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1. Cel pracy

Kwas lasalowy jest zwigzkiem chemicznym pochodzenia naturalnego, ktéry zostat po
raz pierwszy wyizolowany w 1951 roku z kultury promieniowcoéw Streptomyces lasaliensis.
Jest on antybiotykiem jonoforowym i wykazuje wiele istotnych wtasciwosci biologicznych,
takich jak aktywnos¢ przeciwbakteryjng, przeciwgrzybiczg, przeciwwirusowg oraz
kokcydiostatyczng. Szerokie spektrum wyzej wymienionych wifasciwosci sprawia, ze kwas
lasalowy znalazt powszechne zastosowanie w weterynarii. Stosowany jest w zwalczaniu
kokcydiozy u ptactwa hodowlanego, a takze jako niehormonalny stymulator wzrostu, dzieki
czemu zwieksza sie efektywnos¢ wykorzystania pokarmu w hodowli bydta. Kwas lasalowy
jest jednym z zaledwie kilku antybiotykow jonoforowych dopuszczonych do komercyjnego
stosowania w krajach Unii Europejskiej, w Stanach Zjednoczonych Ameryki oraz w Kanadzie.
S6l sodowa kwasu lasalowego jest handlowo dostepna w postaci preparatu Avatec i jest
jednym z najpowszechniej stosowanych antybiotykdéw jonoforowych.

W skfad czgsteczki kwasu lasalowego wchodzg miedzy innymi: fragment pochodnej
kwasu salicylowego, pierscien tetrahydrofuranowy, pierscien tetrahydropiranowy, dwie
grupy hydroksylowe oraz grupa karbonylowa. Dzieki obecnosci wewnatrzczasteczkowych
wigzan wodorowych wytworzonych pomiedzy grupg karboksylowg na jednym koncu i
grupami hydroksylowymi na drugim koncu czgsteczki, kwas lasalowy tworzy pseudocykliczng
strukture, wewnatrz ktérej znajduje sie hydrofilowa wneka, zdolna do kompleksowania
kationu. Jednoczesnie grupy alkilowe skierowane sg na zewnatrz, co powoduje Zze cata
czgsteczka ma charakter hydrofobowy, w zwigzku z czym kwas lasalowy i jego kompleksy
moga przechodzi¢ przez btony komérkowe. Po przejsciu do wnetrza komorki kwas lasalowy
wymienia transportowany kation metalu na proton, co prowadzi do zmiany pH oraz do
wzrostu cisnienia osmotycznego, a co za tym idzie do Smierci komorki.

Modyfikacje chemiczne kwasu lasalowego sg przedmiotem zainteresowania w
szeregu osrodkéw naukowych. Wsréd otrzymanych dotychczas pochodnych kwasu
lasalowego najwiekszg grupe stanowig estry, syntezowane w grupie badawczej profesora B.
Brzezinskiego. Brak byto natomiast w literaturze doniesien dotyczgcych soli kwasu

lasalowego z aminami, ich struktury i wtasciwosci biologicznych.
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Aminy to zwigzki organiczne szeroko wystepujgce w przyrodzie. Grupa aminowa jest
obecna w aminokwasach i niektérych witaminach. Ponadto wiele lekéw zawiera w swojej
strukturze grupe aminowg, a aminy biogenne (serotonina, histamina) oraz katecholaminy
(adrenalina, noradrenalina, dopamina) petnig role neuroprzekaznikbw w centralnym
uktadzie nerwowym. W zwigzku z tym otrzymanie nowych komplekséw kwasu lasalowego z
aminami i badania struktury otrzymanych zwigzkéw uznatem za szczegdlnie ciekawy temat
badan, ktory uzupetnitby stan wiedzy na temat wtasciwosci takich zwigzkdw w uktadach
biologicznych.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej postanowitem otrzymaé serie komplekséw
kwasu lasalowego z aminami i okresli¢ ich strukture. W tym celu wybratem rézne aminy,
zaréwno alifatyczne, aromatyczne, jak rowniez zasady azotowe oraz kation amonowy, aby
zweryfikowa¢ wptyw podstawnika na proces kompleksowania oraz porédwnac struktury
poszczegblnych kompleksow miedzy sobg w kontekscie tworzonych wigzan wodorowych
pomiedzy kwasem lasalowym i aming. Ponadto postanowitem okresli¢ konkurencje amin i
kationow metali w kompleksowaniu przez kwas lasalowy.

Okreslenie struktur otrzymanych komplekséw miato byé prowadzone przy uzyciu
metod spektroskopowych i spektrometrycznych, takich jak: spektroskopia w podczerwieni
FT-IR (zaréwno w ciele statlym i w roztworze), magnetyczny rezonans jadrowy NMR (*H NMR,
B3¢ NMR, techniki dwuwymiarowe HETCOR, COSY, NOESY, HMBC) a takze spektrometria
masowa z jonizacjg przez elektrorozpylanie ESI-MS. Ta ostatnia metoda miata dostarczyé
informacji na temat stosunku stechiometrycznego utworzonych kompleksdéw, a takze poméc
w okresleniu konkurencji w kompleksowaniu przez kwas lasalowy amin i kationdw metali.

w literaturze brakowato rowniez doniesien odnosnie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej kompleksow kwasu lasalowego z aminami, dlatego postanowitem
w ramach niniejszej pracy sprawdzi¢ aktywnos$é przeciwdrobnoustrojowg otrzymanych
komplekséw. Ponadto postanowitem porowna¢ ewentualng aktywnos¢ kompleksow z
aktywnoscig niemodyfikowanego kwasu lasalowego i innych jego pochodnych oraz ustali¢

zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscia, a kompleksowang przez kwas lasalowy amina.
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2.1 Jonofory

Jonofory to hydrofobowe zwigzki, ktore poprzez selektywne wigzanie sie z jonami
umozliwiajg ich transportowanie przez btony komodrkowe. Zwigzki powstajgce po
skompleksowaniu kationu przez jonofor noszg nazwe kompleksdw typu gosc¢-gospodarz.
Kation metalu jest traktowany jako gos¢ przyjmowany we wnece utworzonej przez
gospodarza (jonofor) [1, 2]

Obecnos¢ elektronodonorowych atomow tlenu lub azotu w czgsteczce jonoforu
utatwia kompleksowanie kationéw ze wzgledu na posiadanie przez te atomy wolnych par
elektronowych. Polarna ,,wneka” utworzona z atoméw tlenu, w ktérej znajduje sie kation
otoczona jest przez zewnetrzng hydrofobowg czes¢ czgsteczki, co sprawia, ze caty kompleks
staje sie lipofilowy. Tak utworzony kompleks moze przenikac przez btony biologiczne.

Jonofory kompleksujg kation po zewnetrznej stronie btony w procesie polegajgcym
na zamianie solwatujgcych go czasteczek wody polarnymi grupami antybiotyku. Pézniej
kompleks przesuwa sie w poprzek btony, aby po wewnetrznej stronie uwolni¢ jon. (Rys. 1)
Wysoka selektywnos$é poszczegdlnych jonoforéw w stosunku do kationdw metali wynika ze
specyficznej budowy polarnej ,,wneki”, ktéra ma scisle okreslone wymiary tak, iz tylko kation
o odpowiednim promieniu moze zosta¢ skompleksowany. Jony o nieodpowiednich

rozmiarach (zaréwno za duze jak i za mate) nie bedg kompleksowane.

wtt

Rys.1 Transport kationow przez jonofory. Antybiotyk kompleksuje kation po jednej stronie btony,

transportuje go w poprzek dwuwarstwy i uwalnia po drugiej stronie. [3]
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2.2 Klasyfikacja jonoforéow

Jonofory klasyfikuje sie wedtug réznych kryteriow. Wsrdd nich najczesciej stosowane

to:

a) pochodzenie zwigzku
b) sposdb transportowania kationéw
c) budowa chemiczna

d) wartosciowos¢ kompleksowanych jonow

Biorac pod uwage kryterium pochodzenia, mozna wyrdéznic¢ jonofory syntetyczne, do
ktorych zaliczane sg m. in. etery koronowe oraz naturalne, w sktad, ktérych wchodzg zwigzki
wyizolowane np. z rdéznych szczepow bakterii. Ze wzgledu na sposdb transportowania
kationdw przez btony mozna podzieli¢ te zwigzki na jonofory nos$nikowe oraz jonofory

tworzace kanat (Rys.2).

Jonofor typu nosnikowego Jonofor tworzacy kanat

jon

Rys. 2 Transportowanie jonéw przez jonofory typu nosnikowego oraz jonofory tworzace kanat. [4]

Uwzgledniajgc budowe chemiczng jonofory podzieli¢ mozna na cykliczne jonofory
neutralne i niecykliczne jonofory karboksylowe. Wsréd tych pierwszych — w zaleznosci od

wystepujgcych w nich wigzan — wyrdzni¢ mozna cyklopeptydy (zbudowane tylko z
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aminokwasow), cyklodepsydy (zbudowane wytacznie z hydroksykwaséw) oraz
cyklodepsipeptydy (zbudowane z wystepujgcych przemiennie aminokwaséw i
hydroksykwaséw). Ze wzgledu na rdéznice w budowie chemicznej, inny jest takze sposob
kompleksowania jondéw przez wyzej wymienione zwigzki. W przypadku cyklicznych
jonoforéw neutralnych oddziatywanie z jonem zachodzi tylko poprzez wigzania
koordynacyjne, natomiast przy niecyklicznych jonoforach karboksylowych mogg dodatkowo
wystepowac oddziatywania jonowe z anionem karboksylanowym.

Biorgc pod uwage wartosciowos$é kompleksowanych kationéw jonofory dzielg sie na:
jonofory kompleksujgce kationy jednowartosciowe i jonofory kompleksujgce kationy

dwuwartosciowe. Schematyczny podziat jonoforéw przedstawiono na Rysunku 3.

lonofory
syntetyczne naturalne
jonofory tworzace jonofory typu
kanat przenosnikowego
niecykliczne jonofory cykliczne jonofory
karboksylowe neutralne
karboksylowe karboksylowe
jonofory kationéw || jonofory kationow Lcyklodepsydy] [cyklopeptydy |

dwuwartosciowych [|jednowartosciowych

| cyklodepsipeptydy]|

Rys. 3 Schemat podziatu jonoforéw.

2.3 Jonofory syntetyczne

W 1967 r. Charles Pedersen, poszukujgc nowych zdolnych do kompleksowania
kationow opublikowat prace w ktdrej donidst o otrzymaniu nowej grupy cyklicznych eterow

ktére nazwat ,eterami koronowymi” [5]. Otrzymany przez niego zwigzek — dibenzo-18-
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korona-6 (Rys. 4) — wykazywat niespotykane dotychczas wtasciwosci chemiczne. Odkrycie
Pedersena zapoczatkowato badania nad syntezg i ustaleniem wtasciwosci wielu nowych klas
zwigzkow, ktére wykazujg zdolnosci do kompleksowania kationow. Odkrycie to dato
poczatek nowe] dziedzinnie — chemii supramolekularnej. Za swoje odkrycie Pedersen zostat

uhonorowany w 1985 r. Nagrodg Nobla [6].

7
e
o]

Rys. 4 Struktura dibenzo-18-korony-6.

Najwazniejszg wtasciwoscig eterow koronowych jest ich zdolno$¢ do kompleksowania
kationéw (Rys. 5) metali alkalicznych, lantanowcéw, jak réwniez kationu amonowego (NHz").
Selektywnos¢ kompleksowania zalezy od rozmiaru wneki utworzonej przez atomy tlenu oraz
od promienia jonowego kationu. Kompleksy takie sg rozpuszczalne w rozpuszczalnikach
organicznych.

Dzieki swym wiasciwosciom etery koronowe znalazty szerokie zastosowanie m. in.
jako czynniki kompleksujgce w katalizie przeniesienia fazowego, w analizie chemicznej oraz

jako receptory jonowe [7-13].

o
®

Rys. 5 Schemat kompleksowania kationu przez eter koronowy.
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2.4 Cykliczne jonofory neutralne

Badania przeprowadzone na neutralnych jonoforach wykazaty, ze ich wtasciwosci
kompleksujgce wynikajg z mozliwosci cyklizacji czasteczki. Po przyjeciu takiej struktury
karbonylowe atomy tlenu zawarte w czasteczce moga kompleksowac¢ kation. W
konsekwencji neutralne jonofory, po skompleksowaniu kationu przyjmuja jego tadunek [14].

Transport kationéw przez neutralne jonofory odbywa sie wedtug nastepujacego
schematu: jonofor znajdujgcy sie wewnatrz btony dyfunduje do granicy faz, gdzie wchodzi w
kontakt z kompleksowanym jonem. Kation wystepuje w postaci solwatowanej i gdy znajdzie
sie w odpowiednim pofozeniu, aby oddziatywaé z jonoforem, solwatujace go czasteczki wody
sq sukcesywnie wypierane i zastepowane przez polarne grupy jonoforu. Tak utworzony
kompleks M*l odrywa sie od granicy faz i przechodzi przez przestrzern miedzybtonowg na
drugg strone, gdzie uwalnia transportowany kation. Ostatecznie ,pusty” jonofor dyfunduje z
powrotem do przestrzeni miedzykomorkowej przywracajgc warunki poczatkowe cyklu [14,
15].

Jednym z najlepiej poznanych cyklicznych jonoforéw neutralnych jest walinomycyna
(Rys. 6), ktora po raz pierwszy zostata wyizolowana ze szczepow Streptomyces fulvissimus w
1955 roku [16]. Jej czgsteczka jest cykliczna i zbudowana z trzech powtarzajacych sie
elementdw, a kazdy element zbudowany jest z przemiennie wystepujacych aminokwaséw i
hydroksykwasow, mianowicie D-waliny, L-mleczanu, L-waliny i D-hydroksyizowalerianianu,
ktore potgczone sg ze sobg na przemian wigzaniami estrowymi i peptydowymi, dajac w

sumie strukture o przemiennej chiralnosci DDLLDDLLDDLL [17].

Pierwszej syntezy walinomycyny dokonano w 1963 r. w grupie Shemyakina [18] i w
nastepnych latach podjeto wiele prob modyfikacji tej czgsteczki m.in. modyfikowano
taricuchy boczne aminokwasow, zmieniano chiralno$¢ oraz tworzono mniejsze pierscienie,
aby zbada¢ wptyw modyfikacji na wtasciwosci kompleksujgce i selektywnos¢ antybiotyku
[17]. Obecnie znanych jest ponad 85 pochodnych walinomycyny [19].

Biologiczna aktywnos¢ walinomycyny zwigzana jest ze zdolnoscig do transportowania
kationow potasu przez btony do wnetrza mitochondrium. Jednoczesnie w przeciwnym

kierunku odbywa sie transport protondwdlatego petni ona funkcje inhibitora fosforylacji
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oksydacyjnej, poniewaz jej obecno$é sprawia, ze btony komérkowe sg nieprzepuszczalne dla

protonéw. [20-22].
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Rys. 6 Wazor strukturalny walinomycyny

2.5 Jonofory tworzace kanat

Antybiotyki jonoforowe tworzgce kanat (Rys. 7) czesto nazywa sie pseudo-
jonoforami. Mechanizm kanatowy jest mniej poznany niz mechanizm przenoszenia jonow.
Polega on jednak na tym, ze jonofory tworzace kanat wbudowujg sie w lipidowy rdzen btony
tworzac czesto wypetniony wodg por, przez ktdry moga przechodzié jony. Jonofory takie sg
mniej selektywne od jonoforow nosnikowych ze wzgledu na to, ze przez kanaty moga

przechodzié¢ sktadniki niepozgdane [14].
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Rys. 7 Transport jonéw za pomocg antybiotyku tworzgcego kanat [3].

Jednymi z najlepiej poznanych i opisanych zwigzkdéw tworzacych kanat sg, gramicydyny, ktére
wyizolowano ze szczepdw Bacillus brevis. Gramicydyny sktadajg sie z potgczonych liniowo reszt L i D
aminokwasowych. Struktura gramicydyny zalezna jest od srodowiska, w ktorym sie znajduje, jednak
jej podstawowg jednostkg strukturalna jest struktura helisy 3. Przedstawicielem tej grupy zwigzkéw
jest gramicydyna A zbudowana z aminokwasdw o naprzemiennej konfiguracji D i L oraz grupy
formylowej na jednym i etanoloaminy na drugim koricu czgsteczki. Istniejg tez jej homologi,
nazwane gramicydyng B i C, w ktorej jedenasta reszta L-tryptofanu zostata zastgpiona
odpowiednio przez L-fenyloalanine i L-tyrozyne [23-25].

tancuch polipeptydowy gramicydyny me tendencje do tworzenia dimeru. Dimer taki
tworzy kanat o dtugosci 25-30 Ai $rednicy 4 A. Kanat taki tworzg dwie prawoskretne helisy,
ktore uktadajg sie wzgledem siebie jak ,gtowa do gtowy” N-koricami peptydu (Rys. 8).
Struktura ta jest na tyle duza, aby wnikngé w btone i wprowadzi¢ kanat przewodzacy jon.

Podczas tworzenia dimeru tancuchy boczne aminokwaséw kierowane sg na zewnatrz,
dzieki czemu zewnetrzna powierzchnia kanatu jest hydrofobowa i bez problemu oddziatuje z
btona. Gramicydyna wykazuje selektywnos$¢ wobec kationéw jednowartosciowych (wobec
wiekszych czgstek jest nieprzepuszczalna) a preferencja oddziatywania jest nastepujgca:

Cs">Rb">K">Na*>Li"[25-32].

10
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Rys. 8 Struktura kanatu gramicydyny (a) widok z géry, (b) widok z boku. [4, 70]

2.6 Niecykliczne jonofory karboksylowe

Naturalne jonofory karboksylowe (Rys. 9-11) okreslane sg tez jako antybiotyki
polieterowe lub antybiotyki nigerycynowe. Stanowig one liczng grupe zwigzkow sktadajacych
sie z podobnych jednostek strukturalnych. Czasteczki jonoforéw karboksylowych maja
budowe liniowa, jednakze tworzenie sie wigzan wodorowych typu ,gtowa do ogona”
pomiedzy grupg karboksylowa na jednym koncu czasteczki, a grupami hydroksylowymi na
drugim koncu czasteczki umozliwia powstanie pseudo-cyklicznej struktury. Konformacja
pseudo-cykliczna obserwowana jest zardwno w przypadku czgsteczek nieskompleksowanych
jak i komplekséw z kationami metali [2, 14, 17]. Struktury jonoforéw karboksylowych
najczesciej okreslane byty dzieki badaniom krystalograficznym ich soli z kationami metali [33-

58].

11
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Rys. 9 Struktury karboksylowych antybiotykéw jonoforowych
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Rys. 11 Struktury karboksylowych antybiotykow jonoforowych.
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Historycznie pierwszym odkrytym antybiotykiem polieteroweym byta w 1951 roku
nigerycyna, a wyizolowano jg ze szczepdw Streptomyces hygroscopicus [59]. Od tego czasu
zaczeto badad réine szczepy bakterii Streptomyces, uzyskujac kolejne antybiotyki. Dzisiaj
znanych jest ponad 120 takich zwigzkdéw izolowanych gtdwnie ze szczepdw bakterii
Streptomyces i Actinomadura [60]. W Tabeli 1 zestawiono niektore antybiotyki oraz

organizmy, z ktdrych sg one izolowane.

Indianomycyna
Salinomycyna
Monenzyna
Kwas lasalowy
Laidlomycyna
norobitomycyna
CP-80219

Tabela 1. Organizmy produkujgce poszczegdlne antybiotyki jonoforowe
Antybiotyk Organizm produkujgcy
Alboryksyna Streptomyces hygroscopicus [61]
Kalcimycyna Streptomyces chartreuse [62]
Cezomycyna Streptomyces chartreuse [38]
X-14885A Streptomyces chartreuse [63]
Antybiotyk 6016 Streptomyces albus [64]
Kationomycyna Actinomadura azurea [65]
Jonomycyna Streptomyces conglobatus [66]
Endusamycyna Streptomyces Indus [42]
Mutalomycyna Streptomyces mutabilis [67]
Cynkoforyna Streptomyces griseus [44]
CP-78545 Streptomyces griseus [45]
Grizoryksyna Streptomyces griseus [68]
Epigrizoryksyna Streptomyces hygroscopicus [69]
CP-54883 Actinomadura routieni [70]

Streptomyces antibioticus [71]
Streptomyces albus [50]
Streptomyces cinamonensis [54]
Streptomyces lasaliensis [72]
Streptomyces eurocidicus [56]
Streptomyces noboritoensis [57]
Streptomyces hygroscopicus [58]

Wszystkie jonofory karboksylowe zbudowane sg z pierscieni tetrahydrofuranowych i
tetrahydropiranowych, czasami potgczonych za pomoca spiro atomu wegla. Eterowe atomy
tlenu oraz atomy tlenu grup hydroksylowych biorg udziat w kompleksowaniu kationu. Grupa
karboksylowa tej rodziny zwigzkéw w fizjologicznym pH ulega deprotonacji, co prowadzi do
powstania neutralnych komplekséw z kationami [L'M’], jednakie obdarzone tadunkiem

kompleksy typu [LHM]* réwniez sg znane jak np. kompleks monenzyny z NaBr [14, 17, 73].
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Aktywnos¢ biologiczna wykazywana przez karboksylowe antybiotyki jonoforowe
zwigzana jest z ich zdolnoscig do kompleksowania kationdw i transportowania ich przez
btony komodrkowe. Transport kationédw odbywa sie na drodze dwdch mechanizmow:
elektroneutralnego (ang. electroneutral) i elektrogenicznego (ang. electrogenic) [15].

W procesie elektroneutralnym anion antybiotyku jonoforowego (I) tworzy kompleks
z kationem metalu, w ktérym koordynacja kationu jest zawsze zwigzana z tworzeniem
pseudo-cyklicznej struktury, ktéra stabilizowana jest przez tworzenie wigzan wodorowych
typu gtowa do ogona pomiedzy grupg karboksylowg i grupami hydroksylowymi, obecnymi w
strukturze antybiotyku. W procesie elektroneutralnym anion jonoforu wigze kation lub
proton dajac odpowiednio neutralng sdl, bagdz neutralny jonofor w postaci kwasu (Rys. 12) i
tylko w takiej neutralnej formie przechodzi przez btony komérkowe. Ten mechanizm jest
mozliwy tylko w neutralnym, badZ lekko zasadowym pH, ze wzgledu na kluczowy etap
deprotonacji grupy karboksylowej jonoforu [15].

Wykazana niedawno aktywnos$é¢ przeciwnowotworowa antybiotykdow jonoforowych,
w potgczeniu z wiedzg, iz w srodowisku komodrek rakowych panuje niskie pH zainspirowato
Huczynskiego i wspotpracownikédw do znalezienia strukturalnych i spektroskopowych
dowddw na istnienie alternatywnego mechanizmu transportu jondw przez btony biologiczne
[15].

Ich badania wykazaty, ze proces kompleksowania kationéw zachodzi w srodowisku
innym od zasadowego. Jonofor w formie kwasowej kompleksje kation, w zwigzku, z czym
kompleks obdarzony jest tadunkiem i w takiej formie przechodzi przez btony (Rys. 13) na

drodze mechanizmu elektrogenicznego [15].

H™<+— HoO HOO
—_ g

M* HO HO

COO
H

|

coo =—H"
H M*

M-I- M-I-

Rys. 12 Mechanizm transportu elektroneutralnego z udziatem jonoforéw karboksylowych [15].
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Rys. 13 Mechanizm transportu elektrogenicznego z udziatem jonoforéw karboksylowych [15].
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W zaleznosci od wartosciowosci transportowanych przez jonofor kationéw dokonano
podziatu jonoforédw karboksylowych na: jednowartosciowe polietery — zdolne do
transportowania wytacznie kationdw jednowartosciowych (np. mutalomycyna, jonomycyna)
oraz dwuwartosciowe polietery, ktére sg zdolne do transportowania zaréwno kationdw
jednowartosciowych jak i dwuwartosciowych (kwas lasalowy) [17, 74].

Pomimo duzej liczby wyizolowanych karboksylowych antybiotykéw jonoforowych, nie
znalazty one zastosowania klinicznego, ze wzgledu na dos$¢ znaczng toksycznos¢. Sg one
jednakze szeroko stosowane, jako kokcydiostatyki w hodowli drobiu. Ze wzgledu na swojg
selektywnos$¢ w stosunku do kationdw jonofory mogg by¢ wykorzystane przy produkcji
elektrod jonoselektywnych [75-84].

Proponowanych jest kilka mechanizméw toksycznego dziatania antybiotykdéw
jonoforowych [85]. Wedtug jednego z nich jonofory powoduja wymiane kationéw K™ z
mitochondrium komdrek miesnia sercowego na kationy Cca® i Na' z przestrzeni
miedzykomérkowej. Powoduje to nadmierny wzrost stezenia kationdw Ca’* w
mitochondriach i uszkadza je. Ostatecznie prowadzi to zmniejszenia energii w komorce i
martwicy miesnia [82, 85]. Wedtug innego mechanizmu jonofory powodujg Smieré¢ komarek
miesnia sercowego indukujac apoptoze [86]. Trzeci mechanizm zaktada, ze w wyniku
zwiekszonego przeptywu kationéw Ca®* jonofory powoduja niszczenie komérek nerwowych

[87].
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Jonofory karboksylowe wykazujg wysoka aktywnos$é przeciwko bakteriom Gram-
dodatnim, kokcydiom oraz mykobakteriom. Dlatego znalazty zastosowanie jako leki
przeciwko kokcydiozie wywotywanej u ptakow przez pasozyty z rodzaju Eimeria. Ponadto
niektore jonofory karboksylowe sg aktywne przeciwko kretkom Treponema hyodysenteriae,
wywotujagcym dyzenterie u Swin. Dziatanie jonoforow wzgledem bakterii Gram-dodatnich
pozytywnie wptywa na mikroflore przewodu pokarmowego u bydta. Zmniejszenie ilosci
bakterii Gram-dodatnich pozwala na zwiekszenie licznosci bakterii Gram-ujemnych, ktérych
dziatanie powoduje zwiekszenie stezenia kwasu propionowego w przewodzie pokarmowym
w miejsce kwasu octowego i mastowego, co ostatecznie prowadzi do lepszego wchtaniania
pokarmu, dlatego tez antybiotyki jonoforowe znalazty zastosowanie jako niehormonalne
stymulatory wzrostu oraz kokcydiostatyki w przemystowej hodowli drobiu i bydta [88-100].

Ostatnie doniesienia wskazuja na mozliwos¢ selektywnego niszczenia komorek raka
piersi przy uzyciu salinomycyny. Zdolnos¢ do niszczenia komoérek macierzystych raka oraz
komdrek rakowych odpornych na apoptoze czyni z salinomycyny zwigzek potencjalnie
wykorzystywany w terapii antynowotworowej [101-104].

Budowe oraz wtasciwosci biologiczne antybiotykéw polieterowych omowitem
szczegotowo w pracy przegladowej [105], do ktérej odsytam czytelnika w celu uzyskania
dalszych informaciji.

W Tabeli 2 zestawiono aktywnos¢ biologiczng poszczegdlnych antybiotykdéw

jonoforowych przeciwko réznym mikroorganizmom.

Tabela 2. Aktywnos¢ biologiczna poszczegdlnych antybiotykéw jonoforowych [88-104]
Antybiotyk Aktywnos¢ przeciwbakteryjna
Alboryksyna bakterie Gram-dodatnie
Kalcimycyna bakterie Gram-dodatnie
Cezomycyna bakterie Gram-dodatnie
X-14885A bakterie Gram-dodatnie
kretki Treponema hyodesenteriae
Antybiotyk 6016 bakterie Gram-dodatnie

mykobakterie
pasozyty Eimeria tenella

Kationomycyna bakterie Gram-dodatnie
Jonomycyna bakterie Gram-dodatnie
Endusamycyna bakterie Gram-dodatnie

kretki Treponema hyodesenteriae
pasozyty Eimeria tenella i Eimeria acervulina
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Antybiotyk

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna

Mutalomycyna

Cynkoforyna
CP-78545

Grizoryksyna
Epigrizoryksyna
CP-54883

Indianomycyna
Salinomycyna

Monenzyna
Kwas lasalowy
Laidlomycyna
norobitomycyna

bakterie Gram-dodatnie
pasozyty Eimeria tenella

bakterie Gram-dodatnie

pasozyty Eimeria tenella

bakterie Gram-dodatnie

kretki Treponema hyodesenteriae

bakterie Gram-dodatnie

bakterie Gram-dodatnie

bakterie Gram-dodatnie

pasozyty Eimeria tenella, Eimeria acervulina
oraz Eimeria maxima

bakterie Gram-dodatnie

bakterie Gram-dodatnie

pasozyty Eimeria tenella

zdolnosc selektywnego niszczenia komorek
nowotworowych

bakterie Gram-dodatnie

bakterie Gram-dodatnie

bakterie Gram-dodatnie

bakterie Gram-dodatnie

pasozyty Eimeria tenella

CP-80219 bakterie Gram-dodatnie
kretki Treponema hyodesenteriae
Monenzyna jest jednym z najlepiej poznanych i opisanych antybiotykow

jonoforowych. Ponadto, wiele jonoforéw kompleksujgcych kationy jednowartosciowe jest
strukturalnie podobnych do monenzyny, dlatego przygladajac sie wilasciwosciom
monenzyny, mozna w duzym przyblizeniu scharakteryzowa¢ catg grupe jonoforéw
komlpeksujgcych kationy jednowartosciowe.

Obecnos¢ w czgsteczce monenzyny (jak i innych jonoforow) pierscieni eterowych,
potaczonych niekiedy atomami wegla ,,spiro” wymusza sztywnos¢ konformacyjng i okreslony
ksztatt wneki kompleksujgcej kation. Sztywnos¢ ta jednoczesnie jest przyczyng wysokiej
selektywnosci poszczegdlnych jonoforéw wzgledem konkretnych jondw. W przypadku
monenzyny preferencja kompleksowania kationdw jednowartosciowych uktada sie w szereg
Na®>>K">Rb" > Li* > Cs* [106].

W kompleksach monenzyny kation metalu koordynowany jest przez 4 eterowe atomy

tlenu i atomy tlenu grup hydroksylowych (Rys. 14).
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om

Rys. 14 Struktura kompleksu monenzyny z kationem sodu [106]

Konformacja soli sodowej monenzyny nie rézni sie zbytnio od konformacji kwasu
monenzynowego, poniewaz w procesie kompleksowania czgsteczki wody ze strefy
solwatacyjnej kationu sg zastepowane przez atomy tlenu monenzyny [107].

Poczatkowo sgdzono, ze monenzyna nie tworzy komplekséw z kationami metali
dwuwartosciowych, jednak niedawno grupa bufgarskich naukowcéw opublikowata struktury
krystalograficzne kompleksow monenzyny z kationami metali dwuwartosciowych, takimi, jak
Co®, Mn*", Cu*, Mg, Ca**, zn*, Ni¥*, Cd**, Hg**. Kompleksy monenzyny z kationami dwu-
dodatnimi moga wystepowaé w dwéch formach. W jednym przypadku sél sodowa
monenzyny tworzy kompleks z dichlorkiem metalu o stechiometrii [M(MON-Na),]Cl,*H,0,
gdzie M = Co®*, Mn?" i Cu®*. W tej formie kation dwuwartosciowy jest koordynowany przez
atomy tlenu pochodzace z grup karboksylowych dwdch czgsteczek monenzyny oraz dwa
aniony chlorkowe. Kation sodu pozostaje w hydrofilowej wnece czgsteczki liganda i nie moze
by¢ zastgpiony przez kation metalu przejsciowego. W drugim przypadku monenzyna tworzy
kompleks z kationami dwuwartos$ciowymi o stechiometrii [M(MON),*(H,0),], gdzie M =
Mg?*, Ca®*, Zn*, Ni**, Cd**, Hg”". W tej formie kation koordynowany jest przez atomy tlenu
pochodzgce z grup karboksylowych dwéch czgsteczek monenzyny oraz dwie czgsteczki
wody. Obie formy komplekséw monenzyny z kationami dwuwartos$ciowymi sg nietypowe,

poniewaz eterowe atomy tlenu nie odgrywajg roli w kompleksowaniu, odwrotnie niz w
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przypadku kompleksow z kationami jednowartosciowymi, gdzie owe atomy tlenu zawsze s3
zaangazowane w proces kompleksowania [108-113]. Strukture kompleksu monenzyny z

kationem niklu pokazano na Rysunku 15.

Rys. 15 Struktura dimerycznego kompleksu monenzyny z kationem niklu [108].

Znanych jest wiele syntetycznych pochodnych monenzyny, takich jak pochodne
eterowe i estrowe otrzymane przez modyfikacje grupy O(4)H [114, 115], a takze pochodne

estrowe otrzymane przez modyfikacje grupy O(11)H [116, 117].

W ostatnim czasie w grupie badawczej profesora B. Brzezinskiego zsyntezowano
szereg nowych estréw [118-130] i amidéw monenzyny [131-136] otrzymanych w wyniku
modyfikacji grupy karboksylowej, oraz uretanéw [137, 138] otrzymanych poprzez
modyfikacje pierwszorzedowej grupy hydroksylowej. Strukture niektérych z wyzej

wymienionych pochodnych monenzyny przedstawiono na Rysunku 17.
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Rys. 16 Struktury pochodnych monenzyny

Pierwszym eksperymentalnym dowodem na mozliwos¢ tworzenia komplekséw przez
pochodne monenzyny z kationami dwuwartosciowymi [136] byto otrzymanie kompleksu amidu

allilowego monenzyny z kationem strontu w postaci krystalicznej (Rys. 17).
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Rys. 17 Struktura krystalograficzna kompleksu amidu allilowego monenzyny z kationem strontu
[136].

2.7 Charakterystyka obiektu badan — kwas lasalowy

Kwas lasalowy jest antybiotykiem jonoforowym wytwarzanym przez Streptomyces
lasaliensis. Po raz pierwszy zostat wyizolowany przez Bergera w 1951 roku [72].

Pomimo wielu pozytywnych cech, toksycznos¢ kwasu lasalowego jest duzym
problemem. Dlatego tez prowadzone sg prace nad modyfikacjami kwasu lasalowego, aby
zmniejszy¢, lub catkowicie wyeliminowac jego toksycznos¢ i w zwigzku z tym zwiekszy¢ jego
chemiczne i biologiczne zastosowanie w weterynarii [139].

Doktadna struktura kwasu lasalowego (Rys. 18) zostata okreslona dopiero w 1970
roku przez Westleya i wspdtpracownikdéw. Konfiguracja absolutna na wszystkich dziesieciu
centrach asymetrii zostata wyznaczona dzieki rentgenografii strukturalnej krysztatu
uwodnionej soli barowej kwasu lasalowego [140].

Zdolnos¢ kompleksowania przez kwas lasalowy kationdw metali alkalicznych oraz

mozliwos¢ transportowania ich przez btony biologiczne sprawia, iz zwigzek ten wykazuje
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wiasciwosci antybiotyczne,

dzieki ktérym znalazt zastosowanie jako niehormonalny

stymulator wzrostu oraz kokcydiostatyk w przemystowej hodowli drobiu i bydta [141-168].

Rys. 18 Struktura kwasu lasalowego.

Tabela 3. Krétka charakterystyka kwasu lasalowego

Nazwa polska:

Nazwa angielska:

Nazwa wedtug CAS
(Chemical Abstracts
Service):

Inne nazwy:

Wz6r sumaryczny:
Masa czasteczkowa:

Sktad procentowy:
Temperatura topnienia:

Skrecalno$¢ wtasciwa:

Zrédto izolacji:

Kwas lasalowy

Lasalocid acid

[2R-[2a[25*(3R*,45*55% 7R*),35%,55%],5a,6B]]-6-[7-[5-Ethyl-5-
(5-ethyltetrahydro-5-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-
yl)tetrahydro-3-methyl-2-furanyl]-4-hydroxy-3,5-dimethyl-6-
oxonyl]-2-hydroxy-3-methylbenzoic acid

e 3-methyl-6-[7-ethyl-4-hydroxy-3,5-dimethyl-6-oxo-7-[5-
ethyl-3-methyl-5-(5-ethyl-5-hydroxy-6-methyl-2-
tetraydropyranyl)-2-tetrahydrofuryl]lhepthyl]salicylic acid

e antybiotyk X-537A

* jonofor X-4537A

C34Hs40g

590.79 g/mol

C69.12%, H9.21%, 0 21.67%

110- 114°C
[a]p®® - 7.55° (W metanolu)

Streptomyces lasaliensis
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Rozpuszczalnosé: Stabo w wodzie, dobrze w rozpuszczalnikach organicznych
Toksycznos¢:

Mysz LDso = 145 mg/kg

Kurczak LDso = 71,5 mg/kg

Szczur LDsg = 122 mg/kg

Swinia LDso = 58 mg/kg

Krolik LDsg = 40 mg/kg

Pies LDso = 15 mg/kg

Kon LDso = 21,5 mg/kg

2.7.1 Struktura i homologi kwasu lasalowego

Kwas lasalowy jest czgsteczkg o budowie liniowej i zawiera w swej budowie pierscien
aromatyczny, bedacy pochodng kwasu salicylowego, pierscien tetrahydrofuranwy oraz
pierscien tetrahydropiranowy. Ponadto czagsteczka kwasu lasalowego ,posiada” dwie grupy
hydroksylowe oraz dodatkowa grupa karbonylowa.

W 1974 roku podczas badan nad biosyntezg kwasu lasalowego w grupie Westleya
odkryto i zidentyfikowano pie¢ homologdw [169, 170] tego zwigzku, oznaczonych jako kwas
lasalowy B, C, D i E, w ktorych jedna z grup metylowych jest zamieniona na grupe etylowg
oraz kwas izolasalowy, w ktorym koncowy pierscien tetrahydropiranowy jest zamieniony na
pierscien tetrahydrofuranowy, oraz zmieniona jest konfiguracja absolutna przy weglach C-22

i C-23. Strukture kwasu lasalowego i jego homologdw pokazano na Rysunku 19.

2.7.2 Biosynteza kwasu lasalowego

Kwas lasalowy jest otrzymywany w procesie biosyntezy prowadzonym w hodowli
Streptomyces lasaliensis. Podtoze fermentacyjne uzyte do tego procesu zawiera glukoze,
glutaminian sodu, olej z ttuszczu, oraz wodorofosforan potasu (K;HPQ,). Caty proces
prowadzony jest przez 7 dni w temperaturze 28° C, przy jednoczesnym napowietrzaniu i

mieszaniu [169-172].
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HOm( “/—

Rys. 19 Struktura kwasu lasalowego i jego homologow

Prekursorami w biosyntezie kwasu lasalowego (podobnie jak w biosyntezie kwasow
ttuszczowych) sg malonylo-CoA, metylomalonylo-CoA oraz etylomalonylo-CoA, ktére sg
przeksztatcane w odpowiednie jednostki octanowe, propionianowe oraz maslanowe. Kwas
lasalowy zawiera pie¢ reszt octanowych (kolor niebieski), cztery propionianowe (kolor

zielony) oraz 3 reszty kwasu mastowego (kolor czerwony, Rys. 20).
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Rys. 20 Biosynteza kwasu lasalowego.

Po tygodniowym okresie biosyntezy otrzymany pohodowlany zacier oczyszcza sie

przez odsgczenie oraz ekstrakcje octanem etylu otrzymanego przesgczu. Ekstrakt zateza sie,
a otrzymany olej oczyszcza sie poprzez krystalizacje [169-172].

2.7.3 Synteza totalna kwasu lasalowego

Ze wzgledu na stopien skomplikowania czgsteczki kwasu lasalowego, otrzymywanie
tego zwigzku w laboratorium okazuje sie zbyt drogie w poréwnaniu z kosztami, jakie sg

ponoszone przy jego izolacji ze zrédet naturalnych, jednak opracowanie metody syntezy
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totalnej kwasu lasalowego stanowito wyzwanie dla wielu grup chemikéw zajmujacych sie
syntezg organiczng, Do tej pory opracowano dwie metody syntezy totalnej kwasu
lasalowego.

Pierwsza metoda (Rys. 21), opracowana przez grupe Kishi’ego w 1978 r. [173] byta
jedng z pierwszych syntez totalnych opracowanych dla antybiotykéw polieterowych. W
metodzie tej wykorzystano strategie reakcji retro-aldolowej, w celu otrzymania dwoch
fragmentow (,prawa” i ,lewa” strona kwasu lasalowego), ktére byly syntezowane z
wykorzystaniem m. in. wysoko regio- i stereokontrolowanej addycji alkoholi do epoksydéw
[174, 175]. W ostatnim etapie wykorzystano reakcje addycji Crama pomiedzy anionem
enolanowym i aldehydem, co pozwolito na otrzymanie odpowiedniej stereochemii produktu
korncowego [176].

Druga metode syntezy totalnej kwasu lasalowego (Rys. 22) opracowano w grupie
Irealnd’a w 1980 r. W tym przypadku podobnie jak w przypadku syntezy totalnej Kishi’ego
zastosowano reakcje retro-aldolowg, aby otrzymaé dwa fragmenty kwasu lasalowego,
jednakze w syntezie tych fragmentéw po raz pierwszy zastosowano w kontekscie syntezy
antybiotykéw polieterowych estrowo — enolanowe przegrupowanie Claissena [177-179].
Wykorzystanie tej reakcji pozwolito na efektywne przeksztatcenie weglowodanow w
jednostki tetrahydrofuranowe i tetrohydrapiranowe potrzebne do dalszej syntezy kwasu
lasalowego [180-182]. W koricowym etapie, podobnie jak w przypadku syntezy prowadzonej
przez Kishi’ego zastosowano reakcje pomiedzy aldehydem, a anionem enolanowym, co

pozwolito na otrzymanie koricowego produktu o odpowiedniej stereochemii.
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2.7.4 Struktura kompleksow kwasu lasalowego

Kwas lasalowy tworzy kompleksy zaréwno z kationami jedno- i dwuwartosciowymi. Z
procesem kompleksowania kationu zwigzane jest utworzenie przez czgsteczke kwasu
lasalowego pseudo-cyklicznej  struktury, ktdra stabilizowana jest za pomocg
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych tworzonych pomiedzy grupa karboksylowa
na jednym koncu, oraz grupg hydroksylowag na drugim koncu czgsteczki. Kompleksowany
kation koordynowany jest za pomocg atomoéw tlenu, w zwigzku, z czym wewnetrzna wneka,
w ktérej znajduje sie kation jest hydrofilowa. Zewnetrzna strefa kompleksu ma charakter
hydrofobowy, co utatwia przenoszenie jonéw przez btony biologiczne [183].

Pomimo, ze struktura soli barowej kwasu lasalowego, byta historycznie pierwszg
wyznaczong przy pomocy metod krystalograficznych, to struktura nieskompleksowanego

kwasu (w postaci 5-bromopochodnej) opublikowana zostata 2 lata pézniej [184] (Rys. 23a).

b)

Rys. 23 a) Struktura krystalograficzna dimeru hydratu kwasu lasalowego, b) schematyczny uktad

wigzan wodorowych [184]
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Kwas lasalowy wystepuje jako monohydrat, tworzgc dimeryczng strukture, w ktoérej
czasteczka wody umieszczona jest we wnece utworzonej pomiedzy dwiema czgsteczkami
kwasu lasalowego.

W tym przypadku, odwrotnie jak w przypadku soli, dimeryczna struktura tworzy sie
poprzez pofaczenie dwéch czgsteczek kwasu lasalowego w sposéb ,glowa do glowy”.
Zaobserwowano takze odmienne zachowanie protonéw z terminalnej grupy hydroksylowej,
poniewaz proton 1z jednej czasteczki dimeru zaangazowany jest w tworzenie
wewnatrzczgsteczkowego wigzania wodorowego z grupg karboksylowa, podczas gdy proton
z drugiej czgsteczki tworzy wigzanie wodorowe z czgsteczkg wody. Schematyczny uktad
wigzan wodorowych pokazano na Rysunku 23b.

Kompleksy kwasu lasalowego z kationami jednowartosciowymi wykazujg tendencje
do tworzenia dimerycznych struktur o stechiometrii 2:2, czyli dwie czgsteczki liganda na dwa
kationy metalu. Przyktadem takiej stechiometrii jest kompleks kwasu lasalowego z kationem

srebra [185], ktorego strukture krystalograficzng pokazano na Rysunku 24.

Rys. 24 Struktura krystalograficzna kompleksu kwasu lasalowego z kationem Ag’ [183]

W kompleksie tym dimeryczna struktura tworzy sie poprzez pofgczenie dwodch
czasteczek kwasu lasalowego w sposob ,gtowa do ogona”, a kazdy z kompleksowanych
kationow srebra koordynowany jest przez pie¢ atomoéw tlenu pochodzgcych z anionu kwasu
lasalowego oraz przez karbonylowy atom tlenu sgsiedniego anionu kwasu lasalowego.
Wigzanie to spetnia dwojaka funkcje, po pierwsze ,spina” dwie czgsteczki kwasu lasalowego

z kationem srebra, po drugie powoduje stabilizacje catego kompleksu, ktéry wykazuje
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dwukrotng symetrie [185]. Schematyczny uktad wigzan wodorowych w dimerycznym

kompleksie przedstawia Rysunek 25.

Rys. 25 Schematyczny uktad wigzan wodorowych w dimerycznym kompleksie kwasu lasalowego z

kationem Ag’ [185]

Nieco inna sytuacja obserwowana jest dla kompleksu kwasu lasalowego z kationem
talu, poniewaz obserwowana jest tu zaleznos¢ struktury krystalograficznej kompleksu od
rozpuszczalnika uzytego do krystalizacji. W przypadku uzycia metanolu z dodatkiem glikolu
etylenowego, tworzy sie struktura monomeryczna [186], w ktérej kation talu koordynowany
jest przez szes¢ atoméw tlenu pochodzgcych od anionu kwasu lasalowego, a grupa
karboksylanowa jest zaangazowana w proces kompleksowania (Rys.26). Gdy jednak do
krystalizacji uzyto samego metanolu, otrzymano inng strukture, w ktérej kation talu jest
koordynowany przez pie¢ atomdéw tlenu czgsteczki anionu kwasu lasalowego. Szdste
wigzanie koordynacyjne pochodzi od pierscienia fenylowego sasiedniej czgsteczki anionu
kwasu lasalowego (Rys. 27). Powstaje w ten sposdb dimeryczna struktura, w ktorej —
podobnie jak w przypadku kompleksu z kationem srebra — aniony kwasu lasalowego utozone

s3 W sposob ,gtowa do ogona” [187].
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a)

Rys. 26 Forma monomeru kompleksu kwasu lasalowego z kationem talu. a) widok z géry, b)widok z

boku [186]
T
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Rys. 27 oddziatywanie kation talu — pierscien fenylowy stabilizujace dimer [187]

Kompleks kwasu lasalowego z kationem sodu tworzy nietypowq strukture o
stechiometrii kation : kwas lasalowy : woda 2 : 2 : 2. Struktura ta rozwazana jest jako stan
przejsciowy w procesie transformacji monomeru w dimer. Dwa kationy sodu oraz dwie
czasteczki wody ulokowane s3 we wnece utworzonej przez oba aniony kwasu lasalowego.
(Rys. 28). Jeden kation sodu koordynowany jest przez 6 atomoéw tlenu pochodzacych z obu

anionow kwasu lasalowego oraz przez czgsteczke wody, drugi natomiast jest koordynowany
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przez cztery atomy tlenu pochodzgce tylko od jednego anionu kwasu lasalowego oraz przez
dwie czgsteczki wody. Wida¢, zatem, ze jedna z dwdch czgsteczek wody zwigzana jest
rownoczesnie z obydwoma kationami sodu. Przypuszczalnie w kompleksie tym tylko jeden z
aniondw kwasu lasalowego wystepuje w cyklicznej formie stabilizowanej wigzaniami
wodorowymi [188]. Schematyczny uktad wigzan wodorowych w tym kompleksie pokazany

jest na Rysunku 29.

Rys. 28 Struktura krystalograficzna dimeru kompleksu kwasu lasalowego z kationem Na’. Atomy

tlenu czasteczek wody zaznaczone sg jako 01 i 02 [188]

Rys. 29 Schematyczny uktad wigzarn wodorowych w kompleksie kwasu lasalowego z kationem Na®.

Atomy tlenu czasteczek wody sg oznaczone jako W1 i W2 [188]
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Kompleksy kwasu lasalowego z kationami dwuwartosciowymi wykazujg tendencje do
tworzenia dimerycznych struktur o stechiometrii 2:1, czyli dwie czgsteczki liganda na jeden
kation metalu. Przyktadem takiej stechiometrii jest struktura kompleksu kwasu lasalowego z

kationem baru [189] pokazana na Rysunku 30.

Rys. 30 Struktura krystalograficzna kompleksu kwasu lasalowego z kationem Ba”* [183].

Kompleks ten wystepuje w postaci hydratu i wykazuje pseudo-dwukrotng symetrie.
Kation baru koordynowany jest przez 8 atomow tlenu pochodzacych od dwéch czgsteczek
anionéw kwasu lasalowego, przy czym 6 atomoéw pochodzi od jednej czasteczki, a dwa
pozostate od drugiej [189]. Co istotne, takze czgsteczka wody bierze udziat w koordynowaniu
kationu, zatem mozna uwazac, ze kation baru ma w tym przypadku liczbe koordynacyjng LK
= 9 [189, 190]. Czasteczka wody spetnia jeszcze jedng role w tym kompleksie, mianowicie
stabilizuje jego strukture poprzez tworzenie wigzan wodorowych z jedng czgsteczkg anionu
kwasu lasalowego uczestniczgcg w koordynacji kationu [189]. Schematyczny uktad wigzan

wodorowych w tym kompleksie pokazany jest na Rysunku 31.

36



Czesc teoretyczna

Rys. 31 Schematyczny uktad wiazan wodorowych w kompleksie kwasu lasalowego z kationem Ba**.

Atom tlenu czgsteczki wody oznaczono jako W. [189]

Oproécz kationow, kwas lasalowy moze tworzyé kompleksy z rdézinymi matymi

czasteczkami. Znany jest jego kompleks z metanolem (Rys. 32) [183].

Rys. 32 Kompleks kwasu lasalowego z metanolem [183]

Znana jest struktura kompleksu kwasu lasalowego z silng zasadg guanidynowg TBD
(1,5,7,-triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene) otrzymanego w grupie badawczej profesora
Brzezinskiego w postaci krystalicznej (Rys. 33). Kompleks ten wystepuje réwniez w roztworze
acetonitrylowym, jednak jego struktura jest inna niz w przypadku kompleksu w formie ciata
statego. W roztworze ketonowy atom tlenu kwasu lasalowego zaangazowany jest w
tworzenie wewnatrzczgsteczkowego wigzania wodorowego, czego nie obserwuje sie dla

kompleksu w formie ciata statego [191].
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Rys. 33 Struktura krystalograficzna kompleksu kwasu lasalowego z TBD z zainkludowang czasteczka

acetonu [191].

2.7.5 Pochodne kwasu lasalowego

Praktycznie wszystkie poznane dotychczas pochodne kwasu lasalowego zostaty
otrzymane w wyniku przeksztatcenia grupy karboksylowej. Wiekszos$¢ z tych pochodnych to
estry [192-207], pojawiajg sie tez doniesienia na temat zasad Mannicha otrzymanych z
kwasu lasalowego [208, 209]. Struktury pochodnych pokazano na Rysunku 34

Dla wiekszosci otrzymanych estrow kwasu lasalowego zbadano preferencje
kompleksowania kationdw i w kazdym przypadku powinowactwo do kationu Li* byto
najwieksze. Podobng zaleznos¢ zaobserwowano dla zmodyfikowanego kwasu lasalowego
zawierajgcego zasade Mannicha [209].

Otrzymane pochodne byty takze badane pod katem aktywnosci biologicznej, jednak

wykazywaty nizszg aktywnos¢ w porownaniu do niemodyfikowanego kwasu.
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Rys. 34 Struktury pochodnych kwasu lasalowego
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3. Badania wlasne
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3.1 Stechiometria komplekséw kwasu lasalowego z aminami

Aminy wybrane do tworzenia komplekséw z kwasem lasalowym (Rys. 35) zawieraty
w swojej strukturze rézne ugrupowania. Byty to: amina alifatyczta (N-butyloamina), aminy
zawierajgce wigzania nienasycone (alliloamina, propargiloamina), aminy aromatyczne i
alifatyczno-aromatyczne (anilina, benzyloamina), ktérych dodatek modgtby zwiekszy¢
rozpuszczalnos$¢ otrzymanych kompleksdw w btonach biologicznych oraz amoniak i zasade
azotowa 1,1,3,3-tetrametyloguanidyne, ktéra jako silna zasada fatwiej deprotonowataby

kwas lasalowy niz pozostate aminy.

©
O

NH NH;

P NN

HZN/\/ | | /\/\NHZ
LAS-AM1 LAS-AM2 LAS-AM3 LAS-AM4
NH-
/\/

NH3 HZN /

LAS-AM5 LAS-AM6 LAS-AM7

Rys. 35 Wzory otrzymanych komplekséw kwasu lasalowego.
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Otrzymane przeze mnie kompleksy tworzg sie w wyniku transferu protonu z grupy

karboksylowej kwasu lasalowego do grupy aminowej odpowiedniej aminy. Tworzenie sie

komplekséw kwasu lasalowego z aminami w stosunku stechiometrycznym 1:1 potwierdzajg

widma spektrometrii mas ESI-MS, pokazane na rysunkach 36 i 37, w ktorych obserwowany

jest tylko jeden pik pochodzacy od odpowiedniego proponowanego kompleksu.
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Rys. 36 Widma ESI-MS komplekséw LAS-AM1 - LAS-AMS5 zarejestrowane przy napieciu stozka 10 V
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Rys. 37 Widma ESI-MS komplekséw LAS-AM6 — LAS-AM7 zarejestrowane przy napieciu stozka 10 V
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3.2 Badania krystalograficzne komplekséw kwasu lasalowego z

aminami

Podczas syntezy komplekséw kwasu lasalowego z aminami zauwazytem staba
rozpuszczalnos¢ otrzymywanych zwigzkéw w niektorych rozpuszczalnikach. Wtasciwosé te
postanowitem wykorzysta¢ do uzyskania komplekséw w postaci krystalicznej, co pozwolitoby
jednoznaczne okreslenie ich struktury. W szesciu przypadkach udato mi sie otrzymad
krysztaty poprzez krystalizacje z acetonitrylu. Wyjatek stanowi tutaj kompleks LAS-AM2 (z
1,1,3,3, - tetrametyloguanidyng), ktéry otrzymatem w postaci krystalicznej poprzez
krystalizacje z acetonu.

Badania krystalograficzne otrzymanych kompleksdw zostaty przeprowadzone przy
wspotpracy z prof. Janem Janczakiem z Instytutu Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych
PAN we Wroctawiu oraz przy wspotpracy z dr Matgorzatg Ratajczak-Sitarz i prof. Andrzejem
Katrusiakiem z Zaktadu Chemii Materiatdw Wydziatu Chemii UAM. Struktury
krystalograficzne otrzymanych komplekséw przedstawione sg na Rysunkach 38-44.

W wyniku badan krystalograficznych wykazano, ze grupa karboksylowa kwasu
lasalowego we wszystkich otrzymanych kompleksach jest zdeprotonowana, a grupa
aminowa odpowiedniej aminy jest sprotonowana i czgsteczka aminy jest kompleksowana we
wnece utworzonej przez anion kwasu lasalowego. Ustalono takze, ze pseudo-cykliczna
struktura anionu kwasu lasalowego stabilizowana jest za pomocg wewnatrzczasteczkowych
wigzan wodorowych tworzonych pomiedzy zdeprotonowang grupg karboksylowg, a grupami
hydroksylowymi O(3)H, O(4)H i O(8)H. Wigzanie wodorowe tworzone pomiedzy grupa
hydroksylowg O(3)H, a grupa karboksylanowg okazato sie by¢ wigzaniem najkrétszym we
wszystkich kompleksach. Jego dtugos¢ wynoszaca od 2.421 A dla kompleksu LAS-AM6 do
2.461 A dla kompleksu LAS-AM7, klasyfikowataby to wiagzanie w grupie bardzo silnych
wigzan wodorowych, jednakze kat tworzony przez te wigzania, ktérego wartos¢ ksztattuje
sie w granicach od 146 do 165° pozwala uzasadnia zaliczenie go do jedynie srednio-silnych
wigzan wodorowych. Dtugosci pozostatych wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych
wynosza od 2.636 A do 2.812 A dla wiazania tworzonego pomiedzy grupa hydroksylowa
O(4)H, a grupa karboksylanowg oraz od 2.674 A do 2.916 A dla wigzania tworzonego
pomiedzy grupg hydroksylowg O(8)H, a grupg karboksylanowg. Dtugosci tych wigzan
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wskazujg na to, ze sg one wzglednie stabe. Parametry wigzan wodorowych w badanych
kompleksach zestawione sg w Tabeli 4.

Miedzyczasteczkowe wigzania wodorowe, stabilizujgce strukture kompleksu
tworzone sg pomiedzy atomami wodoru sprotonowanej grupy aminowej, a atomami tlenu
grup eterowych, hydroksylowych i karboksylanowych atomami tlenu obecnymi w czgsteczce
anionu kwasu lasalowego. llos¢ i parametry tych wigzan zalezne sg mocno od struktury
kompleksowanej aminy. W strukturze kompleksu LAS-AM2 wystepujg tylko dwa
miedzyczasteczkowe wodorowe (tworzone z eterowymi atomami tlenu 06 i 08) ze wzgledu
na obecnos$¢ dwoch atomdéw wodoru przy sprotonowanym atomie azotu. Dla kompleksow
LAS-AM3, LAS-AM4 i LAS-AM7 mozliwe jest utworzenie trzech, a dla kompleksow LAS-AM1 i
LAS-AMS5 czterech miedzyczgsteczkowych wigzan wodorowych. W strukturze kompleksu
LAS-AM6 mozliwe jest utworzenie pieciu wigzan wodorowych, ze wzgledu na obecno$é
czterech atomoéw wodoru przy sprotonowanym atomie azotu.

Dtugos¢ miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych tworzonych pomiedzy anionem
kwasu lasalowego a sprotonowang czgsteczkg aminy przyjmuje wartosci w przedziale 2,745
- 3,225 A a wiec s3 to wigzania nalezagce do grupy stabych wigzan wodorowych, co
potwierdzajg takze katy tworzone przez te wigzania, ktorych wartos¢ ksztattujgca sie w

zakresie 130 - 168° jest charakterystyczna dla stabych wigzan wodorowych.
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Rys. 39 Struktura krystalograficzna kompleksu LAS-AM2 z zainkludowang czgsteczky acetonu.
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Rys. 40 Struktura krystalograficzna kompleksu LAS-AM3.

Rys. 41 Struktura krystalograficzna kompleksu Las-AM4.
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Rys. 43 Struktura krystalograficzna kompleksu Las-AM6.
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Rys. 44 Struktura krystalograficzna kompleksu LAS-AM7.
Tabela 4 Parametry wigzan wodorowych (A, °) komplekséw kwau lasalowego
Odlegtos¢ Odlegtos¢ Dtugosé . .
. . . . Kat wigzania
Wiazanie donor-proton  proton-akceptor wigzania (D:::A) <(DO H---A)
(DO H) (H---A)
LAS-AM1
O30 H3--01 0.82(2) 1.73(2) 2.452(3) 146(4)
0401 H4---02 0.82(2) 1.89(1) 2.664(3) 158(3)
0801 H8---01 0.82(2) 1.95(1) 2.712(3) 155(3)
N1[] H1A---O8 0.89 1.88 2.757(3) 167
N1[] H1C---02 0.89 2.23 2.845(3) 126
N1[] H1B--06 0.89 2.24 2.958(3) 137
N1[] H1C:--04 0.89 2.37 3.225(3) 160
LAS-AM?2
O30 H3--01 0.82 1.69 2.428(4) 149
04[] H4---02 0.88 1.93 2.803(4) 177
0O8[] H8:--02 0.82 2.05 2.805(4) 154
N1[] HIN---08 0.86 2.07 2.903(4) 162
N1[] H2N---06 0.86 2.36 2.933(4) 125
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Odlegtos¢

Odlegtos¢

Dtugosé

Wiazanie donor-proton  proton-akceptor wigzania (D:::A) I:ngl?-lzar:)a
(DO H) (H---A)
LAS-AM3
O30 H3--01 0.82 1.72 2.448(2) 148
04[] H4---02 0.82 1.96 2.740(2) 159
0O8[] H8---01 0.82 1.88 2.674(2) 163
N1[] H2N---O8 0.91(2) 1.88(2) 2.745(2) 160(2)
N1 HIN---02 0.90(2) 1.94(2) 2.820(2) 168(2)
N1[] H3N--06 0.85(2) 2.13(2) 2.935(2) 159(2)
LAS-AM4
O30 H3--01 1.08(4) 1.39(4) 2.460(2) 165
0401 H4---02 1.00(3) 1.78(3) 2.707(2) 153
0O8[] H8---01 0.90(3) 2.03(3) 2.717(2) 132
N1[] H1IN---O8 0.95(3) 1.96(2) 2.784(2) 144
N10[] H2N---06 0.97(3) 2.08(3) 2.954(2) 150
N1[] H3N---02 0.96(4) 1.86(4) 2.813(2) 168
LAS-AMS5
O10 H1---02 0.92(5) 1.68(5) 2.484(4) 145(5)
0401 H4---03 0.98(3) 1.92(4) 2.762(4) 142(3)
0O8L1] H8:--:02 0.98(4) 1.74(4) 2.686(4) 162(3)
N1 HIN---03 0.95(3) 1.98(3) 2.888(4) 160(3)
N1[] H2N---08 0.97(3) 2.05(3) 2.766(4) 129(3)
N1[] H3N--06 0.89(3) 2.22(3) 2.972(4) 141(3)
N10] H3N---05 0.89(3) 2.23(3) 2.904(4) 132(3)
LAS-AM6
O30 H3--01 1.01(5) 1.50(5) 2.421(4) 149(4)
0801 H8---01 0.86(4) 1.96(4) 2.812(4) 167(4)
N1[] H1A---03 1.05(5) 1.89(5) 2.916(5) 166(4)
N1[] H1B--08 0.81(4) 2.02(4) 2.795(5) 162(3)
N1[] H1B---O7 0.81(4) 2.61(4) 3.085(5) 119(3)
N1[] H1C---02 0.95(6) 2.13(6) 2.979(5) 148(4)
N1[] H3D--06 0.96(7) 1.96(8) 2.908(5) 171(6)
LAS-AM7
O30 H3---01 0.82 1.73 2.461(2) 148(4)
0401 H4---02 0.82 1.83 2.636(2) 168(4)
0O8[] H8---01 0.82 1.94 2.721(2) 160(4)
N1l HIN---O8 0.83(3) 1.99(3) 2.766(2) 155(2)
N1[] H2N---04 0.97(4) 2.29(4) 3.137(2) 145(3)
N1[] H3N--06 0.84(3) 2.21(3) 2.934(2) 143(3)
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3.3 Badania NMR komplekséw kwasu lasalowego z aminami

Jednym z celdw mojej pracy byto okreslenie struktury otrzymanych kompleksow
kwasu lasalowego z aminami w roztworze na podstawie analizy widm magnetycznego
rezonansu jadrowego).Rozpuszczalnikiem uzywanym w badaniach byt deuterowany
chloroform (CDCl3). Przyktadowe widmo *H NMR kwasu lasalowego i jego komplekséw z
aminami zostato pokazane na Rysunku 45, a widmo 13C NMR kwasu lasalowego i jego
komplekséw z aminami na Rysunku 46. W celu jednoznacznego przypisania potfozen
poszczegdlnych sygnatéw w widmach 'H NMR i 3¢ NMR kwasu lasalowego i jego
komplekséw z aminami wykorzystatem dwuwymiarowe techniki korelacyjne COSY, HETCOR i
HMBC. Przyktadowe widma HETCOR oraz COSY kwasu lasalowego i jego komplekséw zostaty
pokazane na Rysunkach 47-52. Wartosci przesunie¢ chemicznych sygnatéw pochodzacych od
wybranych atoméw wegla oraz wodoru w widmach kompleksow LAS-AM1 do LAS-AM7
podane zostaty w Tabelach 5-11.

W widmie kwasu lasalowego protony grup O(4)H i O(8)H obserwowane sg w postaci
jednego sygnatu, natomiast w widmach wszystkich badanych komplekséw protony grup
hydroksylowych wystepujag w postaci oddzielnych sygnatow. Wartos¢ przesuniecia
chemicznego wyzej wymienionych protonéw w duzym stopniu zalezy od rodzaju
kompleksowanej aminy, co zostato pokazane na Rysunku 45. Wartosci przesuniec
chemicznych protonéw grup hydroksylowych dostarczajg informacji na temat struktury
tworzonych komplekséw, a takze na temat wigzan wodorowych, w ktérych tworzenie
zaangazowane sg te grupy.

Analiza przesunie¢ sygnatéw "H NMR pozwala sformutowa¢ nastepujace wnioski:

1) W widmie kwasu lasalowego sygnaty pochodzgce od protonéw grup hydroksylowych
O(4)H i O(8)H wystepujg w postaci jednego szerokiego sygnatu przy 6.14 ppm,
natomiast sygnat od grupy O(3)H obserwowany jest przy 11.84 ppm ze wzgledu na
tworzenie silnego wewnatrzczgsteczkowego wigzania wodorowego z grupg
karboksylowa

2) Wartosci przesunie¢ chemicznych grup hydroksylowych kwasu lasalowego ulegaty

zmianie po utworzeniu kompleksow z poszczegdlnymi aminami, a charakter tych
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zmian wskazuje na zalezno$¢ pomiedzy strukturg kompleksu a rodzajem
kompleksowanej aminy.

3) W widmach 'H NMR badanych komplekséw sygnat od protonu grupy O(3)H
obserwowany byt w zakresie od 11.95 ppm dla kompleksu LAS-AM3 do 16.35 ppm
dla kompleksu LAS-AM?2

4) Sygnat protonu grupy hydroksylowej O(4)H dla badanych komplekséw obserwowany
byt w zakresie od 3.80 ppm dla kompleksu LAS-AM3 do 4.94 ppm dla kompleksu LAS-
AM1

5) Sygnat protonu grupy hydroksylowej O(8)H w badanych kompleksach pojawiat sie w
zakresie od 2.76 ppm dla kompleksu LAS-AM1 do 4.80 ppm dla LAS-AM6

6) Sygnat protondéw sprotonowanej grupy aminowej obserwowany byt w zakresie od

6.94 ppm dla kompleksu LAS-AM6 do 9.34 ppm dla LAS-AM3.

Réznice przesunie¢ chemicznych sygnatéw pochodzacych od grup OH w widmach *H
NMR kwasu lasalowego i w widmach komplekséw z aminami mogg by¢ okreslone
parametrem A (A = Okompleks — Okwas lasalowy)- Wartosci parametru A zestawiono w Tabeli 12.
Dodatnia wartos¢ parametru A sugeruje, ze jadro atomu wodoru silniej oddziatuje z grupa
protonoakceptorowsg, a co za tym idzie wigzanie wodorowe tworzone przez grupe OH jest
silniejsze w strukturze kompleksu niz w przypadku kwasu lasalowego. Ujemna wartos¢
parametru A moéwi o ostabieniu sity wigzania wodorowego tworzonego przez grupe
hydroksylowa.

Ustalono, ze powstate rdznice w potozeniach sygnatow pochodzgcych od grup
hydroksylowych zalezne sg od natury kompleksowanej aminy. Dla grupy O(3)H najwiekszg
roznice przesunie¢ chemicznych, wynoszacg 4.51 ppm obserwuje sie dla kompleksu LAM-
AM2. Taka zmiana przesuniecia chemicznego ttumaczona moze by¢ znaczacym
wzmocnieniem sity wigzania wodorowego tworzonego przez te grupe w kompleksie LAS-
AM?2. Najmniejszg réznice natomiast obserwuje sie dla kompleksu LAS-AM3. Wynosi ona
0.11 ppm, co sugeruje, ze sita wigzania wodorowego tworzonego przez te grupe jest
podobna zaréwno w kwasie lasalowym jak i w kompleksie.

W przypadku grupy O(4)H wartos$¢ parametru A ma znak ujemny i wynosi od -1.20
ppm do -2.34 ppm, co oznacza, ze w kompleksach kwasu lasalowego z aminami wigzanie

wodorowe tworzone przez te grupe ulega ostabieniu. Podobny kierunek zmian obserwuje sie
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dla parametru A dla grupy O(8)H lecz rozpietos$¢ zakresu jest nieco wieksza niz w przypadku
grupy O(4)H i ksztattuje sie w granicach -1.21 ppm do -3.38 ppm, wskazujac, ze wigzanie
wodorowe tworzone przez grupe O(8)H ulega¢ moze wiekszemu ostabieniu niz to tworzone

przez grupe O(4)H.

LASA
OB | i |
- = = . 1 1 I_ | 'I
LAS-AM3
C{aiH
eputETaln O
O{d)H
LAS-AM6
I‘
I | |
‘ | | [ |
| | I\ “
OB ' i F I
Bl &0 L 6 T4 13 20 4R di 44 42 4D i s 34 312 o 1.8 26

Rys. 45 Widmo 'H NMR kwasu lasalowego i komplekséw LAS-AM3 i LAS-AM6 w CDCl; z zakresie
6.4 -2.4 ppm

Widma *H NMR dostarczyty informacji na temat sity wigzan wodorowych tworzonych
przez grupy hydroksylowe. Pomocna przy okresleniu struktur komplekséw kwasu lasalowego
z aminami jest takze technika weglowego rezonansu magnetycznego >C NMR, ktérg mozna
zastosowac do okreslenia zaangazowania atomdw tlenu w proces kompleksowania. Metoda
ta zostata wczesniej zastosowana do badania eteréw koronowych i ich komplekséw z
kationami metali [210]. Zaangazowanie atomu tlenu w proces kompleksowania kationu
obserwowany jest poprzez zmiany potozenia sygnatow pochodzgcych od atomow wegla
sgsiadujacych z danym atomem tlenu. Kompleksowanie kationu przez atom tlenu powoduje
zmniejszenie gestosci elektronowej na tym atomie, przy jednoczesnym zwiekszeniu
ekranowania sgsiadujgcych atomdéw wegla. W zwigzku z tym sygnaty pochodzace od tych
atoméw wegla obserwowane sg przy nizszych wartosciach ppm niz sygnaty pochodzace od

tych samych atomoéow wegla w przypadku nieskompleksowanej czgsteczki. Rdznica w
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potozeniu sygnatéw pochodzgcych od tego samego atomu w widmie kompleksu i w widmie
kwasu moze by¢ okreslona paramaterm A = Sxompleks — Okwas lasalowy-

Poréwnanie zmian przesunie¢ chemicznych najwazniejszych sygnatow B3C NMR w
widmach komplekséw kwasu lasalowego z aminami pozwala na sformutowanie
nastepujgcych wnioskéw:

1) Sygnaty *C NMR pochodzace od atoméw wegla C(11), C(15), C(19) oraz C(22) w
widmach komplekséw obserwowane sg przy nizszych wartosciach ppm, niz w widmie

kwasu lasalowego, co dowodzi, ze potgczone z nimi bezposrednio atomy tlenu O(4),

0O(6) i O(8) biorg udziat w kompleksowaniu aminy.

2) Dodatnia warto$¢ parametru A obserwowana dla sygnatéw 3¢ NMR pochodzacych

od atomu wegla C(13) jest wynikiem zmian konformacyjnych nastepujgcych w

czasteczce kwasu lasalowego po skompleksowaniu aminy

3) Obserwowane dla atomow wegla C(1) i C(2) dodatnia wartos¢ parametru A zwigzana
jest raczej z przewazajgcym efektem zwiekszenia gestosci elektronowej na atomach
tlenu grupy karboksylowej w wyniku jej deprotonacji, niz z brakiem jej

zaangazowania w kompleksowanie aminy.

rozpuszczalinik
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Rys. 46 Przyktadowe widma “3C NMR kwasu lasalowego (—), kompleksu LAS-AM3 (—) i kompleksu
LAS-AMG6 (—) w zakresie 225-45 ppm
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Tabela 5 Przesuniecia chemiczne sygnatéw ‘H i *C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM1
LASA LAS-AM1 roznice (A)miedzy
N przesuniecie chemiczne przesuniecie chemiczne przesunigciami chemicznymi
r atomu
(ppm) (ppm) (ppm)
"H NMR “CNMR "H NMR BCNMR A'H e
1 - 173.2 - 175.3 - 2.1
2 - 111.0 - 115.5 - 4.5
3 - 161.6 - 161.7 - 0.1
4 - 124.2 - 123.4 - -0.8
5 7.17 1345 7.02 1304 -0.15 -4.1
6 6.63 121.4 6.50 119.7 -0.13 -1.7
7 - 144.1 - 144.2 - 0.1
11 4.08 73.0 4.31 71.1 0.23 -1.9
12 2.84 48.8 2.75 49.0 -0.09 0.2
13 - 214.4 - 217.9 - 3.5
14 2.62 55.0 2.48 56.1 -0.14 1.1
15 3.88 83.8 4.10 82.9 0.22 -0.9
18 - 86.2 - 87.5 - 1.3
19 3.50 70.7 3.46 70.3 -0.04 -0.4
22 - 72.6 - 71.1 - -1.5
23 3.93 76.0 3.79 76.6 -0.14 0.6
35 - - 3.67 41.6 - -
O(1)H 6.14,, - - - - -
O(3)H 11.84 - 14.84 - 3 -
O(4)H 6.14,, - 4.94 - 1.2 -
O(8)H 6.14,, - 2.76 - -3.38 -
NH," - - 7.61 - - -
A'H= Oias-am1 — Biasa; A BC= Sias-am1 — Biasa
sz. — szeroki sygnat
|
|
| L l
—— - LT @
- . & ll'." 1]
.' " : - -tg ":
L] ) - [ ]
* & -t
- [ [}
.‘- - L, L]
.J g -

Rys.

47 Przyktadowe widmo korelacyjne COSY kwasu lasalowego
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Tabela 6 Przesuniecia chemiczne sygnatéw ‘H i *C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM2
LASA LAS-AM?2 roznice (A)miedzy
N przesuniecie chemiczne przesuniecie chemiczne przesunigciami chemicznymi
r atomu
(ppm) (ppm) (ppm)
"H NMR “CNMR "H NMR BCNMR A'H e
1 - 173.2 - 174.6 - 1.4
2 - 111.0 - 119.3 - 8.3
3 - 161.6 - 162.1 - 0.5
4 - 124.2 - 127.8 - 3.6
5 7.17 1345 7.00 131.7 -0.17 -2.8
6 6.63 121.4 6.46 119.3 -0.17 -2.1
7 - 144.1 - 143.9 - -0.2
11 4.08 73.0 4.15 71.1 0.07 -1.9
12 2.84 48.8 2.71 49.1 -0.13 0.3
13 - 214.4 - 214.7 - 0.3
14 2.62 55.0 2.42 55.7 -0.2 0.7
15 3.88 83.8 4,15 81.8 0.27 -2
18 - 86.2 - 86.0 - -0.2
19 3.50 70.7 3.76 70.3 026 04
22 - 726 - 71.2 ) 14
23 3.93 76.0 3.83 75.7 0.1 -0.3
35 - - - 162.3 - -
O(1)H 6.14, - - - - -
O(3)H 11.84 - 16.35 - 4.51 -
O(4)H 6.14, - 4.12 - 2.02 -
O(8)H 6.14, - 3.76 - -2.38 -
NH," - - 8.07 - - -

Ty _ A 13~ _
A "H =8 as.am2 — Orasa; A C = 8as.am2 — Orasa

sz. — szeroki sygnat;

| g a

14k

RO TS 7.0 &5 60 5.5 S0 485 40 21§ 20 25 20 18 10 05 ppm

Rys. 48 Przyktadowe widmo korelacyjne HETCOR kwasu lasalowego

Tabela 7 Przesuniecia chemiczne sygnatéw ‘H i *C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM3
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LASA LAS-AM3 roznice (A)miedzy

N przesuniecie chemiczne przesuniecie chemiczne przesunigciami chemicznymi
r atomu
(ppm) (ppm) (ppm)
"H NMR “C NMR "H NMR “CNMR A'H APC

1 - 173.2 - 174.4 - 1.2
2 - 111.0 - 113.1 - 2.1
3 - 161.6 - 161.6 - 0
4 - 124.2 - 123.8 - 0.4
5 7.17 1345 7.15 132.1 -0.02 -2.4
6 6.63 121.4 6.61 119.7 -0.02 -1.7
7 - 144.1 - 144.2 - 0.1
11 4.08 73.0 4.26 71.9 0.18 -1.1
12 2.84 48.8 2.79 48.8 -0.05 0
13 - 214.4 - 216.3 - 1.9
14 2.62 55.0 2.53 55.4 -0.09 0.4
15 3.88 83.8 3.81 83.4 -0.07 -0.4
18 - 86.2 - 86.9 - 0.7
19 3.50 70.7 3.45 70.3 -0.05 -0.4
22 - 72.6 - 71.4 - -1.2
23 3.93 76.0 3.95 76.4 0.02 0.4
35 - - - 133.6 - -
O(1)H 6.14,, - - - - -
O(3)H 11.84 - 11.95 - 0.11 -
O(4)H 6.14,, - 3.80p, - 234 -
O(8)H 6.14,, - 3.80,., - 234 -
NH;" - - 9.34 - - -
NH, 3.80,.,. - - -

T, _ P
A “H =8 as-am3 — Orasa; A C = 8as-am3 — Orasa

sz. — szeroki sygnat; b.sz. — bardzo szeroki sygnat

F1 [ppen]

J
- - -]

. o 9

4 3 1 F2 [ppm]

Rys. 49 Przyktadowe widmo korelacyjne COSY kompleksu LAS-AM4

57



Badania wtasne

Tabela 8 Przesuniecia chemiczne sygnatéw 'H i *C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM4

LASA LAS-AM4 roznice (A)miedzy
N przesuniecie chemiczne przesuniecie chemiczne przesunigciami chemicznymi

r atomu
(ppm) (ppm) (ppm)
"H NMR “CNMR "H NMR BCNMR A'H e

1 - 173.2 - 175.4 - 2.2
2 - 111.0 - 115.5 - 4.5
3 - 161.6 - 161.6 - 0
4 - 124.2 - 123.6 - -0.6
5 7.17 1345 7.05 132.0 -0.12 -2.5
6 6.63 121.4 6.51 120.7 -0.12 -0.7
7 - 144.1 - 144.2 - 0.1
11 4.08 73.0 4.30 71.7 0.22 -1.3
12 2.84 48.8 2.76 48.7 -0.08 -0.1
13 - 214.4 - 217.8 - 3.4
14 2.62 55.0 2.48 55.9 -0.14 0.9
15 3.88 83.8 4.05 83.1 0.17 -0.7
18 - 86.2 - 87.2 - 1
19 3.50 70.7 3.43 70.2 -0.07 -0.5
22 - 72.6 - 71.1 - -1.5
23 3.93 76.0 3.82 76.8 -0.11 0.8
35 - - 3.02 39.3 - -
O(1)H 6.14,, - - - - -
O(3)H 11.84 ; 14.90 - 3.06 -
O(4)H 6.14,, - 4.87,, - 1.27 -
O(8)H 6.14,, - 4.07 - 2.07 -
NH," - - 7.35 - - -

A'H= Oas-ama — Biasa; A BC= Sias-ama — Biasa
sz. — szeroki sygnat; b.sz. — bardzo szeroki sygnat

F1 [pgam]

ED 1] L]

1400

£ (1] i 2 F2 [ppm]

Rys. 50 Przyktadowe widmo korelacyjne HETCOR kompleksu LAS-AM4
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Tabela 9 Przesuniecia chemiczne sygnatéw ‘H i *C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM5

LASA LAS-AM5 roznice (A)miedzy
N przesuniecie chemiczne przesuniecie chemiczne przesunigciami chemicznymi

r atomu
(ppm) (ppm) (ppm)
"H NMR “CNMR "H NMR BCNMR A'H e

1 - 173.2 - 175.5 - 2.3
2 - 111.0 - 115.6 - 4.6
3 - 161.6 - 161.7 - 0.1
4 - 124.2 - 123.6 - -0.6
5 7.17 1345 7.07 133.6 -0.1 -0.9
6 6.63 121.4 6.51 120.2 -0.12 -1.2
7 - 144.1 - 144.2 - 0.1
11 4.08 73.0 4.31 71.2 0.23 -1.8
12 2.84 48.8 2.80 48.9 -0.04 0.1
13 - 214.4 - 218.2 - 3.8
14 2.62 55.0 2.49 56.0 -0.13 1
15 3.88 83.8 4.04 83.1 0.16 -0.7
18 - 86.2 - 87.3 - 1.1
19 3.50 70.7 3.38 70.1 -0.12 -0.6
22 - 72.6 - 70.6 - -2
23 3.93 76.0 3.64 76.1 -0.29 0.1
35 - - 4.21 43.4 - -
O(1)H 6.14,, - - - - -
O(3)H 11.84 - 14.43,,, - 2.59 -
O(4)H 6.14,, - 4.04 - 21 -
O(8)H 6.14,, - 4.93 - 121 -
NH," - - 7.80 - - -

Iy - . 13~ _
AH= 6LAS-AMS - 6LASA; ATC= 6LAS-AMS - 6LASA

sz. — szeroki sygnat; b.sz. — bardzo szeroki sygnat

F1 jppmj

i 3 2 1 F2 [ppm]

Rys. 51 Przyktadowe widmo korelacyjne COSY kompleksu LAS-AM5
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Tabela 10 Przesuniecia chemiczne sygnatéw 'H i *C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM6

LASA LAS-AM6 roznice (A)miedzy
N przesuniecie chemiczne przesuniecie chemiczne przesunigciami chemicznymi

r atomu
(ppm) (ppm) (ppm)
"H NMR “CNMR "H NMR BCNMR A'H e

1 - 173.2 - 175.7 - 2.5
2 - 111.0 - 115.8 - 4.8
3 - 161.6 - 161.5 - -0.1
4 - 124.2 - 123.1 - -1.1
5 7.17 1345 6.99 1319 -0.18 -2.6
6 6.63 121.4 6.46 123.1 -0.17 1.7
7 - 144.1 - 144.0 - -0.1
11 4.08 73.0 4.31 71.4 0.23 -1.6
12 2.84 48.8 2.74 49.0 -0.1 0.2
13 - 214.4 - 217.5 - 3.1
14 2.62 55.0 2.45 55.9 -0.17 0.9
15 3.88 83.8 3.97 82.7 0.09 -1.1
18 - 86.2 - 87.3 - 1.1
19 3.50 70.7 3.39 69.8 -0.11 -0.9
22 - 72.6 - 71.4 - -1.2
23 3.93 76.0 3.82 76.3 -0.11 0.3
35 - - - - - -
O(1)H 6.14,, - - - - -
O(3)H 11.84 - 14.50, ., - - -
O(4)H 6.14,, - 4.03 - 2.66 -
O(8)H 6.14,, - 4.80 - 211 -
NH," - - 6.94 - -1.34 -

Iy - . 13~ _
AH= 6LAS»AMG - 6LASA; ATC= 6LAS-AMG - 6LASA

sz. — szeroki sygnat; b.sz. — bardzo szeroki sygnat

'S

Rys. 52 Przyktadowe widmo korelacyjne HETCOR kompleksu LAS-AM7.
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Tabela 11 Przesuniecia chemiczne sygnatéw ‘H i *C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM7

LASA LAS-AM7 roznice (A) miedzy
N przesuniecie chemiczne przesuniecie chemiczne przesunigciami chemicznymi

r atomu
(ppm) (ppm) (ppm)
"H NMR “CNMR "H NMR BCNMR A'H e

1 - 173.2 - 174.7 - 1.5
2 - 111.0 - 116.6 - 5.6
3 - 161.6 - 161.5 - -0.1
4 - 124.2 - 123.6 - -0.6
5 7.17 1345 7.04 132.7 -0.13 -1.8
6 6.63 121.4 6.52 120.2 -0.11 -1.2
7 - 144.1 - 144.1 - 0
11 4.08 73.0 4.28 70.9 0.2 -2.1
12 2.84 48.8 2.78 48.7 -0.06 -0.1
13 - 214.4 - 217.5 - 3.1
14 2.62 55.0 2.50 55.9 -0.12 0.9
15 3.88 83.8 4.03 83.3 0.15 -0.5
18 - 86.2 - 87.4 - 1.2
19 3.50 70.7 3.48 70.0 -0.02 -0.7
22 - 72.6 - 71.4 - -1.2
23 3.93 76.0 3.90 76.8 -0.03 0.8
35 - - 3.83 29.9 - -
O(1)H 6.14,, - - - - -
O(3)H 11.84 ; 14.88 - 3.04 -
O(4)H 6.14,, - 472, - 1.42 -
O(8)H 6.14,, - 3.96 - 218 -
NH," - - 7.92 - - -

Iy - . 13~ _
AH= 6LAS»AM7 - 6LASA; ATC= 6LAS-AM7 - 6LASA

sz. — szeroki sygnat; b.sz. — bardzo szeroki sygnat

Tabela 12 Przesuniecia chemiczne protonow grup hydroksylowych kwasu lasalowego i jego
komplekséw z aminami
Wartos¢ przesuniecia Roerlca przestiniee
. . chemicznych A (ppm)
zwigzek chemicznego 6 (ppm)
A= 6komleks - 6kwas lasalowy
O(3)H O(4)H O(8)H Al A2 A3
LASA 11.84 6.14 6.14
LAS-AM1 14.84 4.94 2.76 3.00 -1.20 -3.38
LAS-AM?2 16.35 4.12 3.76 4.51 -2.02 -2.38
LAS-AM3 11.95 3.80 3.80 0.11 -2.34 -2.34
LAS-AM4 14.90 4.87 4.07 3.06 -1.27 -2.07
LAS-AM5 14.43 4.04 4.93 2.59 -2.10 -1.21
LAS-AM6 14.50 4.03 4.80 2.66 -2.11 -1.34
LAS-AM7 14.88 4.72 3.96 3.04 -1.42 -2.18

Al = 6KOMPLEKS O(3)H— 5LA5A O(3)H, A2 = 6KOMPLEKS O(4)H— 5LASA O(4)H, A3 = 6KOMPLEKS O(8)H— 6LASAO(8)H
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3.4 Badania FT-IR kompleksow kwasu lasalowego z aminami

Spektroskopia w podczerwieni to doskonata technika spektroskopowa, dzieki ktorej
mozna stwierdzi¢ obecnos¢ réznych grup funkcyjnych w strukturze czasteczki. Dzieje sie tak,
poniewaz grupy atomdéw absorbujg promieniowanie o podobnej czestosci, w wyniku czego
obserwowane jest pojawienie sie pasma absorpcyjnego w okreslonym zakresie widma.
Pomiary widm FT-IR kwasu lasalowego i jego komplekséw z aminami prowadzone byty w
zakresie 4000 cm™ — 400 cm™

Zastosowanie metody spektroskopii w podczerwieni pozwala na poréwnanie struktur
otrzymanych zwigzkéw zardwno w postaci ciata statego (w postaci tabletki z KBr, jak rowniez
w postaci zawiesiny w nujolu/fluorolubie) i w roztworze, dajgc informacje o zmianach
zachodzgcych w strukturze zwigzku po przejsciu z jednego stanu skupienia do drugiego.

Na Rysunkach 53-56 zestawione sg widma kwasu lasalowego i jego kompleksow
wykonane w postaci zawiesin w nujolu/fluorolubie. Dodatkowo widma te zostaty pokazane
w rozszerzonej skali, ktéra pozwala obserwowaé zmiany potozenia pasm v(O-H) oraz v(C=0),
poniewaz wyniki badan NMR wskazaty, ze najwieksze zmiany przesunie¢ chemicznych przy
tworzeniu kompleksow kwasu lasalowego z aminami zwigzane byty z tworzeniem wigzan
wodorowych.

W widmie kwasu lasalowego w ciele statym pasma przypisane drganiom v(O-H)
wykazujg maksima przy 3558 cm™ oraz 3462 cm™. Ponadto w widmie kwasu lasalowego
wystepuje pasmo drgarn v(C=0) grupy karboksylowej przy 1652 cm™ oraz pasmo drgan
v(C=0) grupy karbonylowej przy 1713 cm™

W widmach FT-IR kompleksdw kwasu lasalowego z aminami potozenie pasm drgan
rozciggajgcych v(O-H) ulega zmianie, wskazujgc na zmiane sity wigzan wodorowych
tworzonych przez grupy OH. Pasma przy 3558 cm™ oraz 3462 cm™ obecne w widmie kwasu
zanikajg, w zamian za to pojawiajg sie nowe pasma wykazujgce maksima w zakresie 3400-
3100 cm™ pochodzace od miedzy- i wewnatrzczasteczkowych wigzarn wodorowych o réznej
sile powstatych w strukturze kompleksow

W widmach FT-IR komplekséw kwasu lasalowego z aminami pasmo drgan v(C=0)
grupy karboksylowej obserwowane na widmie nieskompleksowanego kwasu przy 1652cm™

znika, pojawia sie natomiast nowe pasmo obserwowane w przedziale 1585 cm™ — 1598 cm™
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pochodzace od drgan rozciggajacych anionu karboksylanowego v,s(COQ’), co dowodzi, ze w

kompleksach z aminami kwas lasalowy wystepuje w formie zdeprotonowanej. Taka

interpretacja jest zgodna z wynikami badan krystalograficznych.
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Rys. 53 Zestawienie widm FT-IR w ciele statym: kwas lasalowy (- -),LAS-AM1 (—), w zakresie:

a) 4000 — 500 cm™, b) 1800 — 1500 cm™

W widmach FT-IR komplekséw kwasu lasalowego z aminami potozenie pasma

pochodzgcego od drgan rozciggajacych v(C=0) grupy ketonowej obserwowane jest w
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przedziale 1710 cm™ = 1717 cm™ i nie ulega zasadniczym zmianom w stosunku do potozenia
tego pasma w widmie nieskompleksowanego kwasu. Jedynie w kompleksie LAS-AM2 w
omawianym zakresie widoczne sa dwa pasma przy 1717 cm™ i 1710 cm™ pochodzace od
drgan v(C=0) odpowiednio grupy ketonowej anionu kwasu lasalowego oraz grupy ketonowej
zainkludowanej czgsteczki acetonu. Brak zasadniczych zmian potozenia pasma drgan v(C=0)
grupy karbonylowej w widmach komplekséw kwasu lasalowego z aminami wskazuje na brak
zaangazowania tej grupy w tworzenie wigzan wodorowych. Taka interpretacja jest zgodna z

wynikami badar >*C NMR (Tabele 5-11).
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Rys. 54 Zestawienie widm FT-IR w ciele statym: kwas lasalowy (- -),LAS-AM2 (—), w zakresie:

a) 4000 - 500 cm™, b) 1800 — 1500 cm™
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Rys. 55 Zestawienie widm FT-IR w ciele statym: kwas lasalowy (- -),LAS-AM3 (—), LAS-AMA4 (- -), w

zakresie: a) 4000 — 500 cm™, b) 3800 — 1800 cm™, b) 1750 — 1400 cm™
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Rys. 56 Zestawienie widm FT-IR w nujolu/fluorolubie: kwas lasalowy (- -),LAS-AMS5 (- -), LAS-AM6
(—), w zakresie: a) 4000 - 500 cm™, b) 3800 - 1800 cm™, b) 1750 — 1350 cm™
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Poréwnanie widm FT-IR kompleksdw w ciele statym i w roztworze chloroformowym
w pieciu przypadkach: LAS-AM1, LAS-AM2, LAS-AM4 (Rys. 57), LAS-AM5 (Rys. 58) i LAS-AM7
(Rys. 59) wykazato niewielkie zmiany w potozeniu pasm absorpcyjnych, zwigzane z niewielky
réznicg w sile tworzonych wigzan wodorowych. Drgania rozciggajgce grup hydroksylowych
objawiajg sie w postaci szerokiego pasma w tym samym regionie, w ktérym sg one obecne
na widmach kompleksdw w ciele statym, co dowodzi, ze struktura tych komplekséow w

roztworze jest zachowana.
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Rys. 57 Zestawienie widm FT-IR kompleksu LAS-AM4 w nujolu/fluorolubie (- -) oraz w roztworze
chloroformowym (—), w zakresie: a) 4000 — 500 cm™, b) 3800 — 1800 cm™, b) 1750 — 1400

cm?
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Rys. 58 Zestawienie widm FT-IR kompleksu LAS-AM5 w nujolu/fluorolubie (- -) oraz w roztworze
chloroformowym (—), w zakresie: a) 4000 — 500 cm™, b) 3800 — 1800 cm™, b) 1750 — 1350

cm?
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Rys. 59 Zestawienie widm FT-IR kompleksu LAS-AM7 w KBr (—) oraz roztworze chloroformowym
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Poréwnanie widm FT-IR kompleksu LAS-AM3 w ciele statym i w roztworze (Rys. 60)
okazato sie interesujgce, poniewaz w przypadku tego kompleksu widoczne sg duze zmiany
strukturalne w zaleznosci od stanu skupienia. W widmie kompleksu w roztworze
chloroformowym obserwowane jest pojawienie sie nowych pasm przy 1653 cm™, 3597 cm™
oraz 3430 cm™, co wskazuje na czeiciowg dysocjacje kompleksu z utworzeniem
nieskompleksowanego kwasu lasalowego. Interpretacja taka jest zgodna z wynikami analizy
B3C NMR, na co wskazujg mate roéznice przesunie¢ chemicznych pomiedzy sygnatami
pochodzgcymi od atomdw C(1) i C(2) kwasu lasalowego i kompleksu LAS-AM3. Rdznice te —
mniejsze niz w przypadku pozostatych komplekséw — wskazujg na niecatkowity proces
przeniesienia protonu od kwasu lasalowego do aminy. Fakt dysocjacji kompleksu LAS-AM3
potwierdzaja takze wyniki analizy *H NMR. Sygnat rezonansowy pochodzacy od protonu
O(3)H na widmie kompleksu LAS-AM3 obserwowany jest przy 11.95 ppm, a wiec przy
znacznie nizszej wartosci ppm niz w przypadku innych kompleksow. Jednoczesnie rdéznica
pomiedzy przesunieciem chemicznym tego sygnatu i sygnatu pochodzacego od grupy O(3)H
nieskompleksowanego kwasu wynosi tylko 0.11 ppm. Ponadto w widmie *H NMR kompleksu
LAS-AM3 obserwowany jest sygnat pochodzacy od protondéw sprotonowanej grupy
aminowej NH3" aniliny przy 9.34 ppm, jak réwniez sygnat pochodzacy od nie zwigzanych
wodorowo protondow grupy NH, wolnej aniliny przy 3.80 ppm.

W przypadku kompleksu LAS-AM6 réwniez obserwowane sg zmiany w strukturze
kompleksu w ciele statym i w roztworze, jednakze nie sg one tak drastyczne jak w przypadku
wyzej omawianego kompleksu LAS-AM3. W widmie kompleksu LAS-AM6 w roztworze
chloroformowym (Rys. 61) obserwowany jest zanik dwdch pasm widocznych w widmie
kompleksu w postaci ciata statego przy 1684 cm™ i 1401 cm™, co spowodowane jest
czesciowym zerwaniem miedzyczgsteczkowych wigzan wodorowych oraz zmianami w

koordynacji jonu amonowego, po przejsciu do roztworu.
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Rys. 60 Zestawienie widm FT-IR kompleksu LAS-AM3 w nujolu/fluorolubie (—) oraz w roztworze
chloroformowym (—), a takze kwasu lasalowego w roztworze chloroformowym (—) w

zakresie: a) 4000 — 500 cm™, b) 3800 — 1800 cm™, b) 1750 — 1400 cm™
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Rys. 61 Zestawienie widm FT-IR kompleksu LAS-AM6 w nujolu/fluorolubie (—) oraz w roztworze

chloroformowym (- -), w zakresie: a) 4000 — 500 cm™, b) 3900 — 1800 cm™, b) 1750 — 1350

cm?
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3.5 Okreslenie konkurencji w kompleksowaniu amin i kationéw

Kwas lasalowy ukierunkowany jest na kompleksowanie kationdw. Poniewaz w pracy
doktorskiej zajmowatem sie kompleksami kwasu lasalowego z aminami, uznatem za
uzasadnione zbadanie konkurencji w kompleksowaniu przez kwas lasalowy amin i kationow
metali. W tym celu przygotowatem roztwory poszczegdlnych komplekséw kwasu lasalowego
z aminami z dodatkiem kationéw Li*, Na* i K" o réznych stosunkach stechiometrycznych i

poddatem je analizie spektroskopowej i spektrometryczne;j.

3.5.1 Badania ESI-MS

Na widmach ESI-MS kompleksu LAS-AM7 z dodatkiem kationu Li*, Na* i K" w stosunku
stechiometrycznym 1:1 (Rys. 62) obserwowane sg w kazdym przypadku dwa piki. Jeden przy
m/z = 646, pochodzacy od protonowanego kompleksu LAS-AM7 i drugi pik przy wartosci m/z
rownej 597, 613 i 629 pochodzacy od odpowiednich komplekséw kwasu lasalowego z
kationami Li*, Na* i K. Fakt ten dowodzi, ze przy stosunku stechiometrycznym 1:1 jest
mozliwe tworzenie kompleksu kwasu lasalowego z kationami metali nawet w obecnosci
aminy, i ze komplesy te istniejg ze sobg w rownowadze. Taka sama sytuacja obserwowana

byta przy zastosowanym nadmiarze kationu.
597
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Rys. 62 Widma ESI-MS komplekséw kwasu lasalowego z dodatkiem kationéw Li*, Na* i K" w
stosunku stechiometrycznym 1:1 zarejestrowane przy napieciu stozka 10 V
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3.5.2 Badania NMR

Poréwnanie widm *C NMR komplekséw kwasu lasalowego z aminami, do ktérych
dodano kationéw w réznych stosunkach stechiometrycznych z widmem wyjsciowego
kompleksu wykazato rdznice przesunie¢ chemicznych sygnatéw pochodzgcych od atomow
wegla bezposdrednio sgsiadujgcych z atomami tlenu, co wskazuje na proces kompleksowania
kationu w obecnosci aminy. Poréwnane widma dla kompleksu LAS-AM7 i kompleksu z
dodatkiem kationu Li* w stosunkach stechiometrycznych 1:0.25; 1:0.5; i 1:1 przedstawiono
na (Rys. 63).

Wartosci przesunieé chemicznych sygnatéw pochodzacych od wybranych atoméw
wegla oraz wodoru zwigzkow LAS-AM1, LAS-AM7-Li 1:0.25, LAS-AM7-Li 1: 0.5 i LAS-AM7-Li
1:1 zestawiono w Tabeli 13.

Obserwowane roznice przesunie¢ chemicznych, zwtaszcza dla atomu C(13)
potwierdzajg utworzenie kompleksu kwasu lasalowego z kationem Li* w obecnosci aminy
oraz fakt, ze kompleksy te istniejg w rownowadze. Taka interpretacja jest zgodna z

przedstawionymi wyzej wynikami badan ESi-MS.
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Rys. 63 Przyktadowe widma **C NMR kompleksu LAS-AM7 (—) i jego roztworéw z dodatkiem
kationu Li* w stosunkach stechiometrycznych 1:0.25 (—), 1:0.5 (—) i 1:1 (—)
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Tabela 13 Przesuniecia chemiczne sygnatéw 'H i *C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM?7 i jego
roztwordéw z kationem Li* o réznych stezeniach stechiometrycznych

Réznice (A) miedzy

Nr Przesuniecie chemiczne (ppm) przesunieciami chemicznymi
atomu LAS-AM7-Li  LAS-AM7 LAS-AM7 teem)

LAS-AM7 4.0.25 eq Lil:05eq Lilileq A1 a2 A3
1 174.7 175.4 175.4 175.7 0.7 0.7 1
2 116.6 114.7 114.7 115.1 -1.9 -1.9 -1.5
3 161.5 161.3 160.9 160.4 -0.2 -0.6 -1.1
4 123.6 1235 123.4 1233 -0.1 -0.2 -0.3
5 132.7 132.8 132.9 132.9 0.1 0.2 0.2
6 120.2 120.3 120.4 120.6 0.1 0.2 0.4
7 144.1 144.0 143.8 143.5 -0.1 -0.3 -0.6
11 70.9 71.3 71.1 71.2 0.4 0.2 0.3
12 48.7 48.9 48.8 48.7 0.2 0.1 0
13 217.5 217.9 218.3 218.8 0.4 0.8 1.3
14 55.9 55.7 55.7 55.3 -0.2 -0.2 -0.6
15 83.3 83.3 83.3 83.7 0 0 0.4
18 87.4 87.6 87.6 87.6 0.2 0.2 0.2
19 70.0 69.7 69.6 69.5 -0.3 -0.4 -0.5
22 714 71.6 71.6 71.7 0.2 0.2 0.3
23 76.8 77.2 77.2 77.2 0.4 0.4 0.4

Al = 6LAS-AM7—Li 1:0.25eq "~ & LAS-AM7, A2 = 6LAS-AM7—Li 1:0,5eq” & LAS-AM7, A31= 6LAS—AM7-Li l:leq” & LAS-AM7

3.5.3 Badania FT-IR

Poréwnanie widm FT-IR kompleksu LAS-AM7 przed i po dodaniu nadchloranu litu
(Rys. 64) wykazato zmiany w potozeniach pasm absorpcyjnych zwigzane z pojawieniem sie
kationu. W widmie FT-IR kompleksu LAS-AM7 zmianie ulega potozenie pasm pochodzgcych
od drgan v(OH) po dodaniu kationu Li*, co wskazuje na zmniejszenie sity wigzan wodorowych
zwigzane z pojawieniem sie kationu. Ponadto obserwuje sie pojawienie nowego pasma —
nieobecnego w widmie kompleksu LAS-AM7 przed dodaniem nadchloranu — z maksimum
przy 1652 cm™ (Rys. 64c) Pasmo takie obserwowane jest réwniez w widmie kwasu
lasalowego w roztworze chloroformowym i przypisywane jest drganiom v(C=0) zwigzanej
wodorowo grupy karboksylowej. Fakt pojawienia sie tego pasma w widmie kompleksu LAS-
AM7-Li dowodzi, ze nastepuje czesciowa dysocjacja kompleksu kwasu lasalowego, a miejsce
kompleksowanej aminy zajmuje dodany kation litowca. Fakt ten potwierdza réwniez

przesuniecie pasma pochodzacego od drgan v(C=0) grupy ketonowej po dodaniu kationu Li*
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(Rys. 64c), co obserwowane byto w kompleksach kwasu lasalowego z kationem Li* [211].
Wszystkie powyzsze obserwacje wskazujg na obecnos¢ w roztworze réwnowagi pomiedzy
dwoma kompleksami - pierwszym, w ktérym kwas lasalowy kompleksje amine i drugim, w
ktéorej kwas lasalowy kompleksje kation. Taka interpretacja jest zgodna z omdwionymi
wczesniej wynikami badan ESI-MS i NMR, pokazujgc, ze kwas lasalowy jest zdolny do

kompleksowania aminy nawet w obecnosci konkurujgcego o miejsce kompleksujgce kationu.
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Rys. 64 Zestawienie widm FT-IR w roztworze chloroformowym: kompleksu LAS-AM7 (- -)

kompleksu LAS-AM7 z dodatkiem kationu Li* (- -) oraz kwasu lasalowego (- -) w zakresie: a)

4000 - 500 cm™, b) 3900 — 1800 cm™, b) 1750 — 1350 cm™
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3.6 Aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowa kwasu lasalowego i jego

komplekséw z aminami

Kwas lasalowy jest zwigzkiem wykazujgcym aktywnos¢ biologiczna wobec bakterii
Gram-dodatnich, dlatego postanowitem okresli¢ aktywnos¢ biologiczng otrzymanych
komplekséw kwasu lasalowego. Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej kwasu
lasalowego oraz kilku jego komplekséw z aminami (Rys. 65) przeprowadzono we wspotpracy
z dr Joanng Stefanska w Zakfadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego

w Warszawie.

NH NH,
P NN
LAS-AM1 LAS-AM2 LAS-AM3 LAS-AM4

Rys. 65 Struktury zwigzkoéw, dla ktérych badano aktywnos¢ biologiczng

Do badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej uzyto szczepdw ziarenkowcdéw

Gram-dodatnich: Staphylococcus aureus NCTC 4163, Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 11778,

Enterococcus hirae ATCC 10541, Micrococcus luteus ATCC 9341, Micrococcus luteus ATCC
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10240; pateczek Gram-ujemnych: Escherichia coli ATCC 10538, Escherichia coli ATCC 25922,

Escherichia coli NCTC 8196, Proteus vulgaris NCTC 4635, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Pseudomonas aeruginosa NCTC 6749, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27863,
Bordetella bronchiseptica ATCC 4617; oraz drozdzakdw: Candida albicans ATCC 10231,

Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22019.

Szczepy te sg standardowo uzywane w oznaczeniach aktywnosci i/lub $rodkéw
dezynfekcyjnych. Szczepy pochodzity z kolekcji Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Ponadto przebadano aktywnos¢ kwasu lasalowego i jego kompleksu z alliloaming
(LAS-AM1) przeciwko szpitalnym szczepom gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus),
ktore uzyskano z réznych prébek biologicznych od pacjentéw Szpitala Uniwersytetu
Medycznego w Warszawie. W badaniach uzyto 10 szczepdéw wrazliwych na metycyline (S.
aureus MSSA) oraz 10 szczepow opornych na metycyline (S. aureus MRSA)

Badania prowadzono metodg krazkowo-dyfuzyjng oraz oznaczajgc wartosé
minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) zgodnie z zaleceniami CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) [212, 213]

W metodzie krazkowo-dyfuzyjnej na podtoze Mueller-Hinton 1l agar (Becton
Dickinson) lub dla Candida albicans na podtoze RPMI (Sigma) obsiane zawiesing
drobnoustroju o gestosci 0.5 w skali Mc Farlanda nanoszono krazki bibutowe (Whatman 3) o
$rednicy 9 mm nasgczone roztworami badanych zwigzkéw w DMSO w stezeniu 400
pg/krazek. Po okresie inkubacji (18 h w temperaturze 35 °C) mierzono S$rednice stref
zahamowania wzrostu (GIZ) drobnoustrojéw wokoét krgzkéw z badanym zwigzkiem.

Minimalne stezenie hamujace (MIC) oznaczano metodg rozcieficzenn badanego zwigzku
w podtozu statym w zakresie stezern 3.125 pg/ml — 400 pg/ml. Na ptytki MH 1l agar
zawierajace odpowiednie stezenie zwigzku nanoszono po 2l rozcieficzonego szczepu w
iloéci  koricowej 10% cfu/ml,' a w przypadku szczepu E. hirae w ilodci
10° cfu/ml. Wyniki odczytywano po 18-godzinnej inkubacji w temperaturze 35 °C.

Wyniki badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej kwasu lasalowego i jego

komplekséw z aminami zestawiono w Tabelach 14-15

' cru (ang. colony forming unit - jednostka tworzgca kolonie) - skrét oznaczajgcy pojedyncze komarki, z ktérych
w wyniku podziatéw powstang kolonie komérek. W zwigzku z t3 wiasciwoscig, liczba kolonii moze stuzy¢ do
okreslenia stezenia komorek, (CFU) w roztworze.
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Tabela 14. Wartosci srednicy zahamowania wzrostu GIZ [mm] oraz wartosci minimalnego
stezenia hamujgcego MIC [pug/ml]wzrost mikroorganizméw, wyznaczone dla kwasu
lasalowego i jego komplekséw

(GIZ) [mm] oraz (MIC) [ug/ml]

LASA LAS-AM1 LAS-AM2 LAS-AM3 LAS-AM4
GlZ MIC GIZ MIC GIZ MIC GIZ MIC GIZ MIC

S. aureus NCTC 4163 30 4 22 6.25 25 16 28 4 25 4
S. aureus ATCC 25923 29 4 25 3.125 25 16 29 2 27 4
S. aureus ATCC 6538 24 4 24 6.25 23 16 23 2 21 4
S. aureus ATCC 29213 24 4 26 6.25 26 16 23 2 22 4
S. epidermidis ATCC 12228 28 4 28 6.25 25 8 26 4 26 8
B. subtilis ATCC 6633 31 2 26 3.125 26 16 28 2 26 2
B. cereus ATCC 11778 29 2 30 3.125 27 8 30 2 30 4
E. hirae ATCC 10541 20 8 22 6.25 23 32 21 4 20 8
M. luteus ATCC 9341 28 4 29 3.125 28 16 27 2 26 4
M. luteus ATCC 10240 31 4 33 3.125 28 8 31 2 29 4

Przeprowadzone badania mikrobiologiczne wykazaty, ze wszystkie badane kompleksy
kwasu lasalowego wykazujg aktywnos¢é przeciwko bakteriom gram dodatnim.

Kwas lasalowy wykazuje silng aktywnos$¢ przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, nie
jest aktywny natomiast w stosunku do bakterii Gram-ujemnych oraz drozdzakdéw z rodzaju
Candida (Tabela 14). Aktywnos¢ komplekséw LAS-AM1 i LAS-AM2 jest nieco nizsza niz w
przypadku niemodyfikowanego kwasu, a kompleks LAS-AM4 wykazat podobng do kwasu
lasalowego aktywnos¢ wzgledem bakterii Gram-dodatnich. Kompleks LAS-AM3 wykazat sie
wyzszg aktywnoscig niz niemodyfikowany kwas lasalowy, dlatego iz hamuje on wzrost
mikroorganizmow przy nizszych stezeniach niz niemodyfikowany kwas (Tabela 14). Na
Rysunku 66 pokazano badan GlZwykonanych metodg krazkow dyfuzyjnych kwasu
lasalowego (oznaczonego jako 0) oraz jego kompleksow wzgledem szczepow Staphylococcus

aureus NCTC 4163, Bacillus subtilis ATCC 6633 oraz Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
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Rys. 66 zdjecia prébek wykonanych metoda krazkéw dyfuzyjnych wzgledem szczepéw S. aureus
NCTC 4163, B. subtilis ATCC 6633 oraz S. epidermidis ATCC 122. Kwas lasalowy oznaczony
jako 0, kompleks LAS-AM1 jako 1, kompleks LAS-AM2 jako 2, kompleks LAS-AMS3 jako 3, a
kompleks LAS-AM4 oznaczono cyfra 4

—

Staphylococcus aureus NCTC 4163

Bacillus subtilis ATCC 6633 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Zaréwno kwas lasalowy jak i jego kompleksy nie wykazywaty aktywnosci biologicznej
wzgledem testowanych szczepdw bakterii Gram-ujemych oraz grzybdw Candida. Ttumaczy¢
to mozna réznicg w budowie struktur otaczajgcych komadrki bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych. Bakterie Gram-dodatnie posiadajg grubszg $ciane komdrkowa, jednakze bakterie
Gram-ujemne posiadajg dodatkowo btone komérkowg, co nie pozwala na przechodzenie
przez nie hydrofobowych czgsteczek o duzej masie czgsteczkowej, takich jak kwas lasalowy.

Kwas lasalowy i jego kompleks z alliloaming (LAS-AM1), zostaty poddane
dodatkowym testom aktywnosci biologicznej wobec szczepdw gronkowcdw ztocistych
pobranych od pacjentéw warszawskich szpitali.

Bakterie gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus) wystepujg gtdwnie w jamie
nosowo-gardtowej oraz na skérze ludzi i zwierzat. Bakterie te dzieli sie na dwie grupy:
wykazujgce odpornos¢ na metycyline - MRSA (ang. methicillin resistant Staphylococcus
aureus) oraz wrazliwe na dziatanie metycyliny - MSSA (ang. methicillin susceptible
Staphylococcus ureus). Bakterie obecne na skdrze lub jamie nosowo-gardtowej nie sg grozne,
jednak przedostajac sie do wnetrza organizmu np. w wyniku odniesionych ran mogg
wywotaé zakazenie. Zakazenia wywotane przez MRSA stanowig duzy problem, gdyz bakterie
te wykazujg odporno$é wobec antybiotykdow B-laktamowych, takich jak penicylina czy
cefalosporyna. Jedyne skuteczne leki stosowane w leczeniu zakazen wywatanych szczepami
MRSA to antybiotyki glikopeptydowe, takie jak wankomycyna [214-216].

Wyniki badan mikrobiologicznych kwasu lasalowego prowadzone wobec szczepow

szpitalnych gronkowcdéw ztocistych opornych na metycyline (MRSA) i wrazliwych na
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matycyline (MSSA) zestawiono w Tabeli 15. Badania te wykazaty po raz pierwszy, ze kwas
lasalowy i jego kompleks z alliloaming wykazujg duzg aktywnos¢ przeciwko szczepom S.

aureus MSSA jak, i przeciwko szczepom S. aureus MRSA.

Tabela 15. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa kwasu lasalowego i jego kompleksu LAS-AM1
przeciwko wybranym szpitalnym szczepom gronkowca zlocistego (Staphylococcus
aureus) wrazliwych na metycyline (S. aureus MSSA), oraz opornych na metycyline
(S. aureus MRSA) (wartosci minimalnego stezenia hamujacego (MIC) [ug/ml]
wzrost drobnoustrojow testowych).

MIC (ug/ml)
LAS LAS-AM1

S. aureus MSSA 3.125 3.125
319/08 3.125 6.25
320/08 6.25 6.25
321/08 3.125 6.25
322/08 3.125 6.25
323/08 3.125 3.125
324/08 3.125 6.25
325/08 3.125 6.25
336/08 3.125 6.25
337/08 3.125 3.125
338/08 6.25

S. aureus MRSA

307/08 6.25 6.25
308/08 6.25 6.25
309/08 6.25 3.125
329/08 6.25 6.25
330/08 3.125 3.125
331/08 3.125 3.125
332/08 3.125 6.25
333/08 3.125 6.25
334/08 3.125 3.125
335/08 3.125 3.125

Wyniki badan aktywnosci przeciwdrobnustrojowej kwasu lasalowego i jego
komplekséw z aminami pokazaty, ze wszystkie poddane testom zwigzki wykazywaty
aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec bakterii Gram-dodatnich. Najwyzszg aktywnos¢
wykazat kompleks LAS-AM3, ktory pod tym wzgledem okazat sie bardziej aktywny niz
niemodyfikowany kwas lasalowy. Wszystkie badane zwigzki nie wykazaty aktywnosci wobec

bakterii Gram-ujemnym oraz grzybow z rodzaju Candida.
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3.7 Aktywnos$¢ cytotoksyczna kwasu lasalowego i jego

kompleksow

Naturalne polieterowe antybiotyki jonoforowe mogg by¢ istotnymi czynnikami w
terapii antynowotworowej, poniewaz wiekszos¢ z nich wykazuje silng aktywnos$¢ przeciw
proliferacji (namnazaniu) wielu komérek nowotworowych, m. in przeciw komadrkom
wykazujgcym opornosé na rézne leki — MDR (ang. Multidrug Resistance), a takze przeciwko
komérkom macierzystym raka - CSC (ang. Cancer Stem Cells). Aktywnos¢
przeciwnowotworowa antybiotykdw jonoforowych moze by¢ zwigzana z ich zdolnoscig do
kompleksowania kationéw i transportowania ich przez bfony biologiczne. Coraz wiecej
dowoddw wskazuje, ze aktywnos¢ przeciwnowotworowa antybiotykow jonoforowych moze
by¢ wynikiem zdolnosci do indukcji apoptozy, powodujacej smieré komaorki [15]. Dlatego tez
tak wazne jest okreslenie aktywnosci cytotoksycznej antybiotykow jonoforowych i poznanie
doktadnego mechanizmu ich dziatania.

Pojawiajgce sie ostatnio doniesienia na temat aktywnosci cytotoksycznej
antybiotykoéw jonoforowych, a takze zastosowania jednego z nich — salinomycyny w terapii
antynowotworowej ( miedzy innymi regresja nowotworu u pacjentek z rakiem piersi oraz
mniejsze niz w przypadku konwencjonalnych chemioterapeutykéw skutki uboczne terapii)
[102] zainspirowaty mnie do okreslenia po raz pierwszy aktywnosci cytotoksycznej kwasu
lasalowego oraz dwdch jego kompleksow.

Badanie aktywnosci cytotoksycznej kwasu lasalowego oraz jego kompleksow z aniling
(LAS-AM3) oraz N-butyloaming (LAS-AM4) przeprowadzono we wspotpracy z prof. dr hab.
Joanng Wietrzyk w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk
we Wroctawiu.

Do badan aktywnosci cytoksycznej uzyto 6 réznych linii komérkowych: A-549 (ludzki
rak ptuc), MCF-7 (ludzki rak piersi), HT-29 (ludzki rak okreznicy), P-388 (komdrki mysiej
biataczki), HLMEC (ludzki srodbtonek pochodzenia ptucnego) oraz BALB/3T3 (komérki mysich
fibroblastéw). Wszystkie linie komdrkowe znajduja sie w kolekcji linii komodrkowych
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Komarki hodowane byty

W nastepujacy sposob:
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e Komorki linii MCF-7 hodowano w medium Eagle z dodatkiem 10% FBS (bydleca

surowica ptodowa), L-glutaminy (2mM), aminokwaséw oraz insuliny.

e Komorki linii A549 hodowano w medium OptiMEM+RPMI1640 (1:1) z dodatkiem

5% FBS (bydleca surowica ptodowa) oraz L-glutaminy (2mM).

e Komorki linii HT-29 hodowano w medium OptiMEM+RPMI1640 (1:1) z dodatkiem
5% FBS (bydleca surowica ptodowa) oraz glutaminy (2mM) i pirogronianu sodu
(ImM).

e Komdrki linii HLMEC hodowano w medium RPMI1640 z dodatkiem 10% FBS
(bydleca surowica ptodowa) oraz L-glutaminy (2mM).

* Komdrki linii BALB 3T3 hodowano w medium Dulbecco z dodatkiem 10% FBS
(bydleca surowica ptodowa), glutaminy (4mM) oraz glukozy (4,5g/L).

*  Komorki linii P388 hodowano w medium RPMI1640 z dodatkiem 10% FBS
(bydleca surowica ptodowa), L-glutaminy (2mM) oraz pirogronianu sodu (1mM).

Wszystkie media zawieraty antybiotyki: 100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml
penicyliny. Komérki hodowano w wilgotnej atmosferze, 5% CO, w 37°C.

Jako zwigzku referencyjnego uzyto cisplatyny oraz zbadano kontrole rozpuszczalnika,
tj. DMSO, w takim samym stezeniu jak w prébkach z badanymi zwigzkami. Roztwory
wyjsSciowe (stock solutions) testowanych zwigzkéw o stezeniu 10mg/ml przygotowywano do
kazdego doswiadczenia ex tempore, rozpuszczajgc 1 mg preparatu w 100 pl DMSO.
Rozpuszczalnikiem dla dalszych rozcienczen byto medium hodowlane. Zwigzki
przetestowano w przedziatach stezen od 100 do 0,1 pg/ml. Cisplatyna byta badana w
stezeniach od 100 do 0,1 pg/ml.

Oznaczenie dziatania cytotoksycznego badanych zwigzkéw  wykonywano
w 96-godzinnych hodowlach in vitro. Wobec linii komdrek adherentnych zastosowano test
kolorymetryczny SRB (za pomocg sulforodaminy B), mierzacy zahamowanie proliferacji
docelowych komérek na podstawie pomiaru ilosci biatka komdérkowego. Dla komdrek mysiej
biataczki P388 wykonano test redukcji soli tetrazolowej MTT, jako ocene aktywnosci
metabolicznej komoérek. W kazdym doswiadczeniu prébki zawierajgce okreslone stezenia
preparatu nanoszono na ptytki 96-dotkowe w trzech powtdrzeniach. Doswiadczenia

powtarzano od trzech do pieciu razy. Wyniki badan zestawione sg w Tabeli 16.
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Tabela 16. Stezenie IC50 badanych zwigzkéw w ug/ml (Srednia + odchylenie standardowe) dla

wszystkich badanych linii

Linia komérkowa / 1C5o pg/ml
Badany zwigzek

A549 MCEF-7 HT-29 HLMEC P388
LASA 1,35#0,25 4,51+1,83 2,99+1,07 0,45+£0,20 2,13+0,90
LAS-AM3 1,36+0,12 4,08+0,64 3,12+0,54 0,39+0,06 2,72+0,46
LAS-AM4 1,32+0,10 4,17+0,61 3,060,555 0,37+0,02 2,14+0,86
Cisplatyna 3,35+0,30 3,71+0,62 11,18+1,98 1,95+0,13 2,98+0,08

Wszystkie badane zwigzki, bez wzgledu na linie komdrkowe, na ktdorych byty
testowane, sg aktywne w badanym zakresie stezen. Kwas lasalowy oraz jego kompleksy LAS-
AM3 i LAS-AM4 hamowaty proliferacje komdrek mysiej biataczki P388 (ICso w zakresie 2,13-
2,72 pg/ml). Najwyzszg aktywnos¢ zwigzki wykazaty wobec komdrek ludzkiego srédbtonka
pochodzenia ptucnego HLMEC (ICso w zakresie 0,37-0,45 pg/ml) oraz raka
niedrobnokomorkowego ptuca A549 (1,32-1,36 pg/ml). Warty podkreslenia jest fakt, ze
aktywnos¢ kwasu lasalowego i jego komplekséw jest wyzsza od cis-platyny — standardowo
stosowanego leku przeciwnowotworowego. Interesujgce wyniki badan aktywnosci
przeciwnowotworowej kwasu lasalowego powodujg, ze moze byé on traktowany jako
potencjalny kandydat w dalszych poszukiwaniach nowych lekéw w terapii

antynowotworowej.
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4. Czes¢ eksperymentalna
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4.1 Odczynniki i rospuszczalniki

4.1.1 lzolacja soli sodowej kwasu lasalowego z preparatu , Avatec”

Ze wzgledu na brak komercyjnie dostepnego kwasu lasalowego jego sdl sodowg
kwasu lasalowego otrzymatem z preparatu Avatec z firmy Spezialfutter Neuruppin
GmbH&Co. K.G. , ktéry znajduje zastosowanie jako dodatek do pasz dla zwierzat. 500g tego
preparatu poddatem ekstrakcji 2 | chloroformu w aparacie Soxhleta przez 24 godziny.. Po
zakonczeniu procesu pozostawitem kolbe do ostygniecia. Nastepnie roztwér chloroformowy
soli sodowej kwasu lasalowego przesgczytem, aby otrzymac klarowny roztwdr. Przesgcz
podzielitem na dwie czesci i oddestylowatem rozpuszczalnik na wyparce obrotowe;.
Otrzymatem bragzowy osad, ktéry przemywatem eterem naftowym oraz heksanem, az
zmienit barwe na jasniejszg. Otrzymatem 68 g soli sodowej kwasu lasalowego. Wedtug
specyfikacji w 1 kg preparatu Avatec znajduje sie 150 g soli sodowe] kwasu lasalowego.
Wynika z tego, ze otrzymano czysty produkt z wydajnoscig 91%

Czystos¢ produktu zostata potwierdzona przez wykonanie widm FT-IR, a takze NMR

oraz porownanie ich z widmami wzorca.

4.1.2 Pozyskiwanie kwasu lasalowego z jego soli

S6l sodowa kwasu lasalowego (3g) rozpuscitem w 25 ml chlorku metylenu i
przeniostem do rozdzielacza zawierajgcego 50 ml wodnego roztworu kwasu siarkowego o pH
= 1.5 Po intensywnym wytrzgsaniu rozdzielacz pozostawitem i po rozwarstwieniu usungtem
faze wodnga. Faze organiczng wytrzgsatem ponownie z kolejnymi porcjami roztworu H,SO,,
az odczyn fazy wodnej pozostat kwasny. Oddzielong warstwe organiczng, zawierajgcg kwas
lasalowy przeptukatem kilkakrotnie wodg destylowang w celu usuniecia resztek kwasu
siarkowego. Ostatecznie rozpuszczalnik organiczny zostat oddestylowany az do uzyskania
suchej pozostatosci pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymatem 2.6 g kwasu lasalowego.

Czystos¢ produktu zostata potwierdzitem za pomocg widm FT-IR oraz NMR
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4.1.3 Rozpuszczalniki

Wszystkie rozpuszczalniki do pomiarow spektroskopowych (chloroform, deuterowany
chloroform i acetonitryl) zostaty zakupione w firmach korporacji Sigma-Aldrich-Fluka.
Rozpuszczalniki stosowane w pomiarach spektroskopowych suszone byty sitami
molekularnymi 3 A (Aldrich), przez kilkanascie dni przed pomiarem. Rozpuszczalniki uzywane
jako medium reakcyjne (chlorek metylenu) zakupiono w firmie Aldrich lub PPH ,,POCh” S.A.

Gliwice.

4.1.4 Preparatyka komplekséw kwasu lasalowego

Rownomolowe ilosci kwasu lasalowego i odpowiedniej aminy rozpuscitem w chlorku
metylenu, zmieszatem ze sobg i odparowatem douzyskania suchej pozostatosci. Czynnos¢ te
powtdrzytem jeszcze 5 razy. Suchg pozostato$¢ rozpuscitem nastepnie w gorgcym
acetonitrylu lub acetonie i pozostawitem do powolnej krystalizacji. Przeprowadzitem liczne
proby krystalizacji m. in z aminami biogennymi (tryptamina, histamina) i poliamidami
(spermina, spermidyna) ale tylko w 7 przypadkach otrzymatem kompleksy w fazie

krystalicznej z mozliwoscig ich wykorzystania w badaniach krystalograficznych.

4.2 Stosowane metody badawcze.

4.2.1 Dyfrakcja promieni Rentgenowskich

Pomiary dyfrakcji promieni Rentgenowskich wykonano w temperaturze 293 K przy
uzyciu dyfraktometru KUM4A-CCD. Analiza rentgenograficzna zostata przeprowadzona w
Zaktadzie Chemii Materiatdow Wydziatu Chemii UAM przez dr Matgorzate Ratajczak-Sitarz i
Prof. dr hab. Andrzeja Katrusiaka, oraz w Instytucie Niskich Temperatur i Badan
Strukturalnych Pan we Wroctawiu przez prof. Jana Janczaka. Przyktadowe dane krysztatow i

parametry pomiardw zebrano w Tabelach 17-19.

87



Czesc eksperymentalna

Tabela 17.

88

Dane krysztatu i pomiary rentgenowskiego dla krysztatu LAS-AM3

Wzdr empiryczny

Masa molowa

Temperatura (K)

Dtugosé fali

Uktad krystalograficzny ,grupa
przestrzenna

Wymiary kom. elementarnej (A)

Objetos¢ (A%)

z

Obliczona gestosc
Wspotczynnik absorpcji

F(000)

Rozmiar krysztatu

¥ zakres kata

Ograniczenia dla hkl

Liczba reflekséw / refleksy
jednostkowe

Zgodnosc do ¢ =30.10

Metoda zageszczenia

Dane/ ograniczenia / parametry
Poprawno$¢ dopasowania F2
Koricowe Ri [I>20(l)]

R (catos¢ danych)

Najwiekszy i najmniejszy pik na
mapie réznicowej

C34H5405 * CeH7N
683.90

293(2)

0.71073 A

ortorombowy, P2,2,2,

a =10.6585(1)

b = 18.9220(2)
c=19.3361(2)
3899.71(7)

4

1.165 gecm™

0.087 mm™

1488

0.25x0.20 x 0.10 mm
1.51-26.63°
-13<h<13,-23<k<22,-24<1<24

61008 / 8122 R, = 0.0178

99.5 %

Petna macierz najmniejszych kwadratéw dla F
8122 /0/454

1.090

R; =0.0344, wR, = 0.1044

R; =0.0365, wR, = 0.1061

0.173 and -0.120 eA*
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Dane krysztatu i pomiary rentgenowskiego dla krysztatu LAS-AMA4

Wzdr empiryczny

Masa molowa

Temperatura (K)

Dtugosc fali

Uktad krystalograficzny ,grupa
przestrzenna

Wymiary kom. elementarnej (A)

Objetos¢ (A%)

VA

Obliczona gestosc
Wspodtczynnik absorpcji

F(000)

Rozmiar krysztatu

¥ zakres kata

Ograniczenia dla hkl

Liczba reflekséw / refleksy
jednostkowe

Zgodnos¢ do ¢ =30.10

Metoda zageszczenia

Dane/ ograniczenia / parametry
Poprawno$¢ dopasowania F2
Koricowe Ri [I>20(l)]

R (catos¢ danych)

Najwiekszy i najmniejszy pik na
mapie réznicowej

C3sHesNOg
663.91
293(2)
1.54178 A

ortorombowy, P2:2,2,

a=10.1671(1)

b =18.7745(1)

¢ =20.4549(1)
3904.48(3)

4

1.129 gcm'3

0.621 mm™

1456
0.25x0.20x0.15 mm
3.19-73.82°
-12<h<9,-23<k<23,-25<1<25

30662 / 7816 R, = 0.0121

99.3%

Petna macierz najmniejszych kwadratéw dla F
7816 /0/ 447

1.005

R;=0.0421, wR, =0.1375

R; =0.0433, wR, = 0.1406

0.431 and -0.213 eA®
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Tabela 19

Dane krysztatu i pomiary rentgenowskiego dla krysztatu LAS-AM?7

Wzdr empiryczny

Masa molowa

Temperatura (K)

Dtugosé fali

Uktad krystalograficzny ,grupa
przestrzenna

Wymiary kom. elementarnej (A)

Objetos¢ (A%)

z

Obliczona gestosc
Wspotczynnik absorpcji

F(000)

Rozmiar krysztatu

¥ zakres kata

Ograniczenia dla hkl

Liczba reflekséw / refleksy
jednostkowe

Zgodnosc do ¢ =30.10

Metoda zageszczenia

Dane/ ograniczenia / parametry
Poprawno$¢ dopasowania F?
Koncowe R i [I>20(])]

R (catos¢ danych)

Najwiekszy i najmniejszy pik na
mapie réznicowej

C37H59NOg
645.85
293(2)
1.54178 A

ortorombowy, P2,2,2,

a =10.0590(1)

b =18.5610(1)
c=19.7388(1)
3685.15(3)

4

1.164 gcm™

0.648 mm™

1408
0.25x0.20x0.15 mm
3.27-73.81°
-8<h<12,-23<k<22,-24<1<24

30193 /7320 R,y = 0.0127

99.2 %

Petna macierz najmniejszych kwadratéw dla F*
7320/0/ 427

1.038

R;=0.0401, wR, =0.1202

R;=0.0412, wR,=0.1219

0.260 and -0.139 eA

4.2.2 Spektroskopia FT-IR

Widma zwiazkéw o stezeniu 0.07 mol/dm?w bezwodnym chloroformie wykonatem w
kuwecie wyposazonej w okna z monokrystalicznego krzemu. Grubos¢ warstwy roztworu
wynosita 0.176 mm. Pomiary wykonano przy uzyciu aparatu FTIR Bruker IFS 113v z
detektorem DTGS z rozdzielczoécia 2 cm™ w temperaturze 300 K. Uzyto funkcje

apodyzacyjng Happa-Genzela. Standardowo wykonywano pomiar, na ktéry sktadaty sie 64

skany.
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4.2.3 Spektroskopia NMR

Widma 'H, *C NMR badanych zwigzkéw w roztworach wykonatem w stezeniu 0.07
mol/dm? w chloroformie-d stosujac jako wzorzec wewnetrzy TMS. Pomiary wykonano przy
uzyciu aparatu Varian Gemini 300VT w T=293 K i czestotliwosci 300.075 Hz. Doktadnosc
oznaczenia wynosita 0.01 ppm dla pomiaréw *H NMR i 0.1 ppm dla pomiaréw *C NMR.
Poprawno$¢ przypisania sygnatéw w widmach 'H i B3C NMR zostata zweryfikowana na
podstawie dwuwymiarowych widm korelacyjnych (COSY, HETCOR). Parametry akwizycji dla
widm protonowych: impuls 30°, rozdzielczo$¢ 0.64 Hz, liczba skandw 64. Parametry akwizycji
dla widm weglowych: impuls 30° z impulsowym rozprzeganiem protonéw, rozdzielczo$¢ 0.97

Hz, liczba skanow: 2000-8000.

4.2.4 Spektrometria mas

Widma masowe z technika jonizacji ESI (Electrospray lonization) zostaty wykonane na
aparacie Waters/Micromass (Manchester, UK) ZQ dla zwigzkéw w postaci roztworéw w
acetonitrylu o stezeniu rzedu 10°-10* mol/dm?>. Prébki byty dozowane do zrédta ESI przy
uzyciu pomp Harvarda z predkoscig przeptywu wynoszacg 20 pl/min. Potencjaty Zzrédta ESI
wynosity: kapilara 3 kV, soczewki 0.5 kV, ekstraktor 4V. Standardowe widmo ESI
wykonywano przy napieciu stozka cv = 10V. Temperatura zrédta wynosita 120 °C, a
temperatura desolwatacji 300 °C. Do nebulizacji stosowano azot, ktérego predkosc
przeptywu wynosita od 100 do 300 dm>/h. Widma masowe byty wykonywane w trybie jonéw

dodatnich z rozdzielczos$cig wynoszacg m/z = 1.

4.2.5 Analiza elementarna

Analize elementarng otrzymanych zwigzkdw wykonano na aparacie Elementar

Analyzer CHN 240 firmy Perkin Elmer, a uzyskane wyniki zebratem w Tabeli 20.
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4.2.6 Temperatura topnienia

Temperature topnienia otrzymanych krysztatdw zmierzono na aparacie SMP10 firmy

Stuart (Tabela 20)

Tabela 20. Analiza elementarna i temperatura topnienia otrzymanych kompleksow
kwasu lasalowego.

Wazor Analiza elementarna
: %
2wigzek sumaryczny i [%] Tempe.rat.ura
masa molowa topnlenla
[g/mol] Obliczona Wyznaczona
C, 68.59 C, 68.61
LAS-AM1 C37£2'108 H, 9.49 H, 9.59 199-200 °C
' N, 2.16 N, 2.01
CsoHe7N3Og *  C, 62.73 C, 62.77
LAS-AM2 C3HsO H, 8.98 H, 9.04 139-141 °C
746.03 N, 5.62 N, 5.51
CoHoOn * C, 70.18 C, 70.21
LAS-AM3 34775478 H, 8.91 H, 8.88 208-210°C
CeH,N 683.90
N, 2.04 N, 2.07
C, 68.68 C, 68.72
LAS-AM4 C368:§59Nlo 8 H, 9.79 H, 9.75 180-182°C
' N, 2.10 N, 2.13
C, 70.58 C, 70.;62
LAS-AM5 C461;';3;\'(?8 H, 9.02 H, 9.04 179-181°C
‘ N, 2.01 N, 2.03
C, 67.01 C, 67.07
LAS-AM6 C3gg'§82'(?8 H, 9.52 H, 9.48 183-186°C
‘ N, 2.29 N, 2.27
C, 68.83 C, 68.88
LAS-AM7 C3g2';92'508 H, 9.13 H, 9.10 190-192°C
‘ N, 2,16 N, 2.17

4.2.7 Wyznaczanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j

Do badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej uzyto szczepdw ziarenkowcdw

Gram-dodatnich: Staphylococcus aureus NCTC 4163, Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus
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epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 11778,
Enterococcus hirae ATCC 10541, Micrococcus luteus ATCC 9341, Micrococcus luteus ATCC
10240; pateczek Gram-ujemnych: Escherichia coli ATCC 10538, Escherichia coli ATCC 25922,

Escherichia coli NCTC 8196, Proteus vulgaris NCTC 4635, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Pseudomonas aeruginosa NCTC 6749, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27863,
Bordetella bronchiseptica ATCC 4617; oraz_drozdiakéw: Candida albicans ATCC 10231,

Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22019.

Szczepy te sg standardowo uzywane w oznaczeniach aktywnosci i/lub $rodkéw
dezynfekcyjnych. Szczepy pochodzity z kolekcji Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Ponadto przebadano aktywnos¢ kwasu lasalowego i jego kompleksu z alliloaming
(LAS-AM1) przeciwko szpitalnym szczepom gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus),
ktore uzyskano z rdéinych prébek biologicznych od pacjentow Szpitala Uniwersytetu
Medycznego w Warszawie. W badaniach uzyto 10 szczepéw wrazliwych na metycyline (S.
aureus MSSA) oraz 10 szczepow opornych na metycyline (S. aureus MRSA)

Badania prowadzono metodg krazkowo-dyfuzyjng oraz oznaczajagc wartoscé
minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) zgodnie z zaleceniami CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute)

W metodzie krgzkowo-dyfuzyjnej na podtoze Mueller-Hinton |1l agar (Becton
Dickinson) lub dla Candida albicans na podtoze RPMI (Sigma) obsiane zawiesing
drobnoustroju o gestosci 0.5 w skali Mc Farlanda nanoszono krazki bibutowe (Whatman 3) o
srednicy 9 mm nasgczone roztworami badanych zwigzkdw w DMSO w stezeniu 400
pg/krazek. Po okresie inkubacji (18 h w temperaturze 35 °C) mierzono $rednice stref
zahamowania wzrostu drobnoustrojow wokot krgzkow z badanym zwigzkiem.

Minimalne stezenie hamujace (MIC) oznaczano metodg rozciefczen badanego zwigzku
w podtozu statym w zakresie stezen 3.125 pg/ml — 400 pg/ml. Na ptytki MH 1l agar
zawierajgce odpowiednie stezenie zwigzku nanoszono po 2l rozcieiczonego szczepu w
ilosci  koricowej 10° cfu/ml,’ a w przypadku szczepu E. hirae w ilosSci

10° cfu/ml. Wyniki odczytywano po 18-godzinnej inkubacji w temperaturze 35 °C.
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4.2.8 Wyznaczanie aktywnosci cytotoksycznej

Do badan aktywnosci cytoksycznej uzyto 6 réznych linii komorkowych: A-549 (ludzki
rak ptuc), MCF-7 (ludzki rak piersi), HT-29 (ludzki rak okreznicy), P-388 (komodrki mysiej
biataczki), HLMEC (ludzki Srédbtonek pochodzenia ptucnego) oraz BALB/3T3 (komdrki mysich
fibroblastéw). Wszystkie linie komdérkowe znajduja sie w kolekg;ji linii komdérkowych Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Komorki hodowane bylty w

nastepujacy sposoéb:

e Komorki linii MCF-7 hodowano w medium Eagle z dodatkiem 10% FBS (bydleca

surowica ptodowa), L-glutaminy (2mM), aminokwasdéw oraz insuliny.

e Komorki linii A549 hodowano w medium OptiMEM+RPMI1640 (1:1) z dodatkiem

5% FBS (bydleca surowica ptodowa) oraz L-glutaminy (2mM).

e Komorki linii HT-29 hodowano w medium OptiMEM+RPMI1640 (1:1) z dodatkiem
5% FBS (bydleca surowica ptodowa) oraz glutaminy (2mM) i pirogronianu sodu
(ImM).

e Komérki linii HLMEC hodowano w medium RPMI1640 z dodatkiem 10% FBS
(bydleca surowica ptodowa) oraz L-glutaminy (2mM).

e Komérki linii BALB 3T3 hodowano w medium Dulbecco z dodatkiem 10% FBS
(bydleca surowica ptodowa), glutaminy (4mM) oraz glukozy (4,5g/L).

e Komdrki linii P388 hodowano w medium RPMI1640 z dodatkiem 10% FBS
(bydleca surowica ptodowa), L-glutaminy (2mM) oraz pirogronianu sodu (1mM).

Wszystkie media zawieraty antybiotyki: 100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml
penicyliny. Komoérki hodowano w wilgotnej atmosferze, 5% CO, w 37°C.

Jako zwigzku referencyjnego uzyto cisplatyny oraz zbadano kontrole rozpuszczalnika,
tj. DMSO, w takim samym stezeniu jak w probkach z badanymi zwigzkami. Roztwory
wyjsciowe (stock solutions) testowanych zwigzkéw o stezeniu 10mg/ml przygotowywano do
kazdego doswiadczenia ex tempore, rozpuszczajgc 1 mg preparatu w 100 pl DMSO.
Rozpuszczalnikiem dla dalszych rozcieficzen byto medium hodowlane. Zwigzki
przetestowano w przedziatach stezen od 100 do 0,1 pg/ml. Cisplatyna byta badana w

stezeniach od 100 do 0,1 pg/ml.
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Oznaczenie dziatania cytotoksycznego badanych zwigzkéw wykonywano
w 96-godzinnych hodowlach in vitro. Wobec linii komorek adherentnych zastosowano test
kolorymetryczny SRB (za pomoca sulforodaminy B), mierzacy zahamowanie proliferacji
docelowych komédrek na podstawie pomiaru ilosci biatka komdrkowego. Dla komdrek mysiej
biataczki P388 wykonano test redukcji soli tetrazolowej MTT, jako ocene aktywnosci
metabolicznej komdrek. W kazdym doswiadczeniu prébki zawierajgce okreslone stezenia
preparatu nanoszono na ptytki 96-dotkowe w trzech powtdrzeniach. Do$wiadczenia
powtarzano od trzech do pieciu razy

Kontrola rozpuszczalnika wykazata brak dziatania samego DMSO na komorki linii
A549, HT-29, BALB 3T3, natomiast w przypadku linii MCF-7 stwierdzono nieznaczne
zahamowanie proliferacji (rzedu kilkunastu procent) przy najwyzszym testowanym stezeniu
DMSO wynoszacym 1%. Podobnie dla linii HLMEC, przy stezeniu DMSO 1%, zaobserwowano

zahamowanie wzrostu komoérek w zakresie 20-49%.
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5. Podsumowanie 1 wnioski
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W trakcie realizacji pracy doktorskiej otrzymatem siedem nowych komplekséw kwasu
lasalowego z aminami o rdinej strukturze: z alliloaming (LAS-AM1), z 1,1,3,3-
tetrametyloguanidyng (LAS-AM2), z aniling (LAS-AM3), z N-butyloaming (LAS-AM4), z
benzyloaming (LAS-AMS5), z amoniakiem (LAS-AM6) oraz z propargiloaming (LAS-AM7),
wszystkie w stanie krystalicznym.

Przeprowadzone badania ESI-MS wykazaty, ze kwas lasalowy tworzy kompleksy z
aminami w stosunku stechiometrycznym 1:1. Analiza krystalograficzna pozwolita na
jednoznaczne ustalenie struktury tych kompleksow. Stwierdzono, Zze czgsteczka kwasu
lasalowego w kompleksach jest zawsze zdeprotonowana, a sprotonowana amina jest
kompleksowana w pseudo-cyklicznej strukturze anionu kwasu lasalowego. Ta pseudo-
cykliczna struktura stabilizowana jest za pomocg wewnatrzczasteczkowych wigzan
wodorowych pomiedzy zdeprotonowang grupg karboksylowg a grupami hydroksylowymi
O(3)H, O(4)H i O(8)H. We wszystkich kompleksach najkrétsze jest wewnatrzczgsteczkowe
wigzanie wodorowe pomiedzy grupg hydroksylowg O(3)H a grupa karboksylanowg. Diugosc
tego wiazania, waha sie od 2.421 A dla kompleksu LAS-AM6 do 2.461 A dla kompleksu LAS-
AM?7, co klasyfikowato by je do grupy bardzo silnych wigzan wodorowych. Jednakze kat tego
wigzania wodorowego, o wartosci w granicach miedzy 146°a 165°, uzasadnia zaliczenie go
do jedynie Srednio-silnych wigzan wodorowych. Analiza parametréw pozostatych wigzan
wodorowych pozwala zakwalifikowac je do wigzan stabych.

Szeregu istotnych informacji o strukturze komplekséw kwasu lasalowego z aminami
w ciele statym i szczegdlnie w roztworze dostarczyty szeroko przeprowadzone badania
spektroskopowe. Spektroskopie 'H NMR wykorzystatem do okreslenia zmian sity wigzan
wodorowych towarzyszgcych procesowi kompleksowania. Najwieksze zmiany przesuniecia
chemicznego protondéw grup hydroksylowych obserwowane bylty dla grupy O(3)H,
zaangazowanej w wewnatrzczgsteczkowym wigzaniu wodorowym O(3)0 HO(1). Analiza
widm 'H NMR wykazata, ze wigzanie to ulega wzmocnieniu po skompleksowaniu czasteczki
aminy przez kwas lasalowy. Odwrotny kierunek zmian obserwowany byt w przypadku wigzan
wodorowych tworzacych sie przy udziale grup hydroksylowych O(4)H i O(8)H. Stwierdzitem,
Zze wewnatrzczgsteczkowe wigzania wodorowe tworzone przez te grupy ulegajg ostabieniu

po skompleksowaniu aminy przez kwas lasalowy.
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Analiza widm *C NMR dostarczyta informacji o zaangazowaniu atoméw tlenu O(4),
O(6) i O(8) czagsteczki kwasu lasalowego w kompleksowaniu amin. Wykluczono natomiast
mozliwos¢ tworzenia wigzania wodorowego miedzy atomem tlenu O(5) a grupami
aminowymi. Dodatnig warto$¢ parametru A obserwowang dla tego atomu przypisano
zmianom konformacyjnym wystepujacym w czgsteczce anionu kwasu lasalowego w wyniku
skompleksowania aminy.

Na podstawie widm w podczerwieni wykonanych w ciele statym i w roztworze
chloroformowym mozliwe stato sie pordwnanie struktur otrzymanych komplekséw w dwdch
stanach skupienia. Rdéznice w potozeniu pasm absorpcji drgan rozciggajgcych grup
hydroksylowych v(0O-H) pozwolity na stwierdzenie réznego ich zaangazowania w tworzenie
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych miedzy proponowang aming a anionem
kwasu lasalowego.

Pojawienie sie na widmach FT-IR komplekséw kwasu lasalowego z aminami pasma w
przedziale 1585 cm™ — 1598 cm™ przypisanego drganiom rozciggajacym anionu
karboksylanowego v,(COO) i jednoczesny brak pasma przy okoto 1652 cm?,
charakterystycznego dla v(C=0) grupy karboksylowej kwasu lasalowego, dowodzi
jednoznacznie, ze kwas ten w badanych kompleksach wystepuje w formie zdeprotonowane;j.

Brak zasadniczych zmian w pofozeniu pasma pochodzacego od drgan rozciggajacych
v(C=0) grupy ketonowej w widmach komplekséw kwasu lasalowego w poréwnaniu z
widmem kwasu wykazat brak zaangazowania tej grupy w kompleksowaniu aminy.

Poréwnanie widm FT-IR w ciele statym i w roztworze chloroformowym w przypadku
pieciu komplekséw (LAS-AM1, LAS-AM2, LAS-AM4, LAS,AM5 i LAS-AM7) wykazato jedynie
niewielkie zmiany w potozeniu pasm absorpcyjnych zwigzane z pewnymi réznicami w sile
wewnatrzczgsteczkowych wigzan wodorowych obecnych w badanych zwigzkach.
Obserwacja ta stanowi podstawe wniosku o podobienstwie struktury badanych komplekséw
w ciele statym i w roztworze. Natomiast istotne rdznice w widmach FT-IR w przypadku
kompleksu kwasu lasalowego 1z aniling (LAS-AM3) wskazujg, ze w roztworze
chloroformowym kompleks ulega czesciowej dysocjacji do kwasu lasalowego i aniliny. O
procesie tym $wiadczy pojawienie sie pasma przy 1653 cm™ charakterystycznego dla drgari
v(C=0) grupy karboksylowej kwasu lasalowego. Interpretacja taka jest zgodna z wynikami

analizy widm *H NMR i *C NMR.
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Takze w przypadku kompleksu LAS-AM6 obserwowane sg pewne rdéznice w strukturze
kompleksu w ciele statym i w roztworze zwigzane gtdwnie ze zmiang w koordynacji jonu
amonowego po rozpuszczeniu kompleksu.

Szeroko przeprowadzona analiza spektroskopowa pozwolita takze na stwierdzenie
konkurencji w tworzeniu kompleksow kwasu lasalowego z aminami i kationami metali
jednowartosciowych (Li*,Na* i K*). Na podstawie analizy wynikéw badan ESI-MS, NMR i FT-IR
ustalitem, ze kwas lasalowy zdolny jest do kompleksowania amin w obecnosci kationow
metali jednowartos$ciowych, przy czym kompleksy kwasu lasalowego z kationami i z aming
wspotistnieja w rownowadze.

Kwas lasalowy oraz 4 jego kompleksy zostaty poddane szczegétowej analizie
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w stosunku do szczepdw ziarniakdw Gram-dodatnich,
pateczek Gram-ujemnych oraz drozdzakéw. Ponadto okreslono aktywnos$é kwasu lasalowgo i
jego kompleksu z alliloaming (LAS-AM1) przeciwko szpitalnym szczepom gronkowca
ztocistego (Staphylococcus aureus), ktére uzyskano z réznych prébek biologicznych od
pacjentéw Szpitala Uniwersytety Medycznego w Warszawie. Uzyto przy tym 10 szczepow
wrazliwych na metycyline — (S. aureus MSSA) oraz 10 szczepéw opornych na metycyline (S.
aureus MRSA). Stwierdzono, ze poza kwasem lasalowym 4 jego kompleksy z aminami
wykazaty aktywnos$¢ przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, przy czym kompleks z aniling
(LAS-AM3) wykazywat nieco wyzszg aktywnos¢ niz kwas lasalowy a kompleksy z alliloaming i
N-butyloaming cechujg sie podobng aktywnoscig do niemodyfikowanego kwasu. Waznym
rezultatem badan mikrobiologicznych byto wykazanie, ze kwas lasalowy i jego kompleks z
alliloaming (LAS-AM1) wykazujg aktywnos$¢ przeciwko antybiotykoopornym szczepom
gronkowca ztocistego (Staphylococcus ureus). Bakterie te sg niezwykle groznym zrédtem
zakazen szpitalnych i czesto prowadzg do Smierci pacjentow.

Pojawiajace sie ostatnio doniesienia na temat aktywnosci przeciwnowotworowej
antybiotykow jonoforowych zainspirowaty mnie do okreslenia aktywnosci cytotoksycznej
kwasu lasalowego i jego komplekséw. Na podstawie badan stwierdzono, ze zaréwno kwas
lasalowy jak i jego kompleksy wykazujg aktywnos¢ wobec linii komérkowych ludzkiego raka
ptuc, raka okreznicy oraz raka piersi. Co warte podkreslenia, aktywnos¢ kwasu lasalowego i
jego kompleksow jest wyisza od cis-platyny — standardowo stosowanego leku
przeciwnowotworowego. Zatem kwas lasalowy moze by¢ traktowany jako potencjalny

kandydat w dalszych poszukiwaniach nowych lekédw w terapii antynowotworowe;j.
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Wyniki badan zwigzanych z tematem niniejszej pracy doktorskiej zostaty
opublikowane w czterech pracach, ktére ukazaty sie w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym: Journal of Molecular Structure [217-219], BioMed Research
International [105] oraz zostaly przedstawione w postaci trzech komunikatéw na
miedzynarodowych konferencjach naukowych [220-222]. Ponadto jestem wspotautorem

dwdch innych prac, ktére ukazatu sie w czasopismach z listy filadelfijskiej [209, 223].

Najwazniejsze rezultaty niniejszej pracy to:

- opracowanie wydajnej metody pozyskiwania soli sodowej kwasu lasalowego z preparatu

Avatec

- otrzymanie siedmiu nowych komplekséw kwasu lasalowego z aminami w stanie

krystalicznym

-szczegotowe okreslenie struktur otrzymanych kompleksdw przy wykorzystaniu metod

krystalograficznych, spektroskopii 'H NMR, *C NMR, FT-IR oraz spektrometrii masowej ESI.

- wykazanie mozliwosci tworzenia komplekséw kwasu lasalowego z aminami nawet w
obecnosci konkurujgcych kationdw metali jednowartosciowych (Li*,Na* i K*) oraz wykazanie

istnienia rownowagi miedzy takimi kompleksami

- wykazanie przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci nowych kompleksdw kwasu lasalowego z
aminami  przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, a w szczegdlnosci przeciwko

antybiotykoopornym szczepom gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus MRSA).

- wykazanie wyzszej aktywnosci kwasu lasalowego i dwdch jego komplekséw z aniling i N-
butyloaming (LAS-AM3 i LAS-AM4) przeciw komérkom nowotworowym niz w przypadku

cisplatyny - standardowo stosowanego leku przeciwnowotworowego.
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Spectroscopic, structural and antimicrobial investigation of new salts
of lasalocid acid with amines

Summary in English

The main objective of this dissertation was to determine the structure and biological
activity of new salts of lasalocid acid with amines and also to evaluate the competition
between amines and metal cations for complexation by lasalocid acid.

Seven new complexes of lasalocid acid with amines were obtained in the crystal state
and in solution. Mass spectrometry studies revealed that lasalocid acid forms complexes
with amines of 1:1 stoichiometry. Spectroscopic and X-ray studies showed that in complexes
with amines lasalocid acid is deprotonated and protonated amine molecule is complexed in
the hydrophilic pocket formed by lasalocid acid anion. Analysis of spectroscopic data have
shown that after complexation of amine molecule, intramolecular hydrogen bond formed by
O(3)H hydroxyl group gets stronger, and two other intramolecular bonds, formed by O(4)H
and O(8)H hydroxyl groups get weaker. Intermolecular hydrogen bonds formed between
lasalocid acid anion and protonated amine molecule were generally weak. X-ray and
spectroscopic studies showed that in 5 cases the structure of lasalocid acid complexes were
comparable in solid state and in solution. In two cases the structures of lasalocid acid
complexes observed in solid state were different in solution due to the partial dissociation
connected with formation of lasalocid acid and free amine molecule and due to changes in
coordination of amine molecule. Spectroscopic analysis also showed that lasalocid acid was
able to complex amine molecule even in the presence of monovalent cations (Li*, Na*, K)
and an equilibrium between the two types of lasalocid acid complexes with amine and with
cation was observed.

Antimicrobial activity of lasalocid acid and its four complexes was tested. Biological
studies showed that lasalocid acid and its complexes were active against Gram-positive
bacteria. The activity of lasalocid acid complex with phenylamine was higher than that of
pure lasalocid acid and the activities of complexes with allylamine and N-buthylamine were
comparable with that of uncomplexed acid. Lasalocid acid and its complex with allylamine
(LAS-AM1) was additionally tested against clinically isolated Staphylococcus and showed

good activity towards some strains of methicillin-susceptible S. aureus (MSSA), methicillin-



resistant S. aureus (MRSA). Lasalocid acid and its two complexes with phenylamine and N-
butylamine were tested for cytotoxic activity and showed activity against human lung, breast
and colon cancer cell lines. The cytostatic activity of lasalocid acid and its complexes was
greater than that of cisplatin, indicating that lasalocid and its complexes could be promising

candidates for new anticancer drugs.



