi wydajnosciami
poszczegodlnych etapoéw, przy czym caly szkielet weglowy D-glukozy z nienaruszonymi
centrami chiralnoéci na C-2 i C-3 zostaje zachowany w czasteczce kwasu L-askor-
binowego.

Innymi waznymi chironami w otrzymywaniu chiralnych lekéw sg a-aminokwasy. Za-
rowno naturalne aminokwasy szeregu L, jak i ich enancjomery D, sa tatwo dostgpne.

L-prolina, L-alanina oraz kwas D- i L-2-amino-4-fenylobutylowy znalazly zastosowa-
nie w syntezie enalaprilu czy kaptoprilu — inhibitorow konwertazy angiotensynowe;j.

IV.7. Synteza asymetryczna

Synteza asymetryczna jest reakcja, w ktorej achiralny substrat jest przeprowadzany
w zwiazek chiralny w procesie przeksztatcenia centrum (atomu) prochiralnego w chiralne.
Prochiralny atom wegla jest albo w hybrydyzacji sp® i zawiera parg identycznych ligandow,
albo jest atomem o hybrydyzacji sp” i w reakcji stereoselektywnej przeksztatca si¢ w atom
chiralny. W syntezie asymetrycznej nowe centrum chiralnosci moze by¢ indukowane przez
uzycie chiralnego reagenta, chiralnego §rodowiska, chiralnego katalizatora lub chiralnego
zwiazku pomocniczego. Sposréd wymienionych metod praktyczne znaczenie znalazly tylko
dwie ostatnie.
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IV.7.1. Synteza asymetryczna z uzyciem chiralnego pomocnika

Synteza asymetryczna z uzyciem chiralnego pomocnika polega na kowalencyjnym
zwigzaniu achiralnego substratu z chiralng czasteczka positkowa, poddaniu tego zwiazku
(juz optycznie czynnego) reakcji przy centrum prochiralnym z reagentem R (tworza si¢
w nieréwnych ilosciach diastereoizomery) i odtaczeniu chiralnego pomocnika C* w stanie
niezmienionym (powstaja optycznie czynne produkty P i enP).

+r C*=S$----R C*—P
S—» S—C* ——> <> —» C* +P +enP
C*—(enS)---R C*—enP

Na skale przemystowa metoda ta jest wykorzystywana do syntezy biotyny (witaminy H)
wedlug metody Sumitano:

0 OH 0
HN™ "NH . _ OH HN NH
H\ /=H 4 —> H H
Hooc®  “coon O:N N, 07 N0
|
R
)i )i
waprr, N NHH HN NHH
H — > H * %k
N \:0 s” " Co0H
|

Rys. 18. Synteza witaminy H metoda Sumitano

Kwas mezo-dikarboksylowy przy uzyciu optycznie czynnego aminodiolu jest przeksztalca-
ny w optycznie czynny imid, ktory — w wyniku redukcji za pomoca NaBH, — daje laktam
o konfiguracji absolutnej odpowiedniej do przeksztalcenia w czysty enancjomer produktu.

IV.7.2. Synteza asymetryczna z uzyciem chiralnego katalizatora

Biokatalizatory

Najwigksze znaczenie w syntezie asymetrycznej maja enzymy z grupy reduktaz i liaz,
ktére ,,dzialaja” na prochiralne centra typu C=C i C=0. Typowym przykladem tego rodzaju
przemian, prowadzonych za pomoca immobilizowanych enzymow i wykorzystywanych na
skalg przemystowa, sa reakcje kwasu fumarowego:
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Rys. 19. Przyktad syntezy asymetrycznej z wykorzystaniem biokatalizatora

W ostatnich latach duze znaczenie w syntezie zwiazkow chiralnych maja reakcje enan-
cjoselektywnej redukcji ketondow, ketoestrow 1 innych zwiazkéw karbonylowych z zasto-
sowaniem drozdzy piekarskich jako ,,zrodta” reduktaz. Reakcje te odznaczajg si¢ bardzo
wysoka stereoselektywnoscia, w ktorych uzyskiwane nadmiary enancjomeryczne sa czgsto
wyzsze niz 97%. Przykladem tego typu syntezy jest otrzymywanie (R)-fluoksetyny (sub-
stancji czynnej leku psychotropowego — Prozac).

O OH
COOEt redukcja COOEt
Geotrichum candidum
)
1. LiAlH,

2. MsCl, E;N

1. F;C—Ph—OH OH

CH Ph;P, DEAD
NH” 2 2.Nal, CH;—NH, OMs
R) < (S)

ife)

Rys. 20. Synteza fluoksetyny
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Centrum asymetrii powstaje w wyniku enancjoselektywnej redukcji B-ketoestru (es-
ter etylowy kwasu benzoilooctowego) za pomoca mikroorganizmu Geotrichum candi-
dum z nadmiarem enancjomerycznym ee > 98% (wydajnos¢ chemiczna okoto 64%).
Dalej, w wyniku chemicznej redukcji grupy estrowej i selektywnej estryfikacji uzyska-
nego diolu, otrzymuje si¢ pochodna mesylowa (ktora tatwo wymienié¢ na grupg¢ metylo-
aminowa), a koncowa fluoksetyn¢ otrzymuje si¢ w reakcji drugorzedowej grupy hy-
droksylowej (przy centrum chiralnym) z p-trifluorometylofenolem w warunkach odpo-
wiadajacych reakcji Mitsunobu (reakcja zachodzi z inwersja konfiguracji).

Katalizatory chemiczne

Sposrod zwiazkow syntetycznych petniacych rolg chiralnych katalizatorow najwigksze
znaczenie maja: pochodne binaftylu (np. (S)-BINAP), kompleksy metali ze sterycznie roz-
budowanymi fosfinami (np. (+)-DIOP) oraz niektore etery koronowe.

H
H3C\l/Pth H;C. O™

| >< .III"'l
C H,C" O PPh, H;CO P
(S, S)-CHIRAPHOS (+)-DIOP (R, R)-DIPAMP
OO PPh, PPh,
PPh,
PPh, N PPh, N PPh,
9% = =
Ot-Bu NHR

S(-)-BINAP BPPM R-CAPP

PPh
S002 PPh,
. QL
PPh2 --__
PPh,
(S, S)-SKEWPHOS CYCPHOS PHEPHOS

Rys. 21. Przyktady katalizatorow chemicznych wykorzystywanych w syntezie asymetryczne;j



136

Literatura

1.  O. Achmatowicz, G. Grynkiewicz: Metody poszukiwania zwiqzkow enancjomerycznie
czystych, Acta Polon. Pharm. — Drug Research, 1993, 50, 13.

2. J. Gawronski, K. Gawronska: Stereochemia w syntezie organicznej, PWN, Warszawa
1988.

3. J. Bojarski: Chromatograficzny rozdziat enancjomerow, Wiad. Chem., 1993, 47.

4. A.Zejc, M. Gorczyca: Chemia lekow, Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa 2002.

5. G. Hallas: Stereochemia zwiqzkow organicznych, PWN, Warszawa 1968.

6. Z. Chilmonczyk, J. Cybulski: Okreslanie czystosci enancjomerycznej zwiqzkow optycz-

nie czynnych. Czes¢ Il. Metody chromatograficzne, Acta Polon. Pharm. — Drug Re-
search, 1993, 50, 87.

7. B. Wiela-Hojenska, K. Orzechowska-Juzwenko: Kliniczne znaczenie stereowybiorczo-
sci lekow, Farmacja Polska, 1995, 51 (15), 653.

8. A. Chankvetadze: Capillary Electrophoresis in Chiral Analysis, John Wiley & Sons,
Chichester 1997.



V. POLIMORFIZM

Polimorfizm to wielopostaciowo$¢ zwiazku chemicznego. Z faktu wystgpowania jed-
nej i tej samej substancji w kilku odmianach krystalicznych wynikaja istotne réznice we
wlasciwos$ciach fizycznych.

Podobne réznice daja si¢ zauwazy¢ w przypadku odmian krystalograficznych z wbu-
dowanymi w strukturg krysztatu czasteczkami rozpuszczalnika. Tego typu zjawisko okre-
slamy mianem pseudopolimorfizmu. Zaréwno odmiany polimorficzne jak i pseudopolimor-
ficzne rdznia si¢ najczesciej migdzy soba np. temperatura topnienia, gestoscia, twardoscia,
preznoscia par, wspotczynnikiem zatamania §wiatla, widmem rentgenowskim i w podczer-
wieni, a takze rozpuszczalnoscia, cieptem rozpuszczania czy tez szybkoscia rozpuszczania.
Roznice te, a zwlaszcza roéznice w rozpuszcezalnosci i szybkos$ci rozpuszczania poszczeg6l-
nych odmian krystalicznych danej substancji leczniczej, wydaja si¢ by¢ najistotniejsze
z uwagi na dostgpno$¢ farmaceutyczng i biologiczng danego leku.

Wiele substancji leczniczych wystepuje co najmniej w kilku odmianach krystalicz-
nych. W przypadku krystalizacji polimorficznej substancji leczniczej, w roztworze ustala
si¢ stan rownowagi, prowadzacy do powstawania tylko jednej odmiany krystalicznej, przy
czym przejscie jednej odmiany w druga moze przebiega¢ z rézna szybkoscia. Jesli szyb-
ko$¢ przemiany jest stosunkowo powolna, to nietrwata termodynamicznie odmiana nosi
miano metastabilnej, ktora na ogoét jest latwiej rozpuszczalna i wykazuje nizsza temperaturg
topnienia.

Z uwagi na fakt, iz szybkos$¢ rozpuszczania substancji w danych warunkach (tempera-
tura, rodzaj rozpuszczalnika) jest zalezna gltéwnie od jej rozpuszczalnosci (w przypadku
wchtaniania leku musi ulec rozpuszczeniu), to przejscie formy nietrwatej (metastabilnej)
w trwalg (stabilng) stanowi istotny problem dla wcze$niej wspomnianej dostgpnosci biolo-
gicznej, czy tez farmaceutyczne;j.

Odmiany metastabilne, np. substancji leczniczych, moga roéwniez ulegaé transformacji
do odmian stabilnych o mniejszej rozpuszczalnosci pod wptywem czynnikéw mechanicz-
nych, jak np. w procesie tabletkowania (sita zgniatania) lub suszenia. Jak juz wspomniano,
istnieje wiele substancji leczniczych wykazujacych zjawisko poli- czy tez pseudopolimorfi-
zmu. Jednym z lekow, dla ktorego stwierdzono istnienie wielu odmian polimorficznych jest
kwas acetylosalicylowy. Dwie krancowe odmiany, z uwagi na duze rdznice rozpuszczalno-
$ci (przy podaniu doustnym obserwuje si¢ roznice w stezeniu w surowicy krwi dochodzace
do 70%), wydaja si¢ by¢ najistotniejsze dla dostgpnosci biologicznej tego leku. Znane sa
réwniez odmiany polimorficzne w grupie barbituranow, steroidéw, sulfonamidow, antybio-
tykow (faza stala moze zawiera¢ wigcej odmian krystalicznych), niesterydowych lekow
przeciwzapalnych, pochodnych uracylu czy tez w grupie lokalnych anestetykow. Ponizej
zebrano przyktady niektorych lekéw wystgpujacych w réznych odmianach krystalicznych.
Do nich naleza m.in.: fenobarbital, chlormadinon, etinyloestradiol, mestranol, kortyzon,
triamcinolon acetonid, tetrakaina, sulfametoksazol, bursztynian chloramfenikolu, nowobio-
cyna, chlorotetracyklina, kwas acetylosalicylowy, indometacyna, 6-metylouracyl, a takze
trimetoprim czy tez meprobamat.
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VI. PROCESY BIOTRANSFORMACYJNE

VI.1. Wstep

Procesy biotransformacji zachodza z duza wydajnos$cia, w niewysokich temperaturach
(20—40°C) 1 przy niskich cisnieniach, co czyni je bardziej atrakcyjnymi od procesow che-
micznych, ze wzgledu na mate zapotrzebowanie na energi¢. Glowna jednak ich zaleta jest
to, ze przebiegaja w okreslonym miejscu substratu (regioselektywnie) i wytwarzaja poje-
dyncze, czynne optycznie izomery produktu (sa stereospecyficzne), co daje nam mozliwosé
uzyskania chiralnych potproduktéw, czgsto wysoko funkcjonalnych, a wige bardzo cen-
nych, w duzej przewadze enancjomerow.

Mikrobiologiczne transformacje przy uzyciu mieszanych kultur mikroorganizméw by-
ly szeroko wykorzystywane przez ludzko$¢ od dawna w rolnictwie i zywieniu — do produk-
cji chleba, produktéw mlecznych oraz napojow alkoholowych. Naukowe podstawy bio-
transformacji potozyt Pasteur w 1862 r., utleniajac etanol do kwasu octowego przy uzyciu
kultury Bacterium xylinum. Obecnie wykorzystuje si¢ w biotransformacji czyste hodowle
mikroorganizméw, komoérki w stanie spoczynku, spory, wysuszone komoérki lub wyizolo-
wane z nich enzymy. Moga by¢ one stosowane w postaci roztworéw (enzymy) badz zawie-
sin, lecz czg$ciej sa wiazane (immobilizowane) ze statymi, niereaktywnymi nosnikami, co
ma na celu zwigkszenie ich stabilno$ci i umozliwienie wielokrotnego uzycia.

Zrédtem enzyméw dla biotransformacji sa komorki mikroorganizméw, roslin i zwie-
rzat. Reakcje z uzyciem mikroorganizmow znajduja najszersze zastosowanie, ze wzglgdu
na szeroki asortyment enzyméw, zdolnych katalizowaé réznorodne procesy. Duzym pro-
blemem w takich transformacjach jest wigc problem selektywnosci i ukierunkowania zdol-
nosci katalitycznej. Gdy wigkszo$¢ aktywnych enzymow w komorkach dziata w podobnych
warunkach, jest czgsto rzecza samego substratu kierowanie reakcja tak, by powstat okreslo-
ny produkt. Na kierunek reakcji wptywa sig przez:

e modyfikacjg struktury substratu,
zmiang pH Srodowiska reakcji,
stezenie substratu,
naturg¢ sktadnika odzywczego,
dodatek nicodwracalnych inhibitoréw enzymow,
immobilizacj¢ komorek,

e  warunki wzrostu komorek.

Idealny substrat powinien spetnia¢ okreslone warunki (rys. 1).

Substrat idealny

prowadzi do regio- i stereo-

o . / T | specyficznych produktéw
zapewnia duza wydajnos¢ |

jest w stanie przeniknac¢ przez
btone komoérkowa

jest rozpuszczalny
w $rodowisku fermentacyjnym

aktywno$¢ katalityczna mikroorganizmu
nie jest blokowana przez substrat badz produkt

Rys. 1. Warunki jakie powinien spetnia¢ idealny substrat w procesach biotransformacyjnych
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Rzadko jednak substraty wykorzystywane w praktyce spetniaja wszystkie wymienione
wymagania. Mozna wowczas wykorzysta¢ jedna z ponizszych mozliwosci:

Substrat nie przenika przez blon¢ komérkowa:

e przeprowadzenie reakcji za posrednictwem oczyszczonych enzymow,

e chemiczna lub fizyczna zmiana stanu komodrek (zmielenie, wysuszenie, liofilizacja,
dodatek detergentéw, autoliza, zamrozenie),

e rozdrobnienie krysztatow substratu do rozmiaru mikrona.

Substrat zapewnia zbyt mala wydajno$¢ lub niedostateczng stereospecyficznos¢:

e zmiana rasy mikroorganizmu,

e dodatek substancji pobudzajacej lub inhibitora,

e zmiana stanu fizjologicznego mikroorganizmu poprzez zmiang warunkow gazowych,
pH, dodatek rozpuszczalnikéw organicznych, soli, detergentow, zmiang sktadu $rodo-
wiska, zmiang¢ gestosci komorek,

e genetyczne udoskonalenie rasy mikroorganizmu,

e przeprowadzenie reakcji za posrednictwem oczyszczonych enzymow.

Substrat oslabia zdoInos¢ zycia i reprodukcji komorek:

e wzrost komoérek w obecnosci niskich stezen substratu,

e dodawanie do $rodowiska reakcji rozproszonego substratu w malych porcjach lub
w sposob ciagly,

e chemiczna modyfikacja substratu przez wprowadzenie, przesunigcie lub zmiang grupy
ochronne;j.

Substrat nie jest rozpuszczalny w Srodowisku reakcji:

e rozpuszczenie substratu w nietoksycznym, dajacym si¢ mieszaé¢ z woda rozpuszczalni-
ku (aceton, etanol, glikol propylenowy, DMSO) przed dodaniem do srodowiska reakcji,

e dwu- lub wielofazowe $rodowisko reakcji (n-alkany, cykloheksan, octan etylu, octan
butylu) lub wprowadzenie statych adsorbentow liofilowych (druga faza nie powinna
wykazywac efektu inhibitora),

e dodatek czynnika emulgujacego,

e rozdrobnienie krysztatow substratu do rozmiaru mikrona.

W wielu poznanych i wykorzystywanych reakcjach biotransformacji z uzyciem mikro-
organizmow nie potrafimy $cisle okresli¢, ktory konkretnie enzym (enzymy) w komorce
jest odpowiedzialny za rodzaj przemiany. W chwili obecnej znamy niemal 3000 réznych
enzymoéw, jednak tylko niewielka ich cze$¢ (okoto 300) jest dostgpna i stosowana w synte-
zie jako biokatalizatory.

Enzymy sa biatkami zawierajacymi od 60 do 1000 reszt aminokwasow w postaci jedne-
go lub kilku tancuchéw polipeptydowych. Rozmiar enzymu pozwala na odpowiednie sfatdo-
wanie i precyzyjne ulozenie aminokwasoéw w miejscu, gdzie zachodzi reakcja chemiczna, tak
by osiagna¢ optymalny efekt katalityczny. Wiele enzymoéw nalezy do biatek ztozonych, ktére
sktadaja si¢ z czesci bialkowej oraz zwiazanej z nig grupy prostetycznej (np. polisacharydu,
lipidu, porfiryny, kationu metalu). Jezeli grupa prostetyczna zwiazana jest w sposob odwra-
calny, wowczas nazywamy ja koenzymem, a cz¢$¢ biatkowa — apoenzymem.

Stosujac jako kryterium podziatu rodzaj katalizowanej reakcji, sklasyfikowano enzymy
(system IUB — International Union of Biochemistry) w 6 grupach (tab. 1).

Znaczaca czg$¢ enzymow stosowanych jako biokatalizatory potrzebuje do swego dzia-
fania tzw. koenzymow. Sa to zwiazki o stosunkowo niewielkiej masie czasteczkowej, przy-
faczone (kowalencyjnie lub niekowalencyjnie) do czgsci bialkowej enzymu. Koenzymy
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odpowiedzialne sa za transport elektronow (reakcje oksydacyjno-redukcyjne), wodoru lub
innych grup, a takze transport energii. Wér6d bardziej znanych koenzymoéw wymienié
mozna: NAD'/NADH, NADP'/NADPH, ATP, acetylo-CoA, pochodne witamin grupy B
i monofosforanu adenozyny (AMP). W wielu przypadkach do pelnienia funkcji katalitycz-
nej niezbgdne sa jony metali, zwiazane z enzymem wiazaniem koordynacyjnym (Fe, Ni,
Cu, Co, V, Zn, Mg, Mn).

Na proces katalizy enzymatycznej sktadaja si¢ procesy fizyczne (taczenie substratu
z enzymem, oderwanie enzymu od gotowego produktu reakcji) i chemiczne (przemiany
substratu w produkt):

@9 =

®- ) ~

Rys. 2. Uproszczony schemat procesu katalizy enzymatycznej

e reakcja enzymatyczna

reakcja
niekatalizowana

| substrat

potencjat termodynamiczny

produkt

produkty posrednie

postep reakcji

Rys. 3. Porownanie zmian energetycznych obserwowanych w reakcji enzymatycznej i niekatalizowanej
[wg P. Kafarski, B. Lejczak: Chemia bioorganiczna, Wydawnictwo Naukowe PWN, 1994]
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Aby doprowadzi¢ do zajscia reakcji, nalezy dostarczy¢ czasteczce pewnej ilosci ener-
gii, zwane] energia aktywacji (jest to r6znica pomigdzy energia najwyzszego punktu na
wykresie — tzw. stanu przej$ciowego, a energia substratu). Katalizator (enzym) obniza
energi¢ aktywacji, prowadzac reakcje w kilku etapach, charakteryzujacych si¢ stanami
przejsciowymi o nizszych energiach (rys. 3). Podobnie dzialaja katalizatory chemiczne.

Efekty katalityczne osiagane w reakcjach enzymatycznych sa bardzo duze, reakcja jest
przyspieszana od 10° do 10" razy w stosunku do odpowiedniej niekatalizowanej reakcji
chemicznej. Proces katalizy zachodzi w okreslonym miejscu enzymu, nazywanym centrum
aktywnym lub nisza katalityczng enzymu. Tworza ja reszty aminokwasow bioracych
bezposredni udzial w wiazaniu czasteczki substratu, odpowiedzialne za specyficzno$¢ dzia-
fania katalizatora i jego aktywno$¢ katalityczna. Najwazniejsze czynniki odpowiedzialne za
strukturg centrum aktywnego to:

e odpowiedni uktad grup chemicznych tancuchéw bocznych aminokwasow, zdolny do
zdeformowania i polaryzacji wigzan czasteczki substratu tak, by uczyni¢ ja bardziej re-
aktywna;

e odpowiednia budowa centrum wiazacego, ktore unieruchamia czasteczke substratu
w potozeniu odpowiadajacym utozeniu grup reaktywnych w niszy katalitycznej;

e odpowiednia i precyzyjna orientacja przestrzenna czasteczki substratu, ktora pozwala
na zajScie poszczegdlnych etapéw reakcji z minimalnymi przemieszczeniami w obre-
bie czasteczki;

e odpowiednie wiazanie substratu, tak aby obnizy¢ energi¢ aktywacji kompleksu enzymu
z substratem.

Tabela 1
Podziat enzymow wg IUB
Klasa enzyméw Podklasy enzyméw Typ reakcji katalizowanej
1. dehydrogenazy, oksydazy, reduktazy, reakcje utleniania i redukcji
Oksyreduktazy | peroksydazy, katalaza, oksygenazy,
hydroksylazy
2. transaldolaza, transketolaza, acylo-, reakcje przenoszenia grup funkcyjnych
Transferazy metylo-, glukonylo-, fosforylotransferazy, | z czasteczki donora do czasteczki akceptora
kinazy, fosfomutazy
3. esterazy, peptydazy, tiolazy, fosfolipazy, | hydroliza i formowanie wiazan w estrach,
Hydrolazy amidazy, dezamidazy, glikozydazy amidach, laktonach, laktamach, epoksydach,
nitrylach, bezwodnikach, glikozydach
4. dekarboksylazy, aldolazy, ketolazy, reakcje addycji (lub eliminacji) matych
Liazy hydratazy, dehydratazy, syntazy, liazy czasteczek (H,O, CO,, NH;) do wigzan
podwojnych C=C, C=N, C=0
5. racemazy, epimerazy, mutazy izomeryzacja czyli wzajemne przeksztatcanie
Izomerazy jednych izomeréw w drugie (przeksztalcanie
izomerow optycznych, geometrycznych,
konstytucyjnych, tautomerow itp.)
6. syntetazy, karboksylazy reakcje formowania (lub rozpadu) wiazan
Ligazy C-0, C-S, C-N, C-C sprzgzone z rozerwa-
niem wigzania pirofosforanowego w ATP
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Najdogodniejszy sposob prowadzenia transformacji biologicznych polega na uzyciu
czystych, wyizolowanych enzymow. Sa to jednak odczynniki bardzo kosztowne, dlatego
stosuje si¢ je jedynie wtedy, gdy celem syntezy jest uzyskanie zwiazkéw niedostgpnych lub
bardzo trudno dostepnych na drodze syntezy chemicznej. Znacznie czgsciej stosuje si¢
gotowe preparaty enzymatyczne, zawierajace oprocz konkretnego enzymu (enzymoOw)
inaktywowane proteiny, stabilizatory i sole buforowe oraz inne substancje pochodzace
z hodowli. Preparaty takie sa tansze i czgsto bardziej trwale niz czyste, wyizolowane enzy-
my.

Coraz szersze zastosowanie znajduja takze procesy z zastosowaniem immobilizowa-
nych enzyméw i komorek mikroorganizméw. Immobilizacja polega na zwiazaniu enzy-
moéw badz komoérek z nosnikiem (przez zwiazanie na powierzchni nosnika lub w jego wne-
trzu) lub umiejscowienie ich w okreslonej przestrzeni, np. w bioreaktorze. Mozna to osia-
gna¢ metodami fizycznymi lub chemicznymi:

a) wiazanie na powierzchni no$nika sitami jonowymi, wigzaniami wodorowymi (ad-
sorpcja, adhezja) lub wigzaniami kowalencyjnymi (wiazania peptydowe, estrowe,
wegiel-wegiel, wegiel-azot i in.) — drewno, celuloza, jonity, polimery syntetyczne,
szkto porowate, ziemia okrzemkowa, wegiel aktywny,

b) wiazanie w matrycy nosnika — w Zelach naturalnych lub syntetycznych (agar, algi-
nian, kolagen, poliuretan, polistyren) lub we wtoknach (wtdkna octanu celulozy),

¢) zamykanie wewnatrz membran polprzepuszczalnych — w komodrkach naturalnych
(erytrocyty), pomi¢dzy membranami lub w wezach poétprzepuszezalnych (nylono-
wych, silikonowych i in.), kapsutkowanie i mikrokapsutkowanie (liposomy, kap-
sulki nylonowe, kolodionowe, polimocznikowe, z pochodnych celulozy),

d) unieruchamianie bez makroskopowego nosnika mechanicznego — sieciowanie
przestrzenne, kopolimeryzacja enzymow z nosnikami rozpuszczalnymi przy uzy-
ciu odczynnikéw dwufunkcyjnych, flokulacja komoérek przy udziale polielektroli-
tow, samoagregacja (naturalna flokulacja oraz wzrost drobnoustrojow w postaci
kuleczek lub ktaczkéw biomasy).

Zdolno$¢ katalityczna komorek immobilizowanych jest nieco nizsza w poréwnaniu

z ,,nie immobilizowana” kultura — przyczyna jest powstanie dodatkowej bariery na granicy
komorka—nos$nik i utrudnienie dostgpu substratu do katalizatora oraz uszkodzenie pewne;j
liczby komoérek podczas immobilizacji. Jednak liczne zalety takiego sposobu prowadzenia
biotransformacji przewazaja nad wadami. Produkt reakcji, a takze sam katalizator, tatwiej
mozna wyizolowaé ze §rodowiska reakcji. Czgsto odzyskany w ten sposob katalizator wy-
korzystuje si¢ ponownie. Mozliwe jest prowadzenie procesu ciaglego, ze statym doplywem
substratu i odprowadzaniem produktu reakcji. Tempo procesow z uzyciem komorek unie-
ruchomionych mozna znacznie zwigkszy¢, eliminujac barier¢ przepuszczalnos$ci blony
komoérkowej poprzez traktowanie substancjami powierzchniowo czynnymi, zamrazanie
i rozmrazanie, ogrzewanie do temperatury powyzej 50°C, a takze czg$ciowa autolizg¢ komo-
rek.

Duze znaczenie uzyskaty obecnie metody biosyntezy z wykorzystaniem inzynierii ge-
netycznej, w ktorych stosowane s szczepy drobnoustrojow lub linie komoérkowe modyfi-
kowane genetycznie oraz enzymy modyfikowane metodami inzynierii biatka. Umozliwia to
mikrobiologiczna biosyntezg takich zwiazkow, ktorych otrzymywanie przy uzyciu drobno-
ustrojow byto dotychczas niemozliwe.

W obecnym rozdziale oméwiono pokrotce wybrane przyklady opisanych w literaturze
reakcji z zastosowaniem enzymow (lub preparatow enzymatycznych) wyizolowanych
z komorek mikroorganizméw, roslin i zwierzat lub z uzyciem catych komoérek. Najwazniej-
sze z nich to reakcje hydrolizy oraz reakcje redukcji. W przyktadach podawano struktury
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uzytych w biotransformacji substratow, wydajno$¢ reakcji oraz czystos¢ optyczna produk-
tow.

Miara czystosci optycznej zwiazku jest nadmiar enancjomeryczny (oznaczany jako
,»ee”), ktory wyraza wzgledny nadmiar jednego z enancjomeréow w mieszaninie. Jesli np.
enancjomer R wystepuje w przewadze, warto$¢ ee wyliczamy wedtug wzoru:

. IR]-[S] ,
% ee = [R] +[S] X 100%

VI.2. Reakcje hydrolizy

Reakcje katalizowane przez hydrolazy, w szczegdlnosci reakcje hydrolizy wiazania
peptydowego, naleza do najlepiej zbadanych reakcji enzymatycznych. Enzymy proteoli-
tyczne zostaty wyizolowane i zidentyfikowane w XIX w. (pepsyna — Schwann, 1836; tryp-
syna — Kihn, 1867). Oprocz grupy proteaz (enzymoéw katalizujacych hydrolize wiazania
peptydowego w substratach biatkowych) wielkie zastosowanie w tej grupie znalazly estera-
zy (hydroliza estrow) oraz lipazy (hydroliza trojglicerydéw stosowana w syntezie kwasow
thuszczowych).

Enzymatyczna hydroliza wigzania amidowego jest $cisle zwigzana z chemia amino-
kwasow 1 peptydow. Przy uzyciu metod enzymatycznych syntetyzuje si¢ obecnie znaczna
liczbg optycznie czystych L-aminokwasow (L-fenyloalanina, kwas L-aspartamowy,
L-alanina, L-metionina i inne) oraz niektére aminokwasy o konfiguracji D, majace zasto-
sowanie w produkcji antybiotykéw (D-fenyloglicyna, D-p-hydroksyfenyloglicyna).

COOR'
NHR’
DL esteraza
lub proteaza COOH asymetryczne  COOH
H-N aminowanie
2 redukcyjne 0)
asymetryczna R dehydrogenaza R
addycja L
NH;
liaza

R = alkilo-, arylo-;

R//&\§/COOH R!= Me, Et, NH,, H;

R2=H, acylo-

Rys. 4. Najwazniejsze sposoby uzyskiwania czystych optycznie a-aminokwasoéw z uzyciem enzymow

Jednym z najlepiej poznanych enzymow proteolitycznych jest chymotrypsyna. En-
zym ten jest najbardziej specyficzny w stosunku do tych wigzan amidowych, w ktorych
grupa karboksylowa pochodzi od aminokwasu aromatycznego (fenyloalanina, tyrozyna,
tryptofan). Chymotrypsyna katalizuje réwniez reakcje hydrolizy amidoéw i estrow réznych
acyloaminokwasow aromatycznych (rys. 5).
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COOMe ) COOH  COOMe
-C otryps a
NHAc S0P A cNH + NHAc
bufor
R R R
DL L D
ee>97% ee>97%

R =n-CsH;1, n-CgHy3, Ph, Ph-(CHa)4

Rys. 5. Hydroliza wigzania estrowego w N-acyloaminokwasach katalizowana przez chymotrypsyng

a)

COOH
NH CH,(Cl1 O
H,N, _COOH b I
r JBS o DL cicH,” HN__COOH
Ci1Ha; acylaza Y
L + D + Ci1Hps
/Q feromony
N N
Hy;5Cyy o 0O Hx;C" O 70
b)
H,N,, COOH
COOH acylaza 2
/bNH\[/Csz -
= Ol =
DL L
J’_
0]
— H )K
PRCO-NH g CIcH,” HN._COOH
w - <=
7 N—
COOMe b 2
pochodna penicyliny

Rys. 6 a, b. Wykorzystanie enzymatycznych transformacji N-acyloaminokwasoéw
w syntezie naturalnych produktow
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Za pomoca odpowiednich esteraz przeprowadzano rozdziat izomeréw w estrach kwa-
sow dikarboksylowych (malonowego, glutarowego, bursztynowego oraz innych kwasoéw
cyklicznych i niecyklicznych). Hydrolizie ulega w tych warunkach jedna z grup estrowych

(rys. 7).

COZMC
R]

CO 2 Me
hydrolaza R1

C02 (&

hydrolaza

CO,H
Rl

Rys. 7. Rozdziat izomeréw w estrach kwasow dikarboksylowych

Tabela 2
Rozdzial izomeréw w estrach kwasow dikarboksylowych [wg 1]

Hydrolaza R' R? produkt ee [%]
a-chymotrypsyna AcNH H B 79
a-chymotrypsyna OH H B 85
a-chymotrypsyna Ph-CH,-O H B 84
a-chymotrypsyna Ph-CO-O H B 92
a-chymotrypsyna CH;0CH,0 H B 93
PLE CH; H B 90
PLE AcNH H B 93
PLE OH H A 12
PLE t-Bu—CO-NH H A 93
PLE Ph-CH,~O-CONH H A 93
PLE Ph-CH,~CH=CH-CH, H A 88
PLE OH CH; A 99
Acinetobacter sp. OH H B >95
Arthrobacter sp. OH H A >95

PLE (pig liver esterase) — esteraza z watroby $wini

Octany pierwszo- i drugorzedowych alkoholi mozna selektywnie hydrolizowaé w ta-
godnych warunkach za pomoca PLE, unikajac reakcji ubocznych, pojawiajacych sig
w warunkach hydrolizy srodkami chemicznymi. Sposéb ten wykorzystuje sig, migdzy
innymi, przy koncowej deprotekcji grupy karboksylowej w czasteczce prostaglandyny E,

(rys. 819).
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KOH + + CO,
EtOH
COOEt
PLE COOH
bufor

Rys. 8. Hydroliza octanow alkoholi srodkami chemicznymi i za pomoca PLE

PLE
...,..--'\/\/\/COOMe bufor

—

prostaglandyna E,

Rys. 9. Hydroliza grupy estrowej w czasteczce prostaglandyny E,

Przeprowadzono takze separacje enancjomerow a-arylo- i a-aryloksypodstawionych
pochodnych kwasu propionowego (naproksen, ibuprofen). Uzyty enzym, wyizolowany
z Bacillus subtilis (,,karboksyloesteraza NP’) wykazal najwigksza aktywnos$¢ i selektyw-
no$¢, gdy substrat posiadat tancuch z ugrupowaniem aromatycznym (rys. 10).

R= ; + J\
ayl-  aryl” “COOH aryl”” >COOMe

———

J\ karboksylo- S
R COOMe esteraza NP ee = 95-100%
bufor |R= =
rac aryl-O- /L :
— " aryl—07 “COOH  aryl—0”~ “COOMe
S +
ee =87-93%
np. i :
COzH @ACOzH
MeO S naproksen g ibuprofen

Rys. 10. Separacja enancjomerdéw a-arylo- i a-aryloksypodstawionych pochodnych kwasu propionowego za
pomoca enzymu wyizolowanego z Bacillus subtilis
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Lipazy moga katalizowa¢ konwersjg wielu substratow, zaréwno w $rodowisku wod-
nym jak i apolarnym. Czasteczki tych enzymoéw dostosowujg swoje konformacje do roz-
nych struktur substratow. Enzymy te zdolne sa takze do katalizowania reakcji w uktadach
dwufazowych typu thuszcz—woda.

Wigkszo$¢ reakeji katalizowanych przez lipazy zostata przeprowadzona przy uzyciu:

—  PPL (porcine pancreatic lipase) — lipazy wyizolowanej z trzustki §wini,

— lipaz uzyskanych z komoérek Candida, np. C. rugosa— CRL,
— lipaz uzyskanych z komoérek Pseudomonas, np. Pseudomonas sp. — PSL,
— lipaz uzyskanych z komoérek Mucor, np. Mucor sp. — MSL.

Jednym z przyktadow uzycia lipaz jest zastosowanie PPL w asymetrycznej hydrolizie
prochiralnych estréw 1,3-propanodiolu w systemie dwufazowym (eter diizopropylowy
i-Pr,0 lub toluen + woda) (rys. 11).

OH OAc

R

PPL, bufor
-

PPL, bufor

_ >

OAc OAc OAc OH

S

Rys. 11. Hydroliza estrow 1,3-propanodiolu w systemie dwufazowym

Tabela 3

Hydroliza estréow 1,3-propanodiolu w systemie dwufazowym [wg 1]

R Rozpuszczalnik organiczny Konfiguracja produktu ee [%]
n-C;H;s i-Pr,O S 70
(E)-n-CsH,,—CH=CH brak S 84
(B)-n-CsH,—~CH=CH i-Pr,0 S 95
(CH;),CH~(CH.), i-Pr,0 S 7
(E)-(CH;),CH-CH=CH brak S 90
(E)-(CH3),CH-CH=CH i-Pr,0 S 97
(Z)-n-CsH,,—~CH=CH i-Pr,0 R 53
(Z)-(CH3),CH-CH=CH i-Pr,0 R 15
Ph brak S 85-92
Ph toluen S 99
2-naftylo brak S > 96
Ph-CH,-O i-Pr,0 R 88-91
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Podczas kontrolowanej hydrolizy 5-oksazolinonéw, w warunkach pH = 7,6 uzyska¢ mozna
aminokwasy w postaci izomeréow D lub L, w zaleznos$ci od uzytej lipazy (rys. 12).

R
»—CooH
HN
PPL
=0
Ph
R O
bufor, pH = 7,6
NYO
Ph Aspergillus sp.
R
—COOH
+ - /T
+) ) HN
t A 0
S Ph
racemizacja In Situ D

Rys. 12. Hydroliza 5-oksazolinonéw przy uzyciu réznych enzymow

Tabela 4
Hydroliza 5-oksazolinonéw przy uzyciu réznych enzymow [wg 1]
R Lipaza Konfiguracja produktu ee [%]
Ph PPL L 76
CH;—-S—-CH,—CH, PPL L 80
(CH3),-CH-CH, PPL L 87
Ph-CH, PPL L >99
Ph Aspergillus sp. D 80
CH;-S-CH,—CH, Aspergillus sp. D 83
Ph-CH, Aspergillus sp. D >99

Przyktadem wplywu rodzaju enzymu na konfiguracje i czysto§¢ optyczna produktu
moze by¢ takze reakcja uzyskiwania optycznie czystych cyjanohydryn, waznych substra-
tow w syntezie chiralnych a-hydroksyaminokwasow, a-hydroksyaldehydow i aminoalko-
holi (rys. 13).
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OAc lipaza, bufor —‘O Ac OH
Ar—< ’ Ar— + Ar—<
CN CN CN
rac S rac

“ racemizacja

v O
Ar—CHO

+ HCN

Rys. 13. Wptyw rodzaju enzymu na konfiguracjg i czysto$¢ optyczna produktu w reakcjach uzyskiwania optycznie
czystych cyjanohydryn

Tabela 5

Wplyw rodzaju enzymu na konfiguracjeg i czysto$¢ optyczna produktu w reakcjach
uzyskiwania cyjanohydryn [wg 1]

Lipaza Konfiguracja produktu ee estru [%]
CRL R 70
PSL S 93
Alcaligenes sp. S 93
Chromobacterium sp. S 96
Arthrobacter sp. S >99

W s$rodowisku organicznym lipazy katalizuja takze reakcje estryfikacji, transestryfikacji,
amidowania, syntezy peptydow, tworzenia cyklicznych laktondw.

VI1.3. Reakcje oksyredukcyjne

V1.3.1. Reakcje redukeji
Enzymy stosowane jako biokatalizatory w reakcjach oksyredukcyjnych zostaly podzie-
lone na 3 kategorie:

e dehydrogenazy,

e oksygenazy,

e oksydazy.

Grupa dehydrogenaz jest wykorzystywana w asymetrycznej redukcji zwiazkow za-
wierajacych grupe karbonylowa C=0O lub wiazanie podwdjne C=C. Oba rodzaje reakcji
prowadza do powstania chiralnych produktéw z prochiralnego substratu, przy czym duza
rolg odgrywa tu wielko$¢ podstawnika (rys. 14). Jon wodorkowy moze by¢ dostarczony
z obu stron wigzania podwojnego. Roznica w masie malej i duzej grupy reguluje kinetyke
reakcji, prowadzac do selektywnej redukcji i powstania enancjomeréw w réznych ilosciach.
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H OH

R lub
1 2 dehyd 1 2 1 2
J]\ ehydrogenaza R/\R RJ\R

N

1 2 3
R X kofaktor —H,  kofaktor lR H 1H R
>:< Rln--H-unX lub Rnn-HmnX

o
||IO

R R’ H R’ R> H
prochiralny chiralne produkty
substrat

b)

;V
< X

N

@ ‘z Ry - podstawnik duzy

Rg— podstawnik maty

si-face

Rys. 14 a, b. Asymetryczna redukcja zwiazkow zawierajacych grupg karbonylowa C=0O lub wiazanie podwdjne
C=C (objasnienia w tekscie)

Stwierdzono, iz podczas redukcji grupy karbonylowej dehydrogenaza dostarcza jon
wodorkowy, gtdwnie od strony re prochiralnego ketonu — dzieje si¢ tak zarowno w przy-
padku zastosowania wyizolowanych enzymoéw, jak i wigkszo$ci mikroorganizmow. Zwykle
mozna wigc przewidzieé, ktdry enancjomer bedzie przewazat wsrod produktéw danej reak-

cji. Regule te nazywamy reguta Preloga (rys. 15).

H
dehydrogenaza

O N\

NAD(P)H NAD(P)"

Rys. 15. Ilustracja reguty Preloga w przypadku redukcji zwiazkéw z grupa karbonylowa
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Enzymy, ktorych aktywno$¢ jest tu wykorzystywana, nie wykazuja Scistej specyficzno$ci
substratowej, a wigc substratami katalizowanych reakcji mogg by¢ roéznorodne zwiazki
karbonylowe. Wigkszo$¢ natomiast powszechnie uzywanych dehydrogenaz wykazuje pew-
ne ,,preferencje”, jezeli chodzi o wielko$¢ substratu (rys. 16).

A
Y

TBADH HSDH

YADH (yeast alcohol dehydrogenase) — dehydrogenaza uzyskana z grzyboéw drozdzopodobnych,
HLADH (horse liver alcohol dehydrogenase) — dehydrogenaza uzyskana z watroby konskiej,
TBADH (thermoanaerobicum brockii alcohol dehydrogenase),

HSDH (hydroxysteroid dehydrogenase)

Rys. 16. Zastosowanie dehydrogenaz w zalezno$ci od wielkosci czasteczki substratu

YADH jest enzymem o waskiej specyficznosci substratowej. Akceptuje gtdéwnie aldehy-
dy i1 metyloketony, cho¢ przeprowadzano skutecznie redukcj¢ takze innych zwiazkoéw kar-
bonylowych przy uzyciu tego enzymu. HLADH posiada natomiast szerszy zasi¢g w odnie-
sieniu do budowy substratu. Najwicksze zastosowanie tego enzymu to redukcja mono-,
bi- i policyklicznych ketonéw racemicznych (takze heterocyklicznych) (rys. 17 i 18).

HLADH
zal od NADH
O

rac - twistanon ee = 68% ee =90%
: Zal od NADH E B "OH
H H
rac 1S, 6S 1R, 38, 6R

Rys. 17. Redukcja mono-, bi- i policyklicznych ketonéw racemicznych za pomoca HLADH
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Tabela 6
Redukcja bicyklicznych ketonéw za pomoca HLADH [wg 1]
X ee ketonu [%] ee alkoholu [%]
(6] 60 >97
S 53 >97
O QH QH
HLADH O
B ——
S R Zal. Od NADH s R S II'II{
rac
) separacja
R =Me, Et, i-Pr utlenianie
O (0]
S” R S” "R
ee = 100% ee = 100%

Rys. 18. Zastosowanie redukcji heterocyklicznych ketonéw za pomoca HLADH do rozdzia-
hu izomeréw. Mieszaning cis i trans (S)-alkoholi rozdziela si¢ metodami chromatograficz-
nymi, a nastgpnie utlenia do optycznie czystych ketonow

Lancuchowe metylo- i etyloketony tatwo ulegaja redukcji do drugorzedowych alkoholi
za pomoca YADH lub TBADH (rys. 19).

0] OH OH
/U\ TBADH o~ 1/k 5 b | A,
R R R OR R R
zal. od NADPH
R S

Rys. 19. Redukcja ketonéw za pomoca TBADH

Substratami w reakcjach tego typu moga by¢ rowniez o-ketokwasy, a,B-ketoestry,
a-hydroksyketony (takze cykliczne).
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Enzymy katalizujace reakcje oksyredukcyjne wymagaja wspotudziatu koenzymu lub
obecnosci w centrum aktywnym jonu metalu przej$ciowego. Czgsto konieczny jest system
odzyskiwania danego koenzymu lub dodatkowego zapewnienia jego obecnosci w Srodowi-
sku, aby utrzymaé zdolno$¢ katalityczna enzymu. Trudnosci tych mozna unikna¢, przepro-
wadzajac reakcje¢ z uzyciem catych komoérek mikroorganizméw, poniewaz niezbedny koen-
zym jest najczgsciej zawarty w srodowisku komorki. Do reakeji redukcji wykorzystuje sig
najczesciej rozne gatunki Saccharomyces (patrz rozdziat ,,Drozdze piekarskie jako reagent
w syntezie organicznej”, str. 165).

Tabela 7
Redukcja ketonéw za pomoca TBADH [wg 1]
R R zgodnos¢ kierunku reakeji konfiguracja produktu ee [%]
z regulq Preloga
CH; C,H; niezgodnie R 48
CH; CH(CHj;), niezgodnie R 86
CH; cyklo-C;Hs niezgodnie R 44
CH; n-C;H, zgodnie S 79
CF; Ph zgodnie R 94
CH; C=CH zgodnie S 86
CH; CH,—CH(CHj3), zgodnie S 95
CH; (CH,);—C1 zgodnie S 98
CH; (CH,)s—Cl1 zgodnie S >99
Cl-CH, CH,—CO,Et zgodnie R 90
C,H;s (CH,),~CO,Me zgodnie S 98
CH; n-CsHi, zgodnie S 99
CH; n-C;H;s zgodnie S 98
C,Hs n-C;H, zgodnie S 97
C,H; (CH,);—C1 zgodnie S >99
n-C;H, n-C;H, - brak reakcji -
CH; (E)-CH=CHCH(CH3,), - brak reakcji -

V1.3.2. Reakcje utleniania

Oksygenazy znalazly szerokie zastosowanie jako biokatalizatory w reakcjach utlenia-
nia. Uaktywniaja one nieaktywne wiazania C—H i C=C, ulatwiajac wprowadzenie grupy
hydroksylowej lub epoksydacj¢ tych wiazan. W przeciwienstwie do reakcji redukcji, rzad-
ko wykorzystuje si¢ w tym typie reakcji wyizolowane enzymy, migdzy innymi z powodu
skomplikowanego systemu odzyskiwania niezbednych koenzyméw (recycling). Znacznie
czgsciej uzywa sig catych komorek mikroorganizméw, dlatego w ponizej przedstawionych
przyktadach czgsciej podawac bedziemy nazwy konkretnych szczepéw mikroorganizmow
zamiast, jak do tej pory, nazwe enzymu.
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Najwczesniej i najszerzej poznana reakcja tego typu jest reakcja hydroksylowania ste-
roidow. Obecna wiedza na ten temat pozwala na przyktad na selektywne wprowadzanie
grupy hydroksylowej do wybranego fragmentu (fragmentéw) zwiazku przy uzyciu odpo-
wiednich mikroorganizméw. W wyniku tych reakcji uzyskano wiele lekéw steroidowych.
Niektore z reakcji przeprowadza si¢ w obecnosci rozpuszczalnikdw organicznych, utatwia-
jacych rozpuszczenie substratu badz produktu. Wigcej informacji na ten temat znalezé
mozna w rozdziale ,,Otrzymywanie zwiazkéw steroidowych ze zrédel naturalnych i na
drodze biotransformacji”, str. 299.

Substratami reakcji hydroksylowania sa rowniez zwiazki inne niz steroidy. Przyktadem
zastosowania oksygenaz w biotransformacjach jest asymetryczna hydroksylacja kwasu

izobutyrowego (rys. 20).
HO
}COOH
>7CO OH mikroorganizm S

0,
}COOH
HO

R

+mo HO
COOH COOH COOH
—[H;]

Rys. 20. Asymetryczna hydroksylacja kwasu izobutyrowego

Tabela 8
Asymetryczna hydroksylacja kwasu izobutyrowego [wg 1]
Mikroorganizm Konfiguracja produktu ee [%]
Pseudomonas putida ATCC 21244 S >95
Candida rugosa IFO 0750 S 99
Candida rugosa IFO 1542 R 97

Regioselektywne wprowadzanie grupy hydroksylowej do czasteczki kwasu nikotynowego
jest stosowane przy przemystowej produkcji kwasu 6-hydroksynikotynowego (rys. 21).

Z COOH Pseudomonas sp. Z COOH

. Ny
N 7 HO” N

0,

kwas 6-hydroksynikotynowy (wydajnos¢ 100%)

Rys. 21. Hydroksylowanie kwasu nikotynowego
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Racemiczny prenalterol, bedacy waznym B-blokerem, otrzymano poprzez hydroksylacje
aromatycznego prekursora przy uzyciu komorek Cunninghamella echinulata (rys. 22).

OH
Cunninghamella
O\)\/NH echinulata O\)\,NH\‘/
HO

prenalterol (wydajnos¢ > 85%)

Rys. 22. Wprowadzanie grupy hydroksylowej podczas otrzymywania prenalterolu

Chiralne epoksydy sa waznymi posrednikami w syntezie chiralnych zwiazkow, ze
wzgledu na ich zdolno$¢ reagowania z r6znymi nukleofilami. Migdzy innymi sa substrata-
mi przy uzyskiwaniu 3-podstawionych 1-alkiloamino-2-propanoli, zwiazkow blokujacych
receptory B-adrenergiczne. Optyczna czysto§¢ epoksydow uzyskanych z alkenow zalezy od
rodzaju uzytego mikroorganizmu. Produkt ma zwykle konfiguracjg R (rys. 23).

| ) mikroorganizm
R _~_R —— R R
/
0,

Rys. 23. Otrzymywanie epoksydow z alkenéw

Tabela 9
Otrzymywanie epoksydow w zaleznosci od uzytego mikroorganizmu [wg 1]
Mikroorganizm R! R’ Konfiguracja produktu ee [%]
n-CsH;, H R 70-80
Pseudomonas oleovorans n-C-H;s H R 60
H H R 86
NH,CO-CH,-C¢Hs—O H S 97
CH;0(CH,)>—C¢Hs—O H S 98
Corynebacterium equi CH; H R 70
n-C3Hy, H R 100
H H R 98
Mycobacterium sp. CH; CH; R,R 74
Ph-O H S 80
Xanthobacter Py2 Cl H S 98
CH; CH; R,R 78
Nocardia sp. IP1 Cl H S 98
CH; H R 98
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Utlenianie ketonéw metoda Baeyera-Villigera (rys. 24) jest wazna rekcja pozwalajaca
otrzymywac estry i laktony. Enzymatyczne utlenianie ta metoda jest najczgsciej katalizo-
wane przez monooksygenazy, zalezne od flawiny. Wigkszos¢ tych reakcji na preparatywna
skale wykonuje si¢ przy uzyciu catych komorek mikroorganizmow.

O OH OH
/U\ TBADH - l/k 5 Wb | A,
R R R R R R
zal. od NADPH
R S

Rys. 24. Utlenianie ketonéw metoda Baeyera-Villigera

Prochiralne cykliczne ketony ulegaja asymetrycznemu utlenieniu za pomoca odpo-
wiednio dobranych mikroorganizméw lub wyizolowanych z nich enzyméw (rys. 25 a, b).

a)
O
O
O
monooksygenaza R s
wyizolowana
z Acinetobacter sp.
zal. od NADPH
i\ O R
O
R
b)
O i "
R Acinetobacter Sp.= O N é,..nR
R
S R
nieizolowany

Rys. 25 a, b. Utlenianie cyklicznych ketonéw
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Tabela 10
Utlenianie cyklicznych ketondw (rys. 25 a) [wg 1]
R Konfiguracja prod. ee [%]
CH;O S 75
Et >98
n-Pr S >98
t-Bu S >98
n-Bu R 52
Tabela 11

Utlenianie cyklicznych ketonow (rys. 25 b) [wg 1]

R ee laktonu [%]
n-CsHy, 97
n-C;His 95
n-CoHo 85
n-CyHys 73

VI1.4. Inne reakcje

V1.4.1. Estry kwasu fosforowego

Liczne bioaktywne zwiazki wykazuja najwigksza aktywno$¢ w postaci estrow kwasu
fosforowego. Czg§¢ z nich to koenzymy, niezbgdne do prawidlowego funkcjonowania
procesow w komorkach. Elektrofilowy atom fosforu stosunkowo latwo ulega reakcjom
podstawienia réznorodnymi nukleofilami. Reakcje te sa jednymi z najwazniejszych reakcji
biochemicznych. Naleza do nich procesy replikacji, transkrypcji, rekombinacji kwasoéw
nukleinowych, procesy dostarczajace komoérkom energii, niektore procesy regulacji meta-
bolitycznej oraz wiele reakcji waznych w cyklu biosyntezy aminokwasdw, biatek, nukleo-
tydow i weglowodandow. Enzymy, ktore katalizujg te reakcje, mozna podzieli¢ na cztery
grupy: fosfatazy, fosfodiesterazy, kinazy i fosforylazy. Trzy pierwsze katalizuja przenosze-
nie grupy fosforylowej POs*. W reakcjach tych posredniczy adenozynotrifosforan (ATP),
glowny przenosnik energii w zywych komorkach (ulega rozpadowi do adenozynodifosfo-
ranu ADP lub adenozynomonofosforanu AMP z wydzieleniem energii).

N NH,
e Ca
O\ /O\ /O\ /O r -
P P P o_ N N
/AN/ANS/A \ _
0O 00 OO0 O N
€] (€] €]

HO OH

Rys. 26. Adenozynotrifosforan (ATP)
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Enzymy te akceptuja nie tylko naturalne substraty. Na przyktad kinaza glicerolowa jest
zdolna do transformowania réznych prochiralnych lub racemicznych pierwszorzgdowych
alkoholi w chiralne fosforany (rys. 27).

o
an
o
}o
an
;i
S

kinaza glicerolowa

4
b
s
/w
+

llle)

s

an

ATP ADP X AT~
PYR :\ / PEP

kinaza pirogronianowa

= fosforan
PEP = pirogronian fosfoenolu
PYR = pirogronian

Rys. 27. Transformacja pierwszorzgdowych alkoholi w chiralne fosforany za pomoca kinazy glicerolowej

Tabela 12

Transformacja pierwszorzgdowych alkoholi w chiralne fosforany
za pomoca kinazy glicerolowej [wg 1]

X Y ee fosforanu [%] | ee alkoholu [%]
Cl (6} > 94 88
SH (0} 94
CH;0 (6} 90
Br (6] 90
OH NH > 94 94

VI1.4.2. Formowanie wigzania C—C

Do najwazniejszych reakcji tworzenia wiazan C—C w uktadach biologicznych naleza
reakcje kondensacji aldolowej, katalizowane przez aldolazy, oraz reakcje kondensacji Clai-
sena, katalizowane przez ligazy. Enzymy te operuja na substratach o zréznicowane;j struktu-
rze (np. weglowodany, aminokwasy, hydroksykwasy i in.), dobudowujac do wegla grupy
karbonylowej fragment jedno-, dwu- lub trojweglowy z zachowaniem wysokiej stereospe-
cyficznosci.

Zazwyczaj aldolazy uzywaja w kondensacji tych samych donoréw (czynnikéw nukle-
ofilowych). Ze wzgledu na rodzaj donora aldolazy mozna podzieli¢ na 4 grupy, rézniace si¢
mechanizmem dziatania enzymu (rys. 28).
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grupa donor produkt
0 OH O

R G IS G
} OH
0 o(p) OH O

u b e N
/JLCOOH " 4)\COOH R COOH

O OH O
*
111 (lLH R)}{)LH
OH
H>N COOH ¥ COOH
v 299\ R 7
} NH,

®= fosforan, § = nowe wiazanie, * = nowe centrum asymetrii

Rys. 28. Podziat aldolaz ze wzgledu na rodzaj donora

Dobrze poznanym enzymem katalizujacym reakcje kondensacji aldolowej jest, na-
lezaca do I grupy, aldolaza fruktozo-1,6-difosforanowa (FDP), ktéra katalizuje in vivo
kondensacjg fosforanu dihydroksyacetonu (DHAP) z aldehydem D-3-fosfoglicerynowym
w procesie tworzenia 1,6-difosforanu fruktozy.

Q 0 FDP aldolaza OH O
Ay w0 J o 2 T ow
OH

DHAP

Rys. 29. Kondensacja DHAP z aldehydem D-3-fosfoglicerynowym
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Tabela 13

Substraty naturalne i nienaturalne w reakcjach kondensacji aldolowej
z wykorzystaniem FDP [wg 1]

R (w substratach naturalnych) R (w substratach nienaturalnych)
aldehyd D-3-fosfoglicerynowy H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, CHO,

D- lub L-treoza COOH, CH,F, CH,OCH,Ph,

D- lub L-erytroza (CH,),OH, CH(OCH3)CH,0OH,
L-arabinoza (CH,),OMe, CHOHMe,

D-ryboza CHOHCH,0OMe, CH,Ph, COPh,
D-liksoza (CH,);CHO, CH,P(O)(OEt),,
D-ksyloza 2- 1 3-pirydylo-, 4-cykloheksenylo-

Jednym z zastosowan FDP jest chemoenzymatyczna synteza biologicznie aktywnych
pochodnych cukrowych. Niektore z nich (nojirymycyna i jej pochodne) sa zwiazkami po-
tencjalnie aktywnymi w zwalczaniu AIDS (nie wykazuja cytotoksycznosci) (rys. 30).

O O
@ O\)K/OH +
H N,
DHAP OH

l FDP aldolaza

O OH (0] OH
o N A~ 0 :
@ - : N; @ \)KE/Y\N3
OH OH OH OH
fosfataza fosfataza
Hy/Pd H,/Pd
HO HO
NH NH
OH OH HO
HO HO
OH
deoksynojirymycyna deoksymannojirymycyna

Rys. 30. Chemoenzymatyczna synteza biologicznie aktywnych pochodnych cukrowych za pomoca FDP
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Reakcje kondensacji acyloinowej sa wywotywane z duzymi wydajnos$ciami przez
rozne gatunki drozdzy Saccharomyces. Substratami sa aldehydy aromatyczne zawierajace
roznorodne grupy funkcyjne w pierscieniu. Reakcja ta znalazla zastosowanie w enzyma-
tyczno-chemicznej syntezie efedryny na skale przemystowa (rozdziat ,,Drozdze piekarskie

jako reagent w syntezie organicznej”, str. 165).
Przy uzyciu komorek mikroorganizmu Escherichia intermedia mozna przeprowadzi¢

kondensacj¢ pirokatecholu z aminokwasami, w wyniku czego powstaja — z dobrymi wy-
dajno$ciami — analogi L-dopy (rys. 31). W podobny sposob otrzymaé¢ mozna pochodne

L-tryptofanu.

Escherichia intermedia
R 0 (B-tyrozynaza) OH

J’_ 2
HO kT/U\OH HO NH;
OH

OH NH,

Rys. 31. Kondensacja pirokatecholu z aminokwasami za pomoca komorek Escherichia intermedia

VI1.4.3. Reakcje eliminacji — addycji
Asymetryczna addycja zwiazkéw maloczasteczkowych (H,O, HCN, NH3) do wiazan

podwojnych C=C lub C=O jest katalizowana przez enzymy zwane liazami. Enzymy te
wykazuja do§¢ waski zakres tolerancji na réznice w budowie substratu (z wyjatkiem enzy-
moéw katalizujacych synteze chiralnych cyjanohydryn). Ponizej podano kilka przyktadéw
(rys. 32 a, b; rys. 33):

a)
X COOH fumaraza, bufor I;I (|:OOH
> X , —QOH
HOOC H HOOC H
ee = 100%
X=H,Cl
b)
X COOH 3-metyloaspartaza I;I ?OOH
W - X , —NH,
HOOC H bufor / NH; HOOC I:{
ee = 100%

Rys. 32 a, b. Asymetryczna addycja zwiazkoéw matoczasteczkowych do wigzan podwdjnych
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Tabela 14
Asymetryczna addycja zwiazkéw matoczasteczkowych
do wiazan podwdjnych (rys. 32 b) [wg 1]
X Wydajnos¢ [%]
H 90
Cl 60
CH; 61
C,Hs 60
(CH),CH 54
n-C;H; 49
n-C4Hy 0
R-oksynitrylaza HO/,,' CN
= 1 2
0 R” = H, Me R™ R
/U\ HCN ’ R
1 2
R R
S-oksynitrylaza NC, ,OH
- LA, 2
R? =H, Me R "R
S
Rys. 33. Synteza cyjanohydryn
Tabela 15
Synteza cyjanohydryn [wg 1]
R' R? Konfiguracja produktu ee [%]
Ph H S 96-98
p-HO-Ph H S 94-99
n-CsHy, H S 84
n-CsHy, CH; S 92
CH,=CH H S 84
(E)-n-C;H,~CH=CH H S 97
(Z)-n-C;H,—~CH=CH H S 92
(CH;),CH-CH, CH; S 91
Ph H R 94
p-MeO-Ph H R 93
n-C3H7 H R 92-96
n-C;H, CH; R 95
(CH;),CH—(CH,), CH; R 98
CH,=CH(CHj) CH; R 94
Cl(CH.,); CH; R 84
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VII. DROZDZE PIEKARSKIE JAKO REAGENT W SYNTEZIE
ORGANICZNEJ

VIL.1. Wstep

Powaznym problemem przy planowaniu biotransformacji jest dobor odpowiedniego
mikroorganizmu. Mozna kierowac si¢ tu pewnymi wskazéwkami ogdlnymi. Wiadomo, ze
redukcji mikrobiologicznych najlepiej dokonywac za pomoca drozdzy, mikrobiologicznego
utleniania za pomoca bakterii, a reakcji hydroksylowania za pomoca nizszych grzybow.

Reakcje z uzyciem mikroorganizméw wymagaja wiele pracy i czasu przy separowaniu
produktu ze $rodowiska reakcji, ktore zawiera masg¢ komorkowa, pozywki, metabolity,
nieprzereagowane substraty, wodg. Duzym problemem sa zachodzace reakcje uboczne,
czgsto dominujace nad pozadana. Odzyskanie produktu i nieprzercagowanego materiatu
moze nie by¢ proste, ilo§ciowe; konieczne jest oczyszczenie produktu.

Drozdze piekarskie sa tanie, uniwersalne, a ich wzrost nie wymaga ,,asysty” mikrobio-
loga. Swiatowa produkcja drozdzy wynosi 600000 ton rocznie. W normalnych warunkach
fermentacji, drozdze znajduja szerokie zastosowanie; wigkszo$¢ produkowanych przez nie
enzymow wykazuje aktywno$¢ w wodzie w zakresie pH od 5 do 7,5. Wykorzystanie innych
mikroorganizmoéw wymaga juz pomocy ze strony mikrobiologéw i dostgpu do urzadzen
fermentacyjnych oraz utrzymywania sterylnych warunkéw wzrostu i przechowywania.

Za posrednictwem drozdzy piekarskich prowadzi¢ mozna nast¢pujace reakcje:

—  redukgcji grupy karbonylowej C=0 i wigzania podwojnego C=C,

— budowania i przerywania wigzania C—C,

—  redukcji zwigzkow metaloorganicznych,

—  redukcji zwiazkow zawierajacych fluorowce,

— utleniania,

—  hydrolizy estrow,

— inne.

Ponizej omoéwiono najwazniejsze z tych reakcji.

VII.2. Reakcje redukcji

Jedna z reakcji o najwigkszym zastosowaniu, prowadzonych przy udziale drozdzy jest
asymetryczna redukcja zwiazkéw zawierajacych grupg karbonylowa,. Redukowano ketony
z roznymi podstawnikami, otrzymujac gtéwnie drugorzedowe alkohole o konfiguracji abso-
lutnej S. Ketony z przeszkoda steryczna (4-oktanon, t-butylometyloketon, izobutyloizopro-
pyloketon) nie ulegaja redukcji w tych warunkach.

VII.2.1. Redukcja zwiazkéw zawierajacych jedna grupe karbonylowa

Zanotowano wiele przyktadéw redukcji za pomoca drozdzy piekarskich zwiazkow z jed-
na grupa karbonylowa. Sa wsrdd nich ketony mono- lub policykliczne, aromatyczne, za-
wierajace siarke, grupg nitrowa, fluorowce, ketony heterocykliczne. Ponizej podano kilka
przykladow zaczerpnigtych z literatury oraz warto$ci wydajnosci i nadmiaru enancjome-
rycznego (ee) produktow (rys. 1-3).
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o OH
RI/U\R2 —_— Rl/\R2
S

Rys. 1. Redukcja ketonow za pomoca drozdzy piekarskich

Tabela 1
Redukcja ketondw za pomoca drozdzy piekarskich [wg 1]

R! R? ee [%]
CH; C,Hs 67
CH; n-C4H, 82
CH; Ph 89
CH; CF; >80
CF; CH,-Br >80
CH; C(CH3),-NO, >96
CH; CH,-OH 91
CH; (CH;),~CH=C(CHs), 94
CH; cyklo-CeHy, >95

a)
O H on
5
R R
ee = 82-96%

R =0CH;, CH;, F, Cl, Br, J, CN, NO,

Ay — A,

ee = 58%

b)

Rys. 2 a, b. Redukcja ketondéw za pomoca drozdzy piekarskich
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Redukcja a-heterocyklopodstawionych ketonow za pomoca drozdzy nie daje dobrych
rezultatow. Ketony takie, jak 2-tienylowy, 2-furylowy nie sa w ogodle redukowane. Wysoka
czysto$¢ optyczna i dobra wydajnos$¢ zanotowano w nielicznych przypadkach (rys. 3).

R R
35°C, pH= 3,3—8,0= f N i
N\ N\ R
0" (O
OH OH
A B

Rys. 3. Redukcja a-heterocyklopodstawionych ketonow za pomoca drozdzy piekarskich

Tabela 2

Redukcja a-heterocyklopodstawionych ketondéw za pomoca drozdzy piekarskich [wg 4]

R ee [%] produkt A ee [%] produkt B
2-furyl 98 >98
C¢Hs 98 >98

VII.2.2. Redukcja B-ketoestrow

Niecykliczne B-ketoestry sa chetnie redukowane przez drozdze do B-hydroksyestrow,
bedacych chiralnymi substratami w syntezie dalszych zwiazkéow (B-laktamow, feromonow
owadoéw, karotenoidow). Redukcja B-ketoestrow pozwala uzyska¢ oba enancjomery w roz-
nym stosunku, w zalezno$ci od tego, z ktdrej strony ,,podchodzi” jon wodorkowy. Uzywa-
jac systemu mikrobiologicznego, jakim sa komorki drozdzy, mamy do czynienia z co naj-
mniej dwoma enzymami (reduktazami), ktore dziataja rownoczes$nie z roznymi stereoche-
micznymi preferencjami, a kazdy z nich operuje z wysoka stereoselektywnoscia. Mozna
wplywac na czystos¢ enancjomeryczna (ee) produktu réznymi drogami — na przyktad po-
przez modyfikacje strukturalne substratu (rys. 4).

drozdze drozdze
OH piekarskie piekarskie OH O
= B —_—
R 1 2
/\/lL )J\)L R/k)L OR
L D

© &

Rys. 4. Ilustracja reguty Preloga w przypadku redukcji B-ketoestrow drozdzami piekarskimi
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Tabela 3
Redukcja B-ketoestrow za pomoca drozdzy piekarskich [wg 1,41 5]

1 ) Konfiguracja
R R produktu ee [%]
CH; CH; S 87
CH; C,H;s S >96
C,Hs CH; R 96
C,H;s n-CgHy7 R 95
CeHs C,Hs S 100
CI-CH, CH; S 64
CI-CH, C,H;s S 54
Cl-CH, n-C;H; S 27
Br-CH, n-CgHy7 S 100

VII.2.3. Redukcja a-podstawionych pB-ketoestrow

W zwiazkach typu o-podstawione B-ketoestry produktami redukcji sa az 4 izomery.
Wynika to z wystgpowania zjawiska tautomerii keto-enolowej. Poprzez modyfikacje struk-
tury zwiazku sterujemy nie tylko czystoScia enancjomeryczng (ee), ale takze czysto$cia
diastereoizomeryczna (de) (rys. 5).

OH O

R3/H)LOR1

2
R 1syn

OH O
R3 ; ORI

JLRZQL
o O u o O

R2 R2
l l
OH O OH Q
R OR! R3/:\E./U\OR1
R2 R2

2 anti 2 syn

Rys. 5. Redukcja a-podstawionych B-ketoestrow
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Tabela 4
Redukcja a-podstawionych B-ketoestrow [wg 1]
ee [%] ee [%]
R! R? R? | 2syn:2ant
produkt 2 syn | produkt 2 anti
CH; CeHs—S CH; >96 > 96 17:83
C,H;s C¢Hs—CH, CH; 100 100 33:67
C2H5 CHZ:CH*CHZ CH3 100 100 25:75
C¢Hs—CH, CH; CH; 100 100 67:33
VIIL.2.4. Redukcja 1,3-diketonow
0] O OH O
R3 MRI - RMRI
R? R?

Rys. 6. Redukcja 1,3-diketonéw

Z wyjatkiem ketonu, w ktorym R; = R, = R; = CHj; (a ktory ulega redukcji do dwoch
stereoizomerow), redukcja diketondéw tego typu daje produkt, w ktorym tylko jedna grupa
karbonylowa zostaje zredukowana. Nie jest to redukcja przebiegajaca przez posredni enol;
nie otrzymuje si¢ ani dioli, ani innych izomerycznych B-hydroksyketondow (rys. 7 i 8). Re-
akcje redukcji niecyklicznych 1,3-diketonéw za pomoca drozdzy zachodza wolno, z nie-
wielka wydajnoscia lub/i mata wartoscia ee.

R = CHs, C,Hs, n-C;H5, i-C3H;, n-C4Ho, n-CsH;, CsHs

wydajnosé¢ 20-60%; ee = 92-99%

Rys. 7. Przyktady redukcji 1,3-diketondéw
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Tabela 5
Przyktady redukcji 1,3-diketonow [wg 4]
R Czas reakcji Wydajnos$¢ [%] ee [%]
CH; 2 dni 18 >99
6 dni 90 >99
C,H; 2 dni 48 97
3 dni 100 >99
CeHs 2 dni 21 94
6 dni 33 98
(0] (0] ) OH O OH O
6 dni /\)K H
T : + :
M 350C . /ﬁ)ﬂk
3R, 4S8 38,48
svn anti

wydajno$¢ 30%; syn:anti=4:1
Rys. 8. Przyktady redukc;ji 1,3-diketonéw
VII.2.5. Redukeja 1,2-diketonéw i 1,4-diketonow
1,2-diketony sa, za pomoca drozdzy piekarskich, redukowane do a-hydroksyketondw,

lub (rzadziej) do dioli. To, ktdéra grupa zostaje podczas monoredukcji zredukowana, zalezy od
podstawnikow sasiadujacych z atomami wegli grup karbonylowych (rys. 9).

0] OH
1 R’ | R’
R - R
0] (@)
Rys. 9. Redukcja 1,2-diketonow
Tabela 6
Przyktady redukcji 1,2-diketonow [wg 4]

R! R? Konfiguracja produktu Wydajno$é [%] ee [%]
CH; OC,Hs S 47 91
C,H; OC,H; S 42 75
C,H; H S 80 95
CsHs OC,Hs R 68 100
CsHs NH, R 70 100
CsHs CsHs R 80 95
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Przy redukcji obu grup karbonylowych wérod produktéw przewazaja diole o konfiguracji
anti (rys.10 a, b).

a)
o) OH
)S(sml 5 SPh
—_— /Y
(0] OH
wydajno$¢ 66%; anti : syn=86: 14%
b)
0 OH 0 OH
CsH ‘_CsH /U\S/c H R _CsH
)S(Sll @]/511+ ;511+/SY511
0] 0] OH OH
A B C
Rys. 10 a, b. Redukcja jednej lub obu grup karbonylowych w 1,2-diketonach
Tabela 7
Redukcja jednej Iub obu grup karbonylowych w 1,2-diketonach (rys.10 b) [wg 4]
Produkt A Produkt B Produkt C
wydajnos$¢ [%] ee [%] wydajnos¢ [%] ee [%] wydajnos¢ [%] ee [%]
71 92 22 90 7 99

1,4-diketony ulegaja redukcji do dioli, przy czym obie grupy hydroksylowe najczgsciej
uzyskuja konfiguracje S (rys. 11).

O OH

0 OH
wydajnos¢ 55%; ee >95%

Rys. 11. Redukcja 1,4-diketonéw

VIIL.2.6. Redukcja zwigzkéw z wigzaniem podwdéjnym

Drozdze piekarskie byty stosowane do stercospecyficznej redukcji wigzania C=C.
Transformacje te przyciagaja duza uwagg, jako droga do otrzymywania chiralnych potpro-
duktow w asymetrycznej syntezie. Najszerzej przebadang w tym zakresie grupa zwiazkow
sa zwiazki zawierajace trojpodstawione wigzania podwajne (rys. 12).
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R! R2 R2

el

H R3

Rys. 12. Redukcja zwiazkow z wiazaniem podwojnym

Tabela 8
Redukcja zwiazkoéw z wiazaniem podwojnym [wg 5]
R' R R Konfiguracja Wydajnos$¢ ee produktu
C,Hs Br CH,OH S 50-60 85
CH,OH CH; H R - 98
n-CeHi3 CH; CO,CH; S 35 90
CHCI, (E) cl CO,CH; R 60 84
CHCL, (2) Cl CO,CH; S 65 98
NO, CHj alkil R 30-60 80-98

Zauwazono, ze redukowane sa glownie zwiazki z tzw. ,,aktywnym” wigzaniem podwoj-
nym. Zwiazki takie moga naleze¢ do jednej z dwoch kategorii:

R CH; R H

Jan'

H G  HC G
I 11

G — grupa ,,aktywujaca”
G = CH,0H, CHO, CH(OR"),

W zaleznosci od rodzaju izomeru alkenu (E lub Z), mozna otrzyma¢ produkt z konfiguracja
absolutna R lub S. Zredukowane produkty, pochodzace od alkenéw jednego typu (np. I)
maja t¢ sama konfiguracjg, podczas gdy zwiazki z drugiej grupy sa redukowane z odwrotna
stereochemia.

VIL3. Formowanie wigzania C—C

VIL.3.1. Kondensacja acyloinowa

Produkt kondensacji acyloinowej zostal po raz pierwszy zaobserwowany przez Neu-
berga podczas drozdzowej fermentacji furfuralu, obok spodziewanego produktu reakcji —
alkoholu furylowego (rys. 13).
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Rys. 13. Drozdzowa fermentacja furfuralu
Przebadano wiele reakcji tego typu z wykorzystaniem jako substratu benzaldehydu i pod-

stawionych monopochodnych, uzyskujac gléwnie diole z konfiguracjg anti, z duza wydaj-
noscia i czystoscia enancjomeryczng (rys. 14).

drozdze piekarskie

CHO  (dekarboksylaza
/@/ plrogronlanowa) /@/\

COOH CO, acyloina

drozdze piekarskie
(dehydrogenaza)

ee>95%
Rys. 14. Kondensacja acyloinowa przy uzyciu drozdzy piekarskich

Tabela 9
Przyktady kondensacji acyloinowej [wg 5]

R' R? Wydajnosé [%] ee [%]
H H 30 95
p-OCH; H 22 97
p-CH; H 28 97
p-Cl H 27 99
p-F H 26 98
0-CH; H 7 97
0-Cl H 32 97
oF H 31 97
m-F H 30 97
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Obserwowano takze kondensacje¢ acyloinowa w przypadku aldehydow alifatycznych
(rys. 15).

0 OH
RJ\H RJ}(
0

R = CH3, (CH;3),CH, n-C4Hy, n-C;H;s, n-Cy,H)s

Rys. 15. Kondensacja acyloinowa w przypadku aldehydow alifatycznych

Stwierdzono, ze struktura koncowego produktu reakcji zalezy od pH; w kwasnym $ro-
dowisku przewaza forma ketolowa, w obojetnym lub zasadowym (optimum pH = 9,5)
powstaja diole z konfiguracja anti.

Reakcja kondensacji acyloinowej benzaldehydu za pomocg drozdzy znalazta zastoso-
wanie w przemysle do produkcji (-)-efedryny (rys. 16).

OH
CHO O drozdze piekarskie
©/ i H3C)J\COOH N~ 0
CO,
Me—-NH,
H,/Pt

(-)-efedryna

Rys. 16. Wykorzystanie kondensacji acyloinowej przy uzyciu drozdzy do produkcji (—)-efedryny

Fermentowanie za pomoca drozdzy o-metylo-f-(2-furylo)-akroleiny (rys. 17) daje
zredukowana acyloing z wydajnoscia 20% oraz zredukowany alkohol furylowy z wy-
dajnoscia ok. 10%. Te dwa produkty mozna wykorzysta¢ w syntezie a-tokoferolu (wi-
taminy E).
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drozdze
piekarskie

/ \ OH

~I
®)
—
\
o
- |

HO

é

o-tokoferol

Rys. 17. Synteza a-tokoferolu
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VIL.4. Hydroliza estréw

Drozdze piekarskie wykazuja zdolnosci hydrolityczne dzigki zawartym w nich enzy-
mom: esterazie, lipazie, fosfolipazie, tributyrynazie, triacyloglicerolipazie. Zdolnosci te
wykorzystano w syntezie prostaglandyn i ich prekursorow.

Wtasciwosci hydrolityczne drozdzy znalazty takze zastosowanie w syntezie amino-
kwasow i ich pochodnych. Hydrolizowano racemiczne estry N-acetyloaminokwasow, uzy-
skujac kwasy oraz nieprzereagowane estry o konfiguracji D (rys. 18).

R R
OC2H5 — % OH + % OC2H5

NHAc AcHN H H NHAc

rac D

Rys.18. Hydroliza wigzania estrowego w N-acetyloaminokwasach za pomoca drozdzy piekarskich

Tabela 10
Hydroliza wiazania estrowego w N-acetyloaminokwasach
za pomoca drozdzy piekarskich [wg 4]

R Wydajnos¢ [%] ee [%] Warunki
1 CH; 47 100 tlenowe
2 C,H; 48 96 tlenowe
3 i-C3H; 75 13 tlenowe
4 i-C;H; 38 80 beztlenowe
5 i-C4Hy 48 92 tlenowe
6 CH,C¢Hs 38 >97 tlenowe
7 CH,CO,C,H; 49 86 tlenowe
8 (CH,),CO,C,H5 46 89 tlenowe
9 (CH,)sNHAc 0 - tlenowe
10 CH,0Ac 37 43 tlenowe
11 CH,0Ac 36 47 beztlenowe
12 CH(OACc)CH; 64 3 tlenowe

Stwierdzono, ze czysto$¢ optyczna produktu byta wysoka, gdy zwiazek zawieral nierozga-
ezione alkilowe lub aryloalkilowe podstawniki (przyktady 1, 2, 5, 6 w tab. 10). Wprowa-
dzenie dodatkowych ugrupowan polarnych (przyktady 9—12) obnizyto czysto$¢ optyczna
uzyskanych produktow.
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Wykorzystujac liofilizowane komorki drozdzy piekarskich jako zrodlo esterazy mozna
przeprowadzi¢ hydroliz¢ drugorzedowych octandw (m.in. octanu pantolaktonu — syntetycz-
nego prekursora kwasu pantotenowego), zyskujac chiralne alkohole (rys. 19 a, b).

a)
O

0 liofilizowane drozdze Q
OAc iekarski OH OAc
piekarskie o
O ~ O i O
bufor

ee = 86% ee =95%

rac

b)
liofilizowane drozdze

A
}O\C piekarskie =
R ™ bufor R

Rys.19 a, b. Przyktady hydrolizy estrow z wykorzystaniem liofilizowanych komorek drozdzy

“ // g
7:
» //g

Tabela 11

Przyktady hydrolizy estréw z wykorzystaniem
liofilizowanych komoérek drozdzy (rys. 19 b) [wg 1]

ee [%] ee [%]
R produkt S produkt R

% O COOE o .
%{/A\\//\\COOEt o ©

W niniejszym rozdziale omdéwiono niektore tylko przyktady przeprowadzonych do-
tychczas reakcji z udziatem drozdzy piekarskich. W latach osiemdziesiatych i dziewigc-
dziesiatych ukazalo sig¢ wiele prac poswigconych temu tematowi; wzrasta rola biotransfor-
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macji jako Srodka prowadzacego do uzyskania czystych optycznie potproduktow w synte-
zie organiczne;.
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VIII. TECHNOLOGIA GENOWA W BADANIACH I PRODUKCIJI
FARMACEUTYCZNEJ

VIIL.1. Wprowadzenie

»lechnologia genowa” jest jednym z terminéw uzywanych do okreslenia zespotu me-
tod rozwinigtych na podstawie badan nad struktura i dziataniem gendéw. Uzywa sig¢ takze
innych terminéw, ktore opisuja te metody, np. ,technologia rekombinowanego DNA”,
inzynieria genetyczna” lub ,laczenie gendw”. Nazwy te sugeruja, ze technologia ta zajmu-
je si¢ pobieraniem materialu genetycznego z jednego zrodla i laczeniem go z materialem
pochodzacym z innego Zrddia.

Metody inzynierii genetycznej mozna wykorzysta¢ do wprowadzania kodu genetycz-
nego pozadanego biatka w $rodowisko biologiczne, w ktorym biatko to moze by¢ produ-
kowane w duzych ilo$ciach. Byto to jednym z gléwnych powoddéw natychmiastowego
zainteresowania si¢ przemystu farmaceutycznego mozliwo$ciami zastosowania metod
inzynierii genetycznej do produkcji lekow. Uzywajac tych metod, producent moze wytwa-
rza¢ w zasadzie nieograniczone ilosci biologicznie aktywnych bialtek i peptydow. Zostato to
juz przekonujaco zademonstrowane w wielu przypadkach. Pierwszy lek otrzymany meto-
dami inzynierii genetycznej wprowadzono w roku 1982. Tym lekiem byta insulina, hormon
peptydowy stosowany w leczeniu cukrzycy. Pod koniec roku 1994 juz kilkanascie réznych
peptydow i biatek produkowanych metodami inzynierii genetycznej zostato dopuszczonych
do lecznictwa, a nastgpne lata przyniosly jeszcze szybszy rozwdj w tej dziedzinie. W od-
réznieniu od insuliny, ktora byta produkowana metoda ekstrakcji z trzustek wieprzowych
lub wotowych juz od wielu lat, niektore z przyjetych do lecznictwa wytwordéw inzynierii
genetycznej nigdy nie byly stosowane jako leki, poniewaz nie mozna ich bylo otrzymacé
w dostatecznie duzej iloSci. Mozliwos¢ produkowania substancji, ktore dotychczas byly
niedostepne jako leki, jest jedna z realnych obietnic tej nowej technologii.

Inng zaleta technologii genowej jest to, ze mozna za jej pomoca wprowadza¢ zmiany
w czasteczkach biatek w $cisle okreslonych pozycjach ich struktury pierwszorzgdowej. Te
modyfikacje moga by¢ matymi zmianami w sekwencji aminokwasow, spowodowanymi
przez wprowadzenie specyficznych mutacji w genach kodujacych dane biatko. Takie zmia-
ny mogly prowadzi¢ do otrzymania zmienionych, pozadanych wtasciwosci fizykochemicz-
nych (np. zmienionej rozpuszczalnosci) lub do zmiany okresu péttrwania aktywnego poli-
peptydu. Mozliwe sa takze bardziej ztozone zmiany.

Technologia genowa okazata si¢ takze nieocenionym narzgdziem w badaniach farma-
ceutycznych. Technika ta jest obecnie szeroko stosowana w celu dostarczenia materiatlow
niezbednych w poszukiwaniu lekow niepeptydowych. Nowe rozumienie procesow komor-
kowych i fizjologicznych, ktore uzyskano dzigki technologii genowej, ma ogromne znacze-
nie w opracowywaniu nowych metod interwencji terapeutycznej.

VIII.2. Podstawowe metody technologii genowej

VIIIL.2.1. Podstawowe narzedzia klonowania DNA

Na poczatku lat siedemdziesiatych opracowano wiele metod, ktére znalazty zastoso-
wanie w technologii rekombinowanego DNA. P6zniej metody te zostaty ulepszone, pojawi-
ly si¢ nowe techniki. Zasady pracy i zwiazane z nimi podstawowe narz¢dzia — enzymy,
wektory DNA i komorki gospodarza — pozostaty jednak te same (rys. 1).
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Najwazniejszym osiagnigciem lat siedemdziesiatych byto odkrycie dwoch typoéw en-
zymow: enzymow restrykcyjnych i ligaz DNA. Enzymy restrykcyjne sa endonukleazami,
ktore rozpoznaja i tnga DNA w regionach specyficznych sekwencji (tab. 1). Enzymy te roz-
nia si¢ migdzy soba znacznie pod wzgledem liczby i sekwencji zasad, ktore rozpoznaja
w czasteczce DNA. Liczba ta waha si¢ od zaledwie 4 do az 23 zasad. W wyniku procesu
cigcia powstaja fragmenty DNA, ktore niekiedy moga zawiera¢ pojedynczy kompletny gen.
Endonukleazy restrykcyjne sa izolowane z r6znych mikroorganizmow. Obecnie w handlu
dostgpnych jest wiele enzymow, z ktorych kazdy rozpoznaje inne, specyficzne dla siebie
miejsce w czasteczce DNA. Na przyklad enzym restrykcyjny BamHI (endonukleaza I izo-
lowana z Bacillus amyloliquefaciens H) przecina DNA w obrgbie sekwencji GGATCC.

VIIL.2.1.1. Enzymy restrykcyjne (restryktazy, endonukleazy restrykcyjne)

Bakterie uzywaja tych enzymow do obrony przed infekcja przez bakteriofagi. Wyr6z-
niamy dwie zasadnicze klasy enzymow restrykcyjnych:

1) klasa I — enzymy wymagajace obecnosci kofaktorow ATP, Mg, S-adenozylo-

metioniny,

2) klasa II — enzymy wymagajace obecnosci Mg

Enzymy restrykcyjne klasy I rozpoznaja specyficzna sekwencj¢ nukleotydow, jednak
przecinaja czasteczke DNA niespecyficznie w miejscach odleglych od tej sekwencji (np.
FoklI; tab. 1).

Enzymy restrykcyjne klasy II przecinaja czasteczke DNA w obrgbie rozpoznawanej
sekwencji (np. EcoRI, BamHI....; tab. 1).

Obecnie znanych jest okoto 200 enzymow restrykcyjnych klasy 11. Wyizolowano
je z bakterii i sinic. Za jednostke aktywnosci enzymu restrykcyjnego przyjmuje si¢ taka
jego ilo$¢, ktora jest potrzebna do strawienia 1 ug DNA faga A w czasie 1 godziny w 37°C.

Wiasciwosci enzyméw restrykeyjnych

Charakterystyka enzymu restrykcyjnego sprowadza si¢ przede wszystkim do okresle-
nia rozpoznawanej przez niego sekwencji nukleotydowej DNA. Sa to najczesciej odcinki
DNA, charakteryzujace si¢ wystgpowaniem w ich obrgbie dwustronnej symetrii. Na przy-
ktad sekwencja rozpoznawana przez enzym EcoRI o dlugosci 6 par nukleotydow jest na-
stepujaca:

\’
5 GAA | TTC 3
3 CTT | AAG 5

T

Linia pionowa zaznaczono o§ symetrii, strzatkami — miejsca przecigcia przez ten en-
zym. Powyzszy schemat pokazuje, ze enzym restrykcyjny EcoRI przecina dwa tancuchy
tworzace czasteczke DNA w pozycjach nie lezacych naprzeciw siebie. Wszystkie fragmen-
ty uzyskane po strawieniu DNA tym enzymem bgda miaty czteronukleotydowe jednoni-
ciowe zakonczenia. Sa to tzw. lepkie konce (sticky ends), utatwiajace ewentualne pdzniej-
sze taczenie z sobg fragmentow DNA. Wiele enzymow przecina sekwencje palindromowe,
to jest takie, w ktorych sekwencja jednej nici jest taka sama jak sekwencja nici do niej
komplementarnej czytanej] w przeciwnym kierunku. Znane sa enzymy, ktore przecinaja
dwie nici DNA w miejscach lezacych doktadnie naprzeciw siebie, nie generujace lepkich
koncow, dajac fragmenty o koncach tepych (flush ends, blunt ends). Zdarza sig, ze kilka
réznych enzymow przecina t¢ sama sekwencj¢ a takze, ze rozpoznajac t¢ sama sekwencje,
rézne enzymy przecinaja ja w roznych miejscach (np. Hpall i Haelll,; tab. 1).
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Tabela 1
Charakterystyka wybranych nukleaz restrykcyjnych [wg 2 i 8]
Enzym Zrédlo Rozpoznawana sekwencja Produkty hydrolizy
{
EcoRI | E. coli KY 13 5 GAA| TTC 5’ NNNNNG AATTCNNNNN
réwniez CTT| AAG 5° NNNNNCTTAA GNNNNN 5°
E. coli rDNA ® 1
{
BamHI | Bacillus amy- 5 GGA| TCC 5 NNNNNG GATCCNNNN
loliquefaciens CCT AGG 5° NNNNNCCTAG GNNNN 5°
H 1
Haemophilus l
HindIIl | influenzae 5 AAG|CTT 5’ NNNNNA AGCTTNNNNN
rowniez TTC GAA 5° NNNNNTTCGA ANNNNN 5’
E. coli rDNA ® 1
{
Hpall Haemophilus 5 CCl GG 5> NNNNNC CGGNNNNN
parainfluenzae GGl ccs’ NNNNNGGC CNNNNN 5°
T
{
Haelll | Haemophilus 5’ GGl cc 5’ NNNNNGG CCNNNNN
aegiptus cCclGG s NNNNNCC GGNNNNN 5’
T
{
Alul Arthrobacter 5 AGlICT 5> NNNNNAG CTNNNNNN
luteus TC GA 5° NNNNNTC GANNNNN 5’
T
Providencia l
Pstl stuarti 5’ CTGl CAG 5" NNNNNCTGCA GNNNNN
rowniez GAC GTC 5° NNNNNG ACGTCNNNNN 5’
E. coli rDNA ® 1
\
Notl Nocardia 5° GCGGl CCGC 5 NNNGC GGCCGCNNNNN
otidiscarianum CGCC GGCG 5° NNNCGCCGG CGNNNNN 5°
T
{
FokI Flavobacte- 5> GGATGNNNNNNNNN| NNNNN 5> GGATGNNNNNN NNNNNNNN
]i;ium okeano- CCTACNNNNNNNNN| NNNNN 5° CCTACNNNNNNNNNNN NNN 5§’
oides

?

a)

enzymy otrzymane z hodowli klonow E. coli skonstruowanych metodami rekombinowanego DNA

Strzatkami zaznaczono miejsca hydrolizy wiazan fosfodiestrowych. Linia pionowa przechodzaca przez pierwsze
cztery sekwencje jest osia symetrii palindroméw — sekwencji nukleotydowych rozpoznawanych przez restryktazy;
N — dowolny nukleotyd. Hpall, Haelll, Alul sa przyktadami enzymow ,,czworkowych” — rozpoznawane przez nie
sekwencje DNA o dlugosci 4 par nukleotydow wystepuja czesto i dlatego dlugie czasteczki zostaja pocigte na
wiele krotkich odcinkéw. EcoRI, BamHI, HindIIl i Pstl naleza do enzyméw ,,szostkowych”, Notl nalezy do
enzymow ,,6semkowych”, a rozpoznawana przez ten enzym sekwencja ztozona tylko z par G/C wystgpuje bardzo
rzadko — takie enzymy tna czasteczki DNA na niewielka liczbg fragmentow. EcoRI, BamHI, HindIII, Hpall, Pstl,
Notl i Fokl daja w wyniku cigcia czasteczki o lepkich koncach; Haelll i Alul — o koncach tgpych.

Nazewnictwo

Nazwa symboliczna enzyméw (np. HindIII) tworzona jest na podstawie nazwy rodzajo-

wej (H — pierwsza litera), gatunkowej (in — dwie nastgpne litery) i ewentualnie serotypu (d —
czwarta litera) organizmu (Haemophilus influenzae), z ktorego zostalty wyizolowane. Cyfra
rzymska (np. III) oznacza kolejny rodzaj enzymu izolowanego z danego gatunku bakterii.
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Enzymy restrykcyjne charakteryzuja si¢ duza stabilno$cia, posiadaja szerokie optimum
pH i dziataja w szerokim zakresie stezen jonow Mg.

Ligazy DNA, nie majac specyficznych wymagan sekwencji, moga taczy¢ czasteczki
DNA. Te cechy enzyméw restrykcyjnych i ligaz DNA umozliwiaja przeprowadzenie in
vitro przerwanie i ponowne potaczenie (splicing) fragmentow DNA. Laczenie z soba in
vitro fragmentow DNA pochodzacych z réznych zrodet nabiera sensu wtedy, gdy nowa
kombinacj¢ materiatu genetycznego mozna powieli¢ i uzyskac ekspresjg rekombinowanych
gendow. Doswiadczenia nad rekombinowaniem DNA polegaja na podlaczaniu fragmentu
DNA do niewielkich czasteczek DNA, majacych zdolno$¢ do autonomicznej replikacji,
spetniajacych rolg wektorow. Za pomoca wektorow geny zawarte w fragmencie DNA zo-
staja wprowadzone do komorek odpowiedniego gospodarza, w ktoérych ulegaja powieleniu
i ewentualnie ekspresji. Najczesciej stosowanym obecnie gospodarzem dla obcego DNA sa
komorki bakteryjne, zwlaszcza Escherichia coli. Bardzo waznym elementem uktadu ,,go-
spodarz — wektor” bakterii Escherichia coli jest ich maty (2—10 tysigcy par zasad) kolisty
fragment dwuniciowego DNA zwany plazmidem.

VIIL.2.1.2. Wektory
Wiasciwosci idealnych wektorow [3]:

1) Wektorem powinna by¢ zdolna do autonomicznej replikacji niewielka czasteczka
DNA, dobrze scharakteryzowana fizycznie i genetycznie.

2) Wektor powinien zawiera¢ markery pozwalajace na wyselekcjonowanie komorek, w kto-
rych sig¢ znajduje.

3) W czasteczce DNA stanowiacej wektor powinna znajdowacé si¢ sekwencja DNA, zwa-
na polilinkerem, zawierajaca pojedyncze miejsce rozpoznawane i cigte przez co naj-
mniej jeden z enzymow restrykcyjnych.

4) Miejsce przecigeia czasteczki DNA wektora przez enzym restrykcyjny jest tym, w ktdre
wprowadzamy fragmenty obcego DNA. Nie powinno si¢ ono znajdowac¢ w obregbie ge-
nu markerowego stuzacego do wyrdznienia i selekcji komoérek zawierajacych wektor,
ani tez w takim rejonie czasteczki, ktorego uszkodzenie powodowatoby zaburzenia
zdolnosci jej replikacji.

5) Pozadane jest, by wektor posiadat jeden lub kilka silnych promotoréw, tak by po
wstawieniu w ich sasiedztwo fragmentu obcego DNA mozna bylo uzyskaé wydajna
ekspresje wprowadzonych gendw.

6) Pozadane jest, by wektor wystepowal w komorce w duzej liczbie kopii lub by jego
replikacja mogta zachodzi¢ przy zahamowanej replikacji chromosomalnego DNA go-
spodarza.

7) Wektory nie powinny zawiera¢ genoéw, ktorych rozpowszechnienie mogloby staé si¢
zagrozeniem dla cztowieka lub innych organizmow.

8) Do niektorych doswiadczen wskazane jest stosowanie wektorow wyposazonych w spe-
cjalne whasciwosci, uniemozliwiajace przezycie wektora i klonowanego w nim frag-
mentu obcego DNA poza §cisle okreslonym gospodarzem.

W przypadku bakterii rolg¢ wektorow moga spetnia¢ plazmidy i bakteriofagi.

VIII.2.1.2.1. Wektory plazmidowe

Plazmidy sa to kowalentnie zamknigte, koliste czasteczki DNA wystepujace u wielu
gatunkow bakterii. Ich obecno$¢ nie jest niezbgdna dla komoérek gospodarza, cho¢ w okre-
$lonych warunkach moze im dawaé znaczna przewagg selekcyjna. Plazmidy roznia sig
wielkoScia, liczba kopii, a takze pod wzgledem przenoszonych genow.
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GIGATCC
CCTAG

pBR322 BamHl BamHI
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przecigcie enzymem restrykcyjnym BamH| J
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3

9
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przeciete obce DNA

przeciety wektor

ligaza DNA
odtworzony wektor rekombinowany plazmid
l transformacja E. coli i
transformanty z plazmidami, transformanty z plazmidami,

ktérym brak insertu posiadajgcymi inserty
rosng zaréwno w obecnosci rosng w obecnosci
ampicyliny (Amp) ampicyliny (Amp)

jak i tetracykliny (Tet) ale nie tetracykliny (Tet)

Plazmid pBR322 posiada geny, ktore nadaja mu oporno$é¢ na antybiotyki: ampicyling (AmpR) i tetracykling
(TetR). Posiada miejsce specyficzne dla endonukleazy restrykcyjnej BamHI, znajdujace si¢ w genie opornosci na
tetracykling. Jezeli fragment DNA jest wprowadzany w miejsce wrazliwe na dzialanie BamHI, gen opornosci jest
niszczony, dajac wrazliwo$¢ na tetracykling (TetS). W celu sklonowania w to miejsce fragmentow DNA, wektor
i obce DNA sa rozcinane za pomoca BamHI, mieszane i taczone za pomoca enzymow — ligaz DNA. Mieszanina
zligowanych czastek DNA jest transformowana (wprowadzana) do E. coli. Selekcja — komorki, ktore otrzymaty
plazmid beda wzrasta¢ w obecnosci ampicyliny. Transformowane kolonie, ktore przyswoilty rekombinowane
plazmidy, sa identyfikowane dzigki ich wrazliwosci na tetracykling.

Rys. 1. Klonowanie obcego DNA przy zastosowaniu wektora pBR322 w E. coli [wg A Textbook of Drug
Design and Development, 2™ ed., edited by P. Krogsgaard-Larsen, T. Liljefors and U. Madsen,
Copyright © 1996 OPA (Overseas Publishers Association) Amsterdam B.V., Harwood Academic Publishers]

Przyktadami naturalnie wystepujacych gendow plazmidowych sa: geny opornosci na
dziatanie antybiotykoéw i promieniowanie UV oraz geny odpowiedzialne za produkcje¢ ente-
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rotoksyn i hemolizy. W zasadzie zaden z naturalnie wyst¢pujacych plazmidéw nie jest
bezposrednio wykorzystywany jako wektor, dopiero modyfikacje strukturalne i (lub) funk-
cjonalne czynia je przydatnymi do klonowania obcego DNA. Wektory plazmidowe wpro-
wadza si¢ do komorek bakterii, wykorzystujac proces transformacji. Transformacja komo-
rek E. coli wymaga zwigkszenia przepuszczalnosci bton komorkowych (komorki poddaje
si¢ dziataniu roztworu chlorku wapnia) — otrzymanie komorek kompetentnych. Klasycz-
nym wektorem plazmidowym E. coli jest pPBR322 (rys. 1), ktory przenosi fragmenty DNA
zwykle mniejsze niz 10 kb.

VIII.2.1.2.2. Wektory fagowe, bakteriofagi, wirusy bakteryjne

Najczesciej stosowanymi wektorami fagowymi w E. coli sa pochodne faga A. W po-
réwnaniu z wektorami plazmidowymi, wektory fagowe maja pewne zalety. Mozna w nich
tatwiej klonowa¢ wigksze fragmenty DNA (mniejsze jednak niz 15kb), a wydajnos$¢ infek-
cji czasteczkami bakteriofagow jest wyzsza niz wydajnos¢ transformacji. Czasteczka DNA
faga A typu dzikiego nie nadaje si¢ wprost do wykorzystania jako wektor, gdyz ma zbyt
wiele miejsc restrykcyjnych, czgsto w obrebie gendw niezbgednych w cyklu zyciowym faga.
Konstrukcja tych wektorow polega na eliminacji okreslonych miejsc cigcia przez enzymy
restrykcyjne EcoRI lub HindIII i pozostawieniu tylko tych, ktore znajduja si¢ w tej czgsci
genomu faga A, w ktora mozna wstawi¢ fragment obcego DNA lub ktoéra mozna w ogole
zastapi¢ obcym DNA. Poszczegdlne wektory z tej serii r6znia si¢ miedzy sobg obecnoscia
delecji lub duplikacji pewnych czgéci chromosomu faga A, co zapewnia im r6zna ,,pojem-
no$¢”, czyli zdolno$¢ inkorporowania fragmentu DNA o rdznej dlugosci.

VIII.2.1.2.3. Kosmidy

Szczegdlnymi wektorami sg tzw. kosmidy (rys. 2). Zawieraja one sekwencje plazmi-
du bakteryjnego (ori, gen markerowy) potaczona z sekwencja cos faga A. Sekwencja cos
jest niezbedna, by DNA faga zostalo ,,upakowane” w otoczke biatkowa. Wektory te tacza
w sobie zalety wektorow plazmidowych i fagowych. Klonowanie za pomoca kosmidow
nie tylko umozliwia wprowadzenie do komorek bakterii bardzo duzych fragmentéw ob-
cego DNA, ale dzigki zastosowaniu otoczek bialkowych faga jest bardzo wydajne. Po-
zwala na uzyskanie 10° klonéw bakteryjnych, zawierajacych rekombinowane czasteczki
DNA z 1 pg DNA uzytego do do$wiadczenia.

VIII.2.1.2.4. Inne wektory

Do klonowania fragmentow DNA uzywa si¢ takze komorek eukariotycznych. Stosuje si¢
systemy klonowania w drozdzach, w komorkach roslinnych, komoérkach nicieni i owadow.
Do wektorow drozdzowych naleza tak zwane sztuczne chromosomy drozdzowe (yeast artifi-
cial chromosomes — Y ACs). Sa to czasteczki DNA zawierajace fragmenty DNA, ktore powo-
duja, ze YACs moga dziata¢ w komoérkach drozdzy jako chromosomy. Do sztucznego chro-
mosomu drozdzowego mozna wprowadzi¢ DNA o dlugos$ci okoto miliona par nukleotydow.

Jako wektory do wprowadzania DNA do komorek zwierzgcych stuza najczesciej zmo-
dyfikowane wirusy.

Podstawowym systemem wektorowym, uzywanym w przypadku roélin, jest system
oparty na bakterii Agrobacterium tumefaciens. Istnieja takze wektory bifunkcjonalne, zdol-
ne do przetrwania i namnazania si¢ zarowno w komorkach bakterii, jak i eukariotycznych,
np. drozdzy. Przyktadem takich wektoréw moga by¢ wahadlowe wektory trypanosomowe,
ktore moga namnazac sig¢ zarowno w komorkach bakterii, jak i komdrkach pasozytniczych
pierwotniakow z rodzaju Trypanosoma i Leishmania. Przyktadem wektora wahadlowego
jest plazmid pTEX; skonstruowano takze kosmidowe wektory wahadtowe.
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Rys. 2. Przenoszenie fragmentow DNA za posrednictwem kosmidow [wg P. Weglenski: Genetyka molekularna,
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VIII.2.1.3. Laczenie czasteczek DNA

Laczenie (ligacja) fragmentu obcego DNA z DNA wektora przebiega w obecnosci en-
zymu ligazy DNA. In vivo enzym ten jest niezb¢dny w procesie replikacji DNA oraz bierze
udziat w naprawianiu uszkodzen DNA. Ligaza katalizuje tworzenie wiazan fosfodiestro-
wych pomigdzy nukleotydami w tancuchu DNA. Substratem dla enzymu jest dwuniciowe
DNA, a takze hybrydy DNA-RNA.

Enzym umozliwia taczenie peknie¢ w pojedynczym tancuchu, wchodzacym w sktad
dwuniciowej czasteczki. Moze tez doprowadzi¢ do potaczenia ze soba dwoch fragmentow
dwuniciowego DNA o tepych koncach, z tym, ze wydajnos$¢ tego procesu jest nizsza. Ze
wzgledu na wydajnos¢ reakcji ligowania korzystne jest, aby taczone fragmenty DNA po-
siadaty lepkie konce. Fragmenty takie uzyskuje si¢ w wyniku trawienia DNA enzymami
restrykcyjnymi, np. EcoRI lub HindIIl. Najpowszechniej stosowana technika aczenia ob-
cego DNA z DNA wektora polega na przecigciu wektora tym samym enzymem restrykcyj-
nym, jaki byt uzyty do fragmentowania obcego DNA, a nastgpnie ligowaniu wektorowego
fragmentu DNA i liniowych czasteczek wektora. Istnieja eksperymenty, w ktorych do klo-
nowania fragmentéw DNA nie mozna stosowa¢ enzymoéw restrykcyjnych. W takich sytua-
cjach wyposaza si¢ fragmenty DNA i wektory w tzw. lepkie konce (rys. 3). Procedura ta
polega na dosyntetyzowaniu do koncoéw 5’ fragmentow DNA — tancuchéw identycznych
nukleotydoéw, np. adenylowych, a do koncoéw 5’ czasteczek wektora — tancuchow komple-
mentarnych (w tym przypadku tymidylowych). Jest to tzw. ,,dorabianie homopolimerowych
ogonow”. Poniewaz trudno jest dopasowac tancuchy o doktadnie okreslonej dtugosci, przy
faczeniu si¢ fragmentow majacych sztuczne lepkie konce powstaja czasteczki, bedace na
pewnych odcinkach jednoniciowe, np. jezeli ,,ogon” poli (dA) bedzie dtuzszy niz ,,ogon”
(pT). Stad tez, przed dodaniem ligazy, mieszaning faczonych fragmentow DNA traktuje si¢
egzonukleaza III i polimeraza I. Pierwszy enzym usuwa niesparowane, pojedyncze tancu-
chy DNA, podczas gdy drugi dosyntetyzowuje komplementarny tancuch na tych odcinkach
czasteczki, w ktorych wystepuje brak kilku lub kilkunastu nukleotydéw. W wielu ekspery-
mentach bardzo istotna jest mozliwo$¢ wycigcia z wektora wprowadzonego don fragmentu
DNA. Sekwencja rozpoznawana przez enzym restrykcyjny jest zachowana po obu stronach
wprowadzonego do wektora fragmentu obcego DNA. Fragment ten mozna wyciac, stosujac
ten sam enzym restrykcyjny, jaki byl uzyty w procesie taczenia. Wycigcie odcinka DNA
jest dos¢ trudne. Jedna z metod polega na czgSciowej denaturacji rekombinowanej cza-
steczki DNA i dzialaniu na nia nukleaza atakujaca jednoniciowe DNA. Odcinki A-T dena-
turuja znacznie tatwiej i mozna tak dopasowac warunki trawienia endonukleaza, by rekom-
binowane czasteczki byly przecinane w obrgbie sekwencji homopolimerowych, stanowia-
cych sztuczne lepkie konce.

Druga metoda jest wycinanie fragmentow DNA potaczonych z wektorem za pomoca
koncéwek poli(dA) poli(dT).

Niektore z plazmidow zostaty zmodyfikowane tak, ze sa szczeg6lnie przydatne do klo-
nowania. Wazna cecha wektorow jest obecno$¢ genoéw kodujacych dla selekcjonujacego
markera, takiego jak oporno$¢ na antybiotyk. Kiedy rekombinowane plazmidy zostaja
wprowadzone do E. coli (w procesie zwanym transformacja lub transfekcja, gdy wprowa-
dzenie DNA odbywa si¢ za pomoca bakteriofagdw lub do komorek eukariotycznych), gen
opornos$ci pozwala komérkom przezy¢é w obecnosci antybiotyku, podczas gdy komorki bez
plazmidu beda eliminowane. Rekombinowany plazmid moze si¢ powiela¢ do momentu,
gdy kazda komorka zawiera¢ bedzie wiele kopii (czgsto w granicach od 20 do 200).
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Rys. 3. Synteza sztucznych lepkich koncow i taczenie wyposazonych w nie fragmentéw DNA
[wg P. Weglenski: op. cit.]

Poniewaz czas podwojenia liczby namnazanych komorek E. coli w warunkach optymal-
nych wynosi 20—30 min, mozliwe jest powielenie jednej kopii rekombinowanego plazmidu
do wiecej niz 10" czasteczek w ciagu 12 godzin. W ten sposéb uktad ,,wektor—gospodarz”
pozwala produkowa¢ ogromne ilosci identycznych czasteczek plazmidéw, umozliwiajac
w ten sposob dalsze manipulacje poszczegdlnymi genami.

VIIIL.2.2. Klonowanie cDNA

Klonowanie i ekspresja genow ludzkich sa szczegoélnie interesujace z farmaceutyczne-
go punktu widzenia. Posiadaja pewne charakterystyczne dla nich cechy. Polegaja one na
tym, ze wigkszo$¢ genow ludzkich zawiera wewngtrzne regiony, ktore w zadnej czgsci nie
koduja odpowiedniego biatka.

Te regiony, zwane intronami (introns, intervening sequences) sa czasem wigksze od re-
jonow kodujacych, zwanych egzonami (rys. 4).
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Wigkszo$¢ genow eukariotycznych sktada sig z rejonow kodujacych (egzondéw) przedzielonych rejonami
niekodujacymi (intronami). Ekspresja zaczyna sig transkrypcja, ktora inicjowana jest od tzw. promotora
i konczy na terminatorze. Otrzymany pierwotny transkrypt jest przepisywany na dojrzate mRNA bez in-
tronow przez specjalne enzymy taczace RNA, znajdujace si¢ w jadrze komérkowym (splicing). Dojrzate
(mature) mRNA jest nastgpnie przenoszone do cytoplazmy komorkowej i ulega translacji w tancuch poli-
peptydowy.

Rys. 4. Struktura i ekspresja genu eukariotycznego [wg A Textbook of Drug Design and Development, ed.
P. Krogsgaard-Larsen, T. Liljefors and U. Madsen, Copyright © 1996 OPA (Overseas Publishers Association)
Amsterdam B.V., Harwood Academic Publishers]
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Geny ludzkie moga zawiera¢ wigcej niz 200000 par zasad. Wskutek tego trudno jest
wytworzy¢ fragment restrykcyjny zawierajacy kompletny gen. Innym problemem jest to, ze
duze fragmenty DNA sa trudne do utrzymania w catoéci w wektorach bakteryjnych. E. coli
nie jest zdolna do prawidlowe] ekspresji gendw zawierajacych introny, poniewaz brak jej
pewnych funkcji niezb¢dnych dla tego procesu.

Rozwinigto jednak metodg, ktora pozwala na klonowanie fragmentow DNA zawieraja-
cych jedynie regiony kodujace ludzkich genow. Metoda ta korzysta z faktu, ze transkrypcja
eukariotyczna i mechanizmy komorkowe wytwarzaja dojrzate czasteczki mRNA, w kto-
rych zostaly usunigte rejony introndw. W wyniku reakcji enzymatycznej in vitro z uzyciem
enzymu wirusowego, zwanego odwrotna transkryptaza, mozliwe jest wykonanie kopii
DNA z mRNA. Ta kopia DNA, zwana cDNA (copy DNA lub complementary DNA), zawie-
ra nieuszkodzony rejon kodujacy, ktéry mozna klonowac i poddawac ekspresji w E. coli
(rys. 5).

Aby wytworzy¢ ¢cDNA kodujace pozadane biatko, izoluje si¢ mRNA z odpowiednich
tkanek i1 organow, w ktorych jest ono syntetyzowane. Wyizolowane mRNA jest populacja
czasteczek reprezentujacych wszystkie geny, ktore ulegaja ekspresji w tej tkance. Jednakze
jedynie niewielka ilos¢ czasteczek cDNA wytwarzanych przez odwrotna transkrypcj¢ od-
powiada pozadanemu biatku. Kompletna populacja cDNA z danej tkanki, organu lub orga-
nizmu nosi nazwe biblioteki cDNA (cDNA library). Klony z tej biblioteki, ktore zawieraja
pozadane cDNA (czgsto mniej niz jeden na tysiac), musza by¢ zidentyfikowane i izolowane
przed analiza. To niekiedy moze by¢ bardzo trudnym zadaniem. Stosowana wdwczas me-
toda uwzglednia rodzaj potrzebnego cDNA.

VIIL.2.2.1. Metody identyfikacji genow

Typowa metoda identyfikacji (metody nizej wymienione mozna stosowaé z pominig-
ciem tworzenia biblioteki genow) jest technika hybrydyzacji DNA przedstawiona na rysun-
ku (rys. 6). Ta metoda wymaga pewnej wiedzy o sekwencji cDNA, ktdra to wiedzg uzyskac
mozna na podstawie znajomosci, chocby tylko czgsciowej, sekwencji aminokwasow kodo-
wanego bialka. Sekwencja ta moze by¢ uzyta do zsyntetyzowania radioaktywnej sondy
DNA (zawierajacej zwykle nukleotydy z izotopem fosforu **P), ktora jest w stanie zwiazaé
si¢ (hybrydyzowac) z pozadanym cDNA poprzez fragment DNA komplementarny w pew-
nym stopniu do sondy, dajac w ten sposob mozliwos¢ otrzymania sygnatu z tego klonu
(tab. 2). Obecnie coraz czgsciej stosuje si¢ sondy nieradioaktywne, ktore — w przeciwien-
stwie do radioaktywnych — sa trwate i bezpieczne dla zdrowia. Sonda nieradioaktywna ma
przytaczone dodatkowe ugrupowanie chemiczne (np. digoksygening lub biotyng), pozwala-
jace na wykrycie poprzez reakcje barwna. Uwidocznienie sondy wskazuje, do ktorego
klonu sig ona przylaczyta.

Jezeli nie jest dostgpna informacja na temat sekwencji, trzeba uzy¢ innych metod, ktore
zazwyczaj polegaja na ekspresji biatka kodowanego przez cDNA. Wowczas wektor klono-
wania zawiera sygnaly, ktore pozwalaja na ekspresj¢ insertu cDNA. Chociaz nie zawsze
mozliwe jest wytwarzanie biatek eukariotycznych, ktore utrzymuja swa aktywno$¢ biolo-
giczna w E. coli, zazwyczaj mozliwe jest otrzymanie bialek, ktore utrzymuja determinanty
antygenowe biatka natywnego. Dlatego metoda opierajaca si¢ na skriningu przeciwcialem
biblioteki ekspresji cDNA, moze by¢ uzyta do identyfikacji, o ile dostepne jest specyficzne
przeciwciato. Metoda ta (poszukiwanie przeciwcialami) jest podobna do techniki hybry-
dyzacji przedstawionej na rys. 6, z tym, ze teraz przeciwciato jest uzywane w miejsce son-
dy DNA.
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Tabela 2

Systemy znakowania i detekcji sond [wg 22]

Systemy znakowania Rodzaj markera Detekcja

Radioizotopowe Do sondy wiaczany jest nukleo- | Autoradiografia.
tyd znakowany radioaktywnym | Stosuje si¢ filmy wrazliwe na promieniowanie 3
izotopem, np. *°S, **P, **P, *H. | lub ptynne emulsje fotograficzne do powlekania
Najczgsciej jest stosowana siarka | preparatow.

35
S.

Fluorescencyjne Do sondy wiaczany jest nukleotyd | Za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego.
sprzgzony z barwnikiem fluore-
scencyjnym — pochodng fluore-
sceiny, rodaminy lub kumaryny.

Immunochemiczne Do sondy wiaczany jest nukleotyd | Za pomoca przeciwcial specyficznych dla

Cytochemiczne sprzezony z haptenem: biotyna, | danego haptenu. Przeciwciala sprzgzone sa
digoksygening lub fluoresceing. | z umozliwiajacymi ich uwidocznienie czastecz-

kami:

alkaliczng fosfataza — przeprowadza reakcje
barwne, np. z NBT (nitro blue tetrazolium) i BCIP
(5-bromo-4-chloro-3-indolilo-fosforanem) —
przeprowadza reakcje z CSPD®, ktorej towarzy-
szy emisja fotonow (chemiluminescencja) —
detekceja przy uzyciu filmu fotograficznego,
peroksydaza — przeprowadza reakcje barwne,
np. z diaminobenzydyna,

barwnikami fluorescencyjnymi (fluoresceina,
rodamina) — detekcja przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego,

koloidalnym zlotem — stosowane do mikro-
skopii elektronowe;.

Sondy znakowane biotyna moga tez by¢ wy-
krywane na podstawie reakcji biotyny z awidy-
na.

Enzymatyczne Do sondy wiaczany jest nukleo- | Reakcja barwna katalizowana przez enzym
tyd sprzgzony z czasteczka | markerowy (np. z NBT i BCIP dla alkalicznej
enzymu, np. alkalicznej fosfata- | fosfatazy).
zy.

W niektorych przypadkach aktywno$¢ biologiczna biatka moze by¢ jedyna droga iden-
tyfikacji klonu kodujacego cDNA. Wtedy trzeba uzywaé komoérek gospodarza, ktore za-
chowuja te aktywno$é. Oczywistym wyborem jest hodowla kultur komoérkowych ssakow.
Obecnie dostgpnych jest wiele roznych stosowanych w tym celu uktadoéw ,,gospodarz —
wektor”. Inne komoérki gospodarza, mianowicie oocyty zaby, sa — jak stwierdzono — bardzo
dogodne, poniewaz moga powodowac ekspresje skomplikowanych funkcjonalnie biatek,
takich jak receptory blonowe ssakow lub kanaly jonowe.
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Fragmenty DNA, ktore zawieraja jedynie regiony kodujace genow eukariotycznych moga by¢ syntetyzowa-
ne in vitro z eukariotycznego mRNA. Na poczatku chemicznie zsyntetyzowany primer oligo-dT jest polia-
denylowany do 3" koncéw czasteczek mRNA. Eancuchy komplementarnego DNA (cDNA) sa syntetyzowa-
ne z deoksynukleotydow za pomoca odwrotnej transkryptazy. Matrycowe mRNA usuwa si¢ hydroliza wodo-
rotlenkiem sodowym; w wyniku otrzymuje si¢ populacje czasteczek jednoniciowego cDNA, ktore z kolei sa
uzywane jako matryce dla syntezy nowych czasteczek DNA przy uzyciu polimerazy DNA. W wyniku
otrzymuje si¢ dwuniciowe cDNA. Pgtle jednoniciowe sa usuwane za pomoca nukleazy SI. Aby skonstruo-
wac bibliotekg cDNA, syntetyczne linkery, ktore zawieraja odpowiednie miejsce rozpoznawane przez endo-
nukleazeg restrykcyjna (np. BamHI) moga by¢ dodawane do koncéw dwuniciowych czasteczek DNA.
Otrzymany preparat jest rozcinany enzymem restrykcyjnym i klonowany do wektora DNA (np. pBR 322),
jak to pokazano narys. 1.

Rys. 5. Synteza cDNA z eukariotycznego mRNA [wg A Textbook of Drug Design and Development, ed.
P. Krogsgaard-Larsen, T. Liljefors and U. Madsen, Copyright © 1996 OPA (Overseas Publishers Association)
Amsterdam B.V., Harwood Academic Publishers]
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Rys. 6. Konstruowanie biblioteki cDNA i identyfikacja specyficznych klonéw za pomoca techniki hybrydyzacji
DNA [wg A Textbook of Drug Design and Development, ed. P. Krogsgaard-Larsen, T. Liljefors and U. Madsen,
Copyright © 1996 OPA (Overseas Publishers Association) Amsterdam B.V., Harwood Academic Publishers]
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VIII.2.3. Klonowanie z uzyciem PCR

Ostatnio bardzo waznym narzgdziem klonowania stala si¢ metoda tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR — polymerase chain reaction) (rys. 7).

Technika PCR opiera si¢ na powielaniu (amplifikacji) in vitro specyficznego DNA.
Jest metoda imitujaca naturalng replikacj¢ DNA. Po raz pierwszy opisana zostata w 1985
roku i jest obecnie podstawowym narz¢dziem badawczym, za ktdrego pomoca z bardzo
matej probki DNA mozna uzyskac¢ ilos¢ kopii tego DNA wystarczajaca do badan.

DNA wystepuje zazwyczaj w postaci dwuniciowej czasteczki skrgconej w helisg, w kto-
rej poszczegdlne nici wzajemnie si¢ uzupetniaja (sa komplementarne). PCR rozpoczyna si¢
od umieszczenia w odpowiednim buforze fragmentu DNA (np. cDNA) razem ze starterami
(krétkimi syntetycznymi odcinkami jednoniciowego DNA, specyficznie wiazacymi si¢ na
jednym z koncoéw kazdej z rozplecionych nici powielanego kwasu nukleinowego), miesza-
ning czterech deoksyrybonukleotydow (dNTP, ,.klockami” budujacymi DNA) i niewrazli-
wym na wysoka temperaturg enzymem — polimeraza. Ogrzewanie takiej mieszaniny powo-
duje rozdzielenie nici matrycowego DNA. Nastgpnie, w kolejno zmieniajacych si¢ tempe-
raturach uktadaja si¢ spontanicznie pozostate elementy, budujac nowe nici, komplementar-
ne do oryginalnych. Pod koniec kazdego cyklu ilo§¢ DNA podwaja sig. Zaczynajac reakcjg
z jedna czasteczka DNA, po 30 cyklach (zaledwie kilka godzin pdzniej) mozna uzyskac
okoto miliarda kopii.

Do prawidlowego zaprojektowania promotoréw, ktore bytyby w stanie taczy¢ sig z ce-
lem, niezbgdna jest pewna wiedza na temat matrycowego DNA. Oprocz wykorzystania
danych o sekwencji biatka, jak to opisano poprzednio, do projektowania promotoréw moga
by¢ uzyte takze inne informacje. Dane dotyczace znacznej ilosci genow pozwolity stwier-
dzi¢, ze geny kodujace poszczegodlne funkcje rozwingly si¢ w rodziny genow, ktore wyka-
zuja znaczna homologie sekwencji. Promotory zaprojektowane w celu rozpoznania zacho-
wanych rejonow takiej rodziny genéw, moga tatwo wyzwalaé¢ amplifikacj¢ cDNA innych
cztonkow takiej rodziny gendw. Jak si¢ okazato, ta metoda jest niezwykle wydajna i po-
zwolita poszerzy¢ znacznie wiedz¢ na temat rodzin genowych.

" e T

Ry Ry v e

o

STARTER
Do namnozenia DNA niezbedny jest jego dwuniciowy
fragment (a). W roztworze podgrzanym do 95°C wigzania

wodorowe migdzy dwoma ni¢mi kwasu nukleinowego
pekaja, co powoduje ich rozdzielenie (b). Kiedy mieszanina

jest nastepnie schtadzana do temperatury 50-65°C , specjal- d W
nie przygotowane startery wiaza si¢ do komplementarnych POLIMERAZA “
nici w miejscach, ktore z dwoch stron ograniczaja powiela- -

ne DNA (c). W temperaturze 72°C polimeraza wydtuza M

w jednym kierunku przytaczone startery, wykorzystujac nici
oryginalnego DNA jako matryce (d). Produktem reakcji sa

dwie nowe nici DNA, takie same jak wyjsciowe (€). Cykl e M
ten trwa tylko kilka minut i moze by¢ powtarzany bez
o P Tl
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W 1I fragmencie rysunku: polimeraza wydtuza przytaczony starter. Wykorzystuje ona wystepujace
w $rodowisku reakcyjnym wolne trojfosforany deoksynukleozydu (dNTP), ktore uzupehiaja kolejne pu-
ste miejsca w matrycowej nici DNA. Enzym przylacza ,,pasujacy” dNTP do konca startera i przesuwa sig
na nastgpne miejsce.

W I fragmencie rysunku: wyktadniczy wzrost ilosci syntetyzowanego DNA jest mozliwy dzigki
wykorzystaniu produktéw kazdego cyklu jako matryc w cyklu nastgpnym.

Rys. 7. Klonowanie z uzyciem PCR [wg E. Dragon: Reakcja laricuchowa polimerazy, Swiat Nauki, 1998, 7, 88]
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VIII.2.4. Ekspresja rekombinowanych bialek

Aby tworzenie rekombinowanych biatek i peptydéw moglo by¢ zastosowane w produkcji
lekéw, potrzebne sa wydajne systemy ekspresyjne, w ktorych wytwarzane sa biatka o pozada-
nej budowie i dzialaniu. Ten rozdziat przedstawia wymagania stawiane ekspresji oraz dyskusjg
poréwnujaca zalety 1 wady roznych uktadow ekspresyjnych ,,gospodarz — wektor”.

VIII.2.4.1. Transkrypcja, translacja i modyfikacje biatek

Pierwszy etap ekspresji genow to transkrypcja do RNA (rys. 4). Transkrypcj¢ rozpo-
czyna przylaczenie enzymu polimerazy RNA do specyficznej sekwencji DNA poprzedza-
jacej region kodujacy, tak zwanego promotora. Scharakteryzowano wiele promotorow
i innych czynnikdéw, ktére wpltywaja na wydajnos¢ ekspresji zardwno u pro- jak i u euka-
riotow. Promotory sa zwykle gatunkowo specyficzne, a u organizmow wyzszych takze
specyficzne w stosunku do tkanek. U prokariotow RNA otrzymane w wyniku transkrypcji
(zwane pierwotnym produktem transkrypcji) jest uzywane, bez wigkszych modyfikacji,
jako mRNA kierujace synteza bialek. U eukariotow mRNA jest otrzymywane z pierwot-
nych produktéw transkrypcji w wyniku zlozonego ciagu przemian enzymatycznych, ktore
usuwaja rejony intronow.

Nastgpnym krokiem w ekspresji genow jest translacja mRNA w biatko. Podstawowe
mechanizmy translacyjne sa identyczne u pro- i eukariotow. Tak wigc kodon zaczynajacy
translacje jest uniwersalny i prowadzi do produktow translacji zawierajacych metioning na
N-koncu. Jednakze N-koncowa metionina jest czgsto usuwana, juz w trakcie wydtuzania
biatka, przez potaczona z rybosomami aminopeptydaz¢ metionylowa. Bialka przeznaczone
do wydzielenia z komorek sa syntetyzowane z tzw. peptydem sygnalizacyjnym, sktadaja-
cym si¢ z 20-30 aminokwasoéw na ich N-koncu. Sekwencja sygnalizacyjna, ulatwiajaca
kontakt pomigdzy blona i powstajacym biatkiem, jest czgsto odcinana w czasie translokacji
przez btong, zanim biatko zostanie w petni zsyntetyzowane. W poréwnaniu z prokariotami,
eukarioty maja bardzo skomplikowany sposob wydzielania biatek i wiele podstawowych
zmian biatek zachodzi podczas procesu ich wydzielania. Dlatego eukariotyczne dojrzewa-
nie pierwotnego produktu translacji w bialko, o prawidlowej drugo- i trzeciorzgdowej
strukturze, moze nie by¢ mozliwe u prokariotow. Aby rozwiaza¢ ten problem, opracowano
wiele wydajnych eukariotycznych systemow ekspresyjnych, jako dodatkowych w stosunku
do ,klasycznego” uktadu E. coli. W tabeli 3 przedstawiono potranslacyjne modyfikacje
biatek u pro- i eukariotow.

Tabela 3
Przyktady potranslacyjnych modyfikacji biatek [wg 1, 3, 7, 19]
Modyfikacja Wystepowanie
Rozrywanie wigzan peptydowych (dojrzewanie) pro- i eukarioty
Tworzenie mostkow disulfidowych eukarioty i tylko niektore prokarioty

Fosforylacja tyrozyny, seryny lub treoniny

N-glikozylacja asparaginy eukarioty

O-glikozylacja treoniny lub seryny

Hydroksylacja proliny lub lizyny

Mirystylacja N-koncowej glicyny

Prenylacja cysteiny

y-karboksylacja kwasu glutaminowego wyzsze eukarioty

Amidacja C-koncowej glicyny

Sulfonowanie tyrozyny
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VII1.2.4.2. Ekspresja biatek w E. coli

W roku 1977 ludzkie biatko, somatostatyng, po raz pierwszy uzyskano w formie funk-
cjonalnej w komoérkach w E. coli. Od tego czasu poddano ekspresji w tym organizmie
ogromng ilo$¢ genow eukariotycznych. Bakteria jest niezdolna do przeprowadzenia wielu
potranslacyjnych modyfikacji, ktore wystepuja w komorkach ssakow, dlatego jest wygodna
w produkcji biatek bez modyfikacji lub z ograniczong ich iloécia. Latwos¢ postgpowania
z nig oraz zebrane dane, $wiadczace o jej bezpiecznym stosowaniu jako organizmu produk-
cyjnego, powoduja, ze E. coli uwazana jest za waznego gospodarza nawet dla bialek, ktore
nie moga w petni dojrze¢ w tym mikroorganizmie. Wiele dopuszczonych do obrotu han-
dlowego rekombinowanych lekéw jest produkowanych w E. coli, np. hormon wzrostu,
insulina, interferon-o i interleukina 2. U czlowieka biatka te sa wytwarzane jako biatka
wydzielane i sa nastgpnie przedmiotem ograniczonych potranslacyjnych modyfikacji, ta-
kich jak rozrywanie wigzan peptydowych i tworzenie mostkow disulfidowych. W celu
otrzymania w E. coli prawidlowo zbudowanego biatka opracowano wiele pomystowych
metod. W niektorych przypadkach trzeba bylo przeprowadzi¢ koncowe ,,dojrzewanie”
biatek in vitro. Przyktad tego postgpowania przedstawiono na rys. 8.

Przeprowadzono intensywne prace, majace na celu zoptymalizowanie peptydow sygna-
lizacyjnych stosowanych w ekspresji przeprowadzanej w E. coli. Dla wysoko wydajnej
produkcji uzywane sa promotory z fatwo ulegajacych transkrypcji genow bakteryjnych albo
promotory syntetyczne. Stosowane sa oba typy promotorow: konstytucyjne i regulatorowe.
Regulatorowe promotory moga by¢ wiaczane i wylaczane przez zmiang $rodowiska ho-
dowli (temperatury, dodawanych odczynnikéw). Sa one czgsto uzywane do wytwarzania
produktow rekombinowanych, ktore sa szkodliwe dla komorek. Przyktadami takich promo-
torow sa promotor /ac z operonu B-laktocydazy albo promotory Py, i PR bakteriofaga A.
Zaleta tych promotoroéw jest to, ze synteza rekombinowanych biatek moze by¢ opdzniona
do czasu, gdy gestos¢ komorki osiagnie wysoki poziom, przy ktorym wystarcza faza pro-
dukcji krotkich biatek.

VIII.2.4.3. Ekspresja biatek w drozdzach

Drozdze sa grzybami, ktére rosna glownie jako komorki pojedyncze. Jako mate euka-
rioty, drozdze dokonuja wielu potranslacyjnych modyfikacji, ktore wystepuja takze
u cztowieka. Z tego wzgledu sa one przydatne do produkcji peptydow i biatek o §rednim
stopniu komplikacji, podczas gdy biatka o bardzo skomplikowanej budowie moga wyma-
gaé zastosowania organizmoéw wyzszych. Wielowiekowa tradycja stosowania drozdzy
w produkcji zywnosci jest przyczyna, dla ktorej sa bardzo cenione jako producent biatek
farmaceutycznych.

Termin ,,drozdze” jest dla wielu biologow molekularnych synonimem ,,drozdzy pie-
karskich” (Saccharomyces cerevisiae), ktore byly szeroko badane zarowno pod katem ge-
netycznym, jak i molekularnym. Prawdopodobnie w przysztosci takze inne gatunki droz-
dzy, np. Pichia pastoris, Hansenula polymorpha i Yarrowia lipolytica, beda uzywane do
celow produkcyjnych. Jednak dotychczas jedynie leki produkowane przez S. cerevisiae
zostaty zaaprobowane jako leki dla ludzi (np. insulina i szczepionka przeciw wirusowemu
zapaleniu watroby typu B).

Podobnie jak E. coli, S. cerevisiae posiada naturalny plazmid (2-um DNA), ktory moze
by¢ uzyty jako wektor, jesli zostanie zaopatrzony w selektywny marker.

Jako eukarioty, drozdze posiadaja mechanizm wydzielania przypominajacy ten, ktory
wystepuje w komorkach ssakow. Czgsto korzystnie jest produkowaé biatko rekombinowa-
ne w drozdzach w formie bialka wydzielanego z dwoch powodow: po pierwsze, wydzielane
biatka moga podlega¢ pozadanym potranslacyjnym modyfikacjom w czasie procesu wyda-
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lania i sg latwiejsze do oczyszczenia. Jednakze podczas procesu wydzielania moga takze
zaj$¢ niepozadane zmiany, np. nieprawidtlowa N- lub O-glikozylacja. Poniewaz boczne
fancuchy glikozylowe powstajace w drozdzach i u ludzi sg rézne, glikoproteiny produko-
wane w drozdzach moga wywiera¢ reakcje immunogenne u ludzi. Z tego powodu glikopro-
teiny na ogo6t nie sa produkowane w drozdzach.

WYDLUZENIE GEN HGH
] |
> ATG GAA GCT GAA | TTC CCC TTC
| | Met Glu Ala Glu Phe Pro HH Phe DNA
-4 -3 -2 -1 1 2 i 191

transkrypcja i translacja in vivo

|

Q 9

|Met GIulAIa GlulPhe Pro

rozcinanie enzymem DAP | in vitro

'

S C)

Met Glul Ala GIu|

Phe Pro

oczyszczanie natywnego hormonu

Hormon powstaje w wyniku ekspresji syntetycznego genu jako biatko, zawierajace cztery aminokwasy
przylaczone do N-konca natywnego — zawierajacego 191 aminokwaséw — hormonu peptydowego. Dzia-
fanie na otrzymane bialko enzymem aminopeptydaza dipeptydylowa I (DAP I) daje w rezultacie sekwen-
cjonowane usunigcie dipeptydow z N-konca. DAP I jest niezdolna do rozrywania wiazan po czasteczce
proliny. W efekcie proces ulega zatrzymaniu po usunigciu czterech aminokwasoéw; pozwala to na otrzy-
manie HGH z prawidtowym N-koncem.

Rys. 8. Produkcja ludzkiego hormonu wzrostu (HGH) w E. coli [wg A Textbook of Drug Design and Deve-
lopment, ed. P. Krogsgaard-Larsen, T. Liljefors and U. Madsen, Copyright © 1996 OPA (Overseas Publishers
Association) Amsterdam B.V., Harwood Academic Publishers]
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VII1.2.4.4. Ekspresja skomplikowanych biatek w komorkach ssakow

Oczywistym gospodarzem produkcji glikoprotein i biatek o innych skomplikowanych
potranslacyjnych modyfikacjach sa komorki ssakow. Niektore z modyfikacji (np. sulfono-
wanie, amidacja i y-karboksylacja) maja podstawowe znaczenie dla aktywnosci biologicz-
nej bialek. Na przyktad aktywno$¢ niektorych czynnikéw krzepnigeia krwi (czynniki: II,
VII, IX i X) jest catkowicie uzalezniona od y-karboksylacji, ktora wystepuje jedynie
u wyzszych eukariotow.

promotor 1

%
LaN®)
T

gen F VIl

komorki CHO Neo

pozywka z neomycyng

kolonia Neo
opornych komoérek

skrining komorek
> dla produkcji F VIII

Plazmid zawiera cDNA czynnika krzepnigcia VIII (F VIII) i gen opornosci na neomycyng (Neo). Plazmid
ulega transfekcji do komorek CHO w obecnosci fosforanu wapnia, ktory zwigksza przepuszczalnos¢ bton
komorkowych. Jedynie komorki zawierajace plazmid moga rosna¢ w obecnosci neomycyny. Pojedyncze
klony oporne na neomycyng moga dawaé rozny poziom ekspresji F VIII, zazwyczaj zalezny od liczby
genow F VIIL Klony o wysokiej ekspresji wyszukiwane sa metoda skriningu.

Rys. 9. Transfekcja komorek CHO plazmidem ekspresji ssakow [wg A Textbook of Drug Design and Deve-
lopment, ed. P. Krogsgaard-Larsen, T. Liljefors and U. Madsen, Copyright © 1996 OPA (Overseas Publishers
Association) Amsterdam B.V., Harwood Academic Publishers]
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Obecnie dostgpnych jest wiele réznych systemow ,.komorki ssakéw — wektor” umoz-
liwiajacych ekspresj¢ rekombinowanych biatek. Przyktadami immortalizowanych linii
komorek ssakéw, ktore moga rosnaé na pozywkach i dzigki temu petni¢ funkcje komorek—
gospodarzy, sa: CHO (Chinese hamster ovary — linia komérkowa z jajnika chomika chin-
skiego), BHK (baby hamster kidney — komorki nerki noworodka chomika), COS (A4frican
green monkey kidney — komorki nerki zielonej malpy afrykanskiej) i HeLa (human epithe-
loid carcinoma — komorki nowotworu nabtonka macicy). Replikujace autonomicznie
w komorkach wirusy ssakow moga by¢ uzywane jako wektory rekombinowanego DNA,
ale mozliwe jest takze ,,utrwalenie” wprowadzonego do komédrek ssakéw DNA bez auto-
nomicznie replikujacego wektora, poniewaz egzogenne DNA integruje z chromosomami
ssakdw z mala, lecz czgsto wystarczajaca czgstotliwoscia. Wirusy, ktére zostaly zmodyfi-
kowane tak, aby byly szczegodlnie uzyteczne jako wektory to: SV40 (Simian virus), wirus
Epsteina-Barr i retrowirusy. Dwa pierwsze typy wiruséw sg wirusami samoreplikujacymi,
podczas gdy ostatni utatwia pobieranie przez komorke i integracje do genomu DNA ze
znacznie zwigkszona wydajnoscia, w porownaniu z ukladami bez udziatu retrowirusow.
W celu tatwego izolowania komorek, do ktorych zostato wprowadzone rekombinowane
DNA, wprowadza si¢ do wektora selekcjonujace geny markerow, takie jak gen opornosci
na antybiotyk neomycyng (rys. 9). Promotory uzywane w celu ekspresji genow w komor-
kach ssakow sa czgsto silnymi promotorami wirusowymi, np. SV40 i CMV (Cytomegalovi-
7us).

Modyfikacje potranslacyjne moga nie by¢ identyczne z tymi, ktére zachodza w przy-
padku bialek natywnych, nawet wtedy, gdy do produkcji uzywane sa komorki ssakow.
W organizmach biatka sa produkowane w narzadach zbudowanych z wyspecjalizowanych
komorek. Dostarczono licznych dowodow na to, ze istnieja roznice w mozliwosciach za-
chodzenia tych procesow w komorkach roznych tkanek. Ponadto komorki z hodowli in
vitro moga si¢ znacznie rozni¢ od swych przodkow, nie tylko pod wzgledem charakterysty-
ki wzrostu, ale takze pod wieloma innymi wzglgdami. Biatka ze zmienionymi potranslacyj-
nymi modyfikacjami moga by¢ przez uktad immunologiczny rozpoznawane jako ,,nie-
swoiste”. Z tego powodu moga by¢ nieprzydatne lub wrecz niebezpieczne. Dlatego wazna
jest doktadna charakterystyka rekombinowanych bialek produkowanych w komorkach
ssakow.

Z ekonomicznego punktu widzenia, systemy kultur komorek ssakow sa mniej atrak-
cyjne niz kultury mikrobiologiczne. Stosunkowo wolne tempo wzrostu, umiarkowany po-
ziom ekspresji transgenow, ztozonos$¢ pozywek i skomplikowane wyposazenie niezbgdne
do utrzymania hodowli sa najwazniejszymi przyczynami stosunkowo duzych kosztow
otrzymywania produktéw biologicznych za pomoca linii komorek ssakow.

VIII.2.4.5. Ekspresja transgenéw w zwierzgtach transgenicznych — ,,zywe bioreaktory”

Odmienna droga ekspresji genéw kodujacych rekombinowane biatka w kulturach ko-
morek ssakow jest uzycie tzw. zwierzat transgenicznych. Zwierzgta transgeniczne moga
by¢ otrzymywane w wyniku wstrzyknigcia obcego genu do zaptodnionych komorek jajo-
wych z zastosowaniem mikromanipulacji in vitro. Wstrzyknigty obcy gen integruje do
chromosomu w komorce jajowej w czasie lokacji randomizowanej. W ten sposob ,,zmody-
fikowane” zygoty sa nastgpnie implantowane do jajowoddéw matki zywicielki, ktora, po
normalnym okresie ciazy, urodzi potomka z obcym genem, wbudowanym w sposob trwaty
do genomu wszystkich komorek.

Przy uzyciu zwierzat transgenicznych jako producentdow rekombinowanych biatek
wazne jest, by ekspresja transgenu byta regulowana. Powdd jest oczywisty. Zwiazek jest
zwykle biologicznie aktywny i dlatego powinien by¢ produkowany i przechowywany
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w narzadach lub tkankach, w ktdorych nie oddziatuje na zwierze. Najkorzystniejsze systemy
produkcji transgenicznej wykorzystuja specjalne uktady regulacyjne gruczotéw mlecznych,
ktore przyczyniaja si¢ do nagromadzenia biatek w mleku zwierzgcia.

Gruczot mleczny jest atrakcyjnym celem inzynierii genetycznej, jest czyms$ w rodzaju
naturalnej fabryki biatek, ktore sa syntetyzowane w ogromnych iloéciach i wydzielane na
zewnatrz, co umozliwia ich odzyskanie bez koniecznosci zabijania zwierzgcia.

W tabeli 4 przedstawiono najwazniejsze etapy badan, ktoére doprowadzily do uzyskania
transgenicznych zwierzat produkujacych biatka lecznicze.

Tabela 4

Najwazniejsze osiagnigcia na drodze do uzyskania ,,zywych bioreaktoréw” — transgenicznych
zwierzat produkujacych biatka o dziataniu leczniczym [wg 6]

Rok Osiagnigcie
1980 uzyskanie pierwszych transgenicznych myszy
1982 fuzyjny gen wprowadzony do genomu myszy
1987 uzyskanie transgenicznych myszy wytwarzajacych w gruczole mlecznym obce gatunkowo biatko

(owcza B-laktoglobuling)

1987 uzyskanie transgenicznych myszy wytwarzajacych w gruczole mlecznym ludzkie biatko o dziata-
niu leczniczym (aktywatora plazminogenu)

1988 uzyskanie transgenicznych zwierzat gospodarskich (owiec) wytwarzajacych w gruczole mlecz-
nym ludzkie biatka o dziataniu leczniczym (a-antytrypsyny i IX czynnik krzepliwosci krwi)

1994 uzyskanie transgenicznego bydta — buhaja z genem laktoferryny cztowieka; wytwarzanie ludzkiej
laktoferryny w gruczole mlecznym krow

Gordon i wsp. (1987 r.) byli pierwszymi naukowcami, ktorzy wykazali, ze ludzkie
biatko lecznicze moze by¢ produkowane w gruczole mlecznym transgenicznego zwierzg-
cia. Uzyskali oni transgeniczne myszy, wytwarzajace w gruczole mlecznym i wydzielajace
z mlekiem ludzki aktywator plazminogenu (tPA). W ciagu 10 lat, jakie uptynetly od ich
publikacji, nie tylko uzyskano wiele zwierzat transgenicznych produkujacych w mleku
ludzkie biatka, ale powstal zupelnie nowy dziat przemystu farmaceutycznego wykorzystu-
jacy zwierzgta transgeniczne jako ,,bioreaktory”. W samych tylko Stanach Zjednoczonych
istnieje kilkanascie takich przedsigbiorstw, z budzetem ocenianym na 3 mld dolaréw rocz-
nie. Wyniki badan prowadzonych w laboratoriach tych przedsigbiorstw rzadko sa publiko-
wane, stad pelne dane na ten temat nie sa dostgpne. Wiadomo jednak, ze uzyskano juz
wiele transgenicznych zwierzat gospodarskich — producentéw ludzkich biatek. Jako pierw-
sze uzyskano w Roslyn k. Edynburga transgeniczne owce wytwarzajace w mleku, pod
kontrola promotora owczej B-laktoglobuliny, IX czynnik krzepnigcia krwi cztowieka lub
ludzka a,-antytrypsyng. Poczatkowo stezenie ludzkich biatek w mleku owiec bylo stosun-
kowo niskie (rz¢du kilku ng/ml). Jednak z ostatnich doniesien z tego samego laboratorium
wynika, ze udato si¢ uzyskaé transgeniczne owce wytwarzajace Srednio 35g, a maksymal-
nie az 60g ludzkiej a-antytrypsyny w litrze mleka. Rekombinacyjne biatko byto w peini
aktywne biologicznie, jego glikozylacja nie roznita si¢ od glikozylacji natywnego biatka
ludzkiej krwi (mozliwo$¢ wytwarzania skomplikowanych biatek, wymagajacych dla swojej
aktywnosci potranslacyjnych modyfikacji typu glikozylacji, fosforylacji, y-karboksylacji
czy aktywacji przez proteolizg). W innych laboratoriach uzyskano: owce produkujace VIII
czynnik krzepliwo$ci krwi; kozy produkujace ludzki hormon wzrostu, tkankowy aktywator
plazminogenu (tPA) lub antytrombing; krowy wytwarzajace laktoferryng lub erytropoetyng;
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$winie wytwarzajace biatko C lub VIII czynnik krzepliwo$ci krwi oraz kroliki wytwarzaja-
ce interleuking-2, ludzki tPA lub IGF-I (tab. 5).

Wysokie stezenie ludzkich biatek w mleku niektorych z tych transgenicznych zwierzat
daje nadziej¢ na rychle praktyczne wykorzystanie transgenezy do produkcji ludzkich far-
maceutykow.

Tabela 5
Produkcja ludzkich biatek w mleku transgenicznych zwierzat gospodarskich [wg 6]

Gatunek Biatko Ekspresja w mleku | Dane (rok) Firma
owca oy-antytrypsyna niska 1988
5 mg/l 1993
1,5-33g/1 1991
czynnik IX 0,25 mg/1 1988
czynnik VIII b.d. 1993
koza GH 12-16 pg/l 1994
antytrombina b.d. Genzyme Transgenics (USA)

tPA 3 mg-3 g/l 1993
1,5-4,5 g/l 1997
Swinia biatko C 1g/1 1994
czynnik VIIT 2,7 mg/l 1997
krolik interleukina-2 0,43 mg/l 1995
IGF-1 1g/l 1994
GH 50 mg/l 1995

a-glukozydaza b.d. Gene Pharming Europe (Holandia)
erytropoetyna 0,5 g/l 1997
krowa erytropoetyna b.d. 1994
laktoferryna g/l 1996

b.d. —brak danych

Przyktadowo, postgpowanie majace na celu wytworzenie transgenicznej $wini zaczyna
si¢ od przygotowania fragmentu DNA, ktéry zawiera kopi¢ interesujacego nas ludzkiego
genu, z dotaczona sekwencja promotorowa, pochodzaca z genu biatka mleka myszy (dzigki
temu u transgenicznej §wini ludzki gen bedzie aktywowany tylko w komorkach tkanek
gruczotu mlecznego). Nastepnie pobiera si¢ zarodki od §wini—matki i do wyselekcjonowa-
nych zarodkoéw wstrzykuje si¢ te konstrukcje genowa za pomoca cieniutkiej szklanej pipet-
ki w okolice przedjadrza — skupiska materiatu genetycznego, pochodzacego z plemnika,
ktory zaptodnit komorke jajowa. Obce DNA zostaje zintegrowane z DNA chromosomu
$wini przypuszczalnie podczas procesoOw naprawy DNA komorki gospodarza.

VIII.2.4.6. Ekspresja biatek rekombinowanych w komorkach owadow

Ekspresja systemow komorek owadow stata sig ostatnio bardzo popularna, szczeg6lnie
w produkcji (na mata skalg) rekombinowanych biatek ssakow. Podstawowa cecha decydu-
jaca o atrakcyjnosci tego systemu jest fakt, ze wysokie poziomy ekspresji aktywnych biatek
mogga by¢ osiagnigte znacznie szybciej niz w komorkach ssakow.
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Wigkszos$¢ wektorow oparta jest na litycznym wirusie owadow, nalezacym do rodziny
Baculovirus. Obce cDNA jest wprowadzane do genomu wirusa bez zaburzania litycznego
cyklu jego zycia. W konsekwencji, produkcja biatek wystepuje w czasie infekcji lityczne;j
komorek owadoéw za pomoca rekombinowanych wirusow i zazwyczaj od momentu infekcji
potrzeba niecatego tygodnia, by uzyska¢ maksymalna produkcj¢ rekombinowanych biatek.
Fakt, ze bakulowirusy nie sa zarazliwe dla krggowcow, a ich promotory nieaktywne
w komorkach ssakéw, powoduje, ze systemy owadow sa korzystniejsze od innych syste-
mow w przypadku ekspresji onkogendéw lub innych gendw, ktore dla ssakow sa szkodliwe.
Tak wigc Baculovirus zostal uzyty do ekspresji biatka HIV (gp 160), ktore jest obecnie
w III fazie badan klinicznych jako rekombinowana szczepionka przeciwko AIDS.

Jednakze obecnie system owadow jest uzywany glownie wowczas, gdy potrzebne sa jedy-
nie ograniczone ilosci rekombinowanych biatek do ich charakterystyki, lub jezeli rekombino-
wane biatko jest uzywane raczej jako narzedzie w projektowaniu lekow, a nie jako gotowy lek.

VIII.2.4.7. Transgeniczne rosliny

Wektorami DNA ros$lin dwulisciennych sa duze plazmidy Agrobacterium, bakterii po-
wodujacych powstawanie u roslin dwulisciennych tumorowatych naros$li — plazmid Ti (fu-
mor inducing) lub Ri (roots inducing). Stosuje si¢ dwa typy wektorow pochodnych Ti:
kointegracyjne i binarne.

Wektory kointegracyjne powstaja w wyniku rekombinacji pomigdzy wektorem posrednim,
namnazanym w E. coli, i wektorem pomocniczym, pochodzacym z Agrobacterium. Wektory
binarne sa plazmidami zdolnymi do replikacji zardbwno w E. coli, jak i w Agrobacterium.

Najdogodniejsza wspotczesng metoda uzyskiwania roslin transgenicznych jest zakaza-
nie wycinkow lisci 1 hodowla w §rodowisku stymulujacym selekcjg przetransformowanych
pedoéw, wyrastajacych z pominigciem stadium kallusa. Postgpowanie to mozna stosowac
jedynie w przypadku transfekcji wektorami pozbawionymi gendéw kodujacych regulatory
wzrostu roslin.

Opracowano takze metody bezwektorowej transfekcji roslin i komorek roslinnych.

Otrzymanie genetycznie transformowanych klonow komorkowych mozliwe jest w wy-
niku inkubacji roslinnych protoplastow z linearyzowanym plazmidowym DNA, wyposazo-
nym w marker selekcyjny, w warunkach promujacych pobranie DNA. Czynniki promocyj-
ne mozna umownie podzieli¢ na chemiczne i fizyczne. Do czynnikéw chemicznych zalicza
si¢ glikol polietylenowy (PEG) w $rodowisku alkalicznym lub poli-L-ornityng. Czgsto
stosowanym czynnikiem fizycznym powodujacym transfekcje sa krotkotrwate wysokona-
pigciowe impulsy elektryczne (elektroporacja). Transformowane komodrki mozna uzyskac
réwniez w wyniku fuzji liposoméw z rekombinowanym DNA z protoplastami. Metoda
z zastosowaniem armatek genowych (gene gun) polega na wstrzeliwaniu drobnych kule-
czek wolframowych optaszczonych DNA.

Zaleznie od badanego gatunku rosliny, wlaczane DNA podlega (lub nie) réznego typu
przegrupowaniom; prawie nigdy nie udaje si¢ zintegrowa¢ z genomem roslinnym dtugich
(kilkanascie tysigcy par zasad) fragmentow DNA.

Pierwsze rosliny transgeniczne (tyton) otrzymano w roku 1984. Pierwsze zezwolenie
na wprowadzenie rosliny transgenicznej do uprawy polowej (pomidor) wydano w Belgii
w roku 1986. Rosliny transgeniczne tworzy si¢ w celu otrzymania ro§lin uprawnych opor-
nych na herbicydy, zakazenia wirusami, owadami — szkodnikami i ich gasienicami oraz
w celu otrzymania ro§lin przeznaczonych do bardzo wydajnej produkcji biatek heterolo-
gicznych. Interesujace dla farmacji sa ziemniaki z genem kodujacym ludzka albuming su-
rowicy (HSA); ludzka albuming wytwarzaja i wydzielaja do przestrzeni migdzykomorko-
wej komorki bulw transgenicznych ziemniakow. Przeprowadzane sg proby otrzymywania
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ludzkich przeciwciat, ktore moglyby by¢ stosowane w terapii nowotworow, poprzez wpro-
wadzenie ludzkiego genu do komorek rozrodczych kukurydzy, uprawy soji zawierajacej
ludzkie przeciwciata przeciw wirusowi Herpes simplex 2, wywolujacemu choroby wene-
ryczne, transgenicznego tytoniu wytwarzajacego przeciwciata przeciwdzialajace powsta-
waniu prochnicy czy produkujace w swoich lisciach enzym — glukocerebrozydazg.

Mimo tych licznych przyktadow uzyskania wartosciowych roslin transgenicznych,
wiedza genetyczna i biochemiczna o §wiecie roslinnym jest mniej rozwinigta niz wiedza
0 $wiecie zwierzgcym.

VIIL3. Projektowanie bialek

Technologia rekombinowanego DNA umozliwia nie tylko produkcje biatek natural-
nych, lecz takze projektowanie i produkcje czasteczek zupetnie nowych ich typéw. Mozna
wyr6zni¢ dwie gtowne grupy nowych biatek:

1) warianty biatek naturalnych, w ktoérych mialy miejsce zastgpienia, insercje i dele-

cje matej liczby aminokwasow;

2) biatka chimeryczne z domenami pochodzacymi z r6znych biatek.

Osiagnigcia w tym zakresie byly bardzo uzyteczne w badaniach nad zalezno$cia
struktura — dzialanie enzymow i receptorow, np. dla okreslenia, ktora czg$¢ biatka jest od-
powiedzialna za wigzanie substratu lub liganda. Tworzenie biatek trzeciej kategorii, obej-
mujacej biatka projektowane z kawatkow (scratch), jest zasadniczo takze mozliwe, ale na
razie jest w stadium wstgpnego zaawansowania.

W celu racjonalnego zaprojektowania nowych farmaceutykow biatkowych stosuje sig
nastgpujacy cykl przemian, zwany ,,cyklem inzynierii i projektowania biatek” (rys. 10).

Sama idea cykli projektowania jest znana w przemysle farmaceutycznym, gdzie wiedza
osiagnig¢ta w wyniku testowania chemicznych, fizycznych i biologicznych wlasciwosci tzw.
struktur wiodacych jest wykorzystywana w projektowaniu nowej wersji struktury wiodacej,
ktora jest znow badana itd., az zostanie znaleziony satysfakcjonujacy zwiazek.
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Rys. 10. Cykl projektowania i inzynierii biatek [wg 4 Textbook of Drug Design and Development, ed.
P. Krogsgaard-Larsen, T. Liljefors and U. Madsen, Copyright © 1996 OPA (Overseas Publishers Association)
Amsterdam B.V., Harwood Academic Publishers]
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VIIL3.1. Bialka wariantowe

Biatka wariantowe moga by¢ otrzymywane metodg inzynierii genetycznej zwanej mu-
tageneza punktowa (site directed mutagenesis). Stosowanie tej metody umozliwia zmiang,
usuni¢cie lub wprowadzenie jednego lub kilku nukleotydéw w rejonie kodujacym. Ekspre-
sja zmutowanego genu doprowadzi do otrzymania biatka wariantowego z celowo zmienio-
nym aminokwasem, ktorego funkcj¢ bada si¢ roznymi metodami. Inzynieria matych zmian
w biatkach moze mie¢ rozne cele, takie jak: zmiana rozpuszczalnosci, trwatosci, powino-
wactwa do substratow lub receptorow.

Przyktadem moga by¢ prace nad projektowaniem czasteczek insuliny o ulepszonych wia-
sciwosciach. Czasteczka insuliny zawiera cztery reszty kwasu glutaminowego. Poprzez za-
miang jednego lub wigkszej ilodci tych aminokwasow w obojetny aminokwas — glutaming,
punkt izoelektryczny zostaje przesunigty w kierunku wyzszych wartosci pH, dajac wariant
insuliny o mniejszej rozpuszczalnosei w fizjologicznym pH, o warto$ci okoto 7,3 (rys. 11).

Zaznaczono cztery ujemnie natadowane czasteczki kwasu glutaminowego (Glu). Metoda celowanej mu-
tagenezy, kodony Glu (GAA) moga by¢ wymienione na kodony CAA dla obojgtnej czasteczki glutaminy
(Gln), prowadzac do wariantu insuliny o wyzszym punkcie izoelektrycznym.

Rys. 11. Struktura czasteczki insuliny [wg 4 Textbook of Drug Design and Development,
ed. P. Krogsgaard-Larsen, T. Liljefors and U. Madsen, Copyright © 1996 OPA (Overseas Publishers Association)
Amsterdam B.V., Harwood Academic Publishers]

Taki wariant insuliny moze konkurowa¢ na rynku z dotychczas dostepnymi jej posta-
ciami wolno dziatajacymi, powstajacymi w wyniku tworzenia kompleksow natywnej insu-
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liny z protaming lub jonami cynku. Podobnie, zastapienie innego aminokwasu moze pro-
wadzi¢ do preparatow insuliny dzialajacych blyskawicznie. Wprowadzona do lecznictwa
w 1996 roku insulina lispro, w ktorej aminokwasy 28 i 29 tancucha p (Lys i Pro) zostaty
wymienione (Pro i1 Lys) dziala szybciej i krocej niz krotko dziatajaca insulina ludzka. Mo-
dyfikacja taka zmniejsza zdolno$¢ insuliny do tworzenia dimerow i zdolno$¢ powstajacych
dimeréw do tworzenia heksamerow. Ta forma insuliny ulega szybszej absorpcji, poniewaz
dysocjacja heksamerow do monomerow jest etapem limitujacym szybko$¢ absorpcji.

Powaznym problemem w klinicznym zastosowaniu wariantow jest ryzyko reakcji
ubocznych, spowodowanych immunogennos$cia lub zmienionymi wlasciwosciami funkcjo-
nalnymi produktéw degradacji. Te czynniki ryzyka sa niezwykle wazne w przypadku le-
kéw typu insuliny, ktéra podawana jest codziennie przez wiele lat i dlatego potrzebne sa
bardzo szeroko zakrojone badania okreslajace dziatania uboczne. Obecnie parg analogow
insuliny znajduje si¢ w trzeciej fazie badan klinicznych i — jak si¢ wydaje — sa one obiecu-
jacymi nowymi lekami.

VIIL3.2. Bialka chimeryczne

Biatka chimeryczne otrzymuje si¢ przez potaczenie regionu kodujacego dla jednego
biatka (lub domeny biatka) z regionem kodujacym innego biatka, po czym nastgpuje eks-
presja polaczonych regionéw kodujacych. Powodzenie w otrzymywaniu funkcjonalnych
biatek chimerycznych wymaga zwykle doktadnej znajomosci zaleznosci struktura — aktyw-
no$¢ obydwu wyjsciowych bialek, aby aktywne domeny mogly by¢ utrzymane w nowym
biatku. Odwrotnie, postegpy w badaniach nad bialkami chimerycznymi moga by¢ takze
wykorzystywane do okreslenia, ktore regiony biatek sa wazne dla ich aktywnosci.

Postep w badaniach nad biatkami chimerycznymi moze by¢ wykorzystany np. w pro-
dukcji tzw. ,,humanizowanych” (humanized) przeciwcial monoklonalnych, ktore moglyby
si¢ sta¢ bardzo waznymi farmaceutykami. Tak zwana technika hybrydomowa, polegajaca
na selekcji, immortalizacji i proliferacji komérek B, tworzacych pojedyncze przeciwciata,
okazata si¢ bardzo uzyteczna w produkcji szczurzych przeciwcial monoklonalnych. Jed-
nakze, pomimo ogromnych wysitkéw, trudno byto opracowaé¢ podobne metody produkcji
dla ludzkich przeciwcial monoklonalnych. Zamiast tego, majac dostgp do genow klonowa-
nych przeciwciat, zarowno pochodzenia ludzkiego jak i szczurzego, ,,humanizowane” prze-
ciwciata moga by¢ otrzymywane przez ekspresje genu chimerycznego przeciwciala w od-
powiednim gospodarzu. U myszy przeciwciala pozadanej specyficzno$ci moga by¢ tatwo
otrzymane w wyniku immunizacji antygenem, po czym nastgpuje izolacja odpowiedniego
cDNA. Przez faczenie regionu kodujacego, odpowiadajacego zmiennym regionom takiego
przeciwciata szczurzego, ze statym regionem z ludzkiego przeciwciala, mozna otrzymywac
chimeryczne przeciwciata ze specyficznoscia przeciwcial szczurzych, ktore jednak sa tole-
rowane przez ludzki uktad immunologiczny.

Takie humanizowane przeciwciata moga mie¢ réznorodne zastosowania — same, albo
potaczone z innymi biologicznie aktywnymi substancjami. Moga by¢, na przyklad, uzywa-
ne do eliminacji substancji toksycznych, takich jak endotoksyny pochodzenia bakteryjnego
lub jako regulatory humoralnej odpowiedzi immunologicznej poprzez wiazanie nadmier-
nych ilosci cytokin (interleukiny 1, tumor necrosis factor itd.). W terapii raka przeciwciata
mogg utatwiaé selektywna destrukcje komorek nowotworowych, nie tylko poprzez normal-
ne mechanizmy immunologiczne, ale takze poprzez docelowe dostarczanie toksyn. Specy-
ficzne przeciwciata komorek nowotworowych przytaczone do czgsci komdorkowych toksyn,
takich jak toksyna dyfterytu, moga zatem oddziatywaé selektywnie i niszczy¢ komorki
nowotworowe. Ten sposob postgpowania, zwany ,,magiczna kula”, nie jest ograniczony
jedynie do potaczen toksyna — przeciwciato; chimery pomigdzy toksynami i ligandami
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biatkowymi specyficznych receptoréw pewnych typow komorek to przyktad innej mozli-
wosci dziatania celowanego.

VIIL4. Technologia genowa w odkryciach lekéw niepeptydowych i peptydowych

,»Celami” lekow sa zwykle enzymy, receptory, kanaty jonowe i kompleksy aktywnego
transportu. Wszystkie te cele sa biatkami, a jako takie moga by¢ izolowane przez klonowa-
nie i ekspresj¢ odpowiadajacych im genow. Fakt ten mial ogromny wpltyw na odkrycie
i rozwijanie lekéw niepeptydowych, poniewaz dostep do czystych celow terapeutycznych
pozwala na badanie interakcji lek — cel terapeutyczny, co dotychczas nie byto mozliwe.
Podany ponizej przeglad, dotyczacy wptywu technologii genowej na badania nad lekami
oddziatujacymi z receptorami btonowymi zawiera jedynie przyktady istniejacych w tej
dziedzinie mozliwosci. Ogolnie rzecz biorac, kazde bialko o znaczacej roli w procesach
fizjologicznych moze si¢ sta¢ celem dla badan nad wynalezieniem leku o podobnym sposo-
bie dziatania.

VIIIL.4.1. Receptory blonowe jako cele w poszukiwaniu lekéw

Charakterystyka farmakologiczna receptorow blonowych doprowadzita z czasem do
klasyfikacji tych receptoréw zbudowanej na podstawie analizy ich funkcji albo typu ich
ligandow. Klonowanie i charakterystyka duzej liczby receptoréw btonowych dodata wiele
informacji strukturalnych do danych farmakologicznych oraz umozliwita lokalizacj¢ recep-
torow w roznych narzadach i tkankach. Badania te wykazaly, ze wiele receptoréw, klasyfi-
kowanych uprzednio jako pojedyncze jednostki, w rzeczywistosci sktada si¢ z rodziny
podobnych receptorow. Podtypy receptorow w obregbie pewnej rodziny posiadaja struktu-
ralne oraz funkcjonalne podobienstwa, takie jak interakcja z tymi samymi ligandami. Jed-
nakze oddzielna ekspresja i farmakologiczna charakterystyka sklonowanych subtypow
receptorow wykazata w wielu przypadkach, ze powinowactwo do ligandow moze by¢ inne
w przypadku réznych podtypow. To bardzo wazne odkrycie, poniewaz otwiera mozliwos¢
znalezienia selektywnych lekow, ktore wyltacznie lub przynajmniej w przewazajacy sposob
oddzialuja z pojedynczym podtypem receptora. Poniewaz stwierdzono znaczny stopien
specyficznosci rozmieszczenia réoznych podtypoéw receptorow w tkankach, lek specyficzny
w stosunku do podtypu receptora bedzie miat wigksza specyficzno$¢ i dzigki temu mniej
dziatan ubocznych, niz leki dziatajace na wiele podtypow receptorow.

Uwzgledniajac te mozliwosci, klasyczna metodg poszukiwania lekow postugujaca sig
skriningiem ogromnych kolekcji czystych chemicznie zwiazkoéw lub skomplikowanych
ekstraktow biologicznych, stosuje si¢ obecnie do oczyszczonych preparatow receptoro-
wych. Testy stosowane w skriningu oparte sa na catych komdrkach dokonujacych ekspresji
klonowanych docelowych receptorow albo na wstepnie oczyszczonych preparatach recep-
torowych pochodzacych z rekombinacji. Poniewaz skrining moze dotyczy¢ tysigcy roznych
substancji, warto poswigci¢ nawet duzo czasu na skrupulatne zaprojektowanie testu skri-
ningowego, a w tym pomoéc moze znowu technologia genowa. Tak opracowane programy
skriningowe przypuszczalnie przyniosa nowe postgpy w poszukiwaniu lekow.

Inna dziedzina, w ktorej moga by¢ zastosowane programy budowane na skriningu recep-
torowym, jest poszukiwanie niepeptydowych analogdw hormondéw peptydowych. Staba stro-
na hormondéw peptydowych jako lekow jest to, ze moga by¢ one stosowane jedynie
w postaci iniekcji, poniewaz peptydy podane doustnie ulegaja rozktadowi w zotadku. Celem
tych programow bedzie zatem znalezienie trwatych analogdow, ktore moglyby by¢ stosowane
w inhalacjach lub doustnie. Jesli znajdzie si¢ obiecujaca strukturg wiodaca, mozna przepro-
wadzi¢ jej optymalizacje w sposob analogiczny do przedstawionego na rys. 11.
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VIIL.4.2. Biblioteki epitopowe

Analogicznie jak w przypadku bibliotek istniejacych zwiagzkow chemicznych i natural-
nych ekstraktow biologicznych, jako zrodlo nowych aktywnych substancji farmakologicz-
nych moga by¢ uzywane biblioteki ,,genetycznych” epitopéw. Przyktadem biblioteki gene-
tycznych epitopow jest tzw. fagowy system prezentacji biatek i peptydow (rys. 12). Fag jest
wirusem bakteryjnym, ktéry moze by¢ uzyty jako wektor klonowania w komorkach bakte-
rii (podobnie jak wirusy zwierzgce moga by¢ uzywane jako wektory klonowania
w komorkach ssakow). Niektore z bialek pokrywajacych fagi moga przyjmowaé obce se-
kwencje w pewnych pozycjach bez niszczenia ich normalnej funkcji. Poprzez klonowanie
przypadkowych sekwencji nukleotydowych w obrgbie rejonu kodujacego te biatka, mozna
utworzy¢ biblioteke fagowa, w ktorej kazda z powierzchni fagéw jest odzwierciedleniem
unikalnej sekwencji bialek lub peptydéw. Biblioteka fagowa, sktadajaca si¢ z ponad 10°
roéznych epitopéw peptydowych, moze by¢ oczyszczona technika ,,przez powinowactwo”,
z uzyciem immobilizowanych oczyszczonych receptorow (lub kazdego innego celu); wy-
brane fagi moga by¢ namnozone poprzez ponowng infekcje E. coli. W razie potrzeby, se-
lekcja 1 amplifikacja moze by¢ powtarzana wielokrotnie, az do otrzymania czystego klonu
fagowego. Sekwencje wybranego peptydu mozna wydedukowac na podstawie sekwencji
DNA zamknigtego w czasteczce faga i sekwencja ta moze by¢ pdzniej wykorzystana do
przeprowadzenia réoznych przemian w ramach procesu projektowania.

Mozna takze konstruowa¢ biblioteki genetyczne z epitopami DNA lub RNA. Amplifi-
kacja jest wowczas uzupelniana przez oznakowanie sekwencji przypadkowych (randomo-
wych) sekwencjami znanymi, ktére moga by¢ uzyte w technice PCR. W obu przypadkach
wspanialg zaletg tego postgpowania jest to, ze ogromna ilo$¢ epitopow mozna analizowac
jako mieszaning, poniewaz te nieliczne, ktore oddziatuja z zalozonym celem, moga by¢
wyselekcjonowane i namnozone. W pracach z bibliotekami substancji niegenetycznych,
selektywna amplifikacja nie jest mozliwa i dlatego kazda substancja musi by¢ oddzielnie
analizowana skriningiem.

VIILS. Zwierzeta transgeniczne jako modele choréb

Jak wezesniej zauwazono, zwierzgta transgeniczne moga by¢ uzywane do produkowa-
nia biatek aktywnych farmakologicznie. Jak si¢ jednak wydaje, zwierzeta te sa znacznie
wazniejsze jako modele choréb wystepujacych u ludzi niz jako producenci biatek. Przed
wprowadzeniem technik transgenicznych dostgpna byta niewielka liczba zwierzgcych mo-
deli chordb. Pojawialy si¢ spontanicznie albo otrzymywane byly eksperymentalnie
z ogromnymi trudno$ciami technicznymi. Obecnie, dzigki metodom, ktore umozliwiaja
wprowadzenie lub inaktywacje genéw u zwierzat do§wiadczalnych, istnieje znacznie wig-
cej wydajnych i bezposrednich metod tworzenia modeli chordb. Jako modele chorob uzy-
wane sg zazwyczaj transgeniczne myszy, poniewaz tatwo mozna je namnazac i hodowac.

W przypadku najprostszego modelu myszy transgenicznej ekspresja obcego genu na-
stgpuje w sposob niekontrolowany, np. w wigkszoéci narzadéw lub nawet we wszystkich
narzadach. Dla pewnych celow moze by¢ jednak potrzebne ograniczenie ekspresji do wy-
branych narzadéw i wtedy trzeba uzy¢ specyficznych dla tkanki elementow regulacyjnych.
Nie jest bezwzglednie konieczne, aby obcy gen zostal wprowadzony w specjalne potozenie
na chromosomie i — jak to wcze$niej opisano — takie zwierzgta moga by¢ generowane przez
wstrzyknigcie obcego genu do zaptodnionego jaja.

Bardziej wyrafinowanym modelem transgenicznym jest ten, w ktorego przypadku spe-
cyficzny gen zostal inaktywowany, tzw. mysz knock-out. Taka inaktywacje wykonuje si¢
elegancka, ale czasochtonna technika, zwana zastgpowaniem genu celowego (specyficzne-
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20) (rys. 13). Krotko méwiac, klonowana wersja genu jest przerywana przez wprowadzenie
genu kodujacego selekcjonujacy marker, zwykle taki, ktory wprowadza opornos¢ na neo-
mycyng. Przerwany gen jest wprowadzany do rodziny komodrek embrionalnych wzrastaja-
cych w hodowli in vitro i komdrki, ktore pobraly DNA, sa selekcjonowane poprzez wzrost
w Srodowisku zawierajacym neomycyng. W nielicznych przypadkach, gen nie integruje si¢
w przypadkowych potozeniach, ale zamienia si¢ miejscami z jego naturalnym odpowiedni-
kiem w wyniku homologicznej rekombinacji. Poniewaz z takimi przypadkami mamy do
czynienia bardzo rzadko, opracowano metodg selekcji komorek, w ktorych taka zamiana
miejsc nastapita.
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Klonowanie sekwencji przypadkowego DNA obramowanego rejonem kodujacym biatka (glllp) pokrywy
faga prowadzi do utworzenia czasteczek fagowych, z ktoérych kazda reprezentuje na powierzchni jeden
nowy epitop. Czasteczki fagow wykazujace epitop dla specyficznego celu (np. receptora lub enzymu)
moga by¢ izolowane poprzez technikg oczyszczania powinowactwem i zamplifikowane przez ponowne
infekcje E. coli.

Rys. 12. Fagowa prezentacja epitopow peptydowych [wg A Textbook of Drug Design and Development,
ed. P. Krogsgaard-Larsen, T. Liljefors and U. Madsen, Copyright © 1996 OPA (Overseas Publishers Association)
Amsterdam B.V., Harwood Academic Publishers]
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A — Homologiczne i nichomologiczne wprowadzanie inaktywowanego genu do chromosomu. Neo®
(oporno$¢ na neomycyne) i gan® (wrazliwo$é na ganciklowir) sa selekcjonujacymi markerami uzywanymi
w celu rozréznienia tych dwoch przypadkow. B — Transfekcja rodziny komoérek embrionalnych wektorem
celujacym zawierajacym inaktywowany gen, po ktorej nastgpuje generacja myszy chimerycznych po-
przez infekcj¢ docelowych rodzin komérkowych do wezesnych embriondw. Latwe rozroznienie myszy,
bedacych potomstwem docelowych rodzin komoérkowych, moze byé dokonane przez uzycie rodzin ko-
morkowych i wezesnych embriondéw linii myszy o r6znym zabarwieniu futerka.

Rys. 13. Otrzymywanie myszy knock-out za pomoca celowanego zastapienia genu [wg A Textbook of Drug
Design and Development, ed. P. Krogsgaard-Larsen, T. Liljefors and U. Madsen, Copyright © 1996 OPA (Overseas
Publishers Association) Amsterdam B.V., Harwood Academic Publishers]
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Inny selekcjonujacy gen markerowy, tym razem nadajacy wrazliwos¢ na $rodek ze-
wnetrzny (zwykle gen kinazy tymidynowej Herpes simplex, ktory wprowadza wrazliwosc¢
na lek ganciklowir), jest umieszczany w wektorze przylegajacym do przerwanego genu.
Komorki, ktére w wyniku procesu randomizowanej integracji przyjety caty wektor, beda —
poza genem neomycyny — zawiera¢ gen kinazy tymidynowej, dzigki czemu sg wrazliwe na
ganciklowir. Jedynie te komorki, w ktorych wystapita homologiczna integracja genow,
beda zawiera¢ tylko gen neomycyny i beda oporne zaré6wno na neomycyng, jak i na ganci-
klowir. Mniej wigcej jedna komorka z miliona poddanych tym operacjom posiada wyma-
gana wymiang, ale ta mata czgsto$§¢ wystgpowania wymiany jest wystarczajaca, poniewaz
komorki moga by¢ selekcjonowane i namnazane. Embrionalne rodziny komorek sa nastgp-
nie wprowadzane do embrionéw we wczesnym stadium rozwoju, rozwijajacych si¢ pozniej
w tzw. myszy chimeryczne, u ktorych zanikaja niektore komorki, bedace nosnikami wy-
miany genu. Nastgpnie trzeba wyselekcjonowaé myszy, ktore sa nosnikami przerwanych
gendéw w komorkach rozrodczych. Te myszy sa uzywane w hodowli w ten sposob, ze moz-
liwe staje si¢ otrzymanie potomstwa homozygotycznego (pod wzgledem przerwanego
genu). Jednakze na otrzymanie myszy knock-out potrzeba okoto roku. Oczywiscie, w razie
potrzeby metoda ta moze by¢ uzyta takze w celu zastgpienia genu mutujacego spontanicz-
nie genem dzikim.

W ,,prostym” typie myszy knock-out, okreslony gen jest inaktywowany we wszystkich
komoérkach zwierzgcia; w wielu przypadkach prowadzito to do jego $mierci. Dlatego obec-
nie opracowano jeszcze bardziej wyrafinowane modele, w ktorych okreslone geny —
w zalezno$ci od warunkow — sa wlaczane i wylaczane w uprzednio wyznaczonych narza-
dach. Te systemy uzywaja roznych, doktadnie scharakteryzowanych, mechanizméw regu-
lacyjnych. W efekcie otrzymuje si¢ mysz transgeniczng, posiadajaca wiele obcych ge-
now, o dobrze zgranym wzajemnym oddziatywaniu.

Dzi§ dysponujemy modelami myszy transgenicznych dla wielu choréb, zaréwno mo-
nogenicznych jak i poligenicznych. Przyktadem tej pierwszej jest mukowiscydoza (cystic
fibrosis CF), ktorej przyczyna, jak wykazano, jest defekt genu kodujacego duze biatko
btonowe — CF regulator transmembranowego przewodnictwa. Proste knock-out (wyrzuce-
nie) tego genu pozwala otrzyma¢ mysz z objawami podobnymi do tych, ktore stwierdza sig
u ludzi, a mianowicie z nagromadzeniem $luzu (mucus) w ptucach. Opisany model byt
wykorzystany w réznych sposobach terapii, wlacznie z somatyczna terapia genowa. Ten
sposob postepowania wydaje si¢ bardzo obiecujacy i przechodzi badania kliniczne. Obecnie
jednak inny lek przeciw CF zostat wprowadzony do lecznictwa. Jest to rekombinowana
ludzka DNaza I, enzym degradujacy DNA. Terapia jest bardzo skuteczna, poniewaz DNaza,
rozcinajac zewnatrzkomorkowe DNA, powoduje powstawanie $luzu o zmniejszonej lepko-
$ci w plucach, poprawia w ten sposob funkcje ptuc, zmniejsza natezenie i czgsto$é kaszlu
pacjentow.

Przyktadami chorob poligenicznych, dla ktorych istnieja transgeniczne modele, sa rak
i arterioskleroza. Arterioskleroza jest skomplikowana choroba, ktérej powodem sa zarowno
czynniki genetyczne, jak i styl zycia. W obydwu przypadkach wydaje sig, ze czynnikiem
decydujacym jest wysoka zawartos$¢ lipidow we krwi. Znanych jest wiele biatek transportu-
jacych lipidy. Aby bada¢ ich wpltyw na arterioskleroze, otrzymano myszy transgeniczne
z nadmierna lub zbyt mata ekspresja tych biatek. Otrzymane wyniki dobrze koreluja z epi-
demiologicznymi wynikami przezywalnosci u ludzi i potwierdzaja niezbedno$¢ modeli
transgenicznych. Przy uzyciu tych modeli wykazano, ze pewne czynniki transportujace, np.
CETP (cholesteryl ester transfer protein) przyspieszaja wystapienie arteriosklerozy, jezeli
sa poddawane wzmozonej ekspresji. Inhibitory tego transportera moga by¢ uzytecznymi
lekami. Jesli takie inhibitory sa poszukiwane w wygodnym modelu badan in vitro, moga
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by¢ testowane w celu okreslenia ich efektywnosci in vivo u transgenicznych myszy przed
testowaniem ich u ludzi.

Ogromny postgp, wynikajacy z badan nad modelami transgenicznymi, polega na tym,
ze mozna za ich pomoca badaé¢ zaro6wno etiologi¢ chorodb, jak i stosowna w ich przypadku
interwencj¢ terapeutyczna.

VIII.6. Terapia genowa

U zwierzat transgenicznych opisanych powyzej, obce geny w sposob niezréznicowany
ulegaty insercji do wszystkich komoérek, wlaczajac komorki linii zarodkowych. Jednakze
obce geny moga by¢ takze wprowadzane w taki sposob, ze procesem tym sg objete tylko
specyficzne komorki ciata (komorki somatyczne), a nie komorki zarodkow. Ze wzgledow
zarowno etycznych, jak i medycznych, tylko ta ostatnia mozliwos¢, tzw. somatyczna tera-
pia genowa, moze by¢ brana pod uwage u ludzi. Z somatyczng terapia genowa wiazane sa
duze nadzieje w dziedzinie skutecznego leczenia chordb genetycznych, a takze wielu in-
nych choréb. Juz uzyskano pewne dobre wyniki. Obecnie badanych jest ponad sto zastoso-
wan klinicznych somatycznych transferéw genetycznych.

Aby mozna bylo stosowac somatyczna terapi¢ genowa, potrzebny jest sprawny system
doprowadzajacy geny, zwlaszcza jesli transfer genéw ma zosta¢ wykonany in sifu. W nie-
ktérych przypadkach komorki (np. komoérki krwi) moga by¢ pobrane z ciata i transfekowa-
ne w czasie hodowli in vitro. Tutaj propagacja i selekcja transfekowanych komorek jest
w zasadzie mozliwa, ale w praktyce niewykonalna, ze wzgledu na dtugi czas hodowli izo-
lowanych komoérek. Bardzo wazne jest w tym przypadku takze to, aby transfekcji ulegata
wystarczajaca frakcja komorek.

Aby otrzymac efektywny system dostarczajacy geny, stosuje si¢ wektory retrowiruso-
we o zdefektowanej replikacji. Takie wirusowe konstrukcje DNA na ogdt zachowujg sig jak
niewirusowe DNA, lecz jezeli zostana pobrane przez komorki ssakow zawierajace geny
biatek powierzchniowych retrowiruséw, moga by¢ upakowane w czasteczki wirusow. Spe-
cjalnie w tym celu zaprojektowano tzw. linie komoérek opakowujacych. Rekombinowane
czasteczki wirusow, otrzymywane z tych komorek, posiadaja wtasciwa normalnym retrowi-
rusom zdolno$¢ infekowania innych komorek. Infekcja wirusowa komorek jest znacznie
wydajniejsza niz standardowe metody transformacji DNA. Ponadto integracja DNA do
chromosomow za posrednictwem retrowirusow jest bardziej wydajna niz integracja sponta-
niczna. Jednakze, ze wzgledu na bezpieczenstwo, bardzo wazne jest, zeby otrzymane ko-
morki nie byly zdolne do wytwarzania nowych czasteczek wiruséw, poniewaz mogtoby to
prowadzi¢ do rozpowszechnienia si¢ wirusow rekombinowanych. Uktady retrowirusowe sa
szeroko stosowane w obecnym postgpowaniu terapeutycznym w przypadku chordb prowa-
dzacych do $mierci, takich jak rak. Wazne jest, aby mie¢ pewnos$¢, iz to postgpowanie nie
doprowadzi do przeniesienia si¢ retrowirusow do innych narzadow (zwtaszcza do komorek
rozrodczych) lub na inne osoby.

Dla uniknigcia potencjalnych zagrozen, jakie zwigzane sg z systemami retrowiruso-
wymi, poszukuje si¢ innych systeméw dostarczania genéw. Niektore z nich polegaja na
uzyciu innych typéw wiruséw; dlatego niosa z soba potencjalne ryzyko podobne do wyni-
kajacego ze stosowania retrowirusow. Inne systemy wykorzystuja zupetnie odmienne moz-
liwosci, takie jak ,,upakowywanie” DNA w liposomy, ktore moga by¢ pobrane przez ko-
morki dzigki wydajnym mechanizmom endocytozy lub fuzje DNA do liganda receptora
wchianiania komorkowego.

Dyskutowano czy terapia genowa jest ,,zabiegiem”, ,narzedziem” czy ,,lekiem”. W wy-
niku tej dyskusji przyjeto, ze — z prawnego punktu widzenia — materiaty do terapii genowe;j
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(obejmujace geny terapeutyczne i wektory) powinny by¢ sklasyfikowane jako ,,medyczne
produkty biotechnologii” i traktowane jak lek.

Konstrukcje typu gen/wektor sa artykutem handlowym i — jak w przypadku innych le-
kéw — przy ich produkcji przestrzegane by¢ musza precyzyjnie okreslone wymagania, od-
noszace si¢ do samego procesu technologicznego, jak i kontroli ich jakosci.

Przepisy GILSP (good industrial large scale practice) $cisle okreslaja warunki, jakim
muszg odpowiada¢ elementy uzywane w otrzymywaniu produktéw rekombinowanych.

Organizm gospodarza musi by¢ niepatogenny, nie moze zawiera¢ zadnych przypad-
kowych czynnikéw patogennych, musi by¢ przedmiotem dhugotrwatego doswiadczenia
w skali przemystowej lub posiada¢ zdolno§¢ optymalnego wzrostu w warunkach przemy-
stowych, z jednoczesnie ograniczona zdolno$cia przezycia w §rodowisku, bez szkodliwych
skutkow.

Wektor musi by¢ doktadnie zbadany, musi by¢ stwierdzone, ze nie powoduje on szko-
dliwych skutkow, powinien posiada¢ wymiary ograniczone do jednej pozadanej funkcji,
by¢ minimalnie mobilny, nie posiada¢ czynnikdéw stabilizujacych jego przezycie w §rodo-
wisku.

Organizm z rekombinowanym DNA musi by¢ niepatogenny, by¢ tak nieszkodliwy,
jak organizm gospodarza w warunkach przemystowych, z jednoczesnie ograniczona zdol-
noscia przezycia w srodowisku, bez jakichkolwiek szkodliwych konsekwencji.

Chociaz terapi¢ genowa uwazano poczatkowo za narzedzie korygujace choroby wro-
dzone o przyczynie monogenicznej, nie ma watpliwosci, ze terapia genowa bardziej rozpo-
wszechnionych choréb, jak: AIDS, rak lub choroby neurodegeneracyjne, bedzie réwnie
wazna. Wiele obecnie prowadzonych prac doswiadczalnych w zakresie terapii genowej
dotyczy raka i zmierza do wyprodukowania biatka typu TNF (tumor necrosis factor), inter-
feronu lub interleukiny, (ktore — jak si¢ wydaje — sa zdolne do przeprowadzenia selektyw-
nej immunologicznej destrukcji komorek docelowych), a takze do zablokowania produkcji
czynnikow takich, jak insulinopodobny czynnik wzrostu I (ktory — jak si¢ wydaje — ulatwia
rozwoj raka). Terapia genowa AIDS nie osiagneta jeszcze etapu badan klinicznych, ale
badania laboratoryjne wykazaly, ze w zasadzie jest to juz mozliwe. Przyktadami choréb
monogenicznych, dla ktorych przeprowadzane sa proby kliniczne terapii genowej na lu-
dziach sa cystic fibrosis i cigzkie schorzenia immunologiczne spowodowane niedoborem
enzymu ADA (deaminazy adenozyny).

VIIL.7. Produkty otrzymane z rekombinowanego DNA znajdujace si¢ na rynku
i w produkcji

Tabela 6 przedstawia biatka rekombinowane, ktore sa sprzedawane jako leki. Niewiele
sposrad tych lekow byto produkowanych metodami nierekombinacyjnymi, a tylko jeden
(insulina) byt dostgpny w duzych ilosciach. Jak wida¢, reprezentuja one szeroki wachlarz
substancji biologicznych, poczynajac od hormonow i cytokin, poprzez enzymy i regulatory
krzepnigcia krwi, po szczepionki i przeciwciala.

Zgodnie z danymi, pochodzacymi z réznych zrédetl, zaawansowane badania kliniczne
przechodzi obecnie okoto 150 nowych bialek, a okoto stu z nich to catkiem nowe substan-
cje farmaceutyczne, nie majace zadnych prekursoré6w w terapii medycznej. Wiele z nich to
rodziny cytokin, lecz reprezentowane sa takze hormony, biatka przeciwkrzepliwe, przeciw-
ciata i szczepionki. Niektore z biatek sa zmodyfikowanymi wersjami biatek naturalnych lub
zaprojektowanymi biatkami chimerycznymi.
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Tabela 6

Leki bedace rekombinowanymi biatkami, dostgpne na rynku [wg 1, 9, 13, 14, 15, 18,201 21]

Substancja czynna Preparat Rodzaj Wskazanie Wprowadzenie
insulina Insuman

(Humulin) hormon cukrzyca 1982
insulina lispro Humalog hormon cukrzyca 1996
glukagon GlukaGen hormon hipoglikemia 1993
hormon wzrostu Genotropin hormon zaburzenia wzrostu 1985
II generacja hormonu
wzrostu (bez metioniny)  Nutropin 1994
folitropina a Gonal-F hormon leczenie nieptodnosci 1996
folitropina f Puregon hormon leczenie nieptodnosci 1996
interferon o cytokina terapia raka 1986
interferon o, , Roferon-A
interferon oy, y, Intron A

(Bioferon)
interferon o, . Berofor
interferon o Wellferon
interferon oo y- 1 Infergen choroby wirusowe 1997
interferon B, Avonex cytokina stwardnienie rozsiane 1996
interferon B Betaseron cytokina stwardnienie rozsiane 1993
interferon y cytokina terapia raka 1990
interferon vy , Biogamma terapia raka 1992
interferon y 4 Imukin
interleukina 2 cytokina terapia raka 1989
czynnik wzrostu kolonii
granulocytow (G-CSF) Neu-up leukopenia, terapia raka

(Nartograstim) | cytokina (po chemioterapii), AIDS 1994
lenograstim Granocyte leukopenia
czynnik wzrostu kolonii
granulocytow/makrofagéw
(GM-CSF) cytokina leukopenia, terapia raka,

AIDS 1991

molgramostim Leucomax leukopenia
filgrastim (G-CSF) Neupogen cytokina leukopenia
erytropoetyna cytokina anemia 1989
erytropoetyna o Eprex
erytropoetyna f3 Recormon
aktywator plazminogenu antytrombotyczny | tromboza 1987
tkankowy aktywator
plazminogenu Solclot

(Duteplase) antytrombotyczny | tromboza 1995
tkankowy aktywator
plazminogenu Retavase antytrombotyczny | tromboza 1996
inhibitor trombiny Refludan antytrombotyczny | tromboza 1997
czynnik VIII Recombinate | czynnik krzepnigcia | hemofilia A 1992
czynnik VIla NovoSeven czynnik krzepnigcia | hemofilia A 1996
a-hANP Hanp peptyd zawal serca 1996
o | -antytrypsyna inhibitor enzymu niedobdr o | -antytrypsyny 1992
DNaza I Pulmozyme

(Dornase alfa) | enzym mukowiscydoza 1994
glukocerebrozydaza Cerezyme enzym choroba Gauchera 1994
szczepionka
przeciw
hepatitis B H-B-Vax II szczepionka zapobieganie wirusowe-

mu zapaleniu watroby 1988
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Ocenia sig, ze okoto 2000 lekow, opierajacych sig na technologii genowej, biatek i nie-
biatek, jest we wczesnej fazie badan. W dziedzinie lekéw niebiatkowych, nowa obiecujaca
mozliwo$¢ terapeutyczna stanowia tzw. czasteczki antysensowe. Czasteczki antysensowe to
krotkie czasteczki RNA lub DNA (albo zmodyfikowane ich wersje), ktore sa komplemen-
tarne dla docelowego mRNA. Poniewaz, zgodnie z zasada komplementarnosci, czasteczki
antysensowe moga si¢ wigzac¢ ze swoimi celami, moga tez hamowa¢ translacje biatka. Cza-
steczki antysensowe, aby byly wydajne in vivo, musza mie¢ zdolno§¢ wnikania do komorek
1 by¢ stosunkowo trwate. Te wlasciwosci posiadaja jedynie w pewnym stopniu. Dzi§ bada-
nia nad czasteczkami antysensowymi sa najbardziej zaawansowane w dziedzinie chorob
wirusowych, ale czasteczki te prawdopodobnie moga znalez¢ zastosowania takze w przy-
padku wielu innych dziedzin choréb. Terapia antysensowa nasladuje efekt przerwania ge-
noéw i dlatego moze by¢ konkurencyjna dla terapii genowej tam, gdzie celem jest inaktywa-
cja genu. Jak juz wspomniano, terapia genowa oferuje inne niz biatkowe mozliwosci tera-
peutyczne, ktore — jak si¢ przypuszcza — doprowadza do powstania nowych lekow, ktore
prawdopodobnie w przysztosci catkowicie zastapia biatka (i inne leki). W tej chwili jest to
by¢ moze tylko spekulacja. Niepodwazalny jest jednak fakt, ze podstawowe odkrycie doty-
czace taczenia genow miato w stosunkowo krotkim czasie ogromny wplyw na efektywne
poszukiwania nowych lekow. Jak si¢ wydaje, w najblizszym czasie wpltyw ten nie bedzie
malal.

VIIL8. Podstawowe pojecia stosowane w technologii genowej [wg 4, 7, 81 21]

Agrobacterium bakterie wykorzystywane w systemie wektorowym do wpro-

tumefaciens wadzania rekombinowanych fragmentéw DNA do komorek
roslinnych

Allel jedna z dwoch lub wigcej alternatywnych form genu

Antykodon sekwencja trzech zasad umozliwiajaca rozpoznawanie kodo-
noéw

Antykodon 3-UGC-5’

(na przyklad) treoniny

Bakteriofagi wirusy infekujace bakterie

Biblioteka cDNA zbior genéw w postaci odcinkéw cDNA potaczonych z cza-

steczkami wektora, nie zawiera intronéw
Biblioteka genomowa  zbior odcinkéw DNA odpowiadajacych catemu genomowi dane-
go organizmu (komorki), potaczonych z czasteczkami wektorow

Chromatyna DNA powiazane z biatkami wystgpujacymi w chromosomach
eukariotow

Chromosomy odpowiadajace sobie chromosomy, pochodzace z gamety me-

homologiczne skiej i zenskiej, w komodrkach diploidalnych

Crossing over proces wymiany odcinkéw DNA mig¢dzy dwoma homologicz-

nymi czasteczkami DNA badz chromatydami homologicznych
chromosomoéw, nastgpujacy w wyniku rekombinacji uprawnio-

nej

Delecja wypadnigcie odcinka DNA lub chromosomu

Duplikacja podwojenie sekwencji nukleotydowej w DNA, odpowiadajacej
jednemu genowi lub jakiejkolwiek innej, dtuzszej badz krotszej
sekwencji

Egzonukleazy enzymy degradujace kwasy nukleinowe od konca 5’ lub 3’

fancucha
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wytwarzanie produktu genu, czyli polipeptydu, w wyniku tran-
skrypcji i translacji, lub RNA — w wyniku jedynie transkrypcji
enzymy atakujace tancuchy kwaséw nukleinowych wewnatrz
tancucha polinukleotydowego
determinanta antygenowa
organizmy zbudowane z komoérek posiadajacych obtonione
jadro (zawierajace chromosomy) oraz odrgbne obtonione orga-
nelle komoérkowe, jak mitochondria czy plastydy, zawierajace
wlasny organellarny DNA; naleza do nich wszystkie organi-
zmy z wyjatkiem bakterii i sinic
zespot wiasciwosci morfologicznych, biochemicznych i wszel-
kich innych whasciwosci komorki Iub organizmu, wynikajacy
z wspoéldziatania czynnikoéw dziedzicznych (genotypu), jak
i czynnikow zewngtrznych, sSrodowiskowych
inaczej supresor, czyli gen znoszacy efekty mutacji w innym
nieallelicznym genie
catkowite DNA danego organizmu zawarte w komorce
organizm powstaly z polaczenia gamet o jednakowym sktadzie
genetycznym
organizm powstaly z polaczenia gamet o réoznym sktadzie
genetycznym
laczenie si¢ jednoniciowego DNA z innym fragmentem (DNA
lub RNA), w wyniku utworzenia komplementarnych par zasad
taczenie in vitro pojedynczych tancuchow polinukleotydowych
(np. ni¢ DNA z niciag RNA, pojedyncze nici DNA nie tworzace
uprzednio jednej czasteczki) w czasteczki dwuniciowe; odby-
wa si¢ dzigki formowaniu wigzan wodorowych mi¢dzy kom-
plementarnymi nukleotydami z obu nici
procedura obejmujaca etap kapilarnego przenoszenia (wsia-
kania) z zelu na filtr z nitrocelulozy lub btony nylonowej
(w ktory wsiakaja — jak atrament w bibulg¢ — fragmenty DNA)
fragmentow rozdzielonych elektroforetycznie odcinkéw DNA;
inkubacja filtru, na ktérym jest DNA z radioaktywna sonda,
umozliwia zwigzanie si¢ sondy z fragmentami zawierajacymi
sekwencj¢ do niej komplementarna i uwidocznienie ich poto-
zenia
metody detekcji potozenia lub stgzenia okreslonych antygenow
dzigki uwidocznionej barwnie reakcji antygen — przeciwciato
proces uruchamiajacy ekspresje pojedynczego genu lub szere-
gu gendéw wchodzacych w sktad operonu
enzymy o tej samej lub zblizonej funkcji i nieidentycznej struk-
turze aminokwasowej; kodowane sa przez rozne allele tego
samego genu
powielanie

1) izolowanie mRNA

2) poddanie dziataniu odwrotnej transkryptazy, w wyniku

otrzymuje si¢ komplementarne do nich nici DNA (cDNA)
3) wstawienie cDNA do DNA wektorow plazmidowych lub
wirusowych — powstaje biblioteka cDNA
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Kodon

Liza komorek

Mapa restrykcyjna

Mirystylacja

mRNA
Mutacja
Mutagen

Northern-blotting

Nukleazy
Organizmy transge-
niczne

Operator

Operon

PCR

Plazmid

sekwencja trzech nukleotydow w DNA lub mRNA, stanowiaca
informacj¢ o wstawieniu jednego aminokwasu do tancucha
polipeptydowego podczas translacji

dezintegracja bton i protoplastu komorek, powodowana rdz-
nymi czynnikami chemicznymi lub tez w wyniku dziatania
specyficznych enzymoéw wirusowych

mapa miejsc restrykcyjnych, okreslenie miejsc, ktore sa prze-
cinane przez specyficzne enzymy restrykcyjne

koniec N pewnych biatek jest kotranslacyjnie acylowany
resztag kwasu mirystynowego; na konicu N musi by¢ wtedy
glicyna; reszta w pozycji 5 jest zazwyczaj seryna lub treoni-
na, a reszty 6 i 7 sa zasadowe; donorem reszty acylowej
w reakcji katalizowanej przez transferaz¢ N-mirystoilu jest
mirystoilo-CoA

matrycowe, informacyjne RNA — niesie specyficzna informa-
cje o budowie biatka

zmiana informacji genetycznej komorki, organizmu lub wiru-
sa

czynnik fizyczny lub chemiczny wywotujacy mutacjg
w DNA

przeniesienie, z zachowaniem wzorca rozdziatlu, rozdzielonych
elektroforetycznie czasteczek RNA na folig, w celu ich hybry-
dyzacji z sonda molekularna

enzymy hydrolizujace (depolimeryzujace) kwas nukleinowy
organizmy wyzsze (roslin i zwierzat), ktore wlaczyly do geno-
moéw swoich komoérek obce DNA; DNA wprowadza si¢ czgsto
za pomoca wektoréw wirusowych lub np. wstrzykiwania DNA
bezposrednio do komorek

krotki odcinek DNA, do ktorego przylacza sig biatko reguluja-
ce transkrypcjg¢ genéw znajdujacych si¢ pod kontrola promoto-
ra sasiadujacego z operatorem; operator jest jednym z elemen-
tow sktadowych operonu

zespot utozonych szeregowo gendéw bakteryjnych (tzw. genow
strukturalnych), podlegajacych wspolnej regulacji; geny struk-
turalne znajduja si¢ pod kontrolg jednego promotora, ulegaja
transkrypcji tacznie

reakcja tancuchowa polimerazy (PCR — ang. polymerase chain
reaction) — metoda in vitro umozliwiajaca namnazanie bardzo
matlych probek DNA; w proboéwce, w ciagu kilku godzin repli-
kuje si¢ miliony razy konkretna sekwencjg DNA; wykonanie —
rozdziela si¢ dwie nici DNA, podgrzewajac roztwor — repli-
kacja — podgrzewanie — replikacja po 20 cyklach 20% cza-
steczek o identycznej sekwencji z sekwencja czasteczki wyj-
sciowej

mata, kolista czasteczka DNA, ktéora moze si¢ replikowac
w komorce bakterii; ograniczenia w wykorzystaniu plazmidow
jako wektorow wynikaja z maksymalnej wielkosci fragmentu
DNA, ktéry moze by¢ efektywnie przenoszony przez plazmid
(mniejszy niz 10kb)
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specjalny plazmid Ti (tumor inducing) z Agrobacterium tumefa-
ciens, po ,;rozbrojeniu” stuzy jako wektor do wprowadzania genow
do komorek roslinnych

uzywana w PCR — specjalna odporna na wysoka temperature
polimeraza DNA (pochodzi z bakterii, ktérych naturalnym $ro-
dowiskiem sa gorace zrodta)

wigzanie sig biatek do blon poprzez kowalencyjne wiazanie farne-
zylu (C15) lub geranylogeranylu (C20) z cysteina konca karboksy-
lowego; prenylacja nadaje zwiazkom charakter hydrofobowy
bakterie i sinice, ktérych komorki nie posiadaja obtonionych jader
i organelli komorkowych; przedstawiaja bardziej pierwotny po-
ziom organizacji komorki niz organizmy eukariotyczne

gen kodujacy biatko represorowe (lub inne biatko regulacyjne)
kontrolujace ekspresje genu lub zespotu gendw (operonu)
wymiana odcinkéw DNA metoda crossing over migdzy dwoma
czasteczkami DNA lub dwoma chromatydami chromosomu;
taczenie in vitro czasteczek DNA réznego pochodzenia

proces syntezy nowych tancuchéw DNA na matrycy, jaka sta-
nowig stare tancuchy DNA

proces wylaczania transkrypcji genéw lub operonow w zjawi-
skach regulacji aktywnosci genow

biatko kodowane przez gen regulatorowy, wiazace si¢ z obsza-
rem operatorowym w DNA

polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction

fragment length polymorphism), wykorzystywany jest do okresla-

nia stopnia pokrewienstwa roéznych cztonkdéw populacji
retrowirusy — wektory przenoszace fragmenty rekombinowanego
DNA, syntetyzuja na matrycy wiasnego RNA, za pomocg odwrot-
nej transkryptazy kopie DNA

komplementarne tancuchy, czytane od przeciwnych koncow
maja identyczna sekwencjg

komplementarny probnik genetyczny, odcinek DNA Iub RNA
zwiazany ze znacznikiem, umozliwiajacym jego uwidocznienie
(np. izotopem radioaktywnym badz znacznikiem wykrywanym
immunochemicznie), stuzacy do wykrywania komplementarnych
fragmentow DNA lub RNA

proces wycinania introndw z pierwotnej nici RNA i sklejenia ze
soba sekwencji kodujacych (egzonow)

primer; w naturze — krdtkie odcinki RNA tworzone podczas
replikacji przez enzym prymazg, niezbedne do rozpoczgcia dzia-
fania replikazy DNA, w dalszych etapach replikacji sa usuwane i
zastgpowane przez DNA; w inZynierii genetycznej — moga to
by¢ na przykiad krotkie odcinki DNA komplementarne do nici
matrycowej, stosowane do namnazania okreslonych fragmentow
DNA metoda PCR

zjawisko znoszenia efektow mutacji genowej przez inng mutacje,
w tym samym lub innym genie

przenoszenie odcinkow DNA z jednej komorki do drugiej za
posrednictwem wirusOw
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Transfekcja

Transferaza
polinukleotydowa
Transformacja

Transkrypcja

Transkrypt
Transkryptaza
odwrotna
Translacja

tRNA

Tworzenie biblioteki
banku genowego

wprowadzenie egzogennego materialu genetycznego do ko-

morki za pomoca wirusow

enzym dolaczajacy do konca czasteczki DNA dodatkowe nu-

kleotydy bez matrycy

zmiana genetycznych wlasciwosci komorki, spowodowana

pobraniem DNA wyizolowanego z innej komorki i wlaczeniem

go do aparatu genetycznego

wprowadzanie egzogennego materialu genetycznego do ko-

morki za pomoca wektoréw plazmidowych

przepisywanie, kopiowanie informacji zawartej w jednym

kwasie nukleinowym — DNA na inny kwas nukleinowy — RNA

produkt transkrypcji odcinka DNA

zalezna od RNA polimeraza DNA, czyli enzym syntetyzujacy

komplementarny fancuch DNA na matrycy RNA

thumaczenie, przetworzenie jezyka kwaséw nukleinowych na

jezyk aminokwasow — wedtug informacji mRNA jest syntety-

zowane biatko

transportujacy (przenosnikowy RNA) — bierze udzial w klu-

czowym etapie translacji, tj. odszyfrowaniu kodu mRNA

ma na celu wydzielenie genu np. z organizmu czltowieka; eta-

py:

1) cigcie DNA za pomoca enzymu restrykcyjnego (powstaje
populacja fragmentow DNA, rézniaca si¢ dtugoscia i za-
wartoscig informacji genetycznej, majaca jednak iden-
tyczne ,,lepkie konce”)

2)  cigcie DNA wektorow plazmidowych tym samym enzymem

3) mieszanie w roztworze czasteczek DNA dwoch rodzajow
(ludzkich i plazmidowych)

4) tworzenie si¢ migdzy komplementarnymi odcinkami
DNA wiazan wodorowych

5) enzym ligaza DNA 1laczy komplementarne konce (po-
wstaje mieszanina rekombinowanych plazmidéw, z kto-
rych kazdy zawiera inng sekwencj¢ ludzkiego DNA)

6) namnazanie rekombinowanych plazmidow w komoérkach
E. coli

a) wprowadzenie za pomoca transformacji rekombinowa-
nych plazmidéw do wrazliwych na antybiotyk komorek
E. coli, w mieszaninie transformacyjnej nalezy zachowaé
niski stosunek liczby plazmidow do liczby komorek, tak
aby komorki tylko bardzo rzadko pobieraly wigcej niz
jedna czasteczke plazmidu, czgs¢ komoérek w ogodle nie
pobiera plazmidu

b) hodowla komdrek bakterii na pozywce, ktdra zawiera an-
tybiotyk; rosng komorki, ktoére pobraty plazmid, zawiera-
jacy gen oporno$ci na antybiotyk

¢) wysiewanie probki bakteryjnej na stale podtoze wzrosto-
we, je§li zawiesina jest dostatecznie rozcienczona, ko-
morki wzrastaja w postaci pojedynczych, oddzielonych
od siebie kolonii; kazda kolonia powstala z pojedynczej
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transformowanej komorki stanowi klon identycznych ge-
netycznie komorek; w trakcie powstawania kolonii do-
chodzi do sklonowania specyficznej sekwencji ludzkiego
DNA; nastgpne najwazniejsze zadanie to okre$lenie,
w ktorej sposrod kolonii zostal sklonowany konkretny,
poszukiwany fragment DNA

Wektor no$nik wycigtego DNA; jako wektory wykorzystywane sa

DNA bakteriofagow lub specjalne, mate, koliste czasteczki
DNA zwane plazmidami

Wektor fagowy umozliwia przenoszenie fragmentow DNA o wielkosci do 15 kb
Wektory biologiczne np. plazmidy, wektory fagowe, rozbrojone wirusy

Wektory np. wstrzykiwanie DNA do jadra komodrkowego; komorki
niebiologiczne posiadaja zdolno$¢ pobierania DNA zaadsorbowanego na po-

wierzchni krysztatow fosforanu wapniowego

Western blotting przeniesienie rozdzielonych elektroforetycznie biatek z zelu na

foli¢ z zachowaniem wzorca rozdziatu, w celu wykrycia tych
czasteczek, ktore reaguja ze specyficzna surowica
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I. TECHNOLOGIA KWASU ACETYLOSALICYLOWEGO

I.1. Wybrane zagadnienia

Sposrdd licznych pochodnych kwasu salicylowego wykazujacych wielokierunkowe
dziatanie farmakologiczne (przeciwgoraczkowe, przeciwbolowe, przeciwzapalne, przeciw-
grzybicze, przeciwrobacze, antyseptyczne, zolciotworcze), najdonio$lejszym osiagnigciem
bylo wprowadzenie do lecznictwa kwasu acetylosalicylowego (acidum acetylsalicylicum).

Kwas acetylosalicylowy (Aspirin, Polopiryna), mimo iz otrzymany w do$¢ odlegtych
czasach — po raz pierwszy przez Gerhardta (1853 r.), a p6zniej przez Krauta (18691.), wciaz
znajduje si¢ w §cistej czotdwcee wsrod sprzedawanych lekow i nalezy do czolowych $rod-
kow leczniczych w grupie niestereoidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ), ktorych
liczba nieustannie ro$nie.

Kwas acetylosalicylowy, w zaleznosci od dawki, dziata przeciwbdlowo (do 3g na do-
bg), przeciwzapalnie i przeciwgoraczkowo (powyzej 4g na dobg). Mechanizm jego dziata-
nia przeciwreumatycznego, podobnie jak wielu innych NLPZ, wiaze si¢ z hamowaniem
biosyntezy prostoglandyn poprzez hamowanie szlaku cyklooksygenazy.

Badania ostatnich lat nad farmakologia i biochemia tego kwasu, pozwolity na wskazanie
nowych mozliwosci jego stosowania w lecznictwie. Kwas ten ma — migdzy innymi — dziata-
nie antyagregacyjne, co wykorzystuje si¢ w leczeniu zakrzepicy naczyn krwiono$nych.
Mozna stosowaé go profilaktycznie przed zawalem migénia sercowego. W dawkach powy-
zej 6g na dob¢ hamuje synteze protrombiny i wydtuza czas protrombinowy. Kwas acetylosa-
licylowy jest lekiem mato toksycznym (30—40g — dawka $miertelna), jednak drazni stosun-
kowo silnie btong §luzowa zotadka, co wywoluje negatywne skutki, zwlaszcza u pacjentow z
nadkwasotg. Rowniez moze wywota¢ uczulenie. Trzeba jednak stwierdzi¢, iz wigkszo$§¢
NLPZ, zwlaszcza z ugrupowaniem karboksylowym, drazni w réznym stopniu $luzéwke
zotadka, stad poszukiwanie nowych skutecznych polaczen w grupie NLPZ jest wciaz aktu-
alne. Wada kwasu acetylosalicylowego jest stosunkowo mata trwato$¢, co stwarza dodatko-
we wymagania w odniesieniu do warunkow jego przechowywania, jak i technologii postaci
lekéw. Jego silnie drazniace dziatanie oslabia podawanie w postaci soli, m.in. sodowej,
litowej, wapniowej, magnezowej, glinowej, z fenetydyna, mocznikiem i lizyna. Acetylosali-
cylan lizyny (Aspégic, Aspisol), z uwagi na rozpuszczalno$¢ w wodzie, stosowany jest poza-
jelitowo (dozylnie), m.in. w bélach pourazowych, pooperacyjnych, gosécowych, w leczeniu
przeciwzakrzepowym, kiedy doustne stosowanie kwasu acetylosalicylowego jest niemoz-
liwe. Interesujacym lekiem jest 4-N-acetyloaminofenolowa pochodna kwasu acetylosalicy-
lowego (benorylat), ktory praktycznie nie rozktada si¢ w przewodzie pokarmowym (poda-
nie doustne), natomiast pod wptywem esteraz krwi uwalnia dwa aktywne metabolity (kwas
acetylosalicylowy i 4-N-acetyloaminofenol — paracetamol).

Na uwagg zastuguje rowniez preparat, bedacy polimerem wodorotlenku glinowego
i kwasu acetylosalicylowego, tzw. acetylosalicylan polioksyglinowy (aloksypryna, Super-
pyrin), ktoéry po podaniu doustnym, uwalnia kwas acetylosalicylowy w zasadowej tresci
jelit. Powyzsze przyktady swiadcza o ciaglym poszukiwaniu nowych pochodnych kwasu
salicylowego (przyktadem jest salsalat). Jednak dotychczas, mimo szeroko prowadzonych
badan w tym kierunku i zaangazowania duzych $rodkéw finansowych, efekty sa niewielkie.
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W s$wietle powyzszego wydaje sig, ze kwas acetylosalicylowy, dzigki swym szczegol-
nym wilasciwosciom, przynoszacym ulge rzeszom chorych, bedzie miat — jak dotychczas —
znaczaca pozycje na rynku farmaceutycznym.

L.2. Technologia kwasu salicylowego

Kwas salicylowy jest podstawowym substratem dla grupy $rodkéw leczniczych zwa-
nych salicylanami, w tym kwasu acetylosalicylowego.

Kwas salicylowy otrzymuje si¢ w reakcji substytucji elektrofilowej, jaka jest karboksyla-
cja fenolu. Wprowadzenie grupy karboksylowej do fenoli prowadzi si¢ metoda opracowana
przez Kolbego i Schmitta. Polega ona na wysyceniu bezwodnego fenolanu sodowego bez-
wodnikiem weglowym 1 przegrupowaniu wytworzonego weglanu fenylosodowego. Me-
chanizm reakcji polega na ataku ditlenku wegla, glownie na aktywna pozycje orto jonu
fenolanowego. W przypadku odchylen od wymaganych parametréw, przewidzianych dla
tego procesu (ci$nienie, temperatura) dochodzi réwniez do ataku w pozycji para badz orto
oraz para jonu fenolanowego; wowczas powstaje — odpowiednio — kwas 4-hydroksy-
benzoesowy i 4-hydroksyizoftalowy. Zwiazki te, obok fenolu, stanowia istotne zanieczysz-
czenia w produkcji kwasu salicylowego. Stwierdzono, iz optymalng sola w procesie Kol-
bego-Schmitta bytby fenolan litu, z uwagi na promien jonowy kationu litu. W przypadku
zastosowania tej soli, mozna praktycznie wyeliminowaé¢ powstawanie kwasu 4-hydroksy-

benzoesowego.
ONa
> @

ONa OCOONa

OH

-

CO,, 90-130°C

>

OCOONa OH
@ 17500 ©/CO0Na

>

ONa OH OH ONa
COONa COONa
+ I +

Rys. 1. Przebieg syntezy kwasu salicylowego [wg L. Kuczynski: Technologia lekow, WNT, 1971]
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Proces syntezy kwasu salicylowego mozna podzieli¢ na nastgpujace etapy:

1) otrzymanie bezwodnego fenolanu sodowego,

2) wysycenie ditlenkiem wegla bezwodnego fenolanu sodowego i przegrupowanie
powstatego weglanu fenylosodowego,

3) wydzielenie surowego kwasu salicylowego,

4) oczyszczenie kwasu salicylowego.

Przebieg reakcji oraz schemat produkcji kwasu salicylowego przedstawiono na rys. 1-3.

ONa
+ 40% NaOH —> © + H,O
v !

Oddestylowanie wody z roztworu

fenolanu w podci$nieniu i wysuszenie
w 160°C (w autoklawie)

OH

A
ONa OH
o COONa
90-130°C
+ C02 °
130-170°C
IE
Gotowanie z weglem odbarwiajacym
I
Odfiltrowanie wegla
I
Stracanie kwasu salicylowego kwasem solnym
v 6
Odwirowanie i wysuszenie (40-50°C)
v 7
Sublimacja

1 — roztwor fenolanu sodowego, 2 — suchy fenolan sodowy, 3 — mieszanina po karboksy-
lowaniu, 4 — mieszanina po oczyszczeniu, 5 — oczyszczony roztwor salicylanu sodowego,
6 — oczyszczony i wytracony kwas salicylowy, 7 — suchy kwas salicylowy do sublimacji

Rys. 2. Skrécony schemat produkcji kwasu salicylowego [wg L. Kuczynski: op. cit.]



226

1 — mieszalnik do rozpuszczania fenolu w roztworze NaOH, 2 — autoklaw, 3 — mieszalnik
do oczyszczania roztworu salicylanu sodowego, 4 — filtr prozniowy, 5 — aparat do wytra-
cania kwasu salicylowego, 6 — wiréwka, 7 — suszarnia prézniowa, 8 — aparat do sublima-
cji kwasu salicylowego; ch — chtodzenie, og — ogrzewanie, C — wegiel aktywny, F — fenol

Rys. 3. Schemat produkcji kwasu salicylowego [wg L. Kuczynski: op. cit.]

Z wazniejszych zwiazkéw o charakterze fenolowym, ulegajacych z dobra wydajnoscia
karboksylowaniu, nalezy wymieni¢: krezole, naftole i ich homologi, fenole wielowodoro-
tlenowe, chlorowcofenole, aminofenole, hydroksypochodne bifenylu, hydroksypochodne
pirydyny i hydroksypochodne chinoliny. Na przyktad:

aa CO,, K,CO4 A~ OH
N

N HOOC
OH OH
CO,, K,CO4 COOH
>
CH, CH;

Bezwodny fenolan sodowy otrzymuje si¢ przez doktadna neutralizacje czystego fenolu
40% roztworem NaOH z dodatkiem siarczanu (IV) sodu, w celu przeciwdziatania utlenianiu
fenolanu sodowego. Proces ten prowadzi si¢ w kotle z mieszadlem i ptaszczem grzejnym.
Nastepnie uzyskany roztwor fenolanu sodowego wprowadza si¢ do autoklawu ogrzewane-
go systemem Frederkinga. Autoklaw jest zaopatrzony w silne mieszadto, a jego konstrukcja
pozwala na jednoczesne rozdrabnianie suchego fenolanu. Przez stopniowe ogrzewanie
pozbawia si¢ go wody, najpierw pod normalnym, a potem pod zmniejszonym ci$nieniem,
w temp. 130°C. W koncu reszt¢ wody usuwa si¢ w temp. 16°C, uzyskujac suchy rozdrob-
niony fenolan sodowy. Wreszcie zawartos¢ autoklawu chlodzi si¢ do temp. 90°C przez
przepuszczenie zimnej wody przez we¢zownicg Frederkinga i wprowadza z kolei suchy CO,
pod ci$nieniem, poczatkowo 2atm, pdzniej — 6atm. Zachodzi szybka absorpcja CO,
z wydzieleniem ciepta. Temperatur¢ w autoklawie utrzymuje si¢ poczatkowo na poziomie
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ok. 100°C, przez chlodzenie woda, a nastgpnie pozwala si¢ jej wzrosna¢ do 130°C. Po catko-
witym wysyceniu CO,, zawarto$¢ autoklawu ogrzewa si¢ powoli, w ciggu 1,5 godziny — do
temp. 175°C. Zachodzi wtedy przegrupowanie weglanu fenylosodowego do salicylanu
sodowego. Cisnienie wzrasta w autoklawie do 8 atm. Powoli otwiera si¢ zawdr autoklawu
potaczony z chtodnica, chtodzona woda w temp. 40°C, ktérym uchodzi CO, razem z feno-
lem powstajacym w reakcji ubocznej, zachodzacej migdzy salicylanem sodowym i nieprze-
reagowanym fenolanem sodowym.

Reszte fenolu, ktory powstaje w ilosci 8-10%, usuwa sig przez wlaczenie pompy proz-
niowej. Po usunigciu fenolu wprowadza si¢ do autoklawu goraca wodeg. Roztwor przetlacza
si¢ do emaliowanego kotla z mieszadtem oraz ptaszczem grzejnym i oczyszcza przez goto-
wanie z weglem aktywnym, po czym — w celu pozbycia si¢ wegla oraz zanieczyszczen —
filtruje sig przez filtr kulisty do otwartego kotla emaliowanego z mieszadlem i zakwasza
kwasem solnym (bez Fe'"). Wydzielony kwas salicylowy odwirowuje si¢ w wiréwce
i suszy w suszarni. Po zmieleniu uzyskuje si¢ techniczny kwas salicylowy, ktory oczyszcza
si¢ zwykle przez sublimacjg.

Sublimacje prowadzi si¢ w aparaturze (rys. 4), sktadajacej si¢ z dwoch zasadniczych
czesSci :

1) kotla sublimacyjnego,

2) odbieralnika oraz urzadzen pomocniczych, sluzacych do ogrzewania kotta i do

chtodzenia odbieralnika.

Aparatura potaczona jest z pompa prozniowa.

Kociot sublimacyjny powinien:

1) mie¢ duza powierzchni¢ parowania,

2) ogrzewa¢ roOwnomiernie za pomocg plaszcza olejowego lub parowej wezownicy

Frederkinga.

Najczesciej jest to kociot o duzej srednicy, polaczony z odbieralnikiem rurg o duzym prze-
kroju, aby nie zatykala si¢ sublimatem. Kociot ten jest zaopatrzony w mieszadto i moze miec¢
dodatkowe urzadzenia do wprowadzania oboj¢tnego gazu nad powierzchnig sublimacyjna.

e 2\
1 s 6

malem B

1 — kociot sublimacyjny, 2 — doprowadzenie gazu, 3 — palnik gazowy, 4 — doprowadzenie CO,,
5, 6 — komory chtodnicze, 7 — filtr, 8 — wentylator

Rys. 4. Urzadzenie do sublimacji kwasu salicylowego [wg L. Kuczynski: op. cit.]
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Strumien gazu obojgtnego, bardzo czgsto powietrze lub dwutlenek wegla, przyspie-
sza znacznie sublimacj¢. Odbieralnik ma zwykle ksztalt duzej komory o objetosci kilka-
krotnie przewyzszajacej objgtos¢ kotta. W komorze, ktdora moze by¢ w razie potrzeby
chtodzona z zewnatrz woda, sa umieszczone przegrody dla zmiany kierunku przeptywu
gazow. Sublimat osadza si¢ na $ciankach komory; po skonczeniu sublimacji jest zdrapy-
wany ze §cian i usuwany przez drzwiczki, szczelnie zamykane w czasie trwania sublima-
cji.

Przez sublimacjg oczyszcza sig, migdzy innymi, kamfore, pirogalol, kwas benzoesowy
i salicylowy. Dobre wyniki osiaga si¢ przy sublimacji kwasu salicylowego w urzadzeniu
przedstawionym na rys. 4. Kwas salicylowy taduje si¢ do kotla sublimacyjnego na sito
w warstwie o grubosci kilku centymetrow. Kociot zaopatrzony w podwdjne dno jest
ogrzewany gazem. Powietrze, zasysane wentylatorem poprzez filtr, przechodzi przez po-
dwaojne dno kotla do gory, przeciska si¢ przez warstwe kwasu salicylowego, i unoszac ze
soba sublimat, przechodzi szerokim kanatem do komor z przegrodami, na ktorych osadza
si¢ kwas salicylowy. Powietrze przechodzi dalej przez filtr zatrzymujacy porwany pyt i rura
dochodzi z powrotem do wentylatora. Powietrze rozciencza si¢ ditlenkiem wegla, dopro-
wadzonym osobng rurg (w celu zapobiezenia ewentualnym wybuchom pytu kwasu salicy-
lowego, jakie zdarzaty si¢ w niektorych fabrykach).

I.3. Kwas acetylosalicylowy — przeglad i ocena technicznych metod otrzymywania
kwasu acetylosalicylowego, odpowiadajacego wymogom farmakopealnym

Kwas acetylosalicylowy otrzymuje si¢ najczesciej w reakcji kwasu salicylowego z bez-
wodnikiem octowym. Publikacje i patenty omawiajace t¢ reakcj¢ zalecaja prowadzenie jej
w niskich temperaturach, stosowanie duzych nadmiaréw bezwodnika oraz katalizatorow,
takich jak kwas siarkowy, pirydyna lub kwas fosforowy. Dla utatwienia przebiegu reakcji
i pozniejszej krystalizacji zaleca si¢ rozcienczanie srodowiska kwasem octowym, bezwodni-
kiem octowym, benzenem, toluenem, ligroina, a nawet nafta. Jednak bezposrednie otrzyma-
nie produktu farmakopealnego w odpowiedniej postaci krystalicznej, pozbawionego zanie-
czyszczen, mimo stosowania najrozmaitszych technik prowadzenia procesu acetylacji, jest
bardzo trudne i wymaga dodatkowej krystalizacji. Zwykle otrzymuje si¢ zanieczyszczony
kwas acetylosalicylowy, ktoéry — w zaleznosci od parametréw wykonczeniowych, tj. sposobu
krystalizacji, suszenia itp. — posiada temperature topnienia w granicach 125-136°C.

1.3.1. Zanieczyszczenia kwasu acetylosalicylowego — przyczyny obnizonej temperatury
topnienia

Dla okreslenia zanieczyszczen kwasu acetylosalicylowego powstajacego w procesie
produkcyjnym postuguje si¢ zwykle metodami chromatograficznymi. Badane probki kwasu
acetylosalicylowego, obok glownego zanieczyszczenia, jakim jest kwas salicylowy, moga
zawiera¢ takze produkty uboczne, takie jak wspomniane wczesniej kwasy: 4-hydroksy-
benzoesowy, czy tez 4-hydroksyizoftalowy i jego acetylowa pochodna, kwas acetylosalicy-
losalicylowy badz salicylosalicylowy, czy tez bezwodnik salicylooctowy, badZ acetylosali-
cylooctowy (rys. 5).

Gdy krystalizacj¢ kwasu acetylosalicylowego prowadzono stosujac odpowiednie alko-
hole, takie jak metanol czy etanol, stwierdzono powstawanie odpowiednich estrowych
pochodnych kwasu acetylosalicylowego. Trzeba podkresli¢, iz w wyniku krystalizacji naj-
czegsciej uzyskuje si¢ jedynie popraweg wygladu zewngtrznego, bez znacznego zwigkszenia
chemicznej czystosci. Czesto zdarza sig, ze produkt po krystalizacji posiada wigcej zanie-
czyszczenh 1 nizsza temperaturg topnienia anizeli przed krystalizacja. Wiaze si¢ to, migdzy
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innymi, z tatwo zachodzacym w czasie ogrzewania rozkltadem kwasu acetylosalicylowego
i mozliwoscia powstawania wymienionych wczesniej pochodnych.

HOOC COOH HOOC\I::]:COOH
[ I H
OH o-c('h

AN
0
COOH COOH
0 0
\N \N
o con
o—cj\\cH3 OH
0
0
N P N Y.
Cc-0—C C-0-C__
AN
S TG
OH o—c- ¢
\
0

Rys. 5. Produkty uboczne towarzyszace syntezie kwasu acetylosalicylowego [wg 3 i 4]

1.3.2. Wplyw zawartosci kwasu salicylowego na temperature topnienia kwasu acetylo-
salicylowego

Temperatura topnienia jest wielkoScia fizyczna, ktora charakteryzuje dana substancjg.
Depresja temperatury topnienia zwigzana jest z odpowiednia zawarto$cia zanieczyszczen
w badanej probcee i czgsto glgbokos¢ depres;ji jest proporcjonalna do ilosci zanieczyszczen.
W przypadku kwasu acetylosalicylowego zanieczyszczonego kwasem salicylowym tempe-
ratura topnienia nie jest wyznacznikiem stopnia czystosci, poniewaz stwierdzono, iz po-
czatkowo kazde 0,05% kwasu salicylowego w mieszaninie z kwasem acetylosalicylowym
obniza temperaturg topnienia probki o okoto 1°C. Przy dalszym wzroscie zawartos$ci kwasu
salicylowego spadek ten stopniowo maleje i od pewnego momentu nastgpuje powrotne pod-
noszenie si¢ temperatury, tak iz probki o zawartosci okoto 15% i 50% posiadaja podobne
przedziaty temperatur topnienia. Poniewaz otrzymany z reakcji produkt, po odsaczeniu tu-
g6w pokrystalicznych, moze zawiera¢ nie wigcej niz ok. 0,05% kwasu salicylowego, mozna
wnioskowac¢, ze — przy nieobecnosci innych zanieczyszczen — zagadnienie otrzymywania
kwasu acetylosalicylowego o temperaturze topnienia (135-137°C) sprowadza si¢ przede
wszystkim do usunigcia kwasu salicylowego z produktu ponizej 0,05% zwartosci tego kwasu.

Mozna to spowodowac przez przemywanie lodowatym kwasem octowym, wodnymi
roztworami kwasu octowego, benzenem, ligroing lub woda. Woda, ktéra w procesie pro-
dukcyjnym jest najbardziej ekonomicznym i dost¢pnym rozpuszczalnikiem, przez wiele lat
byta pomijana, bowiem sadzono, iz wywiera dzialanie hydrolityczne, w wyniku czego
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nastgpuje rozktad kwasu acetylosalicylowego. Stwierdzono, iz produkty przemywane wo-
da, podobnie jak i roztworami kwasu octowego, posiadaty zbyt niskie temperatury topnie-
nia. Mimo catkowitego usunigcia kwasu salicylowego przy przemywaniu, pojawiat si¢ on
ponownie po wysuszeniu, a nawet w tabletkach, co dyskwalifikowato produkt jako lek.
Blizsze badania wykazaly, iz hydrolityczne dzialanie wody, szkodliwe dla operacji prze-
mywania kwasu acetylosalicylowego, nastgpuje tylko w przypadku niedostatecznego od-
mycia produktu od kwasu octowego, powstajacego w trakcie acetylacji kwasu salicylowe-
go.

Gdy przemywanie woda surowego kwasu acetylosalicylowego prowadzi si¢ tak dtugo,
az pH przesaczu osiagnie warto$¢ powyzej 4, wowczas nie obserwuje si¢ hydrolitycznego
dzialania wody. Z teoretycznego punktu widzenia za wspomniany rozktad w czasie susze-
nia, a nawet w gotowych formach leku (np. tabletki) przemywanego woda kwasu acetylosa-
licylowego, odpowiedzialne sa jony wodorowe, pochodzace przede wszystkim od kwasu
octowego, ktore przylaczaja si¢ do atomu tlenu spolaryzowanego wiazania C=0.

Koordynacyjne przytaczenie wody do karbokationu prowadzi do powstania potaczenia
okreslonego w literaturze kompleksem ,,AWO”, ktoéry — na przyktad w trakcie suszenia lub
dluzszego przechowywania — rozklada si¢ do kwasu salicylowego, dajacego z kwasem
acetylosalicylowym spadek temperatury topnienia (rys. 6).

COOH COOH

l HOH
@COOH ®
COOH
CH; ©  temp.
| CH3CO0™ _temp. @[ +2 CH;COOH

0—C-OH
OH

A

L HOH |
kompleks ,,AWO”

Rys. 6. Hydrolityczny rozktad kwasu acetylosalicylowego [wg 4]
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1.3.3. Przeglad i ocena technicznych metod krystalizacji kwasu acetylosalicylowego —
problem polimorfizmu

Jak juz wspomniano, kwas acetylosalicylowy otrzymany wprost ze Srodowiska reakcji
zwykle nie odpowiada stawianym mu wymaganiom pod wzgledem czystosci i formy kry-
stalicznej. Sposérod stosowanych w technice sposobdéw oczyszczenia kwasu acetylosalicy-
lowego wymienia sig¢ krystalizacjg, migdzy innymi, z mieszaniny benzenu i 20-60% bez-
wodnika octowego (w metodzie tej dochodzi do izomeryzacji kwasu acetylosalicylowego
do bezwodnika salicylooctowego), z benzenu, tetrachlorku wegla. W firmie Alpine Che-
mische Werke Kufstein stosowano metanol, naft¢ lub kwas octowy. Stosowanie metanolu
lub benzenu, a takze chlorku etylenu, dioksanu z dodatkiem chloroformu zalecaja rowniez
patenty niemieckie i amerykanskie. Stosowanie powyzszych rozpuszczalnikéw do krystali-
zacji ma sens wowczas, gdy poddaje sig krystalizacji produkt o wzglednie wysokiej czysto-
sci. W przypadku bardziej zanieczyszczonego produktu krystalizacje nalezy powtarzaé
kilkakrotnie, co podraza koszty produkcji. Nalezy nadmieni¢, iz przy probach krystalizacji
z wysokoprocentowych lub bezwodnych alkoholi zaobserwowano réwniez, zachodzaca
czesciowo, estryfikacje kwasu acetylosalicylowego i powstajacego z rozktadu kwasu sali-
cylowego.

Szeroko zakrojone badania doprowadzity do stwierdzenia istnienia kilku odmian poli-
morficznych kwasu acetylosalicylowego, co ma donioste znaczenie dla jego dostgpnosci
biologicznej. Wiadomo, iz najbardziej trwata (stabilna) odmiana polimorficzna ma zwykle
najwyzsza temperatur¢ topnienia i najmniejsza rozpuszczalnos¢. Migdzy krancowymi od-
mianami polimorficznymi, stwierdzono 50% réznicg w rozpuszczalnosci, co wptywa m.in.
na szybko$¢ wchtaniania. Tak wigc otrzymanie kwasu acetylosalicylowego w odpowiednie;j
odmianie polimorficznej (odmiana bezpostaciowa jest z reguly lepiej rozpuszczalna niz
odmiana krystaliczna) jest pewnym dodatkowym utrudnieniem w procesie technologicznym.

Badania mikroskopowe krysztatlow kwasu acetylosalicylowego, otrzymywanych w roz-
nych warunkach i z ré6znych rozpuszczalnikow przekonaty, jak juz wspomniano, o istnieniu
kilku form krystalicznych, z ktorych dwie zasadnicze to forma ,,ptytkowo-brylasta” — po-
wstajaca w rozpuszczalnikach polarnych (kwas octowy, bezwodnik octowy, octan etylu,
metanol itp.) i forma ,,stupowo-iglasta” — wydzielajaca si¢ na ogét z rozpuszczalnikow o matej
statej dielektrycznej (benzen, chlorek etylenu, trichloroetan itd.). Stwierdzono ponadto, ze
rozpuszczalniki polarne lepiej rozpuszczaja i izoluja zanieczyszczenia (inhibitory) krystali-
zacji kwasu acetylosalicylowego.

Dobre wyniki przy krystalizacji kwasu acetylosalicylowego uzyskuje sig, stosujac mie-
szaning dwoch rozpuszczalnikow o rdznej polarnosci (10-20% lodowatego kwasu octowe-
go i 80-90% weglowodoru lub jego chlorowcopochodnej). Omawiajac otrzymywanie od-
powiedniej odmiany krystalicznej, nie sposob nie wspomnie¢ o samym procesie chtodzenia
mieszaniny reakcyjnej lub roztworu krystalizowanego kwasu acetylosalicylowego. Wedtug
niektdrych autoréw chlodzenie powinno zaczynaé sie z szybkos$ciag 3—12°C na godzine,
anp. w przedziale temperatury 15-10°C odbywac si¢ z szybkos$cia 5°C na 3 godziny.

Podsumowujac, mozna stwierdzié, iz pozornie prosty proces acetylacji kwasu salicy-
lowego do kwasu acetylosalicylowego, odpowiadajacego wymogom farmakopealnym kryje
wiele niespodzianek.
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II. PRZEMYSLOWE METODY SYNTEZY KSANTYN

Wielokierunkowo$¢ dziatania naturalnych metyloksantyn (teofiliny, teobrominy i ko-
feiny) i ich syntetycznych pochodnych o zmodyfikowanej strukturze zapewnila tej grupie
srodkow leczniczych wazne miejsce we wspotczesnej farmakoterapii.

Sposrod ok. 20 lekoéw o strukturze metyloksantyn, w Polsce produkuje sig: diprofiling,
nikotynian ksantynolu (Sadamin), pentoksyfiling (Polfilin) i aminofiling.

Ponizej oméwiono metody syntezy diprofiliny i nikotynianu ksantynolu, z uwzgled-
nieniem otrzymywania produktow wyjsciowych.

I1.1. Synteza diprofiliny
QH (I)H
CHZ_CH_CHZ

O /
H3C\ N
@
07 "N N
CH,

diprofilina
7-(2’,3-dihydroksypropylo)-teofilina

Diprofilina dziala rozszerzajaco na naczynia wiencowe, naczynia mozgu i nerek, pobu-
dza osrodki rdzenia przedtuzonego, obniza ci$nienie krwi, rozszerza oskrzela, dziata tagod-
nie moczopgdnie. Stosowana jest doustnie i doodbytniczo w dychawicy oskrzelowej, prze-
wlektych chorobach oskrzelowo-plucnych, chorobie wiencowe;j, niewydolnosci krazenia.

I1.1.1. Metoda chloropropandiolowa
Surowce:  teofilina, 1-chloro-2,3-propandiol, NaOH

a) Teofilina

Teofilina wystgpuje w lisciach herbaty, ale pozyskiwanie jej z tego surowca jest nieo-
ptacalne. Otrzymuje si¢ ja w wyniku pelnej syntezy z prostych produktow wyjsciowych:
mocznika 1 kwasu cyjanooctowego lub metodami polsyntezy, przez modyfikacjg takich
zwiazkow purynowych, jak np. kwas moczowy i kofeina.

e Metoda Traubego
Metoda syntezy teofiliny zostala opracowana na poczatku tego stulecia przez Traubego
1 jest stosowana, po wprowadzeniu réznych modyfikacji, do dnia dzisiejszego:

NHCH, O !
3 H;C_, .C.
_ 7 | 3SNTTNCH,
0=C + CH, ———> | | —>
\HCH | - H,0 oS CN
CH;
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0 0
HyCoy HiCo
’ | ——
O)\ITI NH, o)\y H
CH; CH;

1,3-dimetylo-6-aminouracyl
kwas 1,3-dimetylo-6-iminobarbiturowy

Kondensacj¢ prowadzi si¢ za pomoca alkoholowego roztworu etoksylanu sodu lub bez-
wodnika octowego. Nastepnie przeprowadza si¢ nitrozowanie azotanem (III) sodu w roz-
tworze kwasnym i redukcje, np. zelazem, cynkiem w kwasie siarkowym (VI), siarczkiem
sodu lub amonu w $rodowisku alkalicznym, hydrosulfitem lub elektrolitycznie.

0]

O
H;C. H;C. H
NaNO,, H® N lNO 3¢ N)i:o
O)\ITI NH, O)\ITJ H

CH;

CHj,

1,3-dimetylo-5-nitrozo-6-aminouracyl kwas 1,3-dimetylo-6-iminowiolurowy

0]

H;CJ NH
3N 2

|
O)\l\ll NH,
CH,3

redukcja

1,3-dimetylo-5,6-diaminouracyl

Po reakcji formylowania 50% kwasem mrowkowym i ogrzaniu formylowej pochodnej
z tugiem nastepuje zamknigcie pier§cienia imidazolu:

1,3-dimetylo-5-formyloamino-6-aminouracyl teofilina
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Jezeli w syntezie stosuje si¢ mocznik, a nie jego dimetylowa pochodna, metylowanie
odbywa si¢ w trakcie syntezy: mozna metylowa¢ siarczanem dimetylu formylowa pochod-
na lub 6-aminouracyl (metoda Bobranskiego i Synowiedzkiego).

Bredereck opracowat modyfikacj¢ syntezy Traubego, polegajaca na zastosowaniu for-
mamidu do jednoetapowej reakcji formylowania 1,3-dimetylo-5,6-diaminouracylu i cykli-
zacji do uktadu ksantyn.

0 [ 0
H;C. NH, H;C. NH,
N HCONH, N
A > J g
0”7 N7 NH, 07 N" NHCHO
CH; CH;
HAC.
3 N NH
.
—NH;, — H,O
3 2 O)\ITI
CH,

e Polsynteza teofiliny z kwasu moczowego

Kwas moczowy stanowi ostatni etap metabolizmu puryn, np. u ptakéw. Ekskrementy pta-
kéw (guano) zawieraja 3—25% tego skladnika, ktory tatwo mozna wyekstrahowaé rozcien-
czonym roztworem alkaliow i wyodrgbni¢ przez wytracenie kwasem solnym. Ze 100kg
guana otrzymuje si¢ 2—3 kg kwasu moczowego.

O

NHCONH
NH _HCONH, 2

)\ )\ 7

N NHCHO

(CHy,80, NaOH 1/ .
35°C pH=9-10 _ >N %S
> /

HN
.
COp Ny A AN
|

|
H CH,
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e Najbardziej ekonomiczny wariant syntezy teofiliny polega na potaczeniu starej metody
potsyntezy z kwasu moczowego z fragmentem pelnej syntezy wedtug Traubego:

/ NHCOCH
HN NH  (cH,c0),0 QN(nadmiar) HN 3
[ =0 —5 > | — >
0~ "N" "N 2 07 N7 NHCOCH,
n H H
H NHCHO
H,0 HN 2 90%HCOOH  HN
07 N7 NH, 0”7 N7 NH,
H H
/ A\
CH3J ,< . N H3C N NHCHO 3(V NaOH H3 NH
e e
)\N N )\
CH3 H3

e Polsynteza teofiliny z guaniny

Ciekawym surowcem naturalnym moga by¢ kwasy nukleinowe pozyskiwane z drozdzy.
Przez hydrolizg kwasoéw nukleinowych rozcienczonym kwasem siarkowym (VI) otrzy-
muje si¢ m.in. guaning, z ktorej przez diazowanie i zagotowanie mozna otrzymac ksanty-
ng, a z niej — przez selektywne metylowanie — teofiling:

OH
1. NaNO, (r. diazowania)

j\;/ | N§ 2.H,O0 (r. zagotowania)> i/ | N§
N7 N7 N HO” N7 N
0
metylowanie Hs C\N | N§I
/
BN
CH;

Metoda ta nie jest stosowana w technice, mimo jej atrakcyjnosci i prostoty.
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e Polsynteza teofiliny z kofeiny
Przez chlorowanie kofeiny trichlorkiem fosforu w temp. 30-70°C w tetrachloroetylenie
otrzymuje si¢ tetrachlorokofeing, z ktorej — przez hydrolizg i redukcje — powstaje teofilina.

0 CH; 0 CCly
Gy | N> pCly, cLe=ccl, Oy | N} o _HoH
;
0P NN 0P NN 20-22h
| |
CH; CH;
o HO\C/OH o
H3C\N N~ OH H;CL NH
— | )—Cl e ——
O)\I\II N -H0,-CO, O)\I\II N
L CH3 i CH3
0
H,C.
Zn, HCI 3NN | NH
/)
A
CH;

e Metody syntez uktadu ksantyny z imidazolu nie maja praktycznego przemystowego
znaczenia, ale sg znane; na przyktad:

0
NH, H,NCO__NH Ho NH
o= e ) = LT
NH, H,N~ N 30 N N
H

Droga biosyntezy uktadu puryny w organizmie jest pierwotna synteza pierscienia imidazolu.

b) 1-chloro-2,3-propandiol
e Otrzymywanie z glicerolu:

CHy—CH-CH, _ HCI,CH;COOH _ CH,—CH—CH,
OH OH OH OH OH Cl
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90% glicerol ogrzewa si¢ w lodowatym kwasie octowym do temp. 110°C i przepuszcza
gazowy chlorowodor, nastgpnie destyluje pod zmniejszonym ci$nieniem, zbierajac frakcje
0 tWigmm 114-120°C, twpm 115-117°C.

e Otrzymywanie z epichlorhydryny (1-chloro-2,3-epoksypropanu):

N7 O mso,  (Ham(H-CH,
e

O OH OH (I

Przeprowadza si¢ tagodna hydrolizg ok. 1,5% kwasem siarkowym (VI). Do reaktora wlewa
si¢ wodg destylowana i przy wlaczonym mieszadle wkrapla cienkim strumieniem akumula-
torowy kwas siarkowy (VI) (ok. 30%) w takiej ilosci, aby powstat kwas siarkowy (VI)
o stgzeniu ok. 1,5%. Otrzymany kwas ogrzewa si¢ do 50-60°C, po czym wkrapla epichlor-
hydryng takimi porcjami, aby temperatura mieszaniny nie przekroczyta 50-60°C. Roztwor
poreakcyjny zobojetnia si¢ weglanem wapnia do pH = 7 w temp. 50°C, odsacza powstaty
siarczan (VI) wapnia. Z przesaczu oddestylowuje sig przedgon, a nastgpnie frakcjg¢ wiasci-
wa (tW700mm 1 17,9OC, tW400mm 980C, tW200mm 79,3OC, tW100mm 620C, tW40mm 420C)

c) Synteza diprofiliny
Kondensacjg soli sodowej teofiliny z chloropropandiolem przeprowadza si¢ w $rodo-
wisku wodnym lub bezwodnym:

O Na
HCy N CH,—CH-CH,
Ly L dwdn Twa
0P NN Cl OH OH —Na
CH;
®  CH,~CH-CH,
/ | |
H3Cl N OH OH
A
07 "N” "N
CH;

W pierwszym wariancie w reaktorze umieszcza si¢ wodorotlenek sodu, wodg destylowana
1 bezwodna lub uwodniong teofiling, ogrzewa 15 min w temp. 60°C, dodaje chloropropandiol
i ogrzewa kilka godzin do momentu, gdy ciecz staje si¢ klarowna. Z kolei oddestylowuje si¢
wode, dodajac pod koniec benzen celem azeotropowego usuni¢cia wody. Nastepnie dodaje
si¢ metanol (celem wytracenia chlorku sodu), wegiel aktywny, gotuje 20 minut, filtruje przez
filtr ci$nieniowy do zigbionego solanka (-7°C) krystalizatora. Po ok. 24 godz. odsacza si¢
wytracong surowq diprofiling i przeprowadza krystalizacj¢ z 85% metanolu. Aby przeprowa-
dzi¢ reakcjg kondensacji w srodowisku bezwodnym, otrzymuje si¢ najpierw sol sodowa teofi-
liny (przez rozpuszczenie teofiliny w tugu, oddestylowanie wody, wysuszenie i rozdrobnie-
nie). W reaktorze sporzadza si¢ roztwor chloropropandiolu w toluenie i ogrzewa do 111°C.
Do tego roztworu wsypuje si¢ matymi porcjami sproszkowana sol teofiliny, mieszajac. Kon-
densacja jest zakonczona, gdy masa staje si¢ homogeniczna pasta. Do mieszaniny reakcyjnej
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dodaje si¢ metanolu, celem lepszego wytracenia chlorku sodu, miesza i saczy na nuczy.
Z filtratu po ozigbieniu krystalizuje diprofilina.

I1.1.2. Metoda glicydolowa (glicydowa)
Surowce:  teofilina, glicydol (2,3-epoksy-1-propanol), N,N-dimetyloanilina

a) Glicydol
Glicydol otrzymuje sig z chloropropandiolu:

NaOH
CHZ_CH_CHZ metanol W/\OH
| | | EEEEE—
Cl OH OH —NaCl 0
glicydol

Roztwor chloropropandiolu w metanolu ozigbia si¢ do 15°C, dodaje sig, mieszajac przez
2 godziny, staty wodorotlenek sodu w temp. 20°C, potem miesza si¢ jeszcze przez 1 godz.,
odsacza wytracony chlorek sodu, przemywa trzykrotnie metanolem i potaczone filtraty
destyluje pod normalnym ci$nieniem w temp. 80°C (destyluje metanol), a nastgpnie obniza
si¢ ci$nienie i w temp. 85°C przy 30 mm Hg destyluje glicydol. W aparacie destylacyjnym
pozostaje nieprzereagowany chloropropandiol.

b) N,N-dimetyloanilina

N,N-dimetyloaniling otrzymuje si¢ przez ogrzewanie aniliny, metanolu i stgzonego
kwasu siarkowego (VI) pod cisnieniem, z powstajacego siarczanu wydziela si¢ wolna zasa-
dg przez zalkalizowanie:

NH, N(CH;3),

. H,S0,
2CH;0H  — 0>

N,N-dimetyloanilina
c) Synteza diprofiliny
W celu otrzymania diprofiliny metoda glicydowa ogrzewa si¢ teofiling, glicydol, N,N-
dimetyloaniling do wrzenia w metanolu lub innym alkoholu do rozpuszczenia teofiliny (ok. 2—
2,5 godz.) i od tego momentu jeszcze ok. 1 godz. do zmiany barwy roztworu na zo6lta, nast¢pnie
ozigbia w temp. 0—7°C 6-8 godz. Wypada osad, ktéry filtruje sig i krystalizuje z 85% metanolu.

0 @ s cy.0m
- N ™8
H3C\N Ne ) OH CH;
)\ | /> + \/ >
07 >N~ N O
|
CH

-

3 0 CH,-CH—-CH,
HsC N om
N OH OH
07N~ N

CH;,
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I1.1.3. Metoda epichlorhydrynowa
Surowce:  teofilina, epichlorhydryna (1-chloro-2,3-epoksy)propan, NaOH

a) Epichlorhydryna
Glicerol poddaje si¢ reakcji z gazowym chlorowodorem:

$H2_$H—$H2 gazowy HCI $H2_$H—$Hz
e
OH OH OH Cl OH (I

a nastgpnie przeprowadza dehydrohalogenacje 1,3-dichloro-2-propanolu statym wodorotlen-
kiem sodu w sposob zblizony do otrzymywania glicydolu (str. 239).

CH,—CH-CH, _ NaOH, CH;OH _ WACI

Cl OH I —NaCl O
epichlorhydryna

b) Synteza diprofiliny

O II\Ia
H3C\N N Cl/ﬁ
A L2 g
0” >N~ "N 0

|
CH;
O CH,~CH-CH,

0
H3Cl N/W Na,co; TBCsy N  OH OH
- o)\N| N/> T A )

0 >N N

| |

CHj3; CH;
Sporzadza si¢ sucha s6l sodowa teofiliny (str. 238) i gotuje z nadmiarem epichlorhydryny
kilka godzin, odfiltrowuje chlorek sodu, filtrat ozigbia i odsacza wytracona 7-(2°,3’-epoksy-
propylo)teofiling, ktora poddaje si¢ hydrolizie przez gotowanie z wodnym roztworem we-
glanu sodu w czasie 15-20 minut. Po ozigbieniu wypada osad diprofiliny.

I1.1.4. Metoda polska (Wojciechowski i wsp.)

Metoda ta opracowana zostala na skalg laboratoryjna i éwierctechniczna w Instytucie
Farmaceutycznym w Warszawie; oparta jest na metodzie syntezy teofiliny Traubego.
Surowce:  N,N-dimetylomocznik, kwas cyjanooctowy, epichlorhydryna (pkt a powyzej)

a) N,N-dimetylomocznik

NHCH;
Cl-CO-Cl + 2NH,~CH; ——> 0=C

N,N-dimetylomocznik

Przeprowadza si¢ aminoliz¢ fosgenu metyloamina w benzenie.
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b) Kwas cyjanooctowy

NaCN H®
Cl-CH,—COONa N—Cl> CN-CH,-COONa —>» CN-CH,—COOH

—Na
kwas cyjanooctowy

Kwas chlorooctowy rozpuszcza si¢ w roztworze wodorotlenku sodu i wprowadza, miesza-
jac, roztwor cyjanku sodu (reakcja egzotermiczna) tak, aby temperatura nie przekroczyta
50°C. Po zakonczeniu reakcji zakwasza si¢ 30% roztworem kwasu siarkowego (VI), odsa-
cza wytracony kwas cyjanooctowy.

c) Synteza diprofiliny
e Otrzymywanie 1,3-dimetylo-5-nitrozo-6-aminouracylu (kwasu 1,3-dimetyloimino-

wiolurowego)
O
HO, 0 I
NHCH H;C .C.
/ 3 | (CH;C0),0, CH;COOH 3¥>N"T CH,

O0=C + CH, > | | —
\ | - H,0 O//C\ CN
NHCH; CN ITIH

CH;4
0 0
H;C. H;C.
pH=7 SN | N
O)\ITI NH, O)\ITI H
CHj; CH;
1,3-dimetylo-6-aminouracyl
kwas 1,3-dimetylo-6-iminobarbiturowy
O O
H3C\N NaNO,, CH;COOH H3C\N NOH H;C. )iNO
O)\ITI H O)\ITI H )\N NH,
CH; CH; H;

1,3-dimetylo-5-nitrozo-6-aminouracyl
kwas 1,3-dimetylo-6-iminowiolurowy
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W kolbie zaopatrzonej w mieszadto umieszcza si¢ N,N-dimetylomocznik, kwas cyjano-
octowy, bezwodnik kwasu octowego, kwas octowy lodowaty i ogrzewa na tazni wodnej
w temp. 50°C do rozpuszczenia. Nastgpnie podgrzewa si¢ mieszaning do 70°C, utrzymu-
jac w tej temperaturze 1 godz., oddestylowuje nadmiar kwasu octowego pod zmniejszo-
nym ci$nieniem. Pozostaly olej przelewa si¢ do wody, podgrzewa do 50°C i zoboj¢tnia
weglanem sodu do pH = 7. W tych warunkach nastgpuje cyklizacja do uktadu uracylu.
Mieszaning reakcyjna ogrzewa si¢ w temp. 70°C przez 1,5 godz., dodajac na 15 min
przed koncem ogrzewania azotan (III) sodu. Osad zmienia barwg na fososiowor6zowa, w tej
temperaturze wkrapla si¢ kwas octowy do pH = 3—4. Wytraca si¢ buraczkowy osad kwa-
su 1,3-dimetylo-6-iminowiolurowego z wydajnoscia ok. 89%.

e Otrzymywanie 1,3-dimetylo-5,6-diaminouracylu

(0]
Na,S,0
H;C. NO 2724 H;C. NH
SN redukcja SN 2
A ’ A
(0) I\II NH, (0) ITI NH,

CHj; CHj
1,3-dimetylo-5,6-diaminouracyl

W kolbie zaopatrzonej w mieszadto, termometr i chtodnicg zwrotna umieszcza si¢ kwas
1,3-dimetylo-6-iminowiolurowy i, mieszajac, dodaje 25% wod¢ amoniakalng. Mieszaning
ogrzewa si¢ do 50°C i w tej temperaturze wkrapla si¢ roztwor hydrosulfitu (ditionianu II1
sodu). Osad rozpuszcza sig, a roztwor zmienia barwe na zielonozo6tta i zaczyna wydziela¢
sig osad 1,3-dimetylo-5,6-diaminouracylu, ktory po ozigbieniu odsacza sig.

e  Otrzymywanie 1,3-dimetylo-5-(N-3’-chloro-2’-hydroksypropylo)-amino-6-aminouracylu

0
H,C. )tNHz H3Co A\ NH-CH,—CH—CH,
(7 OH CI
O)\N NH, O)\N NH,
H; CH3

Ogrzewa si¢ 1,3-dimetylo-5,6-diaminouracyl, epichlorhydryng¢ i metanol przez 5 godz.,
ozigbia w temp. 0°C i odsacza wytracony produkt.

e  Otrzymywanie 7-(3’-chloro-2’-hydroksypropylo)-teofiliny

0o CH,~CH-CH,

H,C. NH-CH,-CH-CH
3 jl\ | 2 ol 2 80% HCOOH_ )\)t OH CI
07NN, T om0
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80% kwas mrowkowy, metanol i poprzedni produkt ogrzewa si¢ przez 2-3 godziny, odde-
stylowuje nadmiar kwasu mrowkowego 1 metanol, a pozostato$é oczyszcza przez krystali-
zacj¢ z metanolu.

e  Otrzymywanie diprofiliny

0o CH,—CH-CH, O CH,—CH—CH,
HiC (N OH ClI M0 H3C A\ N OH OH
)\ I > Na;CO; lub NaOH_ )\ I »
07 "N N 07N N

Przeprowadza si¢ hydrolizg¢ 7-B-hydroksy-y-chloropropyloteofiliny ok. 4% roztworem
weglanu sodu w czasie 15min w temp. 95-96°C, otrzymujac diprofiling z wydajnoscia
iloSciowa. Prowadzenie hydrolizy 0,5 n roztworem wodorotlenku sodu powoduje spadek
wydajnosci do 50%.

I1.2. Synteza nikotynianu ksantynolu (Sadamin)

H

|
CH2 CH CH2—N®CH2 —CH,0H

HiC. CH, _~_C00°®

)\ |

N
H;

Sadamin
nikotynian 7-(2’hydroksy-3’-N-metylo-N-f-hydroksyetyloaminopropylo)teofiliny

Nikotynian ksantynolu wzmaga przeplyw krwi w naczyniach wtosowatych, poprawia od-
dychanie tkankowe, zwigksza przeplyw naczyniowy, bezposrednio rozszerza sie¢ drobnych
naczyn mozgu, serca, konczyn, poprawia metabolizm i utlenianie w tkankach, obniza pod-
wyzszony poziom fibrynogenu, cholesterolu i lipidow w osoczu. Stosowany w zaburze-
niach naczyniowego krazenia obwodowego tetniczego i zylnego (choroba Biirgera, Menie-
ra, Raynauda), przy miazdzycy naczyn, niewydolnosci krazenia wiencowego, migrenie,
trudno gojacych si¢ owrzodzeniach podudzi.

I1.2.1. Metoda syntezy nikotynianiu ksantynolu wedlug patentu firmy Wiilfing
Surowce: teofilina (str. 233), epichlorhydryna (str. 240), N-metyloaminoetanol, kwas
nikotynowy

a) N-metyloaminoetanol

7., oo
o ' NH, OH CH;,

N-metyloaminoetanol
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N-metyloaminoetanol otrzymuje si¢ przemystowo przez aminoliz¢ tlenku etylenu metylo-
aming, przy intensywnym chtodzeniu.

b) Kwas nikotynowy
Kwas nikotynowy zostal otrzymany po raz pierwszy przez Hubera w 1867 roku,
w wyniku utlenienia nikotyny za pomoca stgzonego kwasu azotowego (V):

— p COOH

\I\I / N. HNO; . |
CH; N
kwas nikotynowy

Obecnie otrzymuje si¢ kwas nikotynowy z takich surowcow, jak: chinolina lub 8-hydroksy-
chinolina, 2-metylo-5-etylopirydyna, B-pikolina, pirydyna. Jako czynniki utleniajace stosuje
si¢ kwas azotowy (V), kwas siarkowy (VI), chlor, nadtlenek wodoru, manganian (VII) potasu.

e Otrzymywanie kwasu nikotynowego z 2-metylo-5-etylopirydyny — dziataniem stgzo-
nego kwasu azotowego (V)

N Cts 6 HNO;, 1850C (& COOH (5500 A COOH
| ) > | —>|_ |

H,C” N HOOC™ N N
+6NO + CO, + 6 H,0

2-metylo-5-etylopirydyng ogrzewa si¢ ze stgzonym kwasem azotowym (V) w temp. 185°C
pod ci$nieniem; powstaje kwas pirydyno-2,5-dikarboksylowy, ktéry w temp. 195°C pod-
dawany jest dekarboksylacji.

e Otrzymywanie kwasu nikotynowego z chinoliny — dziataniem st¢zonego kwasu siar-
kowego (VI)

N Se0, lub Se, 260-3200C & COOH o
J + 10H,S80, > | HSO;
N

Ne
H

+9S0,+3CO0O,+ 10 H,O

Metoda polega na utlenianiu chinoliny stgzonym kwasem siarkowym (VI) wobec katalizato-
réow — selenu (metoda Woodwarda) lub tlenku selenu (IV) (metoda Jordana) w temp.
260-320°C. W trakcie reakcji wydzielaja si¢ duze ilosci tlenku siarki (IV) i ditlenku wegla,
ktore kieruje si¢ do absorpcji. Ilos¢ wody jest wskaznikiem postepu utleniania. Wydzielanie
kwasu nikotynowego odbywa si¢ przez wytracenie za pomoca siarczanu (V1) miedzi (I) przy
pH = 3,5 trudno rozpuszczalnej soli kwasu nikotynowego, ktdra rozktada si¢ siarkowodorem,
po odfiltrowaniu od siarczku miedzi, roztwor wodny kwasu nikotynowego zaggszcza sig.
Ta metoda utlenia si¢ rowniez B-pikoling i 2-metylo-5-etylopirydyne.
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e Otrzymywanie kwasu nikotynowego z B-pikoliny — przez utlenienie chlorem gazowym

7 CHj; p COOH
© ©
| CI° +3ClL,+2H,0 —> Q/ CI® +6HCl
e o
H H
Do roztworu wodnego chlorowodorku B-pikoliny wprowadza sig, przy naswietlaniu w temp.

100-110°C, chlor gazowy; powstaje chlorowodorek kwasu nikotynowego, ktory po za-
geszezeniu wykrystalizowuje z roztworu.

e Otrzymywanie kwasu nikotynowego z B-pikoliny — przez utlenienie manganianem
(VII) potasu

2KMnOg4 + HbO ~——>  2MnO, + 2KOH +30

_~_CH; _~_-COOH
o +30 —> | +H,0
N

N

Ogrzewa si¢, mieszajac, B-pikoling i wodeg, dodajac porcjami w temperaturze 70-90°C
sproszkowany manganian (VII) potasu, az do odbarwienia roztworu. Odsacza si¢ wytraco-
ny tlenek manganu (IV), przesacz zageszcza i zakwasza stezonym chlorowodorem do pH =
3,5; kwas nikotynowy wydziela si¢ po ozigbieniu.

e Otrzymywanie kwasu nikotynowego z 8-hydroksychinoliny przez utlenienie nadtlen-
kiem wodoru

>

Xy H,0,, 85-950C qCOOH 135-1450C 2 COOH
o >

|
-CO
2 \N

7

N SN NCOOH
OH

8-hydroksychinoling rozpuszcza sig¢ w ok. 8% roztworze wodorotlenku sodu, ogrzewa do
65-75°C i w ciagu 2 godz. utlenia woda utleniona o st¢zeniu 3,5%, po czym podwyzsza si¢
temperaturg¢ do 80-95°C, utrzymujac ja przez 1 godz. Nastgpnie dodaje si¢ stgzonego kwa-
su siarkowego (VI) do stabo kwasnej reakcji, ochtadza, wypada kwas chinolinowy (2,3-
pirydyno-dikarboksylowy), ktory odsacza si¢. Do reaktora wprowadza si¢ kwas chinolino-
wy, lodowaty kwas octowy i ogrzewa w temp. 135-145°C do energicznego wydzielania
ditlenku wegla. Po ochtodzeniu wypada osad kwasu nikotynowego.
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e  Otrzymywanie kwasu nikotynowego z pirydyny (metoda laboratoryjna)

oleum, HgSO,
VZ 20-220C SO3 VZ SO3Na
| _NaOH _ | —
N N
CN COONa COOH
NaCN,3400C _ (& NaOH_ W~
N N N

Pirydyng poddaje si¢ sulfonowaniu 20—22% oleum (roztwor tlenku siarki (VI) w stgzonym
kwasie siarkowym (VI)) wobec siarczanu rtgci (katalizator). Po oddestylowaniu kwasu
siarkowego (VI), dodaje si¢ bezwodny etanol i pozostawia w temp. 0°C w celu wykrystali-
zowania kwasu 3-pirydynosulfonowego, ktory przeprowadza si¢ w sol sodowa przez roz-
puszczenie w roztworze wodorotlenku sodu i odparowanie. S0l sodowa kwasu 3-pirydyno-
karboksylowego poddaje si¢ reakcji z trzykrotnym nadmiarem cyjanku sodu w temp. 340—
400°C, w czasie 40—-50 min. Destyluje si¢ 3-cyjanopirydyng, ktéra poddaje si¢ hydrolizie
alkalicznej, ogrzewa z roztworem wodorotlenku sodu, z ktéorego wytraca si¢ kwas nikoty-
nowy przez zakwaszenie chlorowodorem.

¢) Synteza nikotynianu ksantynolu
e  Wariant pierwszy: z produktem posrednim 7-f-hydroksy-y-chloropropyloteofiling

0 _ 0 cH2 CH-CH,
H;C. H;C
Oy NH N 3 OH Cl
0)\1.“ *\ )\
CH3 3
OH 'CH,CH,OH
y 0 cH2 -CH-CH,-N
C 3 H3C\ CH3
HN- CH,CH,0H, NAOH _ N | > —
—-NACI
o7y
CH,
e Hy
~ | COOH o) ICHZ—CH—CHZ—N—CH2CH20H o
0”7 >N~ N N
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Reakcja polega na ogrzewaniu teofiliny z epichlorhydryna w $rodowisku alkoholowym
(metanol, propanol) w obecnosci katalizatora pirydyny (substytucja elektrofilowa). Po
ozigbieniu wypada osad 7-B-hydroksy-y-chloropropyloteofiliny, ktory odsacza sig.

Aminoliz¢ produktu posredniego, tj. 7-B-hydroksy-y-chloropropyloteofiliny, przepro-
wadza si¢ w Srodowisku alkoholu (etylowego, propylowego lub izopropylowego), ogrzewa-
jac stechiometryczne ilosci 7-B-hydroksy-y-chloropropyloteofiliny i N-metyloamino-
etanolu przez kilka godzin, przy stopniowym dodawaniu stechiometrycznych ilosci wodo-
rotlenku sodu rozpuszczonego w niewielkiej ilosci wody. W trakcie reakcji wydziela sig
chlorek sodu, ktory odsacza sig, a do klarownego roztworu dodaje kwas nikotynowy do
reakcji obojgtnej. S0l wytraca sig po ozigbieniu.

e  Wariant drugi: z produktem posrednim N-(3’-chloro-2’-hydroksypropylo)-N-metylo-
aminoetanolem

CI/W + HN-CH,CH,0H __ Cl-CH,CHCH,-N-CH,CH,0H

(0] CH; OH CH;
(0]
H;CJ NNa
N _ _N—
)\ | /> + Cl CH2$HCH2 Il\I CH2CH20H >
10) ITI N OH CH;
CH;
CH,CH,0OH
€ CH~CH-CH,~N_
H3C\N N OlH CH3
—NaCl o ITI N
CH;
OH H
COOH 0 ' <) o
g FHZ_CH_CHZ_IT]_CHZCHZOH Z COO
N RN CHs @
_ > )\ | ,> N
07 "N N
CH;

Reakcjg aminolizy epichlorhydryny N-metyloaminoetanolem przeprowadza si¢, wkraplajac
do roztworu epichlorhydryny w alkoholu (etylowym, propylowym lub izopropylowym)
trzykrotny nadmiar aminoalkoholu w czasie 3 godz., utrzymujac temp. 15-25°C (reakcja
egzotermiczna) i mieszajac. Nastgpnie zawarto$¢ reaktora miesza si¢ jeszcze 1 godz. Pro-
duktu reakcji nie wydziela sig, tylko jego roztwdr alkoholowy stosuje si¢ do dalszych
przemian.
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Kondensacj¢ z solg sodowa teofiliny przeprowadza si¢ w ten sposob, iz do roztworu
wodorotlenku sodu w wodzie dodaje si¢ alkoholu i po ogrzaniu do temp. 50-60°C wpro-
wadza, mieszajac, teofiling. Wytwarza si¢ papkowata sol teofiliny, do ktdorej wkrapla si¢
w czasie 3 godz., mieszajac i ogrzewajac do wrzenia, opisany wyzej roztwor halogenopo-
chodnej aminoalkoholu. Mieszaning utrzymuje si¢ w temperaturze wrzenia dalsze 2 godz.,
a nastgpnie odsacza si¢ chlorek sodu. Goracy przesacz alkoholowy zadaje si¢ kwasem niko-
tynowym i ogrzewa do rozpuszczenia go. Nikotynian ksantynolu wydziela sig juz na ciepto
w postaci btyszczacych blaszek, ktore odsacza si¢ po ozigbieniu.

Otrzymany wedlug obydwu wariantéw nikotynian ksantynolu krystalizuje si¢ z 85%
izopropanolu.

I1.2.2. Metoda aminolizy 7-f,y-epoksypropyloteofiliny

Surowce: 7-B,y-epoksypropyloteofilina (str. 240), N-metyloaminoetanol (str. 243), kwas
nikotynowy (str. 244)

0 0
H3Coy N HN-CH,CH,OH  alkohol
LA 7
0y N CH;
C

Hj

0 CH2 —CH-CH,~N—CH,CH,0H .~ (TCOOH

H3Co | > OH CH, N
— )\ R
CH,
H
0 | ®
CH2 ~CH-CH,~NZCH,CH,0H o
HyCo | > On CH, A~ COO0
—
)\ N
CH,

Reakcjg aminolizy 7-B,y-epoksypropyloteofiliny przeprowadza si¢ nadmiarem N-metylo-
aminoetanolu, ogrzewajac substraty w roztworze alkoholowym (etanol lub izopropanol)
kilka godzin. Do goracego roztworu dodaje si¢ kwasu nikotynowego; po ozigbieniu wypa-
daja krysztaly nikotynianu ksantynolu, ktory krystalizuje si¢ z 85% izopropanolu (jak
w metodzie I1.2.1c).

I1.2.3. Metoda syntezy z zastosowaniem 2-aminoetanolu i alkilowania metoda Esch-
weilera-Clarke’a
Surowce: 7-B-hydroksy-y-chloropropyloteofilina (str. 247), 2-aminoetanol (etanoloamina,
kolamina), kwas nikotynowy (str. 244)
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a) 2-aminoetanol
W Cle_CHz _NH2
o + NH; ——> OH

2-aminoetanol

Aminoetanol otrzymuje si¢ na skalg¢ przemystowa przez amonoliz¢ tlenku etylenu
w szczelnej aparaturze przy intensywnym chlodzeniu.

b) Synteza nikotynianu ksantynolu
Reakcja kondensacji:

0 CH,~CH—CH,

MOy | N> OH Cl NaOH
)\ + HzN_CH2CH20H ~NaCl
CH3
0 CH2 —CH-CH,~NH-CH,CH,0H o~ ~C00H
CH3
H
0 |®
CH2 —CH—CH,—N=CH,CH,0H o
H3Co | > OH H = COO
—
)\ W
CH3

Reakcje przeprowadza sig analogicznie jak w metodzie firmy Wiilfing (str. 243). Wydzie-
lona so6l poddaje sig reakcji metylowania metoda Eschweilera-Clarke’a z udziatem form-
aldehydu i kwasu mrowkowego:

®
0 CH2 CH—CH,~NH,~CH,CH,0H o
HiCoy on _~_C00
A 2 T
N
CH3 ?(133
0 CH2 CH-CH,—N=CH,CH,0H o
COO
HCHO, HCOOH OH H 7

~CO,, -H,0 )\ | > <

CH3



250

Otrzymana wczesniej sol ogrzewa si¢ z formaldehydem i 80% kwasem mrowkowym przez
8 godz. (do zaprzestania wydzielania si¢ ditlenku wegla), nastgpnie dodaje si¢ etanolu,
pozostawia do ozigbienia na 12 godz., wydziela si¢ nikotynian ksantynolu.

I1.2.4. Metoda polska — z 1,3-dimetylomocznika i kwasu cyjanooctowego
Surowce :  N,N-dimetylomocznik, kwas cyjanooctowy, epichlorhydryna (str. 240)

Przebieg tej reakcji jest analogiczny jak przy otrzymywaniu diprofiliny, do momentu otrzy-
mania 1,3-dimetylo-5-(N-3’-chloro-2’-hydroksypropylo)-amino-6-aminouracylu (str. 242).
Produkt ten poddaje si¢ reakcji aminolizy N-metyloaminoetanolem w nastepujacy sposob:

0
= a
)\l OH CL  + T = —NaC13
0 "N” “NH, CHj
CH,
0
H;Coy NHCH,-CH-CH,~N-CH,CH,0H HCON,
— 1 | OH CHj, —
07 "N” "NH,
CH,
OH
0 CHy~CH-CH,~N~CH,CH,0H GCOOH
HSC\N N CH3 \Nl
A -
07 "N N
CH,
OH
| @
0 CH,=CH-CH,=N=CH,CH,0H o
H3C N CH, _~_-C00
— ALy _
0”°N N N
CH,4

W kolbie z mieszadtem ogrzewa si¢ przez 3 godz. 1,3-dimetylo-5-(3-chloro-2-hydroksy-
propyloamino)-6-aminouracyl z 10-krotnym nadmiarem N-metyloaminoetanolu w metano-
lu. Nastepnie oddestylowuje si¢ rozpuszczalnik i nadmiar aminoalkoholu, a pozostaly olej
rozpuszcza si¢ w wodzie i zobojetnia wodorowgglanem sodu. Wodg odparowuje sig,
a pozostalos¢ rozpuszcza si¢ w chloroformie, odsacza od soli nieorganicznych i oddestylo-
wuje rozpuszczalnik. Pozostaty olej zadaje sig¢ formamidem i ogrzewa si¢ 10 min w tempe-
raturze wrzenia, a nast¢pnie oddestylowuje nadmiar formamidu. Pozostalo$¢ rozpuszcza si¢
w metanolu, dodaje po podgrzaniu do 60°C kwas nikotynowy. Po ozigbieniu wypada osad
nikotynianu ksantynolu.
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III. ANTYBIOTYKI NATURALNE

Antybiotyk — substancja wytwarzana przez mikroorganizmy (plesnie, grzyby, bakte-
rie) na drodze wtoérnego metabolizmu, zdolna do selektywnego zahamowania wzrostu lub
zabicia komorek drobnoustrojow patogennych.

Lata badan prowadzonych w grupie antybiotykow spowodowaly weryfikacje tej defi-
nicji. Obecnie antybiotyki to nie tylko zwiazki pochodzenia naturalnego, wigkszos¢ z nich
otrzymuje si¢ w wyniku chemicznej i mikrobiologicznej modyfikacji czasteczek, otrzyma-
nych metodami biosyntezy. Duza grup¢ stanowia takze antybiotyki, ktdre powstaja jako
wynik petnej syntezy chemiczne;j.

Poszukiwania badawcze zmierzaly i nadal zmierzaja do wykrycia antybiotyku, ktory
w minimalnych dawkach wykazywalby maksymalne dziatanie przeciwbakteryjne, przy
réwnoczesnym minimalnym dziataniu toksycznym w stosunku do makroorganizmu.

Mozliwos¢ stosowania antybiotykow w terapii tkwi w selektywno$ci ich dziatania tok-
sycznego.

Mechanizm ten polega na ingerencji w procesy:

1) replikacji DNA,

2) transkrypcji,

3) transportu elektronow i jonow,

4) Dbiosyntezy $ciany komérkowej drobnoustrojow.

Ze wzgledu na mechanizm dzialania antybiotykow, zostat zaproponowany nastgpujacy
ich podziat (Gauze, 1969):

1) antybiotyki hamujace syntezg $sciany komoérkowej (np. penicyliny),

2) antybiotyki uszkadzajace funkcje btony komdrkowej (antybiotyki polienowe — np.

nystatyna),

3) antybiotyki hamujace syntezg¢ kwaséw nukleinowych (np. aktinomycyna, mitomy-

cyna),

4) antybiotyki hamujace syntezg biatka (np. tetracykliny, chloramfenikol),

5) antybiotyki hamujace procesy bioenergetyczne (np. gramicydyna, oligomycyna).

II1.1. Produkcja antybiotykow naturalnych

W cyklu produkcyjnym antybiotykéw wyodrebnia si¢ nastgpujace etapy:

1) hodowla kultur posiewowych (przygotowanie tzw. inokulum),

2) przygotowanie pozywki i materiatu posiewowego na skalg przemystowa,
3) wytwarzanie antybiotyku w skali przemystowej — fermentacja,

4) wyodrgbnienie antybiotyku z brzeczki pofermentacyjnej,

5) oczyszczenie surowego antybiotyku,

6) wytworzenie form leku.

I1.1.1. Selekcja szczepéw produkceyjnych

W obrebie jednego gatunku bakterii moze wystgpowac duze zroznicowanie w zakresie
zdolno$ci wytwarzania antybiotykow. Po wyizolowaniu odpowiedniego szczepu produku-
jacego dany rodzaj antybiotyku (selekcja naturalna), laboratoria mikrobiologiczne o profilu
inzynierii genetycznej pracuja nad uszlachetnieniem szczepu.



253

»Uszlachetnienie” szczepu ma na celu wyhodowanie mutantow o duzej zdolnosci wy-
twarzania danego antybiotyku. Korzystne zmiany dotyczace zdolno$ci produkowania anty-
biotykow przez drobnoustroje mozna uzyskaé, stosujac nastepujace zabiegi:

1) aklimatyzacje,

2) kultywacje,

3) mutacje.
Aklimatyzacja — hodowanie szczepéw drobnoustrojow w réznych warunkach zewngtrz-
nych, tzn.: w roznych warunkach temperatury, przy réznym pH, przy réznych st¢zeniach
sktadnikéw pozywek.
Kultywacja — polega na hodowaniu szczepéw na réznych rodzajach pozywek, na przemian
— (rodzaj ,,ptodozmianu” stosowanego w rolnictwie).
Mutowanie — osigganie korzystnych zmian w szczepie drobnoustrojow pod wptywem:

1) promieniowania — UV, X,

2) dziatania chemicznymi czynnikami mutagennymi (np. kolchicyna, hydantoina).

Dobre wyniki w uszlachetnieniu kultur daja tzw. szoki, np. dodanie do kultury drobno-
ustroju silnego kwasu, szybkie ogrzanie do wyzszej temperatury, a potem gwattowne
schtodzenie, nagla zmiana ci$nienia osmotycznego. Tego typu zmiany warunkéw hodowli
czgsto doprowadzaja do korzystnych trwatych zmian we wtornym metabolizmie mikroor-
ganizmow. Wyizolowany, uszlachetniony szczep o duzej aktywnosci antybiotycznej jest
reprodukowany droga hodowli. Waznym zagadnieniem jest stabilizacja i utrwalenie naby-
tych korzystnych cech, dlatego reprodukcja szczepu musi mie¢ charakter stopniowy (stop-
niowe powigkszanie skali namnazania).

I11.1.2. Przygotowanie inokulum posiewowego

1) Po wyizolowaniu szczepu wlasciwego (na ogél hodowla na podtozach utwardzonych
agarem na szalkach Petriego) przeszczepia si¢ go na pozywke ptynna do kolb o pojem-
nosci 250 ml — 21 z tamaczami wiréw, zatkanymi korkami z waty. Kolby z zaszczepio-
na pozywka umieszcza si¢ na trzgsawkach w pokojach o regulowanej temperaturze.
Hodowle grzybowe inkubuje si¢ w temp. 27°C, natomiast bakteryjne — w temp. 35—
37°C, przez okres 24-48 godzin, niekiedy nawet do 300 godzin. W kolbach prowadzi
si¢ namnazanie szczepu, czyli tzw. inokulum.

2) Nastgpnie szczepi sig tank fermentora laboratoryjnego (pojemno$é 14-161). Taki fer-
mentor pozwala na prowadzenie namnazania kultury drobnoustrojow w warunkach
zblizonych do skali produkcyjnej. Ta hodowla jest rowniez mieszana (tym razem za
pomoca mieszadel mechanicznych) oraz natleniana sterylnym powietrzem.

3) Po ustalonym okresie inkubacji powigksza si¢ dalej skale namnazania drobnoustrojow.
Przetacza si¢ wigc brzeczke sterylnymi przewodami do fermentoréw produkcyjnych
0 pojemnosci:

a) 400 litréw (mieszanie, natlenianie, namnazanie),
b) 20-80 tys. litrow (tu, oprocz namnazania drobnoustrojow, nastepuje takze produk-
cja antybiotyku).
Bardzo duzy wptyw na namnazanie drobnoustrojow i wydajnos$¢ produkcji antybiotyku
odgrywa prowadzenie wszystkich procesow w sterylnych warunkach oraz napowietrzanie
i mieszanie hodowli.

Sterylizacja powietrza
Prowadzi si¢ ja ré6znymi sposobami:
1) Filtracja powietrza przez osrodki widkniste (bawelna, welna, wata szklana lub
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wegiel aktywny). Uzywa sig filtrow z mas papierowych, ze spiekow szkla, cera-
miki. Filtry papierowe i spiekowe odznaczaja si¢ wysoka sprawnoscia — zatrzymu-
ja czasteczki wielko$ci ponizej 1 mikrona.
2) Wysoka temperatura. Przetrwalniki bakterii i grzybéw sa odporne na efekty ciepl-
ne w srodowisku suchym, jednakze temperatura powyzej 200°C dziata zabdjczo,
w krotkim czasie.
3) Skrubery zraszane roztworami srodkow dezynfekujacych.
Najczgsciej stosuje sig filtracj¢ poprzez kolumny wypehione weglem aktywnym. Ko-
lumny takie sterylizuje si¢ poprzez przepuszczanie pary wodnej pod zmniejszonym ci$nie-
niem.

Gaszenie piany

Silne napowietrzanie brzeczki fermentacyjnej powoduje silne pienienie pozywki, ktore
usuwa si¢ przez dozowanie jalowego detergentu, np. oleju roslinnego, smalcu, oktadekano-
lu w oleju (detergent moze stanowi¢ maksymalnie 10% objgtosci brzeczki, najlepiej jesli
jest metabolizowany przez drobnoustroje). Stosuje si¢ takze oleje silikonowe, lecz te nie sa
metabolizowane i przeszkadzaja przy filtracji brzeczki.

Kontrola jalowoSci proceséw

Niezaleznie od metod zabezpieczajacych jatlowe (sterylne) prowadzenie poszczego6l-
nych procesow biosyntezy, na kazdym etapie prowadzi si¢ kontrolg jalowosci inokulum,
pozywek i powietrza poprzez pobieranie probek w warunkach aseptycznych, a nastgpnie
posiewa sig je na odpowiednich podtozach i sprawdza, czy po okresie inkubacji nastgpuje
rozwdj drobnoustrojéw innych niz produkcyjnie pozadane.

Surowce do biosyntezy antybiotykéw

Od sktadu oraz od wzajemnego stosunku poszczeg6lnych sktadnikow pozywki zalezy
iloé¢ 1 jakos¢ wyprodukowanego antybiotyku.

1. Substancje odzywcze:

a) zrodlo wegla i energii stanowia weglowodany i substancje bialkowe

— najczegsciej stosowanymi weglowodanami sa glukoza i skrobia;
b) zrddlo azotu — surowce pochodzenia naturalnego,
— hydrolizaty surowcow biatkowych, np. drozdzy,
— wodny namok kukurydzy (wyciag namokowy kukurydzy) — WNK.

2. Sole mineralne — zwiazki fosforanowe, sole amonowe lub azotany, ktore uzupet-
niajg azot organiczny. Sa one zuzywane na poczatku biosyntezy, zanim azot organiczny
droga przemian (dezaminacja) moze by¢ przyswajany.

3. Prekursory — substancje ulatwiajace, ukierunkowujace produkcje Scisle okreslone-
go antybiotyku, np.

a) metionina CH;—S—(CH,),—~CH(NH,)-COOH,

b) kwas fenylooctowy przy otrzymywaniu benzylopenicyliny,

¢) Na,SOy lub Na,S,0; (jako zrodto siarki) do otrzymywania cysteiny (jeden z ami-

nokwasow tworzacych kwas 6-AP).

4. Aktywatory — w postaci witamin i prowitamin: kwas askorbinowy, karoten, tiami-
na, niacyna, kwas foliowy, pirydoksyna.

5. Pierwiastki mineralne: Ca, F, Fe, Mg, K, Na oraz Mn, Zu, Cu.

6. Rozpuszczalniki — woda, najlepiej dejonizowana, aby nie nastapita kumulacja
pierwiastkow metalicznych, ktore mogtyby wptyna¢ na zmiang warunkow biosyntezy.

7.  Mieszaniny buforowe — utrzymuja wiasciwa dla kazdego antybiotyku warto$¢ pH.
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8. Powietrze sterylne (!)

9. Antyseptyki — chronigce drobnoustroje aktywne przed zakazeniami innymi drob-
noustrojami.

Zachwianie wzajemne] proporcji sktadnikoéw podtoza prowadzi do zaburzen procesu
biosyntezy. Na przyktad:

— niedobor weglowodandéw powoduje wcezesniejsze zakonczenie biosyntezy, autolize
grzybni; nadmiar jest nieszkodliwy, natomiast pozostaje w brzeczce i utrudnia izolacjg
antybiotyku;

— nadmiar fosforu powoduje szybkie wyczerpanie si¢ substratow, nagromadzenie kwa-
SOW: pirogronowego i octowego.

Fermentacja

Fermentacj¢ prowadzi si¢ w ciagu kilku dni, kontrolujac jej przebieg przez pobieranie
probek. W probkach oznacza si¢ zuzycie cukrow, azotu oraz aktywno$¢ produkowanego
antybiotyku. W zaleznosci od rodzaju produkowanego antybiotyku, proces fermentacji
moze mie¢ dwa lub trzy stadia.

Przy otrzymywaniu penicyliny wyr6znia si¢ trzy etapy:

1) silny wzrost grzybni,

2) biosynteza antybiotyku,

3) autoliza grzybni.

Gdy ilo$¢ 1 aktywnos¢ antybiotyku osiaga swoje maksimum (potwierdzone przez wy-
niki badan laboratoryjnych), proces fermentacji przerywa sig.

Przy produkcji tetracyklin wyrdznia si¢ dwa stadia:

1) wzrost grzybu,

2) biosynteza antybiotyku.

Po zakonczeniu biosyntezy nastepuje odfiltrowanie biomasy. Po przerwaniu procesu
fermentacji konczy si¢ postgpowanie jatowe. Odfiltrowanie biomasy przeprowadza si¢ na
prasach filtracyjnych. Z grzybnia filtruje sig¢ rowniez (przez dodanie kwasu szczawiowego
lub rozcienczonego H,SO4) sole wapniowe, stanowiace pozostalos¢ z pozywki.

I11.1.3. Metody wyodrebniania (izolacji) antybiotykow z brzeczki pofermentacyjnej

1) Adsorbcja na weglu aktywnym, tlenku glinu, wymieniaczach jonowych. Wy-
mywanie antybiotyku z powierzchni sorbentéw prowadzi sig¢ czgsto metanolem lub etano-
lem zakwaszonym (pH = 3-5). Kwasny wyciag zaggszcza si¢ pod zmniejszonym cisnie-
niem, pozostato$¢ ekstrahuje si¢ butanolem, z ktorego wytraca si¢ antybiotyk innym, od-
powiednio dobranym rozpuszczalnikiem.

2) Ekstrakeja. Przy zastosowaniu tej metody antybiotyk z fazy wodnej przechodzi
do rozpuszczalnika trudno mieszajacego si¢ z woda w okreslonym pH. Po oddzieleniu
grzybni w roztworze wodnym stezenie antybiotyku wynosi 0,05-1%, po zmieszaniu z 4—6-
krotnie mniejsza objgtoscia rozpuszczalnika organicznego nastgpuje zwigkszenie koncen-
tracji antybiotyku. Najczeéciej w tej metodzie jako rozpuszczalnik organiczny stosuje si¢
butanol, octan amylu, metyloetyloketon.

3) Stracanie. Proces ten polega na stracaniu antybiotyku w postaci soli wapniowe;.
Po oddzieleniu grzybni filtrat zadawany jest roztworem CaCl,. Stosujac weglan sodu, osia-
ga si¢ pH = 8,8-9,2. Przy tej wartosci pH wytraca si¢ sol wapniowa, ktora zostaje odfiltro-
wana. Metody oczyszczania takiej soli wapniowej antybiotyku polegaja na rozltozeniu jej
rozcienczonym H,SO, i ponownym wytraceniu.
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I11.2. Biosynteza naturalnych penicylin

Penicyliny naturalne sa wytwarzane przez Penicillium chrysogenum. Tylko dwie peni-
cyliny sa produkowane metoda biosyntezy: benzylopenicylina i fenoksymetylopenicylina.
Pozostate powstaja w wyniku modyfikacji kwasu 6-AP (aminopenicylanowego). Kwas
6-AP otrzymuje si¢ jako wynik enzymatycznej reakcji amidazy z benzylopenicylina:

amidaza

I

CH

O 3

COOH

benzylopenicylina
H,N
S CH;
BN A A — pierécien tiazolidynowy,
o CH3 B — pierscien beta-laktamowy

COOH

6-AP (kwas 6-aminopenicylanowy)

Biosynteza benzylopenicyliny

Prekursorami gtéownego szkieletu sa L-cysteina i D-walina. Do kondensacji tych
dwoch czasteczek aminokwasow potrzebny jest udziat kwasu a-L-aminoadypinowego.

W biosyntezie L-cysteiny bierze udziat siarczan sodu lub tiosiarczan (VI) sodu, ktore —
dodane do podtoza — stanowia zrodto siarki dla tego aminokwasu.

e A

siarczan

'

adenozyno-5'-fosforosiarczan

'

3'-fosforoadenozyno-5'-fosforosiarczan

. ¢ pirogronian . .
- siarczyn ——— > a-sulfinylopirogronian

siarczek \ T¢ i

tiosiarczan - )
sulfinian cysteiny
seryna

seryna S-sulfonian cysteiny

L-cysteina

Rys.1. Biosynteza L-cysteiny



Synteza D-waliny nastgpuje z cukrow i octanu.

-

a-acetylomleczan

'

o,3-dihydroksyizowalerianian

a-ketoizowalerianian

'

D-walina

cukier
glukoza
cykl TCA_ . . irofosforan acetylo-
octan —————» pirogronian——» P al dehydotiam}i,ny

Rys. 2. Biosynteza D-waliny

257

-

@CHz_COOH + H2N_(|:H_CH2_SH + H2N_
COOH

kwas fenylooctowy L-cysteina

kwas a-L-amino-

adypinowy
CH,—CO—H
Cponecom s o
o N CH,
COOH
benzylopenicylina
penicylina G

Cle_CH(CH3)2
COOH

D-walina

N

Rys. 3. Schemat biosyntezy benzylopenicyliny
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I11.3. Biosynteza naturalnych tetracyklin

Tetracykliny sa produkowane przez promieniowce z rz¢du Actinomycetes, rodzaju
Streptomyces. Podstawowy szkielet tetracyklin to uktad naftacenu z kilkoma podstawnika-
mi. Do naturalnych tetracyklin zalicza sig:

— chlorotetracykling,

— tetracykling,

— oksytetracykling.

OH O OH O

tetracyklina

jesli chlorotetracyklina — to w pozycji 7 chlor,
jesli oksytetracyklina — to w pozycji 5 grupa OH

Biosyntezg naturalnych tetracyklin mozna uja¢ w trzech nastgpujacych etapach:
etapl —budowa poliketoamidu,

etap [ — zamknigcie pierécienia i utworzenie aromatycznego pretetramidu,
etap [II — przegrupowanie do anhydrotetracykliny i koncowo do tetracykliny.

Etap 1

acetylo-CoA

PN

malonylo-CoA  malonamylo-CoA

poliketoamid

metylacja (Cg)
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Etap 11 Etap 111
( A
OO‘@ )
OH OH O
O o
zamknigcie aminacja
pier§cienia metylacja
Hj N(CHa;),
S-enzym OH
OOO i OO‘@
OH OH OH O OH OH O
anhydrotetracykhna
zamknigcie
pierscienia hydroksylacja
CH; H,C. OH N(CHj3),
OH OH
L e, || I ol e,
OH OH OH OH O OH O OH O (0]
6-metylopretetramid tetracyklina
\ | J \ J

l utlenianie

Rys. 4. Etapy biosyntezy tetracykliny
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IV. ANTYBIOTYKI POLSYNTETYCZNE

IV.1. Antybiotyki g-laktamowe

Antybiotyki B-laktamowe charakteryzuja si¢ obecnoscia w czasteczce czterocztonowe-
go pierScienia laktamowego (rys. 1) i dzigki duzej aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec
drobnoustrojéow chorobotworczych, przy rownoczesénie niskiej toksycznosci dla organizmu
cztowieka i zwierzat, naleza do jednej z najcenniejszych grup lekow.

Rys. 1. Pierscien B-laktamowy

Wrazliwo$¢ drobnoustrojow na dziatanie antybiotykow B-laktamowych i aktywno$é
tych lekow sa ze sobg $cisle sprz¢zone, co wynika z wzajemnego oddziatywania czasteczki
antybiotyku na komorke bakteryjna i bakterii na leki. Oporno$¢ bakterii w stosunku do
antybiotykow B-laktamowych sprowadza si¢ gtéwnie do zdolno$ci wytwarzania zarowno
przez bakterie Gram-dodatnie jak i Gram-ujemne specyficznych enzyméw [-laktamaz,
katalizujacych hydrolityczny proces rozerwania pier§cienia f-laktamowego, prowadzacy do
unieczynnienia antybiotyku.

W zwiazku z masowym stosowaniem antybiotykéw [-laktamowych, stwierdza sig
szybkie narastanie chorobotworczych szczepow bakterii opornych na stosowane dotychczas
leki z tej grupy. Stad poszukiwania nowych lekéw o zwigkszonej opornosci na dziatanie
B-laktamaz i rozszerzonym spektrum dziatania, a takze dobrze wchianiajacych si¢ z prze-
wodu pokarmowego, nadajacych si¢ do stosowania doustnego.

Grupa antybiotykoéw PB-laktamowych, na ktora przez wiele lat sktadaty si¢ penicyliny
i cefalosporyny, rozszerzyta si¢ migdzy innymi o karbapenemy (w tym o tienamycyng oraz
pochodne kwasu oliwanowego), nokardycyny, penemy, kwas klawulanowy, monocykliczne
monobaktamy (w tym formadicyny) oraz formamidopodstawne cefalosporyn, cefabacyny

(rys. 2).

R—COHN RI—=COHN S
S _CH,4
N
o7 N~ "CH, 07 ¥ “CH,R
COOH COOH
penicyliny (1940) cefalosporyny (1950)
OCH3 3 R—COHN
RI—COHNj;( SR OH
N N
o 7 CH,R> o
COOH COOH

cefamycyny (1971)

nokardycyny (1976)
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R1

o) R2 S
\2:CH—CH20H \%Rz
J/:N j;N

0 COOH 0 COOH

kwas klawulanowy (1976) penemy (1976)

COOH COOH N

karbapenemy (1977) kwasy oliwanowe (1977)
(R' = CH;CHOH, R* = H,
R*= SCH,CH,NH,; tienamycyna)

CHO

X R R- COHNt( NHR!
RI—COHN Rz
N

1) “SO;H COOH

monobaktamy (1981) cefabacyny (1984)
(X =H, OCH;)

formadicyny (1985)

Rys. 2. Typy antybiotykow B-laktamowych

Proby uzyskania na drodze biosyntezy nowych penicylin nie przyniosty spodziewa-
nych rezultatdw w postaci wyizolowania nowych zwiazkoéw, bardziej aktywnych od do-
tychczas otrzymanych naturalnych penicylin (penicyliny benzylowej — G, fenoksymetylo-
wej —V, allilotiometylowej — O, czy tez p-aminobenzylowej — T).

Dopiero otrzymanie na drodze biosyntezy, a nastgpnie opanowanie procesu enzyma-
tycznego rozszczepiania penicyliny G do kwasu 6-aminopenicylanowego (6-AP) umozliwi-
to syntezg nowych penicylin o szerokim zakresie dzialania.



262

IV.1.1. Penicyliny polsyntetyczne

W koncu lat pigédziesiatych angielscy badacze G.N. Rolison i F.R. Batchelor otrzyma-
li w znacznych ilo$ciach kwas 6-AP. Opanowanie metod jego otrzymywania w skali prze-
mystowej przyniosto szybki rozwoj badan nad penicylinami. Stosujac kwas 6-AP jako
substancj¢ wyjSciowa, zsyntetyzowano dotychczas dziesiatki tysigcy poOlsyntetycznych
penicylin, z ktorych praktyczne zastosowanie znalazto jedynie okoto trzydziestu.

IV.1.1.1. Metody otrzymywania kwasu 6-aminopenicylanowego
IV.1.1.1.1. Metody biologiczne

a) Metoda biosyntezy

W ten sposob Batchelor i inni (w 1959 r.) wyodrgbnili kwas 6-AP z brzeczki fermenta-
cyjnej Penicillium chrysogenum, stosujac podloze nie posiadajace prekursoréw tancucha.
Metoda ta nie ma dotychczas praktycznego znaczenia i zostala wyparta z chwila opanowa-
nia enzymatycznego rozszczepienia penicyliny G do kwasu 6-AP.

b) Metoda biochemiczna

Metoda szeroko stosowana przez wiele firm farmaceutycznych; polega na enzyma-
tycznej hydrolizie naturalnych penicylin (najczesciej benzylopenicyliny, tzw. penicyliny G)
za pomoca amidazy penicylanowej (wedtug schematu), rozszczepiajacej wylacznie wiaza-
nie amidowe w tancuchu bocznym penicyliny, nie naruszajac jednoczesnie nietrwatego
ugrupowania f3-laktamowego:

QCHZCOHN
I \S/YCI“

I H>,0O
N 2
l COOH

amidaza penicylanowa

7 CH,
COOH

S _CH,4
CH,COOH  + N\2<

Enzym ten (amidaza penicylanowa) jest wytwarzany przez szereg drobnoustrojow, np.
Alcaligenes faecalis, Bacillus subtilis var. Niger lub Nocardia. Kwas 6-AP mozna réwniez
uzyskaé, dziatajac amidaza wytworzona przez szczep Escherichia coli ATCC 9637. Stosu-
jac bakterie Escherichia coli nalezy w pierwszym etapie otrzyma¢ odpowiednio duzg ilos¢
komorek bakteryjnych. Hodowlg prowadzi si¢ w aparatach fermentacyjnych uzywanych do
biosyntezy antybiotykow.

Obecnie do enzymatycznej hydrolizy naturalnej penicyliny G coraz czgsciej wykorzy-
stuje si¢ immobilizowane acylazy penicylinowe lub tez wytwarzajace ten enzym drobnou-
stroje. Takie immobilizowane preparaty enzymatyczne moga by¢ uzyte nawet kilkaset razy.
Wigkszo$¢ firm farmaceutycznych produkujacych kwas 6-AP stosuje oczyszczony immobi-
lizowany enzym. Rzadziej stosowane sg immobilizowane komorki (martwe), np. Escheri-
chia coli, ktore usieciowane sg aldehydem glutarowym i polietylenoiming. Niektorzy bada-
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cze probuja technik inzynierii genetycznej do otrzymania komorek ze znacznie zwigkszo-
nym poziomem acylazy penicylinowej lub tzw. komorek putapkowanych w zywicach
epoksydowych. Te ostatnie nadaja si¢ do ciagtej produkcji kwasu 6-AP, i to zarowno
z penicyliny G jak i penicyliny V. Okres pottrwania komorek immobilizowanych wynosi
ok. 40 dni, w poréwnaniu z 1 dniem dla komérek wolnych. Nalezy wspomnie¢, iz immobi-
lizowane biokatalizatory moga stuzy¢ nie tylko do rozktadu antybiotykow B-laktamowych,
ale rowniez do ich syntezy, czego przyktadem bylo otrzymanie ampicyliny z kwasu 6-AP,
stosujac jako biokatalizator immobilizowane komorki Bacillus megaterium. Podobna reak-
cje syntezy polsyntetycznych cefalosporyn z kwasu 7-aminocefalosporanowego (kwas 7-
AC) przeprowadzono uzywajac immobilizowanych komoérek Pseudomonas putida. Kwas
7-AC byl rowniez potproduktem do wytwarzania cefalotyny, cefaloglicyny i cefamandolu
z udzialem immobilizowanych komoérek Bacillus megaterium. Reaktory stuzace do hydro-
lizy penicyliny do kwasu 6-AP musza spetnia¢ dodatkowe wymagania, w poréwnaniu
z klasycznymi reaktorami (fermentorami), w ktorych prowadzi si¢ proces biosyntezy anty-
biotyku. W trakcie hydrolizy penicyliny dochodzi do silnego obnizenia wartosci pH $rodo-
wiska, co powoduje zahamowanie pracy enzymu, a takze rozklad produktow reakcji.
W zwiazku z tym najkorzystniejsze jest zastosowanie serii reaktorow z kontrola pH na
wejsciu do kazdego z nich, z jednoczesna mozliwos$cia recyrkulacji ptynu hydrolizowane-
g0, co rowniez ma zabezpiecza¢ immobilizowany biokatalizator przed ewentualnym wy-
stgpowanem zjawiska hamowania aktywnosci enzymu i utrata niestabilnych chemicznie
produktéw fermentacji (w przypadku reaktoréw z immobilizowanymi komérkami produku-
jacymi antybiotyki).

IV.1.1.1.2. Metody chemiczne

Istnieje kilka metod chemicznej deacylacji penicylin, zwlaszcza naturalnych. Wspdlng
cecha tych metod jest — w pierwszym etapie — zabezpieczenie grupy karboksylowej w natu-
ralnych penicylinach. Bezposrednia hydroliza wigzania amidowego jest niemozliwa, bo-
wiem dochodzi réwniez do rozerwania ukladu laktamowego. Do bardziej znanych metod
nalezy:

a) metoda sililowania grupy karboksylowej przy udziale chlorotrimetylosilanu lub
dichlorodimetylosilanu

Po zabezpieczeniu grupy karboksylowej w penicylinie naturalnej (penicylina G) po-
przez powstanie odpowiedniego estru sililowego, dziata si¢ pentachlorkiem fosforu w piry-
dynie (—10°C), a nastgpnie metanolem badz butanolem. Reakcja przebiega poprzez stadium
tworzenia si¢ iminochlorku, a nastgpnie iminoeteru, ktory po hydrolizie kwasnej daje Zada-

ny kwas 6-AP [wg 3].
tf o

N

COOH

ClISiMe3

lub
CLSiMe,



264

—S__CH,

|
N “cH,
COOSiMej

o
PCls w pirydynie
—10°C

Orarg
o N “cH,

COOSiMe;
MeOH
Iub
BuOH

(I)Me (Bu)
Crals, .,
3
O/ N\8<CH3

COOSiMe;
HClaq

®
H3NJ;|/S CH,
0 N\%X£H3
CO0©

kwas 6-AP

b) metoda Foskera [wg 3]

W metodzie tej grupe karboksylowa w penicylinie G zabezpiecza sig poprzez otrzyma-
nie odpowiedniego oksymu O-(6-fenyloacetamidopenicylanoilo)benzaldehydu badz 2-fur-
furalu. Uzyskany oksym poddaje si¢ reakcji chlorowania i metanolizy, a w koncowym
etapie wydziela si¢ oksym O-(6-aminopenicylanoilo)-benzaldehydu badz 2-furfuralu, naj-
czgsciej w postaci soli z kwasem benzenosulfonowym. Taki zwigzek stanowi produkt wyj-
sciowy do N-acylowania. Wychodzac z penicyliny G i stosujac t¢ metodg, otrzymano takie

potsynetyczne penicyliny, jak kloksacyling, feneticyling i meticyling.
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—S__CH;

|
~o—N
o CH;
COOH
1. CICO,C,H;5
2. pirydyna
3. CcHsCH=N-OH

Q—CHZCOHN
I:v/s CH,

|
o’ N CH,
COON=CHC¢Hj

1.PCls (CCly, O  NCH4,-25°C

. 5 45 ; 357 )

2. MeOH (2h, 0°C)

3. kwas benzeno- lub p-toluenosulfonowy

H,N® o
j;l/s CH3 SO3
0 N\8<CH3
COON=CHC6H5
1. N-acylowanie (R(Ar)-COCI)

2. benzenotiol, NEt;, DMF lub Nal, NEt;, aceton
3. CH3(CH2)3CH(C2H5)COON&

R(Ar)COHN
|/S CH,
o7 N “cH,
COONa

IV.1.2. Inne penicyliny pélsyntetyczne i metody ich syntezy
IV.1.2.1. Przeglad najwazniejszych penicylin potsyntetycznych

W grupie penicylin poétsyntetycznych o zwigkszonej opornosci na dziatanie f-lakta-
mazy gronkowcowej do najwazniejszych antybiotykéw naleza otrzymane i wprowadzone
do praktyki klinicznej w latach sze$édziesiatych: meticylina, nafcylina oraz penicyliny
izoksazolowe (oksacylina, kloksacylina, dikloksacylina, flukloksacylina).

W grupie penicylin polsyntetycznych o szerokim spektrum dziatania najwigkszym
osiagnigciem lat 60. bylo wprowadzenie do lecznictwa przez firm¢ Beecham ampicyliny
0 wzorze:
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OéHCOHN
I —S._CH,

NH, |
N “cH,
COOH

D)

Duza skuteczno$¢ terapeutyczna ampicyliny stanowila zachete do syntezy jej analogdw,
ktore charakteryzowalyby si¢ rozszerzonym zakresem dziatania antybiotycznego o zwigk-
szonej aktywnosci. Do najwazniejszych analogéw ampicyliny naleza stosowane w lecznic-
twie: amoksycylina, epicylina, cyklocylina i azydocylina.

R—-COHN R
|/S CH, .
+—N CH HOOCH— D(-) amoksycylina
0 : NH
COOH 2
Q?H— D(-) epicylina
NH»

CH,—
cyklacylina
NH,
Q(IZH— azydocylina

W wyniku poszukiwania pochodnych ampicyliny o lepszym indeksie terapeutycznym od
wyjsciowego antybiotyku wprowadzono do praktyki klinicznej dwa kolejne antybiotyki:

R
]jl/s CH3
2 N\8<CH3

(@)
COOH
- QQH_CONH_ " QQH_CONH_
i N ! NH
CH, CH,OH

metampicylina
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R = O
HN_ N—
H,C” CH,
hetacylina

Metampicylina jest produktem kondensacji czasteczki aldehydu mrowkowego z cza-
steczka ampicyliny. W roztworach wodnych moze wyst¢gpowaé w formie zasady Schiffa i jej
hydratu. W roztworach wodnych ulega powolnej hydrolizie do wolnej ampicyliny. Hetacy-
lina jest produktem przylaczenia czasteczki acetonu do ampicyliny i jest nieaktywna in
vitro, natomiast w roztworach wodnych ulega szybkiej hydrolizie do ampicyliny. Inny
kierunek poszukiwania nowych lekéw w grupie ampicyliny i jej analogow wytyczato daze-
nie do znalezienia pochodnych o charakterze prolekow, ktore bylyby lepiej i szybciej re-
sorbowane z przewodu pokarmowego, tatwo ulegaty in vivo rozszczepianiu do aktywne-
go zwiazku, zapewniajac tym samym uzyskanie wyzszych poziomow czynnego antybioty-
ku we krwi i poszczegdlnych tkankach. Tego typu antybiotykami sa dobrze wchtaniajace
si¢ z przewodu pokarmowego i fatwo rozszczepialne in vivo estry ampicyliny o wzorze:

| —S_ CH,

NH, 111 .
COOR
R
(CH3)3C-COOCH,— piwampicylina

CH3~-CH,0COO(CH3)CH—  bakampicylina

talampicylina

O
O

Dalsze prace nad synteza nowych polsyntetycznych penicylin doprowadzity do otrzy-
mania i wprowadzenia do lecznictwa antybiotykow, ktore okreslic mozna mianem N-acylo-
pochodnych ampicyliny badz amoksycykliny. Do tej grupy naleza:

— apalcylina,

— pirbenicylina, XO—&HCOHN

—  pirydycylina, | —S_ CcH
— aspoksycylina, I\|IH ! ’
— timoksycylina, COR ¢ N CHj;
— TEI-1194, COOH

— TEI-2012.
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OH
NC/>—(”:—NH—CH2— H
NH
H 0
HOCH,CH>, N OH
NO5S
HOCHzCHz/ 2 \_7
CH3-NH—-CO—CH~CH— ol
NH,
0
OH
|
S
0__O
H
=
OH
0__O -
=

Penicyliny TEI-1194 i TEI-2012 sg antybiotykami o szerokim zakresie dziatania,
obejmujacym pateczki P. aeruginosa. W stosunku do tych drobnoustrojow rejestruje si¢
8-32 razy wyzsza ich aktywno$¢ od aktywnos$ci karbenicyliny. Ich dzialanie na drobnou-

stroje Proteus spp. jest zblizone do dziatania karbenicyliny.

Na poczatku lat 70. dokonano rownolegle w laboratoriach firm Bayer, Beechem i Bri-
stol odkrycia, iz N-karbamoiloacylopochodne ampicyliny (a-acyloureidopenicyliny) odzna-
czaja si¢ zwigkszona aktywnos$cia w stosunku do wielu ampicylinoopornych drobnoustro-

jow Gram-ujemnych, jak Proteus, Klebsiella i inne.

apalcylina

pirbenicylina

pirydycylina

aspoksycylina

timoksycylina

TEI-1194

TEI-2012
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QCH—CO—NH S
[ IQCH3

i 4
$R1 COOH
//C\R2

Przeprowadzono szeroko zakrojone badania nad zalezno$cia pomigdzy typem pod-
stawnikow R' i R? a aktywnoécia przeciwbakteryjna in vitro i efektywnoscia terapeutyczna
in vivo wielu setek preparatow z tej nowej grupy pochodnych ampicyliny.

Stwierdzono, ze najkorzystniejszym indeksem terapeutycznym odznaczaja si¢ te po-
chodne, w ktorych podstawniki R' i R* tacznie z ugrupowaniem —N—C=0 tworza ukltad
cykliczny. Z tej waskiej grupy pochodnych ampicyliny, a takze amoksycykliny, wprowa-
dzono do praktyki klinicznej kilka preparatow:

XOCH—CO—NH S
| ﬁl/ CH;
Y

NH
& N “cH;
o’ “r COOH
R X
HN_ N H locyli
— azlocylina
hid
O
H;CSO,N_ N H locyli
3 2 ~ mezlocylina
g
0]
Q\CH:N_ [ N— OH furazlocylina
g
O
CH3CH,—N N— H piperacylina

O O
Z/ \L H furbenicyli
o CONH— urbenicylina
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Podobnie jak w przypadku ampicyliny, poznanie cennych wilasciwosci karbenicyliny,
wprowadzonej do lecznictwa w 1967 roku, stato si¢ bodZzcem do poszukiwania jej analo-
26w, o korzystniejszym zakresie dziatania przeciwbakteryjnego i lepszych wtasciwosciach
farmakologicznych, oraz pochodnych resorbujacych si¢ z przewodu pokarmowego, zapew-
niajacych uzyskanie wyzszych pozioméw aktywnego antybiotyku w surowicy krwi i po-
szczegolnych narzadach.

Sama karbenicylina, stanowiaca karboksylowy analog ampicyliny, jest pierwsza pol-
syntetyczna penicyling wykazujaca wysoka aktywnos¢, zard6wno in vitro jak i in vivo, wo-
bec Gram-ujemnych pateczek, szczegélnie P. aeruginosa oraz indolo-dodatnich Proteus spp.

W grupie analogéow karbenicyliny do praktyki klinicznej wprowadzono preparaty
o wzorach:

R—CO—NH

e O
CH— karbenicylina
O
COOH
Oy, o
S Va tikarcylina

?H— sulfocylina
SO;H

Zakres dziatania karbenicyliny rozszerzaja wprowadzone do lecznictwa dwie jej po-
chodne, zawierajace w tancuchu bocznym zestryfikowana grupg karboksylows (ester feny-
lowy i ester indanylowy). Oba preparaty sa, w przeciwienstwie do karbenicyliny, trwate
w $Srodowisku soku zotadkowego i1 odznaczaja si¢ dobrym wchtanianiem z przewodu po-
karmowego:

R

@*(EH—CO—NH S CH; O karfenicylina
X

COOR
CH
O 3

COOH
karindacylina

Interesujaca grupe pochodnych 6-APA tworza potaczenia, ktore — zamiast powszech-
nie wystepujacego w penicylinach potsyntetycznych ugrupowania amidowego — zawieraja
struktur¢ amidynowa. Stad penicyliny te czgsto okresla si¢ mianem amidynopenicylin.
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R!
SN—C=N S
Rz/ | 3 CH3
R
0 N\QKEH3
COOH

W wyniku badan nad zaleznoscia pomig¢dzy budowa chemiczng a dziataniem przeciw-
bakteryjnym tej nowej klasy antybiotykow B-laktamowych stwierdzono, ze réznie podsta-
wione formamidynopenicyliny, w szczegdlnosci pochodne cyklicznych imin, charakteryzu-
ja si¢ silnym, selektywnym dziataniem antybiotycznym wobec szeregu drobnoustrojow
Gram-ujemnych. Z tej waskiej juz grupy amidynopenicylin, najkorzystniejszym indeksem
terapeutycznym odznaczala si¢ pochodna zawierajaca w tancuchu bocznym reszt¢ heksa-
metylenoiminy, znana w Polsce jako preparat HX lub mecylinam (nazwa migdzynarodo-
wa). Penicylina ta odznacza si¢ wyjatkowo silnym, selektywnym dziataniem wobec pale-
czek Gram-ujemnych z rodziny Enterobacteriaceae (MIC dla niektorych szczepow E. coli
wynosza ponizej 0,01 pg/ml).

Poszukujac pochodnych amidynopenicylin o lepszej wchtanialno$ci z przewodu po-
karmowego, otrzymano labilne in vivo estry mecylinamu (analogiczne jak w przypadku
ampicyliny), tj. ester piwaloilooksymetylowy (piwmecylinam) i ester 1-etoksykarbonylo-
oksyetylowy (bakmecylinam).

N—CH=N

0 N\€K5H3
COOH
R
H mecylinam (preparat HX)
(CH3);C—CO—-0O—CH,— piwmecylinam
CH3_CH20_CO_O_$H_ bakmecylinam

CH;

Wykorzystujac wyrazny efekt synergistycznej kombinacji mecylinamu z innymi
B-laktamowymi antybiotykami, w tym szczegoélnie z ampicyling, wprowadzono w latach
osiemdziesiatych preparat pod nazwa Miraxid, stanowiacy kombinacj¢ piwampicyliny
w formie wolnej zasady z piwmecylinamem w postaci chlorowodorku (5 : 4). Preparat ten
charakteryzuje si¢ rozszerzonym i poglgbionym dzialaniem w stosunku do ampicyliny
wobec wigkszos$ci pateczek Gram-ujemnych. Interesujacy rowniez jest fakt jego aktywno-
$ci na wrazliwe na penicyling gronkowce i paciorkowce.
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IV.1.2.2. Przyktady syntezy niektorych potsyntetytycznych penicylin

®—$H—COOH + CICOOC,H;

N3
l NEt;

<j>—(|:H—co—o—cooczH5

N3
H,N
2 j;l/s CH,
A Con,
0 COOH
N3
o N CH,
COOH

azydocylina [wg 6]

cocl H
N COCl,/THF N
N N

\ \
H H

1-chlorokarbonylo-
imidazolidynon

D-(—) QICH— COOH/NaOH
NH,
@CH—COOH @CH—COHN S
I I j;/ CH;

NH > NH
CO 1. kw. 6-AP CO
' 2. NEt; N COOH

N
O*{j 3. chlorek tetra- Oj/
N
/
H

metylochloro- NJ
formamido- /
niowy

azlocylina [wg 7]
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@CH—COHN S
[ — CH;
N3 I\|I
0 CH;
COONa
azydocylina (s61 sodowa)
CICH(CH;3)OCOOC,Hs /DMF

(karbonian
a-chlorodietylowy)

[ — CH,
N; |
o’ N “cH,
COOCH-0-COOC,Hs
CH;

l H,/Pd-C

@CH—COHN S
' j;l/ CHj
0

NH,
N “cH,
COOCH-0-COOC,H;
CH;

bakampicylina [wg 8]
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I 3 . (E(CH3)3
o N CH, CICH,0CO

COONa

H,N
D
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1. NaHCO;
2. CHCLy/NEt;

3. CN—CHO/COClz/(CZHS)zo, ~20°C

N—CH=N
G J;rs CH,

N— "CH; C(CHs);

© COOCH,-0-CO

piwmecylinam [wg 9]

@?H—COOH ﬂ» ®79=C=O

COOH COCl1
RS9
(5-indanol)
g
/C\
0" 0. :
1. kw. 6-AP
2.NEt,
CH—CO-HN
Q| \E|/S CH
0" 7N~ “cH,

COOH

karindacylina [wg 10]
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C6H5_OCH2_CO—HN S CH
3
N\8<
oj; CH,
| COOR
A A

N-chlorosukcynimid

C6H5_OCH2—CO—HN S—OH
|

Cl +—N
le e o CH;
C¢Hs~OCH,-CO-HN S—0 COOR
I
N
O CH3
COOR
SnCl, CgHs—OCH,-CO-HN S
)
| 0 CH;
C6H5_OCH2_CO_HN S COOR
N
O CH2
COOR

\ /

—CH,CCl
lub C6H5_?H_CO_HN S
NH,
OzNO CH,— O/]:N A~y
COOH

X =CH; cefaleksyna
X=Cl cefaklor

Rys. 3. Schemat syntezy cefalosporyn z penicylin
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IV.1.3. Konwersja penicylin do cefalosporyn [wg 4]

Prace prowadzone przez Morina i wsp. pozwolily na praktyczne wykorzystanie penicy-
lin do syntezy niektorych cefalosporyn. Poprzez przemiang uktadu penemu, sulfotlenkowej
pochodnej penicyliny V, w warunkach podwyzszonej temperatury i w $rodowisku kwa-
$nym dochodzi do powstawania uktadu deacetoksycefalosporyny m.in. przez odpowiedni
kwas sulfenowy. Jest to atrakcyjna metoda pozyskiwania cefalosporyn, majaca jednak
zastosowanie wylacznie do waznych ze wzgledow klinicznych i komercyjnych cefalospo-
ryn, takich jak cefaleksyna i cefaklor. Alternatywna metoda otrzymywania wymienionych
cefalosporyn na skale techniczng jest zastosowanie jako produktu wyjsciowego trichloro-
etylowego estru sulfotlenkowej pochodnej penicyliny. W warunkach reakcji przy udziale
N-chlorosukcynimidu dochodzi do powstania chlorosulfinylowej pochodnej penicyliny,
ktéra w obecnosci kwasu Lewisa (SnCly) tworzy uklad sulfotlenku 3-metyleno-cefamu.
Redukcja ugrupowania sulfotlenkowego i ozonoliza podwojnego wiazania daje uktad C(3)-
-hydroksycefemu. Dalsze przemiany chemiczne prowadza do cefakloru. Uproszczony sche-
mat omowionych przemian przedstawiono na rys. 3.

IV.2. Tetracykliny i antybiotyki tetracyklinopodobne

Antybiotyki z grupy tetracyklin pojawily si¢ w lecznictwie w roku 1948. Pierwszym
zwiazkiem byla chlorotetracyklina (Aurcomycin). W ciagu nastgpnych lat pojawily si¢
w lecznictwie nastgpne antybiotyki z tej grupy, m.in. oksytetracyklina (Terramycin), tetra-
cyklina (Achromycin) oraz demeklocyklina (Declomycin). Zwiazki te byly wytwarzane na
drodze biosyntezy. Tetracykling otrzymano réwniez na drodze katalitycznej redukcji chlo-
rotetracykliny.

Tetracykliny sa grupa antybiotykéw posiadajacych identyczna, czteropierscieniowa
budowe, rozniaca si¢ jedynie chemicznie odmiennymi podstawnikami. Zwiazki te stanowia
pochodne 1-, 4-, 4a-, 5-, 5a-, 6-, 11-, 12a-oktahydronaftacenu z uktadem podwdjnych wigzan.
Atom wegla w pozycji 12a oddziela dwie strefy chromoforowe A i BCD, natomiast atomy
wegla 4, 4a, 5a, 6 1 12a, dzigki odpowiednim podstawnikom, sa atomami asymetrycznymi.

Uktad pierscieni w czasteczce tetracyklin

Tetracykliny sa zwiazkami amfoterycznymi, a wigc tworzacymi sole zarowno z kwa-
sami, jak i z zasadami. Latwo tworza odwracalne kompleksy z kationami metali, anionami,
niektorymi zwigzkami naturalnymi i biopolimerami.

IV.2.1. Pélsyntetyczne tetracykliny

Z uwagi na fakt, iz tetracykliny naturalne stabo rozpuszczaja si¢ w wodzie, co w prak-
tyce uniemozliwia stosowanie ich w postaci iniekcji, juz w latach 50. rozpoczgto poszuki-
wanie nowych pochodnych naturalnych tetracyklin. Prace badawcze zmierzaly z jednej
strony do uzyskania pochodnych lepiej rozpuszczalnych w wodzie, a rdwnoczesnie lepiej
tolerowanych przez organizm, z drugiej za$ do uzyskania potaczen, ktére odznaczalyby sie
szerszymi 1 korzystniejszymi wiasciwos$ciami terapeutycznymi. Jedna z pierwszych po-
chodnych (rok 1956) byla pirolidynometylotetracyklina (rolitetracyklina, Tetraverinum),
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otrzymana w wyniku dziatania na tetracykling formaldehydem i pirolidyna na drodze reak-
c¢ji Mannicha. Otrzymany jako N-zasada Mannicha zwiazek, w poréwnaniu z wyjéciowa
tetracyklina odznaczat si¢ bardzo dobra rozpuszczalnos$cia w wodzie i znalazt zastosowanie
w sporzadzeniu form iniekcyjnych tego antybiotyku. Istnieje szereg innych analogéow roli-
tetracykliny wprowadzonych do lecznictwa, np. penimepicyklina (Penetracyna), limecykli-
na (Tetralysal). W trakcie dalszych szeroko prowadzonych prac badawczych w wielu
osrodkach naukowych, otrzymano szereg zwiazkow o zmienionej budowie chemicznej,
z ktorych tylko nieliczne wykazaty korzystne wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne.
Najkorzystniejszymi wiasciwosciami farmakologicznymi charakteryzowaly si¢ trzy polsynte-
tyczne tetracykliny o zmiennej strukturze czasteczki: 6-metyleno-5-hydroksytetracyklina
(metacyklina), wystgpujaca w lecznictwie pod nazwa Rondomycin, a-6-dezoksy-5-
hydroksytetracyklina (doksycyklina — Vibramycin) i 6-desmetylo-6-dezoksy-7-dimetylo-
aminotetracyklina (minocyklina — Klinomycin) (tab. 1).

Wymienione preparaty znacznie lepiej przenikaja do komorek drobnoustrojow wrazli-
wych i opornych na dziatanie tetracykliny, zabijaja je w znacznie mniejszych st¢zeniach,
a wigc w porownaniu w tetracyklinami naturalnymi wykazuja wicksza aktywnos¢ wlasciwa
wobec wielu szczepow chorobotworczych.

RSR3_ R4 R?  N(CHj),

go0Ce
CONHR!

OH O OH O

Tabela 1
Tetracykliny i ich pochodne [wg 2]
R R’ R’ R* R’ Nazwa
H H OH CH; Cl chlorotetracyklina
H OH OH CH; H oksytetracyklina
H H OH CH; H tetracyklina
H H OH H Cl desmetylochlorotetracyklina
CHz_Nij H OH CH; H rolitetracyklina
H OH — =CH, H metacyklina
H OH H CH; H doksycyklina
H H H H N(CHs), minocyklina

Z omawianych pochodnych tetracyklin najbardziej interesujacym zwiazkiem, z praktycz-
nego punktu widzenia, dzigki swym znanym wlasciwosciom jest doksycyklina (Vibramycin).

Doksycykling, podobnie jak i metacykling, otrzymuje si¢ na drodze chemicznej po-
przez odpowiednie modyfikacje chemiczne naturalnej oksytetracykliny (rys. 4). W wyniku
chlorowania oksytetracykliny (zw. 1) przy uzyciu N-chlorosukcynimidu (NCIS) Iub N,N-
dichlorodimetylohydantoiny (Cl,DMH) otrzymuje si¢ w pierwszym etapie syntezy zwiazek 2,
bedacy 6,12-hemiketalem-11a-chloro-5-hydroksytetracykliny.



278

Zwiazek 2, poddany dziataniu ciektego fluorowodoru ulega dehydratacji, w wyniku
czego powstaje 1la-chloro-6-metyleno-5-hydroksytetracyklina (zw. 3), ktora poddana
redukcji daje metacykling (zw. 4). Katalityczna redukcja (H,/Pd), zarowno zwiazku 3 jak
i 4, prowadzi do powstania doksycykliny, ktéra mozna stosunkowo tatwo wydzieli¢ z masy
poreakcyjnej w postaci trudno rozpuszczalnych w wodzie 5-sulfosalicylanéw (rys. 4).

H,C OHOH N(CHj), Hi,C O OH N(CHs),
U Tl 22 O Yol
— >
CONH, ¢2PMH fh CONH,
OH O OH O OH O OH O
1 2

l HF (ciekly)

CH, OH N(CHj),
OH
l CONH,

Cl
OH O O O

;

Zn/HCl

AN

CH, OH N(CHj),

U Yol
CONH,

OH O OH O
¢ |

redukcja
H,/Pd
CH; OH N(CHj),

OO Tel
CONH,

OH O OH O

doksycyklina

Rys. 4. Synteza doksycykliny
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Synteza chemiczna tetracyklin okazuje si¢ zadaniem trudnym m.in. z uwagi na fakt, iz
zwiazki z grupy tetracyklin sg wyjatkowo wrazliwe na dziatanie kwasow, zasad i czynni-
kow redukujacych. Pierwszym antybiotykiem tetracyklinowym otrzymanym na drodze
pelnej syntezy i charakteryzujacym si¢ petna aktywnoscia biologiczna byta 6-desmetylo-6-
dezoksytetracyklina, o identycznej strukturze przestrzennej jak naturalne tetracykliny.

N(CH3)2

O"@ 6-desmetylo-6-dezoksytetracyklina
CONH,

OH O OH O

Zwiazkiem, ktory w badaniach klinicznych wykazywat duza aktywno$¢ wobec szcze-
poéw wrazliwych jak i niewrazliwych na tetracykliny (indolo-ujemne i indolo-dodatnie
szczepy Proteus) jest 6-tiatetracyklina. Zwiazek ten jest przykladem mozliwosci korzyst-
nych zmian wiasciwosci biologicznych czasteczek tetracyklin na drodze modyfikacji ich
budowy chemiczne;.

N(CHs)z
‘ ‘@ 6-tiatetracyklina
CONH,
OH O
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V. INSULINA

Stezenie glukozy na czczo jest u kazdego zdrowego czlowieka wartoscia wzglednie sta-
1a. W populacji ludzi zdrowych zakres wartosci prawidtowych glukozy waha si¢ w granicach
3,7-5,0 mmol/l (65-90mg/100ml). W ciagu doby st¢zenie to zmienia si¢ jednak
w szerokim zakresie. Po positku dochodzi do przejsciowego zwigkszenia st¢zenia glukozy,
czasem nawet do poziomu tzw. progu nerkowego (stezenie glukozy 9—10 mmol/l — 160—180
mg/100ml) — u zdrowych ludzi poziom ten nigdy nie zostaje przekroczony. Gospodarka
glukoza jest bardzo oszczg¢dna. Koordynacja dziatania homeostatycznego glukozy odbywa
si¢ przy udziale uktadow: nerwowego i hormonalnego. Podstawowe znaczenie w regulacji
gospodarki energetycznej spelnia uktad hormonalny. Obejmuje on w zasadzie dwa przeciw-
stawnie dzialajace hormony — insuling i glukagon. Oba te hormony maja zrédlo w wyspach
trzustkowych, stanowiacych tkanke wydzielania wewngtrznego (dokrewnego) tego gruczotu.
Trzustka dorostego, zdrowego czlowieka zawiera ok. 1 miliona wysp Langerhansa. Okoto
80% komorek tych wysp stanowia komdrki B, wytwarzajace insuling. Okolo 15% wysp
stanowia komérki a, wytwarzajace glukagon. Sg one jednoczesnie komorkami receptoro-
wymi i regulacyjnymi. Stanowia swoisty narzad, ktory bezustannie rejestruje stgzenie
zwiazkdéw energetycznych w plynie pozakomoérkowym i dostosowuje do tego wlasne wy-
twarzanie czynnikéw hormonalnych i ich wydzielanie do krwiobiegu.

Dziatanie glukozy na komorki a i B jest przeciwstawne w skutkach.

Dziatanie insuliny mozna najogdlniej okresli¢ jako dziatanie anaboliczne, polegajace
na ulatwieniu wprowadzania glukozy do komorek tkanek insulinozaleznych oraz na maga-
zynowaniu substratow i zasobow energetycznych (np. nadmiar glukozy w postaci glikoge-
nu w watrobie).

Dziatanie glukagonu jest dzialaniem katabolicznym i polega na mobilizacji oraz
uwolnieniu materiatu energetycznego z rezerw energetycznych (np. glikogenu).

Budowa chemiczna insuliny

Insulina jest polipeptydem o masie czasteczkowej 6000. Czasteczka insuliny sktada si¢
z dwoch tancuchow: A i B. Lancuch A zawiera 21 aminokwasow, tancuch B — 30. Wiaza-
nia disulfidowe migdzy tancuchami sa wytwarzane pomigdzy czasteczkami cysteiny, zaj-
mujacych 7 1 20 pozycje w tancuchu A oraz 7 i 19 pozycje w tancuchu B (powstaja ugru-
powania cystynowe). Ponadto tancuch A zawiera wewnatrztancuchowy mostek disulfidowy
pomiedzy 6 i 11 czasteczka w sekwencji aminokwasowej fancucha A. Przez redukcje wia-
zan disulfidowych mozna otrzyma¢ mieszaning wolnych fancuchow A i B, ktore nie wyka-
zuja juz jednak zadnej aktywnosci biologicznej. Wskazuje to na istotne znaczenie wiazan
disulfidowych w czasteczce insuliny. Do tej pory nie wiadomo jednak, czy mostki disulfi-
dowe sg tymi ugrupowaniami, ktore reaguja z receptorem tkankowym, czy tez nadaja cza-
steczce hormonu taka konfiguracj¢ przestrzenna, ktora umozliwia rozpoznanie i zwigzanie
si¢ z receptorem.

Biosynteza insuliny w komérkach g wysp Langerhansa

Insulina powstaje z jednotancuchowego prekursora — proinsuliny (masa czasteczkowa
9082) zbudowanej z 84 aminokwasow. Pojedynczy tancuch proinsuliny rozpoczyna sig
N-koncowsa fenyloalaning; nastgpujaca dalej sekwencja trzydziestu kolejnych aminokwa-
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sow odpowiada sekwencji tancucha B. Sze$cdziesiatym czwartym aminokwasem w tancu-
chu proinsuliny jest N-koncowa glicyna tancucha A, po ktorej nast¢puje normalna sekwen-
cja tego tancucha. Ostatnim, tj. osiemdziesiatym czwartym aminokwasem proinsuliny jest
C-koncowa asparagina tancucha A. Synteza proinsuliny odbywa si¢ na rybosomach zwia-
zanych z siateczka $rodplazmatyczna. Bezposrednim produktem transplantacji jest pre-
proinsulina, zawierajaca charakterystyczna sekwencj¢ sygnalowa w N-koncowym frag-
mencie tancucha peptydowego. Sekwencja ta umozliwia zwiazanie syntetyzowanego biatka
z blong siateczki i jego transport przez btong do wngtrza cysterny, gdzie nastgpuje odszcze-
pienie proinsuliny. Przez paczkowanie blon siateczki proinsulina jest transportowana do
aparatu Golgiego, gdzie, w wigkszo$ci, ulega transformacji do aktywnego hormonu pod
wplywem peptydaz. Konicowymi produktami przemiany sg: insulina, tzw. peptyd taczacy
(C-peptyd) oraz wolne aminokwasy arginina i lizyna. Przez paczkowanie bton aparatu
Golgiego powstaja pecherzyki wydzielnicze zawierajace produkty transformacji proinsuli-
ny. Zawarto$¢ pgcherzykow ulega zageszczeniu, co nazywa si¢ dojrzewaniem ziarnistosci
wydzielniczych, czyli ziarnisto$ci . Ziarnisto$ci sa uwalniane do cytoplazmy, w ktorej
pozostaja wolne lub w potaczeniu z podblonowym uktadem mikrotubularnym komorki.
Czynnikiem, ktory kontroluje wyrzut insuliny do krwiobiegu jest st¢zenie wolnego zjoni-
zowanego Ca w obrgbie cytoplazmy komorki. Kumulacja jonéw Ca pod wptywem odpo-
wiedniego sygnatu powoduje skurcz elementéw uktadu mikrotubularnego i przemieszcze-
nie si¢ pecherzykow B ku powierzchni komorki. Lacza si¢ one z btong komorki i otwieraja
na zewnatrz (egzocytoza), uwalniajac swoja zawartos¢ do ptynu pozakomoérkowego. Proces
wydzielania insuliny jest prawdopodobnie procesem ciaglym, lecz stezenie jej zmienia si¢
znacznie w ciggu doby. Na czczo stgzenie insuliny w osoczu ludzi zdrowych miesci sig
w granicach 20-40 mj. m/ml.

25 24 23 22 21 20 19 18

COOE

10 @@@®@®@@®®

1
12
314 15 16 17 18 19 2

Rys. 1. Pierwszorzedowa struktura proinsuliny $winskiej [wg H.D. Jakubke, H. Jeschkeit: Aminokwasy, peptydy,
biatka, PWN, 1982]
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Rys. 2. Model struktury insuliny monomerycznej [wg H.D. Jakubke, H. Jeschkeit: op. cit.]

Stezenie insuliny we krwi jest wypadkowa wydzielania oraz usuwania hormonéw
przez tkanki. Proces ten jest bardzo wydajny, skoro okres pottrwania insuliny w krwiobiegu
wynosi ok. 20 minut. Przypuszcza sig, ze rozpad hormonu, podobnie jak i jego dziatanie na
komorke, rozpoczyna si¢ zwiazaniem przez swoisty receptor bton plazmatycznych. Zwia-
zanie z receptorem powoduje wytworzenie i przekazanie do wnetrza komorki odpowied-
niego sygnatu wptywajacego na metabolizm komorkowy. Po rozpadzie kompleksu hormon
— receptor zostaje wbudowany w pecherzyki, ktore tacza sig lizosomami. W obrebie lizo-
somow odbywa sig catkowity rozpad hormonu.

Cukrzyca

Cukrzyca nie jest jednorodna jednostka chorobowa. Wtasciwa cukrzyce definiuje sig
jako stan niedoboru insuliny, wynikajacy z pierwotnej bezwzglednej lub wzglednej niedo-
czynnosci komorek B wysp Langerhansa.

Cukrzyca wtorna nazywa si¢ zespoty spowodowane nadmiernym wydzielaniem hormo-
now antagonizujacych dzialanie insuliny lub zespoty spowodowane toksycznymi badz zapal-
nymi uszkodzeniami wysp. Klinicznie rozrdznia si¢ dwa glowne typy cukrzycy wiasciwe;.
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I typ — cukrzyca insulinozalezna, charakteryzujaca si¢ niedoborem insuliny lub catko-
witym uposledzeniem syntezy hormonu. Postgpujace uszkodzenia i zanik komorek B
trzustki doprowadza do stanu, w ktorym trzustka jest niemal zupelnie pozbawiona produk-
¢ji hormonu. Stezenie insuliny we krwi jest bardzo niskie. Wérdd ludzi chorych przewazaja
ludzie mtodzi, szczupli, stwierdza si¢ u nich kwasicg metaboliczna. Zalezno$¢ od insuliny
wyraza si¢ koniecznoscia przyjmowania hormonu egzogennego w celu utrzymania przy
zyciu.

I typ — cukrzyca insulinoniezalezna, charakteryzuje si¢ wzglgdnym niedoborem insuli-
ny. Komorki B nie sg uszkodzone, biosynteza hormonu nie jest uposledzona lub uposledzona
tylko nieznacznie. Wzgledny niedobdr oznacza, ze ilo$¢ hormonu wydzielanego jest niedo-
stateczna w stosunku do potrzeb i moze tylko wynika¢ z uposledzonego wydzielania lub ze
zwigkszonego zapotrzebowania tkanek obwodowych. Wsrdd chorych z tg postacia cukrzycy
spotykamy ludzi otytych, w $rednim wieku i starych. Cale lata maja wysoka hiperglikemig,
cierpia najczesciej na zaburzenia krazeniowe (miazdzyca, stopa cukrzycowa, retinopatia).

V.1. Otrzymywanie insuliny

Obecnos¢ w trzustce czynnika regulujacego poziom cukru we krwi odkryli w 1890 ro-
ku Mehring i Minkowski. Pierwsze biologicznie czynne wyciagi zostaly jednak otrzymane
dopiero w 1921 roku przez Bantinga i Besta, ktorym udato si¢ uzyska¢ wyciag zawierajacy
aktywna insuling; w stanie krystalicznym otrzymat ja Abel w 1926 roku. Budowa czastecz-
ki insuliny zostala okreslona przez Sangera w 1955 roku po dziesigcioletnich badaniach, za
ktore uczony otrzymat nagrodg Nobla.

Metody otrzymywania insuliny:

a) klasyczna metoda izolacji z trzustek zwierzgcych wg Bantinga i Besta,
b) metoda biosyntezy z wykorzystaniem inzynierii genetycznej,

c) semisynteza z insuliny wieprzowej,

d) metoda pelnej syntezy chemiczne;.

V.1.1. Klasyczna metoda izolacji z trzustek zwierzecych wedlug Bantinga i Besta

W metodzie tej wykorzystuje si¢ fakt, ze insulina jest rozpuszczalna w rozcienczonych
kwasach 1 zasadach. W punkcie izoelektrycznym, przy pH = 5,3 wydziela sig z roztworu
i jest rozpuszczalna w rozcienczonym alkoholu. Mozna ja wydzieli¢ z roztworéw wodnych
siarczanem sodowym, chlorkiem sodowym lub kwasem benzoesowym.

Do przerdbki technicznej, w celu otrzymania insuliny, uzywana jest trzustka bydleca,
zawierajaca 1800-2500jedn./kg.

Gruczoty te wytwarzaja rowniez enzymy, np. trypsyne, ktore rozktadaja insuling i mu-
sza by¢ przed przerdbka techniczng trzustki zniszczone dzialaniem kwasu solnego.

Ogolna zasada otrzymywania insuliny ta metoda polega na unieczynnieniu enzymow
proteolitycznych, w czasie ekstrakcji zakwaszonym alkoholem, a jej wyodrgbnienie z eks-
traktu polega na wysoleniu i straceniu w jej punkcie izoelektrycznym.

Krystalizacja insuliny metoda Scotta

75 g insuliny bezpostaciowe]j rozpuszcza si¢ w 31 wody z dodatkiem 240 ml kwasu
solnego, nast¢pnie dodaje si¢ roztworu buforowego (w ilosci 31), 600 ml acetonu i 160 ml
0,3% chlorku cynku. Przez dodanie 1n amoniaku doprowadza si¢ roztwor do pH = 5,3.
Najczesciej stosuje si¢ bufor fosforanowy o nastepujacym sktadzie:

Na,HPO, - 12H,0 — 402 g, KH,PO, — 66 g, woda — 241.
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I. ekstrakcja
etanol 95%, zakwaszony 20% HCl do pH = 2,5 (temp. +5°C)

l odwirowanie

II. ekstrakcja
etanol 65%, zakwaszony 20% HCl do pH = 2,5 (temp. +5°C)

l odwirowanie

oddzielenie zanieczyszczen w potaczonych ekstraktach
20% amoniak, pH = 7,5-8,0 (temp. +3°C, +5°C)

i odwirowanie

zageszezenie ekstraktu zakwaszonego do pH = 2,5 H,SO,
(ci$nienie 15 mm) temp. maks. +30°C

l

oddzielenie thuszczow i biatek przez ogrzanie do 35-50°C

i filtracja

wysolenie insuliny z proteinami
25% NaCl

l odfiltrowanie osadu z wysolenia

rozpuszczenie osadu w H,O, doprowadzenie do punktu izoelektrycznego pH = 5,3
za pomoca rozcienczonego HCl i rozcieniczonego NaOH

l filtracja

przemycie insuliny acetonem i eterem, wysuszenie w podcisnieniu

,

insulina bezpostaciowa

l krystalizacja wedtug Scotta

insulina krystaliczna

Rys. 3. Schemat proceséw w czasie izolacji insuliny z trzustek zwierzgcych
[wg L. Kuczynski: Technologia lekow, WNT, 1971]
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Przy mieszaniu w ciagu 2-3 dni wydziela sig insulina, odsacza si¢ ja, przemywa aceto-
nem, eterem, potem suszy. Najczystsze preparaty maja aktywno$¢ 22 jedn./mg. Warto$¢
preparatow insulinowych oznacza si¢ biologicznie, np. przez badanie zdolnos$ci obnizania
zawartosci glukozy we krwi krolika przed i po iniekcji preparatu insulinowego. Na podsta-
wie roznicy wartosci glukozy we krwi okreéla si¢ aktywnos$¢ preparatu. Jednostka aktyw-
nosci wedlug Bantinga i Besta jest 1/3 ilosci insuliny, ktéra w przeliczeniu na 2 kg wagi
krolika powoduje spadek glukozy we krwi do 0,045%. Odpowiada to 1/22 mg czystej kry-
stalicznej insuliny.

V.1.2. Metoda biosyntezy z wykorzystaniem inZynierii genetycznej

Wykorzystujac inzynieri¢ genetyczna, insuling mozna pozyska¢ dwoma metodami:

1. Technologia rekombinacji

Metoda ta polega na przeniesieniu do plazmidu pateczki Escherichia coli gendw tan-
cucha A i B. Nastgpnie uzyskuje si¢ w okreslonych warunkach wytworzenie tych tancu-
chow przez drobnoustroje. Lancuchy A i B taczy si¢ chemicznie — rekombinacja tancucha
A 1B w czasteczke insuliny ludzkie;j.

2. Metoda inzynieryjno-genetyczna

Ta metoda jest bardziej podobna do naturalnego procesu biosyntezy insuliny, poniewaz
tworzy sig syntetyczny gen ludzkiej proinsuliny, wprowadza do plazmidu Escherichia coli,
nastgpnie wymusza si¢ ekspresje genu (produkcja proinsuliny). W koncowym etapie pro-
insulina jest enzymatycznie rozktadana na insuling i peptyd C (rys. 5).

Preparaty otrzymywane tymi metodami charakteryzuja si¢ bardzo niska antygenowo-
$cia.

V.1.3. Semisynteza z insuliny wieprzowej

Metoda polsyntetyczna, zwana tez semisynteza, polega na przetworzeniu np. insuli-
ny wieprzowej w insuling ludzka. Proces sprowadza si¢ do enzymatycznego usunigcia
N-koncowego aminokwasu tancucha B — alaniny, a nast¢pnie do podstawienia w t¢ pozycje
treoniny. Warunki reakcji sa tak dobrane, aby nie wplywaly na wiazania disulfidowe
w czasteczee insuliny.

V.1.4. Metoda pelnej syntezy chemicznej

Metoda wieloetapowej, chemicznej syntezy polega na otrzymaniu insuliny w wielu re-
akcjach z poszczegolnych aminokwasow. Metoda trudna, obarczona duzym kosztem, miata
znaczenie wlasciwie tylko w badaniach naukowych, ze wzgledu na niewielka wydajnosc
i zZtozonos¢ procesu technologicznego. Jej wprowadzenie do powszechnego lecznictwa jest
wprost niemozliwe.

Skladniki preparatow insulinowych:

1) hormon,

2) substancje przedtuzajace dziatanie insuliny,
3) srodki dezynfekujace oraz stabilizujace,

4) s$rodki wspomagajace krystalizacjeg i bufory.

Poczatkowo substancjami przedluzajacymi wchtanianie insuliny z tkanki podskoérnej
byly guma arabska, lecytyna, oleje, cholesterol. W 1936 roku Hagedorn wprowadzit insuli-
n¢ proteinowa (protamina — biatko zasadowe), taki kompleks zmniejszal rozpuszczalnose
hormonu w oboje¢tnym pH tkanki podskérnej, wydluzajac czas wchtaniania insuliny do
krwi. Protaming uzyskuje si¢ ze spermy ryb.
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— mRNA (z komoérek B lub insulinoma)

l odwrdcona transkryptaza

[ komplementarne DNA
l polimeraza DNA

= podwdjna ni¢ DNA

restryktaza
-
li DNA
gaa plazmid plazmid
Y . o .
przecigty z Escherichia coli

rekombinowany plazmid
Escherichia coli

wejscie rekombinowanych plazmidow
do komorek Escherichia coli

indukcja transkrypcji nowych genow

o, translacja . . .
nowe mRNA z plazmidow ! » nowe bialko— proinsulina

hydroliza
enzymatyczna

insulina

Rys. 5. Biosynteza insuliny przez Escherichia coli
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Pierwszym stabilnym, obojetnym roztworem byla insulina protaminowo-cynkowa.
Cynk petni rolg stabilizatora, utatwia krystalizacje, a powstajace krysztaty wydtuzaja czas
wchtaniania insuliny nawet do 72 godz. Preparatami o przedtuzonym dziataniu sg takze:

— insuliny globinowe (globina — biatko zasadowe),

— insuliny surfenowe (stosowane gtownie w roztworach o odczynie kwasnym).

Srodki dezynfekujace i bakteriostatyczne
Do roztworéw insuliny dodaje si¢ krezol i fenol. Do zawiesin insulin cynkowych naj-
czgsciej stosuje si¢ metyloparaben. Substancje te zapewniaja jalowo$¢ preparatom insuli-

nowym.

Insulina proteinowo-cynkowa, izofanowa NPH
W ostatnich latach ten rodzaj preparatow insulinowych przezywa swoj renesans, dlate-
g0 poswigcamy mu nieco wigcej uwagi.

Sklad preparatu insuliny NPH

Symbol NPH oznacza, ze jest to preparat insuliny o obojetnym odczynie (N — neutral,
pH wynosi zazwyczaj 7,3-7,4), zawierajacy protaming (P — protamine); w symbolu
upamigtniono tez nazwisko twoércy (H — Hagedorn). Bezposrednimi projektodawcami
byli w 1946 roku Ch. Krayenbuhl i Th. Rosenberg. Insulina NPH wytrzymata wigc czter-
dziestoletnig probg czasu; obecnie przezywa swoj renesans. W wielu krajach jest jednym
z czgsciej stosowanych preparatow insuliny. Wynika to z korzystnych dla realizacji ce-
16w insulinoterapii cukrzycy wlasciwosci tak samego preparatu, jak i mozliwosci przygo-
towania ex fempore mieszanin z preparatami szybko dziatajacymi.

W 1 ml insulinum isophanicum znajduje si¢ 40U lub 80 U insuliny oraz siarczan sal-
miny, wodorofosforan sodu bezwodny, metakrezol, fenol, glicerol, wodorotlenek sodu lub
kwas solny ¢.s. — do pH = 7,3, jalowa woda do wstrzykni¢¢ — do 10 ml. Do krystalizacji
insuliny NPH stosuje si¢ chlorek cynku.

Insulina

Preparat NPH wytwarza si¢ z insuliny réznych gatunkdéw zwierzat, np. z insuliny wo-
towej lub wieprzowej, a takze z insuliny ludzkiej, otrzymywanej metoda semisyntezy
z insuliny wieprzowej lub droga rekombinacji DNA przez pateczke okreznicy albo drozdze
piekarskie. Produkuje si¢ ten preparat zarowno z insuliny o tradycyjnym stopniu oczysz-
czenia, jak i z insuliny cz¢§ciowo lub wysoko oczyszczonej. Najczgsciej stosuje sig insuling
NPH wieprzowa lub ludzka, wysoko oczyszczona.

Protaminy

Jest to grupa zasadowych polipeptydow, znajdowanych w spermatocytach wigkszosci
gatunkow zwierzat. W produkcji insuliny NPH wykorzystuje si¢ protaming, uzyskiwana
z nasienia lososia (salmo — salmina).

Pod wzgledem chemicznym jest to grupa jednotancuchowych polipeptydéw, zbudo-
wanych wylacznie z alifatycznych aminokwasow. Przewaznie jest to arginina, w mniejszo-
$ci wystepuja seryna, prolina, walina i glicyna. Pojedynczy tancuch sktada si¢ zazwyczaj
z 30 aminokwasow. Salmina nie zawiera aminokwasoéw aromatycznych. Z tego powodu nie
pochtania ultrafiotkowego $wiatta o dtugosci fal 260-360 nm. Pojawienie si¢ jakiegokol-
wiek pochtaniania w powyzszym zakresie dfugosci fali wskazuje na obecno$¢ zanieczysz-
czen. Badanie pochtaniania ultrafiotkowego $wiatta jest dobrym testem czystosci salminy.
Masa czasteczkowa salminy wynosi 4250, a jej punkt izoelektryczny znajduje si¢ powyzej 12.

Stosowany do produkcji insuliny NPH siarczan salminy musi odznacza¢ si¢ pelna czy-
stoscia. W potaczeniu z wysoko oczyszczong insuling uzyskuje si¢ preparaty odpowiadaja-
ce pod wzgledem stopnia czystosci kryterium insulin monokomponentnych.
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Cynk

Na 1 heksamer insuliny, to jest uporzadkowany przestrzennie kompleks 6 czasteczek
insuliny, przypadaja 2 atomy cynku. Taka sama proporcja ilo§ciowa cynku do insuliny
wystepuje w krysztatach hormonu; niezaleznie od ksztattu krysztatow. W srodowisku obo-
jetnym obecnos$¢ cynku jest konieczna do procesu krystalizacji. Jest to takze jego typowa
rola w technologii krystalizacji. Ksztalty krysztatow staja si¢ odmienne w zaleznosci od
wielu réznych cech srodowiska krystalizacji, temperatury i cech materiatu krystalizujacego,
na przyktad réznic w budowie czasteczki insuliny. Dodatkowo cynk hamuje aktywno$é¢
enzymu protaminazy, ktory znajduje si¢ w surowicy i w tkankach. Z tego powodu ilos¢
cynku w preparacie wplywa na szybkos¢ degradacji protaminy po jej wstrzyknigeiu. Im
wigcej cynku w preparacie, tym rozktad protaminy jest wolniejszy.

Metakrezol i fenol

Na 1g insuliny protaminowo-cynkowej NPH przypada przecietnie 0,5 x 10 mola fe-
nolu Iub jego pochodnych. Dzialajac przeciwbakteryjnie, konserwuja one preparat, a takze
ulatwiaja krystalizacj¢ kompleksow insulinowo-salminowych w formie pozadanych, ma-
tych krysztatow, o ksztalcie ostro zakonczonych z obu stron prostopadtoscianow. Ich diu-
go$¢ nie przekracza 5 .

Bezwodny wodorofosforan sodu
Sol te stosuje sie¢ w celu stabilizacji obojgtnosci odczynu oraz ewentualnego stracenia
nadmiaru cynku.

Glicerol

Substancja ta spetnia rolg srodka stabilizujacego. Po zmieszaniu insuliny NPH z pre-
paratami o odczynie kwasnym dochodzi do destabilizacji zawiesiny. Po dodaniu insulin
z grupy lente, znajdujacy si¢ w preparacie insuliny NPH bufor fosforanowy wiaze nadmiar
cynku charakterystyczny dla tych insulin. Czastki bezpostaciowe Iub krysztaty tych insulin
lente ulegaja rozpuszczeniu, zmieniajac catkowicie farmakodynamiczne cechy preparatu.
Celem sporzadzenia mieszaniny insuliny NPH i preparatu szybko dziatajacego jest uzyska-
nie, przez dobranie indywidualnej proporcji sktadnikow, takiego preparatu, ktory zapewnit-
by wlasciwe roztozenie w czasie tempa hipoglikemizujacego dzialania, odpowiednio do
indywidualnych cech cukrzycy i stylu zycia chorego. Mieszanina winna wykaza¢ zardwno
szybki efekt hipoglikemizujacy preparatu szybko dziatajacego, jak i efekt op6zniony, wy-
wierany przez insuling NPH. Poranny zastrzyk zapewnia dziatanie na caty dzien, a wie-
czorny — na okres nocy. Nalezy jednak wspomnie¢, ze preparat insuliny NPH oraz jego
mieszaniny nie sa doskonale stabilne. Pewna czg$¢ wolnej insuliny z preparatu szybko
dzialajacego wiaze si¢ z krysztatami insuliny NPH lub wytraca z cynkiem. Izofania nigdy
nie jest idealna. W praktyce wigc podanie wytworzonej ex tempore mieszaniny do tkanki
podskornej winno nastapi¢ bezposrednio po zmieszaniu. Wigzanie wolnej insuliny przez
preparat NPH jest zawsze o wiele stabsze anizeli przez insuliny z grupy lente.

Wstrzykiwanie insuliny NPH

Przy przygotowaniu mieszaniny insuliny NPH z insuling szybko dzialajaca wskazane
jest przestrzeganie stalej kolejnosci nabierania do strzykawki. Preparat szybko dziatajacy
dodaje si¢ do juz nabranego preparatu NPH. Taki staty porzadek zapobiega btedom w daw-
kowaniu, jesli uzywa si¢ strzykawki ze stozkiem, a wigc z martwa objgtoscia. Przypadko-
wo, zmieniajac kolejno$¢ nabierania insuliny, raz wypetnia si¢ martwa obj¢tosé preparatem
szybko dziatajacym, a innym razem preparatem NPH. W kolejnych wstrzyknigciach zmie-
niaja si¢ wigc przypadkowo proporcje tych preparatow o wielko$¢ martwej objetosci. Nale-
zy takze zapobiegac przenoszeniu insuliny NPH do fiolki z roztworem insulin i odwrotnie.
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Jesli konieczne jest wczesniejsze nabranie insuliny do strzykawki dla osob, ktore nie moga
tego same uczynié, ale moga p6zniej samodzielnie dokonac¢ wstrzyknigcia, to nalezy z gory
przewidywa¢ pewne zmniejszenie si¢ efektu insuliny szybko dziatajacej. Mozna to
uwzgledni¢ w doborze proporcji sktadnikow mieszaniny. Przy przechowywaniu insuliny
NPH w strzykawce, straty preparatu wystepuja glownie w stozku strzykawki. Dlatego naj-
lepiej, po nabraniu insuliny do kilkugodzinnego przechowywania, ustawi¢ strzykawke
stozkiem do gory. Klopoty te nie wystgpuja przy stosowaniu strzykawek bez martwej objg-
tosci, strzykawek z wtopiona igta. Jesli tylko jest to mozliwe, nalezy zatem stosowac takie
strzykawki. Przy przechowywaniu insuliny w strzykawce przez kilka godzin, przed wyko-
naniem zastrzyku nalezy zrekonstytuowaé zawiesing za pomoca wstrzasania. Najczesciej
rano podaje si¢ 60-70% dobowej dawki insuliny, a wieczorem pozostata jej czgsc.
Wstrzyknigcia dokonuje si¢ okoto 1-2 godz. przed positkiem.

Przechowywanie insuliny

Insuling NPH, podobnie jak inne insuliny, przechowuje si¢ w temperaturze 2—8°C bez
dostepu $wiatta. Wtedy, mimo ze przy przechowywaniu doszto do osadzania si¢ na dnie
fiolki krysztalow insulino-salminowo-cynkowych i utworzenia si¢ nad osadem warstwy
przejrzystego plynu, energiczne wstrzasanie prowadzi do pelnej rekonstytucji zawiesiny,
ktéra mozna wstrzykiwa¢. Zamrozenie insuliny uszkadza struktur¢ krysztatéw, utrudnia
rekonstytucje zawiesiny. Powoduje zatem zmiang cech farmakodynamicznych preparatu.
Przypadkowo zamrozona fiolke nalezy odrzuci¢. Dhuzsze przechowywanie preparatu NPH
w temperaturze powyzej 25°C wywotuje tworzenie si¢ wigkszych agregatow krysztatow,
ktore szczegodlnie mocno przyczepiaja sig¢ do szkta fiolki. Inne krysztaty ulegaja rozpusz-
czeniu. Insulina tak przechowywana moze nabra¢ barwy brazowej, wskutek utlenienia
krezolu pod wpltywem ciepta. Wyzsza temperatura sprzyja degradacji insuliny przez jej
dezamidacj¢ oraz polimeryzacji czasteczek hormonu. Przy przestrzeganiu powyzszych
prawidet przechowywania insuliny, wptyw samego czynnika czasu na jej biologiczna ak-
tywnos¢ jest wzglednie niewielki. Nie odgrywa on praktycznie zadnej roli w wyznaczonych
czasach waznosci preparatu. Na przyktad insulina traci 2% swojej biologicznej aktywnosci
dopiero po latach przechowywania w temperaturze 4°C oraz po 4 miesiacach przechowy-
wania w temperaturze 25°C.

Preparaty insuliny ulegaja dos¢ szybkiej degradacji pod wptywem §wiatla stonecznego.
Jak juz wspomniano, nalezy je przed §wiattem chronic.

W praktyce fiolka insuliny, ktora juz jest w uzyciu, moze by¢ przechowywana
w zmiennej temperaturze, np. w zakresie 2°C oraz 25°C. Okres stosowania insuliny z jed-
nej fiolki jest zazwyczaj zbyt krotki, aby moglo dojsé¢ do degradacji insuliny w tych warun-
kach.

Dzialania niepozadane

Preparat insuliny NPH, ze wzgledu na zawarto$¢ insuliny, wykazuje analogiczne nie-
pozadane dziatania, jak inne preparaty insuliny. Niepozadane immunogenne dziatanie,
a wigc tworzenie przeciwcial neutralizujacych lub wywotujacych odczyny alergiczne miej-
scowe i opoznione lub — co zdarza sig bardzo rzadko — uogoélnione, typu pokrzywki, zalezy
od stopnia oczyszczenia preparatu i gatunku insuliny. Jest wyraznie najmniejsze w przy-
padku stosowania insuliny NPH wysoko oczyszczonej ludzkiej. Rowniez powstawanie
lipotrofii poinsulinowej jest najmniej prawdopodobne, jesli podaje si¢ preparaty ludzkie,
o wysokim stopniu oczyszczenia. Preparaty wieprzowe sa mniej aktywne antygenowo
anizeli insuliny wotowe. Obok stopnia oczyszczenia oraz gatunku insuliny pewien wplyw
na immunogenno$¢ insuliny wywiera jej fizyczna forma. Insulina podawana w postaci
krysztatow jest nieco bardziej aktywna antygenowo anizeli wstrzykiwana jako roztwor.
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Osobnym zagadnieniem jest alergizujace dziatanie salminy. Dawniej sadzono, ze siar-
czan protaminy nie jest immunogenny. Jednak wielu badaczy w latach siedemdziesiatych
doniosto, ze u ludzi moga pojawi¢ sig alergiczne odczyny na salming obecna w preparacie
NPH. W 1977 roku Samuel wykazal mozliwos$ci powstania przeciwciat przeciwko prota-
minie. W 1983 roku Kurtz spostrzegl, ze kompleks insulinowo-protaminowy ma wilasci-
wosci antygenowe. Wykryto, ze u chorych leczonych preparatami protamino-cynkowymi
pojawiaja si¢ przeciwciala przeciwko kompleksowi insulino-protaminowemu, ktére kraza
we krwi. Mozliwos$¢ alergicznej reakcji na insuling NPH jest wyzsza u 0sob z pokarmowa
alergia na ryby.
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VI. METODY OTRZYMYWANIA STEROIDOW

Steroidy sa ztozonymi zwiazkami policyklicznymi, wystepujacymi we wszystkich or-
ganizmach ro§linnych i zwierzgcych. Mozna je zaliczy¢ do prostych lipidow, poniewaz —
podobnie jak kwasy ttuszczowe — nie ulegaja hydrolizie. Spelniaja one wiele funkcji, jed-
nak najwigksze znaczenie maja hormony. Do naturalnych zwiazkow o budowie steroidowe;j
naleza: cholesterol, kwasy zotciowe, hormony kory nadnerczy, witaminy D, glikozydy
nasercowe i fitosterole. Wedlug definicji, steroidy sa zwiazkami, ktérych struktura oparta
jest na uktadzie steranu, tj. cyklopentanoperhydrofenantrenu.

Rys. 1. Uktad steranu

Zwiazki te r6znia si¢ migdzy soba liczba i rodzajem podstawionych grup, liczba i potozeniem
wigzan podwojnych oraz konfiguracja przestrzenna, mozliwa dzigki obecnosci asymetrycz-
nych atomow wegla. Z rys. 1 widac, ze kazde polaczenie pierScieni w uktadzie steranu moze
mie¢ konfiguracje cis lub trans. Okazuje si¢ jednak, ze w wigkszosci naturalnych steroidow
pierscienie B i C oraz C i D sa polaczone wiazaniem trans (wyjatek stanowia glikozydy na-
sercowe, w ktorych pierScienie C i D maja konfiguracje CiS), natomiast pier§cieniec A i B sa
potaczone albo wiazaniem Cis albo trans. Wynika to stad, ze istniejg dwie serie zwiazkow
steroidowych: seria So — w ktorej pier§cienie A i B polaczone sa wigzaniem trans oraz seria
5B — w ktorej pierscienie A i B lacza si¢ wiazaniem CiS. Przyjmuje si¢ umownie, ze przy
sprz¢zeniu CiS pierscieni A i B (czyli w serii 5B) podstawniki przy C-5 i C-10 zaznaczamy
linig ciagla, natomiast przy sprzezeniu trans pierscieni A i B (w serii Sa)) podstawnik przy C-5
zaznaczamy linig przerywana, za$ przy C-10 linig ciagla (co obrazuje, ze podstawniki te znaj-
duja si¢ po przeciwnych stronach plaszczyzny wyznaczonej przez te piersScienie; podstawnik
przy C-10 nad ptaszczyzna, podstawnik przy C-5 pod ptaszczyzna).

A/B trans B/C trans C/D trans A/B cisB/C trans C/D trans
(a, a) Sa (a, e) 5B

Rys. 2. Wzory konformacyjne steranu
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VIL.1. Otrzymywanie steroidéw na drodze chemicznej

Totalne syntezy kortyzolu (z r. 1950) i kortyzonu (z r. 1951) nie maja dzisiaj zadnego
znaczenia. Przemystowe otrzymywanie glikokortykoidow polega na wieloetapowych pro-
cesach, stosujacych jako substraty naturalne zwiazki steroidowe, takie jak:

—  diosgenina,

—  kwasy zolciowe,

—  sitosterole i stygmasterol.

0]
N
O
HO HO
stygmasterol diosgenina
HN
0)
HO
solasodyna tomatydyna

Rys. 3. Przyktady steroli
Najwigksze znaczenie ma synteza z uzyciem diosgeniny.

0)

0)

HO
diosgenina
1. (CH5CO),0, A
2. CrO4
3. CH;COOH, A
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H3C—C-0

1. HyPd, 2. OH®

Rys. 4. Synteza progesteronu

HO

pregnenolon

<:>:0

Al[O- CH(CHj3),]5

progesteron

Diosgening ogrzewa si¢ z bezwodnikiem octowym z dodatkiem katalitycznej ilosci
kwasu Lewisa (AICl;), otrzymujac octan pseudosapogeniny. Otrzymany produkt, po utle-
nieniu kwasem chromowym (VI), ogrzewaniu w kwasie octowym, daje produkt oksyda-
tywnego usunigcia tancucha bocznego (octan 16-dehydro-pregnenolonu-3). W wyniku
regioselektywnego uwodornienia, a nastgpnie alkalicznej hydrolizy otrzymuje si¢ pregne-
nolon, ktory z kolei przeksztatca si¢ w progesteron, przez utlenienie grupy OH w pozycji
3 do grupy ketonowej, potaczone z réwnoczesna izomeryzacja podwojnego wiazania A> do
A*. W technologii chemicznej etap ten przeprowadza si¢ metoda Oppenauera.

Reakcja Oppenauera polega na utlenieniu drugorzgdowej grupy hydroksylowej do keto-
nowej za pomoca ketondw w obecnos$ci katalizatora, np. izopropanolanu glinu lub t-butano-
lanu glinu. Srodkiem utleniajacym jest zazwyczaj aceton lub cykloheksanon.

Rl\

R3

R4

AI[OCH(CH;),]5

N >

R Ri
CH-OH +
R R
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Jest to reakcja odwracalna, z dobra wydajnoscia przebiega przy zastosowaniu nadmiaru
odczynnika utleniajacego. Wymaga absolutnie bezwodnego $rodowiska, proces trwa ok.
2,5 godz. Otrzymany jako produkt posredni progesteron jest nastgpnie selektywnie prze-
ksztatcany w 11a-hydroksy-progesteron za pomoca grzybow z gatunku Rhizopus (np. Rhi-
zopus higricans — plesn chlebowa) i wykorzystywany do otrzymywania kortyzonu lub
hydrokortyzonu (str. 300).

Synteza glikokortykoidow jest mozliwa takze z kwasow zotciowych oraz z fitosteroli,
jednak wymaga réznorodnych przemian wieloetapowych.

Hydrokortyzon, ktéry ma wigksze zastosowanie terapeutyczne niz kortyzon, jest
w praktyce takze otrzymywany z octanu kortyzonu. W pierwszym etapie substrat podda-
je si¢ reakcji z semikarbazydem (w celu selektywnego zabezpieczenia grup ketono-
wych), w wyniku czego otrzymuje sig¢ 3, 20-bis-semikarbazon, natomiast grupa 11-keto
— ze wzgledow sterycznych — nie reaguje z semikarbazydem. Z kolei, redukcja za pomo-
ca tetrahydroboranu potasu daje specyficznie 11-B-hydroksypochodna, z réwnoczesna
hydroliza grupy 21-estrowej.W ostatnim etapie nast¢puje odszczepienie grup semikar-
bazynowych i otrzymanie hydrokortyzonu z dobra wydajnoscia.

octan
kortyzonu

I}
H,N-C-NH-NH, - HCl

I}
CH,~0—C—CHj
C=N-NH-C-NH,

-—-OH O

I}
H,N-C-NH-N
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CH,—OH
C=N-NH-C-NH,
HO ---OH O
0
H,N-C—-NH-N
H,0/HNO,

hydrokortyzon

Rys. 5. Synteza hydrokortyzonu

Glikokortykoidy polsyntetyczne
Synteza:

Prednizon i prednizolon (czyli 1-dehydro-pochodne) sa otrzymywane (z 3-okso-
pochodnych) w reakcji bromowania w §rodowisku lodowatego kwasu octowego. Otrzyma-
na 2,4-dibromopochodna, w reakcji termicznej eliminacji z kolidyna (2,4,6-trimetylopiry-
dyna), daje zadany dienon.

Br,, CH;COOH DF kolidyna, A et
0

O O

Br
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Otrzymywanie 9-fluoropochodnych

W wyniku dehydratacji 11a- lub 11p-hydroksysteroidow za pomoca kwasu p-tolueno-
sulfonowego otrzymuje si¢ 9,11-dehydropochodne. Nastepnie, addycja kwasu bromowego (1)
i — z kolei — potraktowanie octanem potasu w metanolu daje 9,11-B-epoksyd, ktory za po-
moca fluorowodoru jest przeksztatlcany w produkt koncowy.

®)

HO HO
@ CH;COOK/CH;0H HF “(
$ H ~HBr

\w

l
>,
2

Wprowadzenie grupy 16-CH;

Wprowadzenie grupy metylowej w pozycje 16a osiaga si¢ w reakcji addycji 1,4 jodku
metylomagnezowego do winyloketonow (16-dehydro-20-oksosteroidow), katalizowanej
jonami Cu (II).

HsC H,C HsC
HyC-Mgl, CuCl, H,0
6 —CH; | ——> —CH;
! ! —Mg(OH), !
H H H

Grupa metylowa moze by¢ takze selektywnie wprowadzona w polozenie 16p w reakcji
winyloketonu z diazometanem. Utworzony cykliczny produkt przytaczenia (pochodna 16a.,
17a-pirazoliny), w wyniku pirolizy daje 16,17-dehydro-16-CH;s-pochodna, ktora nastgpnie
jest selektywnie uwodorniona wobec palladu i weglanu wapnia do zadanej B-metylo-
pochodne;j.
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H;C CH; H;C
AN C —0 O*C/ AN C —0
NN
Dl DD i — JOST
1 1 - NZ 1 3
H H H
H,/Pd
H,;C
AN C ~0
CH;
H

Hormony plciowe
Estrogeny
Synteza:

Z androstenolonu (otrzymywanego z fitosteroli) przez redukcje wiazania A** za pomo-
ca Hy/Pd-C, nastgpnie utlenienie za pomoca tlenku chromu (VI) do 3-okso-pochodnej
i kolejne bromowanie utworzonego ketonu bromem w kwasie octowym, powstaje 2,4-
dibromo-3-keto-pochodna. Otrzymany produkt ogrzewa si¢ z kolidyna, w wyniku czego
dochodzi do utworzenia dwoch wiazan podwéjnych w pierscieniu A (A'? i A*’). Aromaty-
zacj¢ pierScienia A, z rownoczesnym odszczepieniem grupy 10-CHj, przeprowadza sig
w temperaturze okoto 600°C w tetralinie.

androstenolon
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kolidyna
_—
A
a’ piroliza
: —>
H H

estron

Rys. 6. Synteza estronu

Otrzymany estron jest potproduktem do syntezy estradiolu; przez redukcjg grupy keto-
nowej za pomocy tetrahydroboranu potasu oraz etinyloestradiolu, dziatajac na estron w cie-
ktym amoniaku acetylenkiem potasu.

C CH
4 | HC_CH
K/NH3
HO

estradiol estron etinyloestradiol

Gestageny

Progesteron — hormon ciazowy — zostat po raz pierwszy wydzielony z cialka zoltego
przez Butenandta i Slotta w 1934 r. Obecnie jest otrzymywany wytacznie syntetycznie. Jest
on glownym polproduktem w syntezie wielu steroidow. Surowcem wyjsciowym sa sub-
stancje sterolowe (ergosterol, diosgenina i inne fitosterole).

VI.2. Otrzymywanie zwiazkow steroidowych ze zrédel naturalnych i na drodze bio-
transformacji

a) ze zrodel naturalnych

Pierwsza metoda otrzymywania hormonéw steroidowych byta ekstrakcja z odpowied-
nich gruczotow lub z moczu. Nastepnie ich produkcja byla oparta na syntezie chemiczne;j,
a obecnie na syntezie chemiczno-mikrobiologicznej. Jako surowce wyjsciowe shuza steroi-
dy naturalne pochodzenia roslinnego lub zwierzgcego, takie jak: cholesterol, kwasy zoétcio-
we, ergosterol, stygmasterol, diosgenina.
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Cholesterol otrzymuje si¢ m.in. z tluszczu wetny owczej, ktory zawiera ok. 15% chole-
sterolu; jest on stosowany glownie do syntezy hormonéw piciowych meskich. Ze 100kg
welny mozna otrzymac 7 kg cholesterolu.

Hormony kory nadnerczy otrzymuje si¢ glownie z surowcoéw roslinnych, np. diosgeniny.

Ergosterol i stygmasterol — wyodrebnia si¢ z oleju sojowego.

Stosowane dawniej metody ekstrakcji hormonéw steroidowych z materiatu zwierzgecego
zostaly obecnie zastapione metodami czgsciowej syntezy chemiczno-mikrobiologicznej. Ogra-
niczenie si¢ do metod syntezy chemicznej napotyka na powazne trudnosci, z uwagi na skom-
plikowana strukture przestrzenng i $cisla, stereospecyficznozalezna aktywno$¢ biologiczng
zwiazkow steroidowych. Uzyskanie pozadanego produktu na drodze czysto chemicznej wy-
maga zazwyczaj przeprowadzenia kilkunastu lub wigkszej liczby reakeji. Liczba przej$¢ moze
by¢ jednak znacznie zredukowana przez zastosowanie konwersji mikrobiologicznej.

b) na drodze biotransformacji

Pierwszej biotransformacji zwiazkow steroidowych dokonano w 1937 roku, utleniajac
dehydroepiandrosteron do androsteronu za pomoca Corynebacterium sp., a nastepnie redu-
kujac androsteron do testosteronu za pomoca komorek drozdzowych.

(0] 0] OH
e  —
HO Coryne O drosdse ©
bacteriumsp.
androsteron testosteron

Drugim wielkim krokiem na drodze do otrzymywania lekow steroidowych byto odkry-
cie w 1952 roku, ze za pomoca plesni Rhizopus nigricans (plesn chlebowa) mozna selek-
tywnie wprowadzi¢ grupg OH w pozycje 11a do czasteczki progesteronu:

progesteron 11a-hydroksy-progesteron

Odtad progesteron stal si¢ kluczowym polproduktem w syntezie lekow steroidowych.

Biotransformacja mikrobiologiczna stata si¢ waznym ogniwem w technologii lekow
steroidowych, gdyz umozliwia przeprowadzenie catego szeregu reakcji, zachodzacych
wybidrczo w mato reaktywnych zazwyczaj miejscach czasteczki, przy réwnoczesnym za-
chowaniu stereospecyficzno$ci produktu reakcji. Procesy biotransformacji steroidéw obej-
muja zardbwno przemiany zachodzace w obregbie uktadu pier$cieniowego, jak i w tancuchu
bocznym, tacznie z jego degradacja.
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Sposrod licznych reakcji enzymatycznych mozliwych do przeprowadzenia z uzyciem
substratow steroidowych praktyczne zastosowanie znalazto tylko kilka:

1) odszczepienie lub degradacja tancucha bocznego, potaczona z wprowadzeniem
atomu tlenu do pierscienia D i jego laktonizacja,

2) hydroksylowanie w pozycji 11a, 11, 9a, 16a, 17a.1 21,

3) utlenienie grupy hydroksylowej do ketonowej w pozycji 3, z réwnoczesna izome-
ryzacja ukltadu A° do A?,

4) uwodornienie grupy ketonowej w pozycji 17,

5) odwodornienie w pozycji A' pierécienia A.

Praktyczne wykorzystanie

VI1.2.1. Reakcje utleniania

Podstawowym kierunkiem biotransformacji zwiazkow steroidowych jest ich utlenianie,
ktore moze przebiegac z udzialem réznych enzymow, gldwnie oksygenaz i hydrolaz. Reak-
cje te obejmuja:

a) Hydroksylowanie, czyli wprowadzenie atomu tlenu w postaci grupy OH do cza-
steczki. Reakcja ta moze zachodzi¢ praktycznie w kazdej pozycji zwiazku steroidowego,
a jej regio- i stereospecyficznos¢ zalezy zaro6wno od uzytego drobnoustroju, jak i od budo-
wy zastosowanego zwiazku wyjsciowego (czyli od obecnosci w nim ré6znych grup funkcyj-
nych). Jednak przemystowe zastosowanie znalazto jedynie hydroksylowanie w pozycjach:
1la, 11B, 90, 160, 17a i 21. Sposréd wymienionych reakcji bardzo duze znaczenie ma
stereoselektywne wprowadzenie grupy hydroksylowej w pozycje 11a, ktore na skalg prze-
mystowa jest wykorzystywane w syntezie kortyzonu i jego pochodnych. W praktyce reak-
cj¢ te przeprowadza si¢ z udziatem Rhizopus nigricans (str. 300). Ponadto stwierdzono, ze
obecno$¢ grupy OH w polozeniu 170 sprzyja reakcji prowadzacej do produktu 11B-
hydroksy-steroidowego, podczas gdy brak tej grupy daje w przewadze produkt 1lo-
hydroksy-steroidowy.

b) Odwodornienie w pozycji 1-2 pierScienia A. Niekorzystna reakcja uboczna jest
czgsto odszczepienie tancucha bocznego w pozycji 17, z ewentualnym otwarciem pierscie-
nia D, oraz redukcja grupy ketonowej w pozycji 20 do grupy hydroksylowej. Odszczepie-
niu fancucha bocznego zapobiega obecnos¢ w czasteczce grupy OH w pozycji 17a, dlatego
mozliwe jest przeprowadzenie kortyzonu w prednizon, stosujac Bacillus repens, Arthrobac-
ter simplex lub Mycobacterium flavum:

HOH,C_ HOH,C_

c=9 c=0
¢} -OH 0 _OH

kortyzon prednizon
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¢) Utlenienie grupy hydroksylowej do ketonowej. W syntezie lekow steroidowych
duze znaczenie ma odwodornienie i izomeryzacja uktadu A’-3p-hydroksy do A*-3-keto.
Przyktadem jest ostatni etap otrzymywania progesteronu z surowcoOw naturalnych, ktoéry na
skalg przemystowa jest realizowany albo metoda chemiczna, tj. opisana wczesniej reakcja
Oppenauera, albo metoda mikrobiologiczna, uzywajac Aspergillus sp. lub Sreptomyces sp.

5P L o

VI1.2.2. Odszczepienie i degradacja lancucha bocznego

Uzycie fitosteroli lub cholesterolu do produkcji lekow steroidowych wigze sig z oksyda-
cyjnym odszczepieniem lub degradacja tancucha bocznego. Reakcje tego typu mozna prowa-
dzi¢ z udziatem wielu szczepow, np. Nocardia, Sreptomyces, Arthobacter, Mycobacterium,
Corynebacterium. Sposrod wielu mozliwych produktéw tych reakcji przemystowe znaczenie
maja pochodne zawierajace grupe ketonowa w pozycji 17, grupe karboksylowa w pozycji 20
oraz pochodne z ugrupowaniem laktonowym w pierscieniu D. Jednak bardzo czgsto w wa-
runkach tych reakcji, rownocze$nie z oksydatywnym odszczepieniem tancucha bocznego
zachodza takze reakcje utleniania w uktadzie pierscieniowym, a szczeg6lnie utlenienie grupy
OH w polozeniu 3, potaczone z izomeryzacja uktadu A’ do A*, wprowadzenie grupy hydroksy-
lowej w pozycje 90 czy odwodornienie pierscienia A w pozycji A'.

R
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O
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Rys. 7. Odszczepienie i degradacja tancucha bocznego
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VI1.2.3. Reakcje redukeji

Mozliwos¢ mikrobiologicznej redukcji zwiazkow steroidowych jest ograniczona do re-
dukcji grupy karbonylowej do drugorzedowej grupy hydroksylowej, redukcji drugorzedo-
wej grupy hydroksylowej do grupy metylowej lub uwodornienia wiazania podwojnego.
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SKOROWIDZ RZECZOWY

A
7-AC 263
Acetobacter suboxydans 131
acetylacja 43
Acinetobacter 146, 157
acydoliza 50
acylacja 43
acylaza 122
acylazy immobilizowane 262
acylotransferaza 142
acyloureidopenicyliny 268
acylowanie zwiazkow heterocyklicznych 45
C-acylowanie 44, 74
N-acylowanie 44, 45
O-acylowanie 44
ADA 212
addycja 162
adriamycyna 114
African green monkey kidney 199
Agrobacterium 202
Agrobacterium radiobacter 123
Agrobacterium tumefaciens 184, 214
aklimatyzacja szczepow bakteryjnych 253
aktywator plazminogenu 213
aktywatory 254
Alcaligens faecalis 262
Alcaligens sp. lipase 150
aldolaza fruktozo-1,6-difosforanowa 160
aldolazy 142, 159
alkilowanie 73
— alkenami 73
— alkoholami 73
— czwartorzgdowymi solami amoniowymi 74
— diazometanem 74
— Eschweilera-Clarke’a 248, 249
— estrami kwasow arylosulfonowych 74
— halogenkami 74
— oksiranami 74
— redukcyjne 74, 75
— siarczanami alkilowymi 74
— tlenkami alkilenowymi 74
alkoholiza 50
allel 214
aloksypryna 223
Alul 181
amidazy 142
amidynopenicyliny 270

aminoacylaza 122
2-aminoetanol 249
aminofilina 233
aminoglikozydowe antybiotyki 114
aminokwasy, enancjomery 122, 123, 128
— enzymatyczny rozdzial kinetyczny 122
— metoda hydantoinowa 122, 123
aminometylowania reakcja 89
aminopeptydaza 122
aminopeptydaza dipeptydylowa I 197
amoksycylina 266
ampicylina 266
analiza konformacyjna 20
analogia
— izoelektronowa 19
— izopolarna 19
— strukturalna 18
anasadol 47
androstenolon 298
androsteron 300
anelowanie 94
anestezyna 85
anti — redukcja 168, 173
antybiotyki 252
— podziat 252
— produkcja 252
—naturalne 252
— potsyntetyczne 260, 262
— B-laktamowe 260
antykodon 214
antykodon treoniny 214
antysensowa terapia 214
antyseptyki 255
6-AP 261, 263, 264
apalcylina 267
aparatura przemystowa 29
apoenzym 140
armatka genowa 202
Artemisia annua 114
artemizyna 114
Arthrobacter 146
Arthrobacter luteus 181
Arthrobacter simplex 301, 302
Arthrobacter sp. ligase 150
L-askorbinowy kwas 131
Aspegic 223
Aspergillus sp. lipase 149
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aspartaza 134
Aspisol 223
aspoksycylina 268
asymetryczna synteza 114, 132
— z uzyciem chiralnego katalizatora 133
— z uzyciem chiralnego pomocnika 133
Atropa belladonna 114
atropina 114
autoliza grzybni 255
Avonex 213
AWO 230
azlocylina 269, 272
— synteza 272
azydocylina 266, 272
— synteza 272

B
baby hamster kidney 199
Bacillus amyloliquefaciens 180, 181
Bacillus brevis 123
Bacillus megaterium 263
Bacillusrepens 301
Bacillus subtilis 147, 262
Bacterium xylinum 139
Baculovirus 202
Baeyer-Villiger utlenianie 157
bakampicylina 267, 273

— synteza 273
bakmecylinam 271
bakteriofagi 182, 184, 214
bakulowirus 202
BamHI 180, 181
Bantinga i Besta metoda 283
BCIP 190
betkotka 30
benorylat 223
Berla siodetka 32
Berofor 213
Betaseron 213
bezwodnik acetylosalicylooctowy 228
bezwodnik salicylooctowy 228, 231
BHK 199
biatka 203, 204, 205

— chimeryczne 203, 205

— projektowanie 203

— wariantowe 203, 204

— rekombinowane 213

— wydzielane 196
bialkowe fazy 124, 130
biblioteka

— banku genowego 218

—cDNA 189, 214, 215

— genomowa 214

— kombinatoryczna 22

biblioteki epitopowe 207
Bioferon 213
Biogamma 213
biokatalizatory 133
biologiczne wektory 219
biosynteza
— antybiotykow 255
— benzylopenicyliny 256, 257
— naturalnych penicylin 256
— naturalnych tetracyklin 258
— tetracyklin 258
— — anhydrotetracyklina 259
— — poliketoamid 258
— — pretetramid 259
biotransformacje 139
— steroidoéw 299, 301
—— hydroksylowanie 301
— — odszczepienie i degradacja tancucha
bocznego 302
— —odwodornienie w pozycji 1-2 301
— —reakcje redukcji 303
— — utlenienie grupy hydroksylowej 302
biotyna 133
Bircha redukcja 71
Bischlera-Napieralskiego synteza 99
blunt ends 180
Bobranskiego i Synowiedzkiego metoda 235
Bredercka metoda 235
Brevibacterium ammoniagens 134
brucyna 117

C
C-acylowanie 44, 74
Candida rugosa 155
Candida rugosa lipase 148
Cannizzaro reakcja 93
Catharanthusroseus 114
cDNA 187
cDNA synteza 191
cedzidlo 34

— otwarte 35

— zamknigete 35
cefabacyny 261
cefalosporyny 114, 260, 275
cefamycyny 260
centrum aktywne enzymu 142
Cephalosporium 114
Cerezyme 213
CETP 210
chemia kombinatoryczna 22
chemiczne procesy jednostkowe 42
Chinese hamster ovary 199
chinina 116
chinolina 98



4-chinolon 101
chiralne fazy stacjonarne 124
— biatkowe 124, 130
— cyklodekstrynowe 124, 129, 130
— modyfikowane eterami koronowymi 124
— na bazie helikalnych polimeréw 124
—Pirkle’a 124, 125, 127, 130
— polisacharydowe 124, 129
—typu ,,ligand exchange” 124, 128
— n-kwasowe 125
— n-zasadowe 126
chiralnoé¢
— centrowa 107
— osiowa 107
chiralny katalizator 132
— biokatalizator 133
— — chemiczny 133
chiralny selektor 124, 130, 131
chiralny synton 114, 131
chiralny zwiazek pomocniczy 132
chiron 131
chlorambicyl 48
chloramfenikol 58, 112
chlorchinaldol 80
7-(3’-chloro-2’-hydroksypropylo)teofilina 242
chloroliza 78
1-chloro-2,3-propandiol
— synteza 237
— synteza z glicerolu 237
— synteza z 1-chloro-2,3-epoksypropanu 238
— synteza z epichlorhydryny 238
chlorotetracyklina 258, 276
chlorowanie 77, 79
— fotochemiczne 79
— katalityczne 79
— wolnorodnikowe 79
chlorowcowanie 77
chtodnica wezownicowa 33
chtodzenie 31
— bezprzeponowe 31
— przeponowe 31, 33
CHO 199
cholesteryl ester transfer protein 210
Chondrodendron 114
choroby monogeniczne 210, 212
choroby poligeniczne 210, 212
chromatyna 214
Chromobacterium sp. lipase 150
chromosomy homologiczne 214
chymotrypsyna 144
ciprofloksacyna 103
Claisena kondensacja 90
CMV 199
complementary DNA 189
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Cordabromin 64
Corynebacteriumequi 156
Corynebacterium sp. 300, 302
COS 199
cos sekwencja 184, 185
CRL 148, 150
crossing over 214
CSPD 190
Cunninghamella echinulata 156
cyjanooctowa metoda 98
cykl inzynierii i projektowania biatek 203
cyklacylina 266
cyklodekstrynowe fazy 124, 129, 130
cyklodekstryny 131
— pochodne anionowe 131
—— kationowe 131
cynchonidyna 116
cynk 289
cystic fibrosis 210, 212
Cytomegalovirus 199
czynniki
— krzepnigcia krwi 213
— wzrostu kolonii granulocytow 213
— —kolonii granulocytow/makrofagow 213
L-cysteina 255
czysto$¢
— diastereoizomeryczna 168
— optyczna 144

D
DAPI 197
dapson 73
de 168
deaminaza adenozyny 212
dehydratazy 142
dehydrogenaza 173
dehydrogenazy 142, 150
dekantacja 34
dekarboksylaza pirogronianowa 173
dekarboksylazy 142
delecja 214
demoklocyklina 276
destylacja 38

— prosta 38

— prozniowa 39

— z para wodna 39
detergenty 254
dezamidazy 142
DHAP 160
diastereoizomery

—jonowe 117

— kowalencyjne 117
difenhydramina 81
Digitalis purpurea 114
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digitoksygenina 114
1,2-diketonow redukcja 170
1,4-diketonow redukcja 170
dikloksacylina 265
dimeryzacja 92
— aldolowa 93
1,3-dimetylo-6-aminouracyl 234, 241
N,N-dimetyloanilina 239
1,3-dimetylo-5,6-diaminouracyl 234, 235, 242
1,3-dimetylo-5-formyloamino-6-aminouracyl
234
N,N-dimetylomocznik 240
1,3-dimetylo-5-(N-3’-chloro-2’-hydroksy-
propylo)-amino-6-aminouracyl 242, 250
1,3-dimetylo-5-nitrozo-6-aminouracyl 241
diosgenina 293
dipirydamol 104
diprofilina 233
— synteza 233, 238, 239, 240, 241, 243
— — surowce 233
— — metoda chloropropandiolowa 233
— —— epichlorhydrynowa 240
— —— glicydolowa 239
———glicydowa 239
— ——polska 240
— —— Traubego 233
— —— Wojciechowskiego 240
distomer 108
disulfamid 65
dizopyramid 111
DNaza 210
doksycyklina 277
— synteza 278
Dornase alfa 213
drozdze 196
— piekarskie 134, 165
—— liofilizowane 177
duplikacja 214
Duteplase 213
D-walina 256, 257

E
EcoRI 180, 181
ee 135, 144
efedryna 114, 116
(-)-efedryna 174
efektywnos¢ substancji wiodacej 17
egzonukleaza 186, 214
egzony 187
ekspresja 187, 188
— biatek 199, 201, 202
— —w komorkach owadow 201
— —w transgenicznych roslinach 202
— —w transgenicznych zwierzgtach 199

—genu 215
— rekombinowanych biatek 195, 198
elektroporacja 202
enancjomery 107
endonukleazy 215
endonukleazy restrykcyjne 180
enzym restrykcyjny 180
— aktywnos¢ 180
— nazewnictwo 181
— wlasciwosci 180, 181
enzymatyczna kataliza 121
enzymatyczne preparaty 143
enzymatyczny rozdzial kinetyczny 122
enzymy 140
— immobilizowane 143
—klasy 142
— podklasy 142
— podzial 142
— proteolityczne 144
— restrykcyjne 180
— — podziat 180
Ephedra sinica 114
epichlorhydryna 240
epicylina 266
epimerazy 142
epitop 208, 215
7-B,y-epoksypropyloteofilina 240, 248
Eprex 213
ergosterol 300
erytropoetyna 213
Escherichia coli 181, 262
— komérki immobilizowane 262
Escherichia intermedia 162
Eschweilera-Clarke’a alkilowanie 248, 249
—reakcja 76
esteraza 122, 176
— z watroby $wini 146
esterazy 144, 146
estradiolu synteza 299
estrogenow synteza 298
estronu synteza 298, 299
estrow synteza
—z acetylenu 1 kwasow karboksylowych 51
—z diazaometanu i kwasow 52
— z disiarczku wegla i alkoholandw 51
— z kwasow karboksylowych i alkenow 51
— z nitryli 52
— z soli kwasow karboksylowych
i halogenkow alkilowych 51
estryfikacja 48
— alkoholi bezwodnikami 50
— — chlorkami kwasowymi 50
——ketenem 50
— bezposrednia 49



etery koronowe chiralne 124, 130
etionamid 85

etinyloestradiolu synteza 299
eukariota 215

eutomer 108

F
fag A 184
fagowy wektor 219
FDP 160
feneticylina 264
fenobarbital 97
fenol 289
fenotyp 215
fenprokumon 110
fenytoina 94
fermentacja 255
filtr

— bgbnowy obrotowy 34

— obrotowy 36
filtracja 34
filtry 254
flaszka florentynska 39
Flavobacterium okeanokoides 181
flukloksacylina 265
fluoksetyna 134
9-fluoropochodne steroidéow — synteza 297
flush ends 180
FokI 181
folitropina 213
formadicyny 261
fosfatazy 158
fosfodiesterazy 158
fosfolipazy 142, 176
fosfomutazy 142
fosforan dihydroksyacetonu 160
fosforylazy 158
fosforylotransferazy 142
Foskera metoda 264
Free S.M. 20
Friedela-Craftsa reakcja 44, 74
Fujita T. 20
fumaraza 134, 162
furazlocylina 269
furbenicylina 269
furosemid 65, 85
ganciklowir 208, 210

G
.gaszenie piany” 254
Gattermanna reakcja 46
Gattermanna-Kocha reakcja 46
gen

— regulatorowy 217

— supresorowy 215
gene gun 202
genetyczna sonda 217
genom 215
Genotropin 213
genowa terapia 211, 214
genu indukcja 215
Geotrichum candidum 134
GILSP 212
glicerolowa kinaza 159
glicydol 239
glikokortykoidy potsyntetyczne 296
glikol polietylenowy 202
glikozydazy 142
glikozydy nasercowe 292
GlukaGen 213
glukagon 280
glukocerebrozydaza 213
glukonylotransferaza 142
Gonal-F 213
good industrial large scale practice 212
»gospodarz — wektor” 182, 190, 195
Granocyte 213
grupa prostetyczna 140

H

Haelll 181

Haemophilus aegiptus 181
Haemophilus influenzae 181
Haemophilus parainfluenzae 181
Hagedorn 288

haloformowa reakcja 80

Hanp 213

Hansch C. 20

Hansenula polymorpha 196
H-B-Vax 11213

HeLa 199

helikalne polimery 124

Herpes simplex 203

hetacylina 267

heterozygota 215

HindIII 181

HLADH 152

homozygota 215

hormon wzrostu 197

horse liver alcohol dehydrogenase 152
Hpall 181

HSA 203

HSDH 152

Humalog 213

human epitheloid carcinoma 199
humanizowane przeciwciata 205
Humulin 213

hybrydyzacja 215
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— kwaséw nukleinowych 215
— Southerna 215
hydantoina 253
hydratazy 142
hydrogenoliza 71
hydrokortyzonu synteza 295
7-B-hydroksy-y-chloropropyloteofilina 243, 247
hydroksylazy 142
11-0-hydroksyprogesteron 300
hydrolazy 142, 144, 301
hydroliza 65
— alkilochlorowcopochodnych 66
—amidow 67
— arylochlorowcopochodnych 66
— bezwodnikow kwasowych 67
— estrow 67, 176
— eterow 68
— halogenkéw kwasowych 67
— nitryli 67
— soli kwasow organicznych 67
— soli zasad organicznych 67
hydrosulfitu redukcja 72
hydroxysteroid dehydrogenase 152

I
ibuprofen 111
imidazol 95
imidazolina 95
immobilizacja
—enzymow 143
— komorek 143
immunocytochemiczne metody 215
Imukin 213
indukcja genu lub operonu 215
Infergen 213
inhibitor trombiny 213
inokulum 252, 253
instalacja przemystowa 29
insulina 204, 213, 280
— aktywnos¢ 285
— analiza rentgenograficzna 282
— biosynteza w komorkach 8 wysp
Langerhansa 280
—budowa chemiczna 280
— izolacja z trzustek zwierzgcych 284
— izofanowa NPH 288
— lispro 205, 213
— otrzymywanie 285
— — biosynteza z wykorzystaniem inzynierii
genetycznej 283, 285, 287
— — krystalizacja metoda Scotta 283
— — metoda inzynieryjno-genetyczna 285, 287
— — metoda klasyczna 283
— — metoda pelnej syntezy chemicznej 283, 285

— — semisynteza z insuliny wieprzowej 283, 285
— —technologia rekombinacji 285, 287
— proteinowo-cynkowa 288
— przechowywanie 290
NPH insulina 288
insulinowe preparaty 285
insuliny
— globinowe 288
— surfenowe 288
Insuman 213
interferon 212, 213
interleukiny 212, 213
intervening sequences 187
Intron A 213
introny 187
inZynieria genetyczna 179
izochinolina 99
izoenzymy 215
izolacja antybiotykow 255
— ekstrakcja 255
— stracanie 255
— adsorpcja 255
izolacja insuliny z trzustek zwierzgcych 284
izomerazy 142
izomeria przestrzenna 107

J
jednostkowe procesy

— chemiczne 42

— procesy fizyczne 29
jonowe diastereoizomery 117
Jordana metoda 244

K
karbapenemy 261
karbenicylina 270
karboksylazy 142
karfenicylina 270
karindacylina 270, 274
— synteza 274
katalaza 142
kataliza enzymatyczna 121, 141
katalizator chiralny 132
katalizator Sharplessa 120
ketamina 112, 113
B-ketoestréw redukcja 167
ketolazy 142
ketonow redukcja 165
kinazy 142, 158
kliochinol 57, 99
kloksacylina 264, 265
klonidyna 95
klonowanie 193, 215
—cDNA 187



knock-out mysz 207, 209, 210
Knoevenagela kondensacja 89
kodon 216
koenzymy 140
Kolbego-Schmitta reakcja 224
kolchicyna 253
kolidyna 296
komorki
— CHO 198
— immobilizowane 263
— kompetentne 184, 198
— pulapkowane 263
— ssakow stosowane do ekspresji rekombi-
nowanych biatek 199
——BHK 199
——CHO 199
—-—COS 199
——HeLa 199
kompleks AWO 230
kondensacja 87
— acyloinowa 93, 162
— aldehydow ze zwiazkami zawierajacymi
grupy aminowe 88
— aldolowa 93, 160
— Claisena 90
— cyklizujaca 87, 94
— ketonow 88
— Knoevenagela 89
— potaczona z odwodnieniem 87
— potaczona z wydzieleniem czasteczki
alkoholu 90
— potaczona z wydzieleniem czasteczki kwasu
91,92
— kondensacja prosta 87
konformacja czasteczki 20
konstrukcja gen/wektor 212
konstruowanie biblioteki cDNA 215
konstytucyjne promotory 196
kontrola jalowosci procesow 254
konwersja penicylin do cefalosporyn 276
kortyzon 301
kosmidy 184
kowalencyjne diastereoizomery 117
krystalizacja 40
krystalizator
— kotlyskowy 41
— otwarty 41
— zamknigty 40
ksantyny 236
— przemystowe metody syntezy 233
kultywacja szczepow bakteryjnych 253
kwas acetylosalicylosalicylowy 228
kwas acetylosalicylowy 220, 228
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— formy krystaliczne 231
— hydroliza 230
— krystalizacja 231
— polimorfizm 231
— produkty uboczne 229
— rozpuszczalno$¢ 231
— synteza 228
— temperatura topnienia 229
— wpltyw kwasu octowego 230
— zanieczyszczenia 228
kwas a-L-aminoadypinowy 256, 257
kwas 6-aminopenicylanowy 262, 264
— biosynteza 262
— metoda biochemiczna 262
— metoda Foskera 264
— metody chemiczne 263
— otrzymywanie 256
— sililowanie grupy karboksylowej 263
kwas 6-AP 112, 254
kwas 7-aminocefalosporanowy 263
— otrzymywanie 263
kwas L-askorbinowy 131
kwas barbiturowy 97
kwas chinolinowy 245
kwas cyjanooctowy 241
kwas 1,3-dimetylo-6-iminobarbiturowy 234, 241
kwas 1,3-dimetylo-6-iminowiolurowy 234, 241
kwas fenylooctowy 254
kwas 4-hydroksybenzoesowy 228
kwas 4-hydroksyizoftalowy 228
kwas kamforo-10-sulfonowy 116
kwas klawulanowy 261
kwas migdatowy 116
kwas moczowy 235
kwas nalidiksowy 102
kwas nikotynowy 244
— synteza 244, 245, 246
——metoda Woodwarda 244
——metoda Jordana 244
— —z chinoliny 244
— —z 8-hydroksychinoliny 245
— — z 2-metylo-5-etylopirydyny 244
— —z nikotyny 244
— —z B-pikoliny 245
— —z pirydyny 246
kwas salicylosalicylowy 228
kwas salicylowy 224
— produkcja 225
— sublimacja 227
— synteza 224
— technologia 224
kwas wiolurowy 234
kwasy oliwanowe 261
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L

L-askorbinowy kwas 131
L-cysteina 255

lepkie konce 180, 181
Leucarta reakcja 76
Leucomax 213

lewodopa 110, 113

liazy 142, 162

ligacja 186

ligand exchange” fazy 124, 128
ligazy 159

ligazy DNA 180,182,186
limecyklina 277

lipazy 122, 142, 144, 148, 176
liza komorek 216

ludzka albumina surowicy 203

M
.magiczna kula” 205
malonowa metoda 97
Mannicha reakcja 89, 277
mapa restrykcyjna 216
McFadyena-Stevensa redukcja 72
.medyczne produkty biotechnologii” 212
Meerweina-Ponndorfa-Verleya redukcja 71
mefenytoina 111
metacyklina 277
— synteza 278
metakrezol 289
metamizol 91
metampicylina 266
meticylina 264
metionina 254
metoda
— Bantinga i Besta 283
— Bobranskiego i Synowiedzkiego 235
— Bredercka 235
— cyjanooctowa 98
— Foskera 264
— malonowa 97
— Oppenauera 294
— Reichsteina-Grussnera 131
— Traubego 233
metody immunocytochemiczne 215
metody poszukiwania lekow 15
metronidazol 76
N-metyloaminoetanol 243
16-metylopochodne steroidéw
— 16-0-metylopochodne 297
— 16-B-metylopochodne 297
— synteza 297
metylotransferaza 142
mezlocylina 269
mieszadlo

— kotwiczne 29

—ramowe 33

— §limakowe 29
mieszanie 33
mikroorganizmy immobilizowane 143
minocyklina 277
Miraxid 271
mirystylacja 216
Mitsonobu reakcja 135
modelowanie czasteczkowe 19
monobaktamy 261
monogeniczne choroby 210, 212
monoklonalne przeciwciata 205
morfina 114
morinamid 90
mRNA 216
MSL 148
Mucor sp. lipase 148
mukowiscydoza 210
mutacja 216

— szczepow bakteryjnych 253
mutagen 216
mutageneza punktowa 204
mutazy 142
Mycaobacterium flavum 301, 302
Mycobacterium sp. 156
mysz knock-out 207, 209, 210
mysz transgeniczna 207

N
N-metyloaminoetanol 243
N,N-dimetyloanilina 239
N,N-dimetylomocznik 240
N-acylowanie 44, 45
Nartograstim 213
NBT 190
Neupogen 213
Neu-up 213
niacyna 53
niebiologiczne wektory 219
nieradioaktywna sonda DNA 189
niklozamid 81
nikotynian ksantynolu 233
— synteza 243
— — aminoliza 7-f,y-epoksypropyloteofiliny 248
——metoda polska 250
—— wedlug patentu firmy Wiilfing 243
——z 1,3-dimetylomocznika i kwasu
cyjanooctowego 250
— — z 7-B-hydroksy-y-chloropropyloteofiliny 246
——2z N-(3’-chloro-2’-hydroksypropylo)-N-
metyloaminoetanolem 247
—— z zastosowaniem 2-aminoetanolu
i alkilowania Eschweilera-Clarke’a 248



nisza katalityczna enzymu 142
nitrator 55
nitrowanie 53
— alkanow 56
— alkoholi wielowodorotlenowych 57
— amin aromatycznych 56
— fenoli 55
— zwiazkow aromatycznych 53
nitrujaca mieszanina 53
Nocardia otidiscarianum 181
Nocardia sp. 156
nokardycyny 260
northern-blotting 216
NotI 181
NovoSeven 213
NPH insulina 288
nucza 34
nukleazy 216
Nutropin 213
nystatyna 114

(0]
O-acylowanie 44
oddzielanie ciat stalych od cieczy 34
odmiana

— metastabilna 137

— polimorficzna 137

— stabilna 137
odstawanie 34
odwodornienie 83
odwrotna transkryptaza 189, 191, 218
ogrzewanie 30

— bezprzeponowe 30

— przeponowe 31
oksacylina 265
oksydazy 142, 150
oksydehydrogenizacja 83
oksygenazy 142,150, 154, 301
oksynitrylaza 163
oksyreduktazy 142
oksytetracyklina 258, 276
oocyty zaby 190
operator 216
operon 216
operonu indukcja 215
Oppenauera metoda 294
optymalizacja struktury wiodacej 16
organizmy transgeniczne 216

P

palindromowe sekwencje 180, 217
Papaver somniferum 114
papaweryna 100

paracetamol 223
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pBR 322 wektor 183
PCR 193,216
PEG 202
penemy 261
Penicillinum chrysogenum 256
Penicillum 114
penicyliny 114, 260

— izoksazolowe 264

— naturalne 261
penimepicyklina 277
pentoksyfilina 233
peptydazy 142
Perkina reakcja 91
peroksydazy 142
Pichia pastoris 196
pierscienie Raschiga 31
pig liver esterase 146
piperacylina 269
pirbenicylina 268
Pirkle’a fazy 124, 125, 130
pirogronianowa kinaza 159
pirolidynometylotetracyklina 276
pirydyna 96
pirymido[5,4-d]pirymidyna 104
pirymidyna 97
piwampicylina 267
piwmecylinam 271, 274

— synteza 274
plazmid 182, 216

—-pTEX 184

—Ri 202

-Ti202,217
plazmochina 47, 48
PLE 146
Polfilin 233
poligeniczne choroby 210, 212
polimeraza 186, 193

—DNA 217
polimery helikalne 124
polimorfizm 137
polinukleotydowa transferaza 218
polisacharydowe fazy 124, 129
polymerase chain reaction 193
pomoce filtracyjne 34
porcine pancreatic lipase 148
poszukiwanie lekow 15
potranslacyjne modyfikacje biatek 195

— amidacja 195, 198

— fosforylacja 195, 200

— N-glikozylacja 195, 200

— O-glikozylacja 195, 200

— hydroksylacja 195

— mirystylacja 195

— v-karboksylacja 195, 198, 200
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— prenylacja 195

— rozrywanie wiazan peptydowych 195

— sulfonowanie 195, 198

— tworzenie mostkow disulfidowych 195
pozywki 254
PPL 148
pralidoksym 88
prasa

— filtracyjna 34, 36

—ramowa 36
prednizolonu synteza 296
prednizon 301

— synteza 296
pregnenolonu synteza 294
prekursory 254
Preloga reguta 151
prenalterol 156
prenylacja 217
preproinsulina 281
pretetramid 28
procesy jednostkowe — podziat 42
progesteron 299

— synteza 294
proinsulina §winska 281
projektowanie biatek 203
prokariota 217
promotor 195, 196

— konstytucyjny 196

— regulatorowy 196
propoksyfen 112, 113
propranolol 111, 112
proscylarydyna 114
protaminy 285, 288, 289, 291
proteazy 144
Providencia stuarti 181
przeciwciata 203

— humanizowane 205

— monoklonalne 205
Pseudomonas aeruginosa 268, 270
Pseudomonas oleovorans 156
Pseudomonas putida 155, 263
Pseudomonas sp. lipase 148
pseudopolimorfizm 137
PSL 148, 150
Pstl 181
pTEX 184
Pulmozyme 213
Puregon 213

Q
QSAR 20

guantitative structure—activity relationship 20

R
racematu rozdziat 115
— elektroforeza kapilarna 115, 131
— krystalizacja racematu 115
— metody adsorpcyjne 115, 124
— rozdzial diastereoizomerow 115, 116
— rozdziat kinetyczny 115, 120, 122
racemazy 142
racemiczny konglomerat 115
racemiczny zwiazek 115, 116
racjonalne poszukiwanie lekow 16
radioaktywna sonda DNA 189
Raschiga pierscienie 32
reakcja
— aminometylowania 89
— Cannizzaro 93
— Eschweilera-Clarke’a 76
— Friedela-Craftsa 44, 48, 74
— Gattermanna 46
— Gattermanna-Kocha 46
— haloformowa 80
— Kolbego-Schmitta 224
— Knoevenagela 102
— Leucarta 76
— Mannicha 89, 277
— Mitsonobu 135
— Perkina 91
— Sandmeyera 77
— Wallacha 75
reaktor 29
— z mieszadtem kotwicznym 29
— z mieszadtem ramowym 33
— z mieszadtem $limakowym 33
— z ptaszczem parowym 31
—z wezownica 31
Recombinate 213
Recormon 213
redukcja 68, 165
— asymetryczna 165
— Bircha 71
— elektrolityczna 71
— hydrosulfit 72
— katalityczna 70
— katalizatory 69
— kompleksowymi wodorkami metali 71
— McFadyena-Stevensa 72
— Meerweina-Ponndorfa-Verleya 71
— siarczkami 72
— tetraoksodisiarczanem (I1I) sodu 72
— z udzialem jonu wodorkowego 70
— z udziatem protonu 71
— z udzialem wodoru atomowego 69



redukcyjne alkilowanie 74, 75
reduktazy 142, 167
reduktor 68

re-face redukcja 151
Refludan 213

regulatorowe promotory 196
regulatorowy gen 217
regulatory krzepnigcia 213
Reichsteina-Grussnera metoda 131
rekombinacja 217
rekombinowane biatka 213
replikacja DNA 217
represja 217

represor 217

restrykcyjne enzymy 180
restryktazy 180

Retavase 213

retrowirusowe wektory 211
retrowirusy 199, 211, 217
RFLP 217

Rhisopus nigricans 295, 300
Ri plazmid 202

Roferon-A 213
rolitetracyklina 276

S
Saccharomyces 154, 162
Saccharomyces cerevisiae 196
Sadamin 233
salmina 288
salol 52
salsalat 223
salwarsan 18
Sandmeyera reakcja 77
illamaritima 114
sekwencja

—cos 184, 185

— palindromowa 180, 217
selekcja szczepdw produkcyjnych 252
selektor chiralny 124, 130, 131
Sharplessa katalizator 120
siarczanowanie 58, 63
si-face redukcja 151
Smian virus 199
siodetka Berla 31
site directed mutagenesis 204
Skraupa synteza 98
skrining 16, 18
skruber 31, 32, 254
solasodyna 293
Solclot 213
somatyczna terapia genowa 211
sonda genetyczna 217
sonda radioaktywna 189

315

sondy detekcja 190
— alkaliczna fosfataza 190
— autoradiografia 190
—awidyna 190
— barwnikami fluorescencyjnymi 190
— koloidalnym ztotem 190
— mikroskopem fluorescencyjnym 190
— peroksydaza 190
sondy znakowanie 190
— barwnikiem fluorescencyjnym 190
— biotyna 190
— cytochemiczne 190
— digoksygening 190
— enzymatyczne 190
— fluoresceing 190
— fluorescencyjne 190
— immunochemiczne 190
— radioizotopowe 190
Southern blotting 215
Southerna hybrydyzacja 215
splicing (splajsing) 182, 217
split and mix 24
starter 217
steran 292
stereoizomeria 107
steroidow biotransformacje 299, 301
steroidy 292
sterylizacja powietrza 253, 254
— filtry 254
— temperatura 254
sticky ends 180
Streptomyces 114
Streptomyces noursel 114
Streptomyces peuceticus 114
struktura wiodaca 15, 203, 206
stygmasterol 293, 299, 300
substancja wiodaca 15
sulfocylina 270
sulfonator 61
sulfonowanie 58
—amin 63
— kwasem chlorosulfonowym (VI) 63
— kwasem siarkowym (VI) 59
— tritlenkiem siarki 62
— zwiazkow aromatycznych 59
sulfonujace czynniki 59
Superpyrin 223
supresja 217
supresorowy gen 215
surowce do biosyntezy antybiotykoéw 254
SV40 199
syn — redukcja 168
syntazy 142
syntetazy 142
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synteza
— Bischlera-Napieralskiego 99
— ,,dziel i mieszaj” 24, 25
— kombinatoryczna 22
— na podtozu stalym 24
—rownolegta 22
— Skraupa 98
synton chiralny 114, 131
szczepionki 213
,,5zok” 253

T
taksol 114
talampicylina 266
talidomid 113
Taxus brevifolia 114
TBADH 152, 154
technika hybrydyzacji DNA 189
technologia
— genowa 179
— rekombinowanego DNA 179
TEI-1194 268
TEI-2021 268
teofilina 234
— biosynteza 237
— pélsynteza z guaniny 236
— —z kofeiny 237
——z kwasu moczowego 235
— synteza 233
— —metoda Bobranskiego i Synowiedzkiego
235
— —metoda Brederecka 235
— — metoda Traubego 233
——z imidazolu 237
——z kwasu moczowego 236
terapia antysensowa 214
terapia genowa 211, 214
testosteronu synteza 300
tetraazotan pentaerytritylu 93
tetrachlorokofeina 237
tetracykliny 114, 258, 276
tgpe konce 180, 181
thermoanaer obicum brockii alcohol
dehydrogenase 152
Ti plazmid 202
tiatetracyklina 279
tikarcylina 270
timoksycylina 268
tiolazy 142
tkankowy aktywator plazminogenu 213
TNF 212
tokainid 112
a-tokoferol 175
tomatydyna 293

transaldolaza 142
transdukcja 217
transestryfikacja 50
transfekcja 186, 218
transferaza 142

— polinukleotydowa 218
transformacja 218
transformacja asymetryczna 115, 117
transgeniczna mysz 207
transgeniczne zwierz¢ta 199, 207
transketolaza 142
transkrypcja 188, 218

—RNA 195
transkrypt 218
transkryptaza odwrotna 189, 191, 218
translacja 195, 218
Traubego metoda 233
triacyloglicerolipaza 176
tributyrynaza 176
tRNA 218
tubokuraryna 114
tumor necrosis factor 212
tworzenie biblioteki banku genowego 218
tyroksyna 46, 52, 57
tyrozynaza 162

U

,»uszlachetnianie szczepoéw produkcyjnych”
— aklimatyzacja 253
— kultywacja 253
— mutacja 253

utleniajace czynniki 83
utlenianie 81

— niezupelne 81

— odwodorniajace 82

— Oppenauera 71

— zupelne 81
uwodornienie 69

W
Wallacha reakcja 75
WAN 54
wektor pBR322 183
wektory 182,202, 219
— bifunkcjonalne 184
— binarne 202
— biologiczne 219
— fagowe 184, 219
— kointegracyjne 202
— kosmidowe wahadtowe 184
— kosmidy 184
— niebiologiczne 219
— plazmidowe 182
— podziat 182



— retrowirusowe 211
— transformacja 184, 186
— wahadlowe 184
— wilasciwos$ci 182
Wellferon 213
western blotting 219
Wilson J.W. 20
winkrystyna 114
wirowanie 37
wirowka
— filtracyjna 37
— przelewowa 37
wirus Epsteina-Barr 199
witamina C 131
WNK 254
WO 54

wodny namok kukurydzy 254

wodoroliza 71
Woodwarda metoda 244
wspolczynnik

— aktywnosci nitrowania 54

— odwodnienia 54

wyciag namokowy kukurydzy 254

wymiennik cieplny 33
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wyparka 38

X
Xanthobacter 156

Y

YAC 184

YADH 152, 153

Yarrovia lipolytica 196

Yatren 64

yeast alcohol dehydrogenase 152
yeast artificial chromosomes 184

V7
zwiazki optycznie czynne 114
—rozdzial racematu 114, 115
— synteza asymetryczna 114, 132
— — z zastosowaniem chiralnego syntonu 114,
131
— z surowcOw naturalnych 114
zwierzgta transgeniczne 199, 207

Z
»zywe bioreaktory” 199, 200
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