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= Wprowadzenie

Proces odkrywania i tworzenia nowych lekow odbywa sie
wieloetapowo. Jeden z najwazniejszych etapdéw polega
na tym, aby wynalez¢ czgsteczke dziatajaca jak Srodek
farmaceutyczny i dajaca mozliwie jak najmniej skutkow
ubocznych.

Naukowcy z Platformy Chemii Kombinatorycznej Parku
Naukowego w Barcelonie prowadzg badania nad nowym
specyfikiem przeciw chorobie Parkinsona.

= Obecnie leczenie Parkinsona polega na podawaniu
chorym pacjentom zestawu réznych lekow. Ten system podawania lekéw jest nie tylko
niewygodny z uwagi na koniecznos¢ zazywania naraz wielu specyfikéw, lecz réwniez
niesie ze sobg istotne skutki uboczne.

Zadaniem tej grupy badawczej jest potaczenie dwoch lekow poprzez tancuch
powigzanych ze sobg czgsteczek, tworzac tym sposobem jedng jedyng czgsteczke o
bardziej ztozonej budowie, ktéra umozliwi podawanie pacjentom tylko jednego specyfiku
zwalczajgcego chorobe Parkinsona.

Aby méc przeprowadzi¢ to badanie nalezy po pierwsze dysponowac specyfikami lub
czasteczkami, jakie sie bedzie chciato potgczy¢. W tym celu badacze z ww. Platformy
przeprowadzili szereg reakcji chemicznych, ktére umozliwity im otrzymanie zgdanego
produktu w laboratorium.

Cel badania

am——

Substancje przeciwdziatajgce Jeden jedyny lek
chorobie Parkinsona
Zestaw lekow

» Cele warsztatu

Celem niniejszych zaje¢ warsztatowych jest zapoznanie sie z przebiegiem badania
prowadzonego w laboratorium chemicznym, bazujgcego na poszukiwaniu nowych lekow.
Bedziesz w szczegdlnosci uczestniczyé w procesie syntezy jednej z tych czgsteczek,
ktére uzywa sie do przeprowadzenia badan nad nowym specyfikiem przeciw chorobie
Parkinsona.
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= Organizacja warsztatu

Warsztat sktada sie ztrzech etapdw. Najpierw przeprowadzona zostanie reakcja chemiczna
(1) polegajaca na zadziataniu na pirymidon azotynem sodu. Nastepnie wyodrebni
sie powstaty produkt (2) metodg filtracji prézniowej, a na koniec dokona okreslenia
charakterystyki otrzymanego produktu (3) technikg chromatografii cienkowarstwowej z
zastosowaniem lampy UV, aby sprawdzi¢, czy otrzymato sie zagdany produkt.

* ) 1. Reakcja chemiczna
+@ b |

2. Wyodrebnienie
produktu przez filtracje

3. Okreslenie
charakterystyki produktu
metodg chromatografii

Ta reakcja chemiczna stanowi zaledwie niewielkg czeS¢ catego procesu, niemniej ma
kluczowe znaczenie dla uzyskania pozgdanego produktu.

Notatki laboratoryjne:

W specjalnym notatniku laboratoryjnym nalezy opisywaé kazdy przeprowadzany etap
powyzszej procedury, wraz z zaobserwowanymi w jego trakcie zmianami. Nalezy rowniez
zanotowac wyniki i koncowe wnioski tak, jak robig to naukowcy w swoich laboratoriach.
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= Niezbedny sprzet i materiaty

wspornik zacisk i nakretka

eppendorfy

(tylko do pracy z monitorem)

warstwa zelu
krzemionkowego

ultrafioletowa

Pirymidon * Azotyn sodu 42% roztwor Rozpuszczalniki uzyte
(toksyczny) (toksyczny) * i kwasuoctowego i  wchromatografii
i i (powoduje korozje)* (toksyczne)*

* Zapoznaj sig ze srodkami ostroznosci, jakie nalezy stosowac przy postugiwaniu sig tymi produktami chemicznymi

Inne niezbedne materiaty: otowki, flamastry, fartuchy laboratoryjne, rekawiczki,
okulary ochronne i pojemnik na odpady.
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= Srodki bezpieczenstwa

Zasiegnij informacji

Sprawdz umiejscowienie elementéw bezpieczenstwa laboratorium lub stanowiska
eksperymentalnego (gasnice, prysznice lub tazienki, wyjscia ewakuacyjne itp.). Przed
przystgpieniem do przeprowadzania eksperymentu przeczytaj uwaznie instrukcje.
Pamietaj o tym, aby zapozna¢ sie z trescig etykiet bezpieczenstwa odczynnikéw i
przyrzadéw.

Uzywaj odpowiedniej odziezy:
rekawic, fartucha i okularéw ochronnych.

Ogodlne zasady bezpieczenstwa

Zabrania sie palenia tytoniu, spozywania positkow i napojéow w laboratorium lub

na stanowisku eksperymentalnym. Przed opuszczeniem laboratorium nalezy
dokfadnie umy¢ rece. Poszczegdlne czynnosci nalezy wykonywaé powoli, w sposéb
uporzadkowany i zachowujgc czystos¢ w miejscu pracy. W razie rozlania produktu nalezy go
natychmiast sprzatngé. PozostawiaC zawsze materiat w czystosci i porzadku. Nie stosowaé
nigdy zadnego przyrzadu ani urzadzenia bez doskonatej znajomosci jego funkcjonowania.

Postugiwanie sie elementami szklanymi.

Przy postugiwaniu sie materiatami szklanymi nalezy chroni¢ dtonie i uwaza¢ na ich temperature,
gdyz gorace szkfo nie rozni sie wygladem od zimnego. Nie uzywac szkta z widocznymi sladami
pekniec.

Substancje chemiczne

Nie uzywaj zadnej nieoznaczonej odpowiednig etykietg fiolki z odczynnikami. Nie wachaj, nie
wdychaj, nie prébuj ani nie dotykaj produktéw chemicznych. Nie pipetuj nigdy probki produktu
ustami. Jesli postugujesz sie toksycznymi i zracymi substancjami chemicznymi, zatéz rekawice i
myj czesto rece. Nie zblizaj pojemnikow z odczynnikami do otwartego ptomienia. Nie podgrzewaj
tatwopalnych cieczy. Przenos butle przytrzymujac je zawsze od spodu, nigdy za szyjke.

Usuwanie odpadow

Umies¢ w specjalnych, nalezycie oznakowanych kontenerach: zbite szkto, toksyczne, trujgce
lub szkodliwe dla srodowiska odczynniki oraz odpady biologiczne. W zadnym wypadku nie
wyrzucaj odpadow statych do zlewu.

W razie wypadku bezzwfocznie powiadom o tym opiekuna. Pamietaj! W razie jakichkolwiek watpliwosci nalezy
zasiegng¢ porady opiekuna.

Szczegdlne sSrodki bezpieczenstwa obowigzujgce w ramach niniejszych

zajec¢ warsztatowych
Podczas przeprowadzania powyzszych proceséw bedziesz sie postugiwa¢ odczynnikami
chemicznymi i rozpuszczalnikami organicznymi niosgcymi z sobg nastepujgce zagrozenia:

g . Pirymidon: Toksyczny w razie spozycia i kontaktu ze skora.

Azotyn sodu: Zagrozenie wybuchem pozaru w przypadku kontaktu
a .-- z materiatami fatwopalnymi. Toksyczny w razie spozycia i kontaktu
- e skora.

. Kwas octowy 42%: Kwas octowy jest substancjg zracg. Unikaj
E kontaktu tego produktu ze skorg i nie wdychaj jego opardéw.

.- Rozpuszczalnik A (ethyl acetate): Latwopalny.Toksyczny przy
wdychaniu i kontakcie ze skéra. Irritation eyes.

spozyciu i kontakcie ze skoéra. Latwopalny.

% .- Rozpuszczalnik B (metanol): Toksyczny przy wdychaniu,
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= Procedury

1. Reakcja chemiczna

Proces syntezy kazdego specyfiku przebiega wieloetapowo. Na kazdym etapie zachodzi
reakcja chemiczna polegajaca na procesie, za posrednictwem ktorego jedna lub wiecej
substancji (odczynnikéw) ulega(ja) przemianie lub potaczeniu, tworzgc inne substancje
(produkty).

Reakcje chemiczne przedstawiane sg w postaci rownan chemicznych polegajacych na
graficznej prezentacji zachodzacego procesu.

ZAPIS PRZEBIEGU REAKCJI CHEMICZNEJ: A+B->C

i aa

Przyktad: Bezwodnik octowy + kwas salicylowy — éﬁ

W ramach reakcji, jakg przeprowadzisz, pirymidon (A) zareaguje z azotynem sodu (B),
w wyniku czego otrzyma sie azotan pirymidonu (C)

. N _,.. + NaOH

Pirymidon Azotyn sodu Azotan pirymidonu

(A) (B) (©)
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Sposéb przeprowadzania reakcji chemicznej

Przygotuj zestaw montazowy niezbedny do E Zwaz 1,0 g de pirymidonu wyjsciowego
przeprowadzenia reakcji. na szalce, a nastepnie dodaj go do kolby
reakcyjnej postugujac sie lejkiem.

Nie zapomnij wytarowac
wagi przed zwazeniem!
- ]
-]
wstrzasarka - =S
R PIRYMI
podpérka id

ﬂ Odmierz 50ml 42% roztworu wodnego

zacisk

i nakretka \

n Powoli przelej roztwér kwasu octowego z
kwasu octowego, napetniajgc probowki do kolby zawierajgcej pirymidon
naczynie do poziomu wskazanego przy pomocy lejka, a nastepnie uruchom
na zamieszczonej ilustraciji. wstrzgsarke.

UWAGA! NIE WDYCHAJ OPAROW!

Na osobnej szalce zwaz 0,49 g azotynu
sodu (NaNO,) i stopniowo dodaj go do
kulistej kolby reakcyjnej. Zaobserwujesz
natychmiastowe wytracenie sie substancji
statej.

®-s

Odczekaj od 10 do 15 minut, az pod
wplywem mieszania powyzsze sktadniki
wejdg ze sobg w reakcje, dopilnowujac
przy tym, aby przez caly ten czas kolba
pozostata zatkana.
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2. Wyodrebnianie produktu przez filtracje

Filtracja prézniowa jest technikg stuzgcg do wyodrebniania sktadnikdw mieszanin cieczy
z ciatami statymi. Mieszanine wprowadza sie do ptaskiego lejka wys$cietanego u dotu
filtrem. Przy pomocy pompy prézniowej oddziatujgcej na dolny segment lejka zasysa
sie mieszanine, co powoduje osadzenie sie substancji statej miedzy porami filtra.
Pozostata czes¢ mieszaniny przechodzi przez filtr i osadza sie na dnie naczynia. Ta
technika filtracji jest znacznie szybsza niz stosowana najczesciej technika grawitacyjna
i zaleca sie jej stosowanie wowczas, gdy wspomniane procesy filtracji beda przebiegaé
w bardzo wolnym tempie.

Procedura wyodrebnienia produktu przez filtracje

n Naszkicuj i wytnij filtr. Umies¢ go w lejku E Chwy¢ mocno za pomocg zacisku kolbe
Buchnera tak, aby nie dotykat scianek. prézniowa, zamies¢ gumowg uszczelke
juko i lejek Buchnera z filtrem. Potgcz
kolbe z pompg prézniowa i zwilz filtr matg
iloscig wody.

Ostroznie przelej zawartos¢ kulistej kolby n Zwaz otrzymang w fiolce substancje statg
do lejka Buchnera. Obmyj porzadnie i zapisz jej ciezar.
substancje stata wodg destylowang i
pozostaw do wyschniecia na powietrzu
(ok. 2 min.)* ﬁ

*UWAGA! Jedli substancja stata bedzie bardzo mokra popros
opiekuna o jej przemycie kilkoma kroplami acetonu i pozostaw jg
do wysuszenia na powietrzu przez kilka dodatkowych chwil.
www.xplorehealth.eu




3. Okreslanie charakterystyki produktu metoda
chromatografii cienkowarstwowej

Chromatografia cienkowarstwowa jest bardzo powszechnie stosowang w laboratoriach
chemii organicznej technikg separacyjng, ktéra umozliwia nam:

- Poréwnywanie préobek
- Monitorowanie przebiegu danej reakcji
- Okreslenie stopnia czystosci danego zwigzku

W metodzie tej stosuje sie podtoze state (warstwe zelu krzemionkowego) i faze ruchomg
(rozpuszczalnik lub mieszanine rozpuszczalnikéw)

Krzemionka

Warstwa zelu krzemionkowego Mieszanka rozpuszczalnikow
(podtoze plytkowe stafe) (faza ruchoma)

Badang probke nanosi sie na warstwe zelu krzemionkowego, ktéra jg pochtania, a
nastepnie wprowadza do fazy ruchomej. W wyniku dziatania sit kapilarnych eluent wznosi
sie przechodzac przez podtoze state zawierajgce sktadniki probki. Z uwagi na odmienny
skfad chemiczny kazdy ze zwigzkdéw wykazuje rézne powinowactwo zaréwno wzgledem
podioza, jak i rozpuszczalnika, w wyniku czego bedq sie one wznosi¢, przechodzac
przez warstwe zelu krzemionkowego z rozng predkoscig. Dlatego kazda plama powstata
na warstwie zelu krzemionkowego bedzie odpowiadac innemu zwigzkowi.

Czoto rozpuszczalnika ————pf-wreeswrssees
Zwigzek 1

Zwigzek2 ———»-@ @

Dzieki tej metodzie dowiemy sie, czy reakcja ulegta zakohczeniu w momencie jej
zatrzymania, a takze zdobedziemy rozeznanie odnos$nie stopnia czystosci otrzymanego
produktu.
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Procedura okreslania charakterystyki produktu metoda chromatografii
cienkowarstwowej

n Rozpus¢ niewielkg ilos¢ otrzymanego E Zanurz szklang kapilare w roztworze
produktu (nabranego na  koncowke produktu. Nastepnie dotknij kapilarg
tyzeczko-szpatutki) za pomoca acetonu w znaku na cienkiej warstwie (P) oraz w
proboéwce typu eppendorfka. Powtorz te segmencie srodkowym (Mix) starajgc sie,
czynnos$¢ w przypadku pirymidonu. aby powstajgca plama byta mozliwie jak

najmniejsza.

Przeprowadz ten sam proces postugujac Przygotujfaze ruchoma: w 10 ml probéwce
sie pirymidonem (R i Mix). odmierz 9,2 ml rozpuszczalnika A (chlorku
metylenu) i 0,8 ml rozpuszczalnika B
(metanolu). Przelej zawartos¢ probowki

do zlewki, zakryj i wymieszaj.

E Wprowadz ostroznie cienkg warstwe B Postugujac sie lampg UV obejrzyj
preparatu do zlewki, przykryj i odczekaj uzyskany na cienkiej warstwie wynik
az ciecz uniesie sie w wyniku dziatania sit reakcji. Zaznacz otéwkiem wszystkie
kapilarnych. Kiedy czoto rozpuszczalnika zauwazone plamy.
osiggnie wysoko$¢ 0,5 cm w goérnym
segmencie ptytki, nalezy jg wowczas

) E § .
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= Wyniki i dyskusja

Z kazdego przeprowadzanego etapu sporzgadz notatki oraz opisz wszelkie
zaobserwowane zmiany. Dokonaj réwniez opisu wynikow i koncowych wnioskéw.

Co zaobserwowate/as w wyniku przeprowadzenia procesu chromatografii? Zaznacz na
rysunku wyniki swoich obserwacji dokonanych przy pomocy lampy UV.

R Mix p

Czy uwazasz, ze otrzymany przez Ciebie produkt jest czysty? Dlaczego?

Czy myslisz, ze reakcja ulegta zakohczeniu w momencie jej zatrzymania? Dlaczego?
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= Dodatkowe informacje

Witryny internetowe dotyczgce choroby Parkinsona

Wydanie specjalne Nature: Outlook Parkinson Disease
http://www.nature.com/nature/outlook/parkinsons/index.html

Fundacja im. aktora Michaela J. Foxa
http://www.michaeljfox.org/index.cfm

Filmy wideo i samouczki opracowane przez National Library of Medicine w Stanach
Zjednoczonych

http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/article/000755.htm
http://www.nIlm.nih.gov/medlineplus/tutorials/parkinsonsdisease/htm/index.htm

Witryny internetowe dotyczace technik stosowanych w ramach niniejszych
zajeC

Animacja procesu chromatografii cienkowarstwowej
http://www3.wooster.edu/chemistry/analytical/gc/default.html

Inne witryny dotyczace chromatografii
http://en.wikipedia.org/wiki/Thin_layer _chromatography
http://www.shsu.edu/~chm_tgc/sounds/flashfiles/GC.swf
http://en.wikipedia.org/wiki/Gas_chromatography

Animacje dotyczace potencjatu membranowego, synaps i neuroprzekaznikow

http://outreach.mcb.harvard.edu/animations/actionpotential.swf
http://highered.mcgraw-hill.com/sites/0072437316/student_viewO/chapter45/animations.html#
http://www.celanphy.science.ru.nl/Bruce%20web/Flash%20Movies.htm
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