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1. WPROWADZENIE

Poszukiwanie zwigzkdw biologicznie czynnych, stosowanych w zwalczaniu
czynnikow chorobotwérczych roslin, zwierzat i cztowieka stato sie koniecznoscig
w obliczu szerzenia sie wielu groznych choréb i rosngcej opornosci
drobnoustrojéw na skuteczne do niedawna srodki. Szczegdlnie trudne do
zwalczenia sg zakazenia grzybami, ktérych czesto$¢ wystepowania w ciggu kilku
ostatnich lat dramatycznie wzrosta [1].

Racjonalne szukanie $rodkdéw biologicznie czynnych polega na takim
projektowaniu struktury zwigzku, aby oddziatywat on z wybranym receptorem
biologicznym. Substancje takg znajduje sie zwykle przez optymalizacje jej
struktury, tak by wykazywata najbardziej korzystne witasciwosci. Oczywiscie z
gory zaktada sie jej mozliwosci biologicznego oddziatywania, lecz obecny stan
wiedzy w dziedzinach biologii i biochemii jeszcze nie pozwala na dokfadne
przewidywanie dziatania dowolnych zwigzkéw chemicznych na komorki, a tym
bardziej na cate organizmy.

Szansa dobrego zaprojektowania struktury o zatozonej aktywnos$ci pojawia
sie wowczas, gdy dziatanie biologiczne rozpatruje sie na poziomie moleku-
larnym. Jedng ze struktur komorkowych najbardziej eksponowanych na dziatanie
zwigzkow chemicznych sg btony komoérkowe. Zwigzki mogg oddziatywaé z btong
specyficznie poprzez receptory biatkowe, w tym réowniez enzymy, lub niespecy-
ficznie przez nieswoiste interakcje z lipidami btonowymi.

Szczegolnie silnie oddziatywujg z btong substancje o charakterze
amfifilowym. Zwigzki amfifilowe posiadajg w swojej czasteczce dwie wydzielone
czedci: hydrofilowg (lipofobowa) i hydrofobowg (lipofilowa). Miejsc, na ktére mogg
oddziatywac¢ zwigzki amfifilowe jest w btonie komérkowej duzo, gtéwnie jednak
substancje te lokujg sie w czesci lipidowej btony. Nastepstwami wbudowywania
sie czgsteczek amfifilu w btone moze by¢ tworzenie sie domen lipidowych [2],

modulowanie wiasciwosci fosfolipidow [3], czy tez tworzenie struktur niewarstwo-



wych w btonie [4]. W stezeniach sublitycznych zwigzki amfiflowe wywotujg
zmiany w fizycznych wiasciwosciach btony, np. powiekszenie powierzchni btony,
a co za tym idzie — obnizenie wrazliwosci osmotycznej komoérek, ale takze
stabilizacje btony i obnizenie jej wrazliwo$ci na proces lizy osmotycznej i mecha-
nicznej [5]. Zwigzki amfifilowe moga réwniez wptywac na transport przez btone, a
w stezeniach przedlitycznych podnosi¢ przepuszczalno$é dla wody, jondéw i
czgsteczek obojetnych o niskiej masie czgsteczkowej [6]. Wbudowujac sie do
btony, zwigzki amfifilowe moga powodowac posrednio lub bezposrednio zmiany
aktywnosci enzymow btonowych [7].

Praca niniejsza poswiecona jest substancjom lizosomotropowym oraz ich
oddziatywaniu na bfony biologiczne i procesy transportowe przez btony. Tym
zagadnieniom poswiecony jest nastepny rozdziat, w ktérym omawiam doniesienia

literaturowe dotyczace tego zakresu.



2. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

2.1. Zwiazki amoniowe jako substancje biologicznie czynne.

Biologicznie czynne czwartorzedowe sole amoniowe (CSA) stanowig
grupe zwigzkéw amfiflowych o ogélnym wzorze (R Rz R3)N'R4X™ gdzie rodnik
R4 stanowi dtugi tancuch alkilowy o réznej liczbie atoméw wegla, a R4, Rz, R3 to
m.in. grupy alkilowe: nasycone, nienasycone, rozgatezione lub nie, cykliczne lub
acykliczne, wzglednie alkiloaromatyczne [8]. Dodatnio natadowany atom azotu
wraz z grupami alkilowymi stanowi hydrofilowg cze$¢ zwigzku, natomiast tancuch
o réznej liczbie atomdw wegla jest jego czescig hydrofobowa.

Czwartorzedowe sole amoniowe charakteryzujg sie gtobwnie dziataniem
przeciwbakteryjnym [8,9,10], a takze wykazujg wtasciwosci grzybobojcze [11,12].
Zarowno grzybo- jak i bakteriobojcze wtasciwo$ci omawiane] grupy zwigzkow
zaleza od dtugosci tancucha alkilowego (najbardziej efektywny okazat sie taricuch
zawierajgcy od 11 do 14 atomoéw wegla), jak rowniez od budowy polarnego
fragmentu czasteczki [13].

Wyizolowane z materiatu biologicznego (bakteryjnego, roslinnego czy
zwierzecego), czwartorzedowe sole amoniowe (CSA), wykazujg duzg i zréznico-
wang aktywnos$¢ biologiczng. Wystepujgce w naturze czwartorzedowe sole amo-
niowe stanowig grupe metabolitdw sktadajgcy sie z ponad 100 substancji, w tym
tak znane jak cholina i glicynobetaina. Przeciwdziatajg one gtéwnie egzogenne-
mu stresowi, to jednak szereg innych specyficznych funkcji przypisano poszcze-
gélnym cztonkom tej rodziny substancji [15]. Glicynobetaina, syntezowana przez
rosliny wyzsze [16], bakterie [17], glony [18] i zwierzeta [19] petni role osmoregu-
lacyjng; bierze takze udziat w transmetylacji fosfatydyloetanoloaminy w komor-

kach watrobowych ssakoéw [20] oraz hamuje metamorfoze jamochtonéw [21].



Karnityna przenosi aktywowane kwasy ttuszczowe przez wewnetrzng btone
mitochondrialng i bierze udziat w metabolizmie lipidow [22].

W zwigzku z réznorodnoscig mechanizmow dziatania CSA pochodzenia
naturalnego i szerokim jego spektrum, syntezowanie CSA o charakterze
amfifilowym i réznej dtugosci tancucha alkilowego, wydaje sie by¢ interesujace
zarobwno pod wzgledem praktycznym (zastosowanie nowych zwigzkéw jako
srodkow grzybo- i bakteriobojczych), jak i poznawczym (szczegdétowe poznanie
mechanizmoéw dziatania).

Syntetycznie otrzymywane CSA wykazujg dziatanie grzybo- i bakterio-
bojcze, jesli struktura czgsteczki jest strukturg kationowego surfaktantu, tj. jesli
zwigzek ma charakter amfifilowy i sktada sie z polarnej, obdarzonej dodatnim
tadunkiem gtéwki i hydrofobowego tarncucha o odpowiedniej dtugosci. Przykta-
dem mogag by¢ zsyntezowane wczesniej w naszym zespole czwartorzedowe sole
amoniowe [23], u ktérych wykazano dziatanie biologiczne, w stosunku zaréwno
do grzybow [24], glonow [12,25], jak i drozdzy Saccharomyces cerevisiae
[26,27,28].

Szczegodlnie interesujgce wtasnosci grzybobojcze wykazata grupa soli B-
metylo-p-nitrowinylo-benzylo-amoniowych, przede wszystkim soli morfoliniowych
o 12-to weglowym tancuchu alkilowym, charakteryzujacych sie bardzo wysokg
aktywnoscig w stosunku do Alternaria tenuis, a szczegoélnie wobec Botrytis

cinerea [23].

'NO,
CH=C’
Riie CH; _©
N—CH;, o
Ry
2 CnHan+1 OCH;

Wykazano, ze obecno$¢ podstawnika f(-nitrowinylowego wptywa znacznie na
aktywnos$c¢ grzybobdjczg tych soli, a takze wzmaga ich oddziatywanie na btony
biologiczne i modelowe oraz transport jonéw siarczanowych i jonéw wapnia przez
te btony [29]. Autorzy wnioskujg, ze uktad nitrowinylo-benzylowy powoduje

gtebszg inkorporacje soli do lipidowej czesci btony, przez co nastepuje znacznie



silniejsze zaburzenie jej struktury. Wykazano takze iz sole nitrowinylo-
benzyloamoniowe wptywajg na transport aminokwasow, a przy odpowiednio
wysokim stezeniu powodujg dezintegracje btony drozdzy S.cerevisiae i
gwattowny wyptyw wewnetrznej puli aminokwaséw z komorki [26].

Podobnie wysokg aktywnos¢ biologiczng stwierdzono u grupy chlorkéw

alkoksymetylo-amoniowych o réznej budowie polarnej gtowki. Wykazaty one

R‘]\ﬁ @

R,” Flis

silne dziatanie grzybobdjcze w stosunku do A.tenuis oraz B.cinerea na poziomie
kilku ppm w tescie laboratoryjnym. Szczegodlnie silnie aktywne byty sole
piperydyniowe i morfoliniowe z podstawnikiem dodecyloksymetylowym [23].
Proba zastosowania tych zwigzkéw do zwalczania parcha jabtoniowego
zakonczyta sie jednak niepowodzeniem, gdyz preparat zastosowany w stezeniu
roboczym ok. 700 ppm wykazat wprawdzie dobrg skuteczno$¢ w zwalczaniu tego
grzyba, jednak zaobserwowano uboczne dziatanie w postaci przebarwien
owocow, a takze znacznego opadania lisci jabtoni. Chlorki alkoksymetylo-
amoniowe hamujg oddychanie komoérek drozdzowych, regeneracje protoplastow i
tempo wzrostu S.cerevisiae [27].

Najbardziej zblizone strukturalnie do aminoestrow, bedacych przedmiotem

niniejszej rozprawy, byty chlorki trimetyloamoniowe, pochodne estréw glicyny.

R1\@ ©
_N—CH;=CO-0-CrHonsq Cl

Wykazaty one przydatnos¢ do zwalczania obrostow biologicznych w

zamknietych ukftadach chtodniczych [12], a takze dos¢ dobre dziatanie



grzybobojcze, ktére byto jednak nieco nizsze niz dwu wczesniej omowionych
grup CSA. Maksimum aktywnosSci grzybobodjczej, a takze najsilniejsze
oddziatywanie na btony obserwowano dla estréw n-dodecylowych [30]. Sole
pochodne estrow glicyny badane byty pdzniej przez laboratoria szwedzkie jako
,miekkie” biocydy do zwalczania salmonellozy, w szczegoélnosci do eliminaciji
bakterii z rodzaju Salmonella na jajach kurzych [31]. Wykazano réwniez, ze
chlorek dodecylokarbonyloksymetylo-trimetyloamoniowy co najmniej dwukrotnie
silniej hamowat wzrost cytoplazmatycznych mutantéw oddechowych drozdzy rho
i rho® niz izogenicznego szczepu dzikiego. Analiza genetyczna mutantow
opornych na ten zwigzek wykazata znaczenie tta genetycznego dla stopnia
wrazliwosci [32].

HsC CHs ©

jﬁ—CHZCHQ—ﬁ: 2 Cl

HsC ’ CHs
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Zsyntezowano rowniez sole bis-amoniowe typu gemini, pochodne
etylenodiaminy z podobnym podstawnikiem estrowym; strukturg przypominajg
one jak gdyby dimery poprzedniej grupy soli pochodnych glicyny. Sole bis-
amoniowe wykazaty silne dziatanie biologiczne; maksimum aktywnosci
obserwowano jednak u S.cerevisiae dla krotszych tancuchoéw, a ester di-n-okty-
lowy okazat sie najaktywniejszy [30].

Z prowadzonych badan [23] wynika, ze dziatanie biologiczne CSA
zwigzane jest z ich oddziatywaniem na bfony biologiczne i transport przez te
btony [26,29,33], a w szczegdlnosci transport aminokwaséw. Czwartorzedowe
sole amoniowe hamujg ogélng permeaze aminokwasowg (GAP), a prawdopo-
dobnie i inne permeazy [34]. Stwierdzono, ze CSA wykazujg w stosunku do

mikroorganizméw dziatanie béjcze, a nie grzybostatyczne.



2.2. Substancje lizosomotropowe.

Substancje lizosomotropowe to pojecie wprowadzone przez de Duve i
wspotpracownikéw [35] dla okreslenia zwigzkédw mogacych swobodnie wnikaé
do komorki i zatezanych wielesetkrotnie w lizosomach komoérek zwierzecych lub
w wakuolach komérek roslinnych (bedgcych odpowiednikami lizosomow),
majacych najnizsze pH sposrod wszystkich organelli komdrkowych.

Substancje lizosomotropowe to przede wszystkim stabe organiczne
zasady, zazwyczaj trzeciorzedowe aminy o wartosciach statej dysocjaciji
kwasowej pK, mieszczacych sie w granicach 5 — 9. Przy tych warto$ciach pK, sg
one najszybciej transportowane do lizosoméw. Po osiggnieciu lizosomu amina
wychwytujgac proton przechodzi w posta¢ zwigzku amfifilowego i - jesli posiada
odpowiednig strukture - wykazuje wtasnosci kationowego surfaktantu oddziatujac
na btone lizosomalng i biatka btonowe. Réwnoczes$nie nastepuje podwyzszenie
wewnatrzlizosomalnego pH, nawet o 1.7 jednostki, co ma duzy wptyw na procesy
transportowe i zachowanie lizosomu [36].

Mechanizm, wedtug ktorego substancje lizosomotropowe dziatajg bdéjczo
nie zostat jeszcze poznany. Istnieje prawdopodobienstwo, ze sg one reaktywne w
stosunku do bton otaczajgcych kwasne przedziaty komorkowe [37]. Efekty
zachodzace w lizosomach poprzedzaty co najmniej o 1 godzine wszystkie inne
symptomy cytotoksyczno$ci w komérce, jak np. inhibicje syntezy RNA i biatka,
uwolnienie dehydrogenazy mleczanowej, wyciek zwigzkéw niskoczasteczkowych
z komorki. Swiadczg one o tym, ze dla zwigzkdw lizosomotropowych lizosomy sg
pierwotnym, a nie wtérnym miejscem docelowym [38].

Lizosomotropowe aminy dyfundujg przez plazmaleme w niezjonizowanej
formie, lecz kiedy dostajg sie do przedziatbw komoérkowych o niskim pH
nastepuje ich protonowanie i przeksztatcenie w forme zjonizowang — niezdolng
do przenikania przez btony biologiczne [39].

Uwaza sie, ze wewnatrz lizosomu substancje te przybierajg postac¢ katio-
nowego surfaktantu i wbudowujg sie do btony lizosomoéw, zmieniajac jej prze-
puszczalnosc¢, a przy odpowiednio wysokim stezeniu powodujgc jej zniszczenie.

Wyptywajgce zas z lizosomu enzymy powodujg samostrawienie sie komorki.



Substancje lizosomotropowe majg bardzo rézng strukture. Wspolnym jej
fragmentem jest atom azotu nadajacy czgsteczce stabo zasadowy charakter [40].
Zalicza sie do nich m.in.: chlorek amonowy, ester metylowy L-leucyno-L-
leucyny, N-dodecyloimidazol [41,42] czy tez szereg znanych lekdw nasercowych.
Dziatania  terapeutycznego  substancji  lizosomotropowych ~ w  kuracji
przeciwnowotworowe;j upatruje sie w mozliwosci utatwiania dziatania
cytostatykow, opierajac sie na fakcie, ze wewnatrzlizosomalne pH komorek
nowotworowych jest o ok. 0.5 jednostki nizsze niz komorek zdrowych [43]. Fakt
ten moze sprzyja¢c gromadzeniu sie substancji lizosomotropowych gtownie w
komdrkach nowotworowych [41,46]. Dziatanie tego typu substancji moze polegac
takze na przeciwdziataniu opornosci wielolekowej (MDR — multidrug resistance),
polegajacej na wydalaniu antybiotykdw czy cytostatykow z komorki [44]; obser-
wacje takie mozna znalez¢ w pismiennictwie [45]. Przeciwdziatanie tej opornosci
jest uwazane za najwazniejszy obecnie problem chemioterapii.

Do substancji lizosomotropowych zaliczy¢ takze mozna szereg fungicydéw
stosowanych w ochronie roslin takich jak dodyna, alkilo-2,6-dimetylomorfoliny czy
wreszcie pochodne triazolu i imidazolu.

Jednym ze zwigzkow lizosomotropowych jest N-dodecyloimidazol
zsyntezowany przez Firestona [40]; N-dodecyloimidazol dziata béjczo na komorki
ssakéw. Udowodniono silny zwigzek miedzy jego cytotoksycznoscig a unices-
twianiem lizosoméw [38]. Konsekwencjg akumulacji zwigzkéw lizosomotropo-
wych jest tez wzrost przepuszczalno$ci btony lizosomalnej dla jonéw i matych

czagsteczek.

2.3. Funkcje lizosomow.

Lizosomy sg matymi, wypetnionymi enzymami trawiennymi woreczkami,
umiejscowionymi w cytoplazmie komérek zwierzecych. Enzymy znajdujgce sie w
tych organellach rozktadajg czasteczki ztozonych substancji, w tym lipidéw,
biatek, weglowodanéw i kwasow nukleinowych, powstajgcych zarébwno wewnatrz
komorki, jak i dostajacych sie z zewnatrz. W lizosomach wykryto okoto 40

enzymow; wiekszo$¢ z nich wykazuje aktywnos¢ w srodowisku o pH okoto 5.0



Lizosomy uzywane sg takze do degradowania wchtonietych przez
komoérke substancji obcych. Gdy biate krwinki lub komorki zerne pochtaniajg bak-
terie lub pozostatosci obumartych komorek, obce substancje zamykane sg w
pecherzyku utworzonym z czesci btony komorkowej. Fuzji z pecherzykiem ulega
nastepnie jeden lub wiecej lizosoméw, co prowadzi do utworzenia wiekszego
pecherzyka, zwanego lizosomem wtornym. Bardzo aktywne enzymy trawienne
lizosomu stykajg sie w nim z czasteczkami obcych substancji i rozktadajg je na
podstawowe elementy [87].

Wewnatrz lizosomu utrzymywane jest pH 4-5 czyli o 2-3 jednostek nizsze
niz cytozolu. Prawdopodobnie wymaga to specjalnej budowy integralnych biatek
lizosomoéw. Sg one silnie glikozylowane, a kwasy sialowe nadajg im niski punkt
izoelektryczny, co prawdopodobnie jest przyczyng opornosci na dziatanie
proteinaz [88].

Przyjmuje sie, ze utrzymanie 100-krotnie wyzszego stezenia protonéw w
lizosomach niz w cytoplazmie zalezy od obecnosci specyficznej ATPazy w
komoérce. Swiadczy o tym doswiadczenie z wyizolowanymi lizosomami. Jezeli
umiesci sie je w srodowisku nie zawierajgcym Mg®* ani ATP, to pH w ich wnetrzu
rosnie do 7.0. Dodanie ATP i Mg?* powoduje gwattowny spadek pH w lizosomach
(mierzony gromadzeniem radioaktywne] metyloaminy). Tak wiec udowodniono,
ze izolowane lizosomy zawierajg pompe protonowg zalezng od ATP. Stad przyj-
muje sie, ze rowniez w komérce kwasne pH wnetrza lizosoméw jest utrzymywane

przez pompe transportujgca protony, zalezng od ATP [88].

2.4. Sposoby wnikania zwigzkéw lizosomotropowych do lizosomow.

De Duve [35] wyrdznia dwie gtowne drogi wnikania roznych zwigzkéw do
lizosomow:
e Endocytoza
- Piggyback endocytosis

e Dyfuzja prosta
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Rys.1. Mechanizmy wnikania i typy oddziatywania
zwigzkow lizosomotropowych [35].

Pierwszy sposéb polega na tworzeniu inwaginacji w btonie plazmatycznej i
zamykaniu transportowanej czgsteczki w utworzonym w ten sposéb pecherzyku
(Rys.1). W wiekszosci przypadkow dochodzi pédzniej do fuzji tej wakuoli z
lizosomem. Drogg endocytozy mogg wnikaé do lizosoméw rézne mate
czgsteczki, makromolekuty, a nawet tak ztozone struktury jak wirusy czy komorki
bakteryjne. Inng wtasciwoscig endocytozy jest jej specyficzno$¢: rozne materiaty
sg pobierane z rozng szybkoscig w zalezno$ci od typu komorki [35]. |

Szczegdlnym przypadkiem endocytozy jest mechanizm zwany piggyback
endocytosis. Ten typ endocytozy dotyczy pobierania substancji, ktére wchodzag
do lizosoméw jako czes¢ wiekszego kompleksu, a nastepnie zostajg z niego
uwolnione w efekcie obrobki enzymatycznej wewnatrz lizosoméw (Rys.1);

nosnikami mogqg by¢ przeciwciata, DNA. Wnikanie kompleksu zachodzi w podob-
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ny sposéb jak w przypadku typowej endocytozy. Mechanizm ten ma miejsce
zardbwno w warunkach fizjologicznych, jak i w patologicznych.
Drugim sposobem wnikania substancji do lizosoméw jest dyfuzja prosta,

polegajgca na swobodnym przenikaniu przez btony (Rys.1) [35].

2.5. Sposoby dziatania substancji lizosomotropowych.

Substancje wnikajace do lizosomow jednym z wyzej opisanych sposobow
natychmiast po dotarciu do nich zostajg poddane dziataniu niskiego pH oraz
okoto 40 lub wiecej enzymdw hydrolitycznych. Czynniki lizosomotropowe moga tu
wywierac trojaki efekt:

e mogg pozostawa¢ wewnatrz lizosomédw i oddziatywaC poprzez
modyfikowanie wewnatrzlizosomalnego srodowiska (aktywacja lub inhibicja
enzymoéw, zmiany pH i sktadu jonéw, gromadzenie sie wody itp.);

e mogq zmienia¢ wiasciwosci btony lizosomalnej, zmniejszajac jej zdolnos¢ do
zatrzymania enzymow trawiennych i ochrone otaczajacej cytoplazmy przed
zniszczeniem. Miller postuluje, ze uszkodzenie btony i uwalnianie enzymow
hydrolitycznych  moze znalezé  zastosowanie w leczeniu chorob
nowotworowych [37];

e mogg wywiera¢ dziatanie poza lizosomami. Ma to miejsce w przypadku
czynnikow wnikajgcych na drodze piggyback endocytosis. Dzieki lizosomalnym
enzymom hydrolitycznym substancje te sg uwalniane od nosnika (nastepuje
rozerwanie wigzania miedzy zwigzkiem a nosnikiem) i moga swobodnie
dyfundowac z lizosoméw, aby oddziatywa¢ na komorke w innym miejscu. W
tym przypadku lizosom nie jest celem dziatania, lecz raczej narzedziem
stuzgcym do uwolnienia zwigzku z kompleksu selektywnie skierowanego do
lizosomu [35].

Aby zwigzki swobodnie dyfundujgce przez btony zostaty w lizosomach
zatrzymane musi istnie¢ system uniemozliwiajacy im ucieczke z tych organelli.
Jak juz wyzej wspomniano czynniki lizosomotropowe to stabo zasadowe aminy.
Staba zasada ma zdolno$¢ przenikania przez btone w formie nieprotonowanej;

forma protonowana nie dyfunduje wcale lub przenika bardzo wolno. Wewnatrz
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lizosoméw panuje niskie pH co powoduje protonowanie zasady, a nastepnie jej
wbudowanie w btone lizosomalng i tym samym uwiezienie jej w lizosomie [35].

Firestone i wspotpracownicy postanowili zbadac dziatanie zwigzkdw, ktére
taczytyby w sobie wtasciwos$ci lizosomotropowe z wtasciwosciami surfaktantow,
dziatajgcych aktywnie na bfony plazmatyczne. Zwigzki takie mozna okresli¢
mianem surfaktantow lizosomotropowych. Zadaniem tych zwigzkéw bytoby
selektywne rozrywanie btony lizosomalnej. Sam surfaktant nie wywieratby takiego
skutku, gdyz dziatatby destruktywnie nie tylko na btone lizosomalng, ale takze na
btone komorkowg niszczac ja jako pierwszg. Surfaktant lizosomotropowy
powinien biernie dyfundowa¢ przez btony i gromadzi¢ sie w kwasowych
kompartmentach komorki. Tu zachodzitaby protonacja aminy i zwigzek maogtby
rozwing¢ wiasciwosci powierzchniowoczynne, zakotwiczajgc hydrofobowe reszty
w lipidowej czesci btony, a hydrofilowe protonowane grupy aminowe zwrécone
bylyby w strone wnetrza lizosomu. W miare postepowania tego procesu
zmieniataby sie ptynno$¢ btony i ulegatby zaburzeniu transport jondéw, az
dochodzitoby do dezintegracji btony w momencie osiggniecia stezenia
krytycznego protonowanej aminy [40].

Zgodnie z tymi zatozeniami zespét Fireston’a zsyntetyzowat 6 typdw amin
z tancuchami bocznymi o dtugosci 1-18 atoméw wegla i przetestowat je na réz-
nych typach komérek. Dziatanie toksyczne obserwowano w przypadku zwigzkow
o dtugosci tancucha wiekszej, badz réwnej 8 atomdw wegla. Wszystkie zwigzki
byty nietoksyczne, gdy ilo§¢ atomow wegla w tancuchu bocznym byta mniejsza
lub rbwna 5. Potwierdzeniem tego, ze czynniki te dziataty tylko na lizosomy byt
brak toksycznos$ci w stosunku do erytrocytow [40].

Miller i wspotpracownicy [37] zbadali mechanizm dziatania N-dodecylo-
imidazolu (C-12-Im) na komorki nerki chomika. Po dodaniu C-12-Im wewnatrz-
lizosomalne pH rosto stopniowo w zaleznosci od ilosci zwigzku (zanotowano
zmiane z pH 5 na pH 7). Tak duzy wzrost pH w potgczeniu z powierzchniowo-
czynnymi wiadciwosdciami surfaktantu przyczyniat sie do wzrostu przepusz-
czalnoéci btony lizosomalnej i uwolnienia enzymow hydrolitycznych do cytozolu.
W wyniku tego procesu nastepowata smier¢ komorki.

Poniewaz w komorkach grzybow istniejg struktury analogiczne do typo-

wych lizosoméw - wakuole - mozna wiec przypuszczac, ze grzyby powinny byé
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zabijane przez surfaktanty lizosomotropowe w ten sam sposob jak komorki
ssakéw. Z badan Hussain’a i wspotpracownikoéw, nad wptywem zwigzku C-12-Im
na komorki S.cerevisiae wynika, ze zabijanie komorek drozdzy przez surfaktanty
lizosomotropowe jest silnie pH-zalezne: SmiertelnoS¢ komoérek jest wyzsza w
pH 8 niz w pH 5. Ponadto zauwazono ze dodanie imidazolu do komérek S.cere-
visiae przed podaniem surfaktanta zabezpiecza je przed dziataniem C-12-Im.
Jest to spowodowane faktem, ze aminy nie majace charakteru surfaktantéw pod-
noszg pH wewnatrz wakuoli ostabiajgc przez to pobieranie i protonowanie surfak-
tantu lizosomotropowego. Efektywnosc¢ zabijania komoérek grzyba zalezy takze od
fazy wzrostu. Najbardziej wrazliwe na dziatanie N-dodecyloimidazolu sg komorki
we wczesnej fazie logarytmicznej, a stajg sie mniej wrazliwe w poéznej fazie

logarytmicznej i fazie stacjonarnej [42].

2.6. Zastosowania zwigzkow lizosomotropowych.

Substancje lizosomotropowe podwyzszajgc lizosomalne pH i oddziatujac
na btony lizosomow znajdujg szerokie zastosowanie jako:
¢ l|eki lizosomotropowe;
e substancje odwracajace efekt opornosci wielolekowej;

e fungicydy;
- leki lizosomotropowe

S3 to leki, ktore bez wzgledu na sposob podania, preferencyjnie gromadzg
sie w lizosomach. Zazwyczaj sg to zwigzki o charakterze stabo zasadowych
amin, ktére podlegajg protonowaniu w Srodowisku kwasnym. W postaci
nieprotonowanej leki takie swobodnie dyfundujg przez btony, w tym tez btony
otaczajgce lizosomy. Po przytaczeniu protonu we wnetrzu lizosoméw, leki z te;
grupy tracg zdolnos¢ do przenikania przez btony i zostajg ,uwiezione” w lizoso-
mach [88].
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Werapamil (VPR) — lek stosowany przy leczeniu czestoskurczu komoro-
wego, czy Chlorochina (CQ) — lek przeciwmalaryczny, sa przyktadami substancji

lizosomotropowych [45].

| cI N
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Znane sg rowniez inne leki o charakterze substancji lizosomotropowych,
stosowane jako leki kardiologiczne, przeciwzakrzepowe, blokujgce B-receptory
czy przeciwpadaczkowe.

Gromadzenie sie protonowanych amin we wnetrzu lizosoméw wyko-
rzystano w sposéb celowy, syntetyzujgc zwigzek, ktéry tgczy cechy zasadowej
aminy z wifasnosciami surfaktantu; jest to wczesniej wspominany N-dodecylo-
imidazol (C-12-Im). Zwigzek ten zmieniajac przepuszczalnos¢ btony lizosomalne;j
prowadzi do uwolnienia na zewnatrz hydrolaz lizosomowych, spo$réd ktérych
najgrozniejsze dla komorki okazujg sie katepsyny. Poniewaz najwiekszg wrazli-
wos$¢ na dziatanie tych enzymdw wykazujg komérki mtode, rosngce, zwigzek ten
probuje sie zastosowac¢ do niszczenia komorek nowotworowych posiadajgcych
kwasowe obszary [88].

Istnieja przynajmniej dwa potencjalne mechanizmy zabijania komorek
przez C-12-Im. Pierwszy obejmuje bezposrednie dziatanie na btone komorki. W
warunkach fizjologicznych, tylko niewielka czes¢ tego zwigzku istnieje w formie
protonowanej. Obnizone zewnatrzkomérkowe pH powoduje wzrost poza komérka
ilosci czasteczek aktywnego surfaktantu i prowadzace do $mierci komorki
zniszczenie jej btony komodrkowej. Mechanizm alternatywny zaktada, ze
czgsteczki nie posiadajgce tadunku elektrycznego dyfundujg do komorki, gdzie
koncentrujg sie w lizosomach w wyniku gradientu pH w poprzek btony
lizosomalnej. Kiedy znajdg sie wewnatrz lizosomu zostajg uprotonowane. Po

osiggnieciu wystarczajgco duzego stezenia surfaktantu wewnatrz lizosomu
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nastepuje rozpuszczenie btony lizosomalnej i uwolnienie enzymoéw lizosomalnych
do cytoplazmy. Te enzymy mogq degradowac struktury komérki prowadzac do je;
$mierci. Obecnos¢ niskiego pH zewngtrzkomérkowego moze wzmacniaé
zabojcze dziatanie, jesli enzymy uwalniane sg do zakwaszonych komorek, lub

gdy uwalniane sg do Srodowiska i mogg oddziatywac¢ na sgsiednie komorki [41].

- substancje odwracajace efekt wielolekowej opornosci (MIDR)

W wyniku obserwacji klinicznych oraz towarzyszacych im badan ekspery-
mentalnych stwierdzono, ze komorki niektorych nowotworéw (czerniaka, raka
okreznicy, gruczorakolaka ptuc) wykazujg oporno$¢ na dziatanie powszechnie
stosowanych cytostatykéw. Komérki innych nowotworéw (m.in. raka sutka, raka
jajnika) w miare trwania chemioterapii tracq wykazywang poczatkowo wrazliwo$¢
na leki. Okazato sie przy tym, ze istniejaca od poczatku, lub nabyta w trakcie
leczenia, opornos¢ w stosunku do jednego leku, dotyczy réwniez szeregu innych
lekow reprezentujgcych rézne grupy chemiczne i odmienne mechanizmy
dziatania. Ten typ opornosci nazwano zatem opornoscig wielolekowg (MDR) [45].

Stwierdzono nastepnie, ze wystepowanie opornoéci wielolekowej wigze sie
ze zdolnoscig komoérek do gromadzenia leku w kwasnych pecherzykach.
Modelem takich kwasnych pecherzykow mogg byc¢ lizosomy. Lek jest wéwczas
izolowany od miejsca, w ktérym powinien dziata¢ (jest to przewaznie jadro
komorkowe) i moze zosta¢ wydalony z komorki drogg egzocytozy lub za pomocg
glikoproteiny P-170, uniemozliwiajgc tym samym osiggniecie poziomu warun-
kujacego efekt terapeutyczny. Glikoproteina P-170 jest integralnym biatkiem bton
komorkowych stanowigcym pompe jonowa, ktdra najprawdopodobniej usuwa lek
poza komorke. Zauwazono wzmozong produkcje glikoproteiny P-170 podczas
wystepowania opornosci wielolekowej [45].

Odkryto grupe zwigzkéw zdolnych do odwrdcenia efektu MDR  (Firestone
i wspotpracownicy [40]). Posiadaty one dwie cechy wspdlne:

e zawieraty co najmniej jeden azot zasadowy;

e byty lipofilowe.
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Istniejg dwa proponowane mechanizmy dziatania tych zwigzkéw. Pierwszy
z nich zaktada, ze zwigzek wnikajgcy do komorki taczy sie z glikoproteing P-170
(PGP), co blokuje wyptyw lekoéw. Innym wyjasnieniem moze by¢ lokalizacja tych
zwigzkdéw w btonie pecherzykow lizosomalnych i transport za ich posrednictwem
protondw do cytozolu, co podnosi pH wewnatrz pecherzykow. To powoduje
zaburzenie w sortowaniu i oddzielaniu lekéw antynowotworowych i uniemozliwia

ich efektywne wydalanie [45].
- fungicydy

Substancje lizosomotropowe, gtdéwnie pochodne imidazolu i 1,2,4-triazolu,
znalazty rowniez zastosowanie jako fungicydy. Ich dziatanie polega na zahamo-
waniu biosyntezy steroli poprzez zablokowanie demetylacji na weglu C-14 przez

system cytochromu P-450 [89].
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Cytochrom P-450 jest kompleksowym biatkiem zwigzanym z btong,
ktérego centrum aktywne jest w poblizu zawierajgcej zelazo grupy prostetyczne;j -
porfiryny. Wszystkie heterocykliczne zwigzki, ktore sg inhibitorami demetylacji C-
14 zawierajg atom azotu, posiadajgcy wolng pare elektrondéw i mogacy wigzac sie

do systemu porfirynowego, co uniemozliwia wigzanie tlenu [89].
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W normalnych warunkach miejsce aktywne przycigga lanosterol, a na
zelazie gromadzg sie czasteczki tlenu, zanim grupa metylowa bedzie utleniona
do CH,OH. Moze to by¢ spowodowane tym, ze inhibitory demetylacji C-14
zajmujg miejsce aktywne obok grupy prostetycznej cytochromu P-450,
uniemozliwiajgc dostep zaréwno tlenu jak i lanosterolu i nie pozwalajg przez to na
synteze ergosterolu [89].

Konsekwencjg zablokowania syntezy steroli jest obserwowany u grzybow
defekt w membranach lipoproteinowych powodowany krétkim czasem trwania
prawidtowych steroli lub obecnoscig nieprawidtowych lipidéw. W ten sposéb
przenikalno$¢ btony komorkowej jak réwniez aktywnosci desaturazy kwasow
ttuszczowych, ATPazy i oksydazy cytochromowej ulegajg zmianie, co prowadzi

do Smierci grzyba [89].

2.7. Struktura i funkcje btony biologicznej.

Btona biologiczna jest jednym z gtéwnych elementow struktury wszystkich
organizméw zywych, oddzielajgcym od siebie komorki lub organelle komérkowe.
Przyktadem btony biologiczne] jest btona komorkowa, dzieki ktérej komorka
zachowuje swojg indywidualnos¢. Btona ta jest nie tylko barierg mechaniczng,
oddzielajgcg wnetrze komérki od jej najblizszego otoczenia, lecz réwniez
miejscem bardzo waznych dla jej zycia procesow fizjologicznych. Do
najwazniejszych funkcji btony komorkowej nalezg: funkcja ochronna, sterowanie
procesami energetycznymi, recepcja bodzcéw zewnetrznych, regulowanie
przenikania biernego i aktywnego substancji (jondéw, sktadnikéw odzywczych,
lekow itp.) do wnetrza lub na zewnatrz komérki, generacja potencjatéw
czynnosciowych i spoczynkowych (np. wytwarzanie i przesytanie impulséow
nerwowych). Jest ona rowniez odpowiedzialna za zjawiska immunologiczne,
roznicowanie tkanek i agregacje komoérek, jak rowniez przebieg reakcji
chemicznych, umozliwiajgcych m.in. rbwnoczesne zachodzenie konkurencyjnych

reakcji; ma tez wptyw na szybkosc¢ reakcji metabolicznych [60,61].
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Sktadnikami bton biologicznych sa: biatka, lipidy, weglowodany, jony i wo-
da. Wystepujg one w réznych proporcjach w zaleznosci od rodzaju btony i

organizmu.

biatka

biatka \ .
powierzchniowe

integralne

Rys.2. Budowa btony komérkowe;j.

W przypadku drozdzy najbardziej zewnetrzng ptaszczyzng otaczajgcq
komorke jest Sciana komoérkowa, lecz dzieki swej strukturze, jest ona catkowicie
przepuszczalna dla zwigzkdw mniejszych niz 600 Da [62]. Natomiast btona
komérkowa jest praktycznie nieprzepuszczalna dla wiekszosci czasteczek
hydrofilowych; muszg one by¢ przenoszone w transporcie aktywnym. Bfona
komorkowa, wedtug klasycznego modelu Singera i Nicolsona [63], to mozaika
swobodnie dyfundujgcych biatek i lipiddw. Wraz z pdzniejszymi modyfikacjami
[64] jest to wcigz aktualny opis struktury btony.

Biatka bton drozdzy, odpowiedzialne za transport sg klasyfikowane w
trzech grupach: kanaty, permeazy (transportery) i pompy (ATPazy).

Transport uzalezniony od energii pochodzacej z rozktadu ATP, to tzw.
transport pierwotny. Biorg w nim udziat pompy protonowe — ATPazy. ATPaza
btony komdrkowej drozdzy jest zbudowana z dziewieciu do dziesieciu segmentdw
tkwigcych w btonie i jest gtownym, pod wzgledem iloSciowym biatkiem tej btony
[65]. Rola jakg odgrywa, polega na pompowaniu réoznych kationéw przez btone

na zasadzie antyportu z protonami, wyrzucanymi do Srodowiska [66]. Dodanie
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glukozy do zawiesiny drozdzy powoduje dwu- lub trzykrotny wzrost aktywnosci tej
ATPazy, objawiajacy sie wzmozonym wyrzucaniem protonow do srodowiska [67].

Synteza i zastosowanie zwigzkéw chemicznych, ktérych biologiczna
aktywno$¢ polega na hamowaniu w rézny sposob transportu przez btony, daje
mozliwo$é zaréwno zwalczania niepozadanych mikroorganizmoéw, np. grzybow,
bakterii, jak rowniez likwidowanie komorek nowotworowych. Z drugiej strony
stosowanie inhibitoréw transportu w dawkach sublitycznych dla komorki, czesto
pozwala zaobserwowaé mechanizm dziatania inhibitora, a takze moze dostarcza¢
informacji o jego receptorze i funkcji jakg petni. Prace nad inhibitorami transportu
skupiajg sie obecnie gtéwnie na zahamowaniu funkcji biatek odpowiedzialnych za
transport pierwotny. Wykrycie lub zsyntetyzowanie zwigzku - inhibitora dla
ATPaz, bytoby pierwszym krokiem w kierunku syntezy nowej klasy fungicydéw
[68].

Drozdze piekarnicze S.cerevisiae wydajg sie by¢ doskonatym mikroorga-
nizmem do badan nad wptywem zwigzkéw lizosomotropowych na komorki.
Wakuole wystepujagce w komdrkach drozdzy charakteryzujg sie podobnymi
cechami i funkcjg, co lizosomy komérek ssakow [38,47,48]. Drozdze sg zabijane
przez zwigzki lizosomotropowe prawdopodobnie na tej samej drodze co komorki
ssakéw. Dzieki temu, w sposbdb szybszy (szybki wzrost hodowli drozdzy) i tat-
wiejszy (niski koszt, mozliwo$¢ analizy genetycznej) mozna uzyska¢ cenne wyniki
badan na poziomie molekularnym [49].

Hussain i wspotpracownicy przeprowadzili badania nad wptywem N-dode-
cyloimidazolu na komoérki S.cerevisiae [42]. Wptyw tego zwigzku lizosomotro-
powego zalezat SciSle od jego stezenia i od pH na zewnatrz komorki.
Stwierdzono znacznie wyzszg efektywnos$¢ jego dziatania w pH 8.0 niz w pH 5.0.
Pod wptywem wyzszych stezen zwigzku, zaobserwowano w mikroskopie fluores-
cencyjnym zniszczenie wakuoli wewnatrz komoérek drozdzy.

Zwiagzki, ktérych struktura pozwala na penetrowanie btony, mogg oddzia-
tywaé zaréwno z biatkami jak i z dwuwarstwg lipidowg btony. Wiekszo$¢
zwigzkéw amfifilowych wystepuje w roztworach wodnych w stanie dynamicznej
rownowagi pomiedzy réznymi typami agregatéw czasteczkowych. W niskich
stezeniach wystepujg w formie monomerow, a po przekroczeniu pewnego progu

stezeniowego (tzw. c.m.c. — Critical Micelle Concentration), ktéry zalezy od
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temperatury, pH, sity jonowej roztworu i innych czynnikow [69,70,71], dochodzi
do tworzenia agregatow micelarnych. Micele to agregaty koloidowe,
spontanicznie tworzone przez zwigzki amfiflowe w roztworach wodnych powyzej
pewnego stezenia. tatwo$¢ tworzenia miceli przez zwigzki amfifilowe jest
zalezna od obecnoéci tadunku w ich czeSci hydrofilowej [72]. Czasteczki
amfifilowe moga oddziatywac¢ z btong, bedac zaréwno w postaci miceli, jak i mo-
nomerow [73], jednak do wbudowywania sie w btone biologiczng zdolne sg

wytgcznie czasteczki w formie monomerow [74].

2.8. Hemoliza erytrocytow.

Erytrocyty sg intensywnie badane ze wzgledu na ich funkcje biologiczne
[75] i wptyw na wiele procesow chorobowych [76], a ze wzgledu na tatwos¢ ich
uzyskiwania wykorzystywane sg czesto w badaniach in vitro jako komorki
modelowe. Szereg prac prowadzonych w tym zakresie dotyczy wptywu
czynnikow fizykochemicznych na komorki erytrocytdow, a w szczegdélnosci na
witasciwosci i funkcje btony erytrocytow, traktowanej czesto jako model btony
biologicznej.

Podstawowym elementem struktury btony erytrocytow (podobnie jak
innych bton) jest dwuwarstwa lipidowa, w ktérg wbudowane sg biatka integralne i
biatka powierzchniowe.

Hemoliza jest procesem polegajacym na wyptywie hemoglobiny (i innych
sktadnikow) z erytrocytow wskutek dezintegracji btony. W warunkach
fizjologicznych btona krwinki czerwonej jest nieprzepuszczalna dla hemoglobiny,
natomiast w réznym stopniu przepuszcza jony, np. takie jak: sodu, potasu i
chloru, ktére wraz z hemoglobing traktowane sg jako osmotyczne skfadniki
cytoplazmy krwinek czerwonych [77].

Proces hemolizy moze by¢ wywotany miedzy innymi przez réznego
rodzaju substancje, w szczegodlnosci biologicznie czynne, takie jak: leki,
surfaktanty, toksyny, pestycydy oraz lipidy, oddziatujgce ze sktadnikami

membrany erytrocytow. Liczne badania wykazaty, ze lipidy i amfifilowe zwigzki
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biologicznie aktywne charakteryzujg sie w szczegolnosci wiasciwosciami
litycznymi [78,79,80,81,82]. Mechanizm oddziatywania tych substancji z btong
erytrocytdw nie jest do konca poznany; rozwaza sie tu wiele proceséw, ktére
potencjalnie mogg by¢ przyczyng hemolizy, a spowodowanych obecnoscig w
btonie zwigzkéw amfifilowych. Substancje te moga ponadto zmienia¢ wtasciwosci
transportowe btony (np. zaburza¢ transport jonéw sodu i potasu) i ksztatt
erytrocytéw [83,84,85,86].
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3. ZALOZENIA |1 CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byto opracowanie nowej grupy zwigzkoéw biologicz-
nie czynnych o wtasciwosciach ,miekkich” substancji lizosomotropowych, tj. fatwo
degradowalnych do nieaktywnych metabolitow, z wykorzystaniem przy ich projek-
towaniu mechanizmu dziatania biologicznego oraz zaleznosci struktura — aktyw-
nos¢.

Z tych wzgledow jako obiekt badan wybratem podstawione estry 2-amino-

etylowe kwasow ttuszczowych

R'R2N - CH,CH, - O~ CO-CHpns1

opierajgc sie na wczesniej stwierdzonej aktywnosci trimetyloamoniowych soli
pochodnych estrow glicyny [25,31,96], ktérych ~mechanizm dziatania
biologicznego oraz oddziatywanie na btony biologiczne zostaty dos¢ szczegdtowo
ustalone. Od wybranych do badan aminoestréw kwaséw ttuszczowych nalezato
oczekiwa¢ podobnego mechanizmu dziatania, z tym, ze obecnos¢ w czgsteczce
trzeciorzedowego w miejsce czwartorzedowego atomu azotu i zwigzany z tym
brak tadunku elektrycznego, winny umozliwiaC czgsteczce aminoestru
przenikanie przez btony i wnikanie do wnetrza komorki.

Obecnos$¢ dtugotancuchowego podstawnika hydrofobowego w ugrupo-
waniu estrowym miata nadawacC zwigzkowi, w jego protonowanej postaci,
charakter kationowego surfaktantu wbudowujgcego sie w btone biologiczng, a
przez to wptywajgcego na strukture i funkcje btony. Rézne podstawienia atomu
azotu grupy aminowe;j R"i R? miaty wptywaé na zasadowo$é aminoestru, a przez
to na stan dynamicznej rownowagi miedzy jego protonowang i nieprotonowang
forma, ktéry to stan wydawat sie wywierac istotny wptyw na transport zwigzku w
komorce i jego biologiczne dziatanie. ObecnosS¢ grupy estrowej winna wptywac
na podatno$¢ zwigzku do hydrolitycznego rozpadu w komérce, a jego produkty tj.
kwas ttuszczowy i podstawiony 2-aminoetanol mogg by¢ tatwo metabolizowane w

organizmie.
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W programie badan przewidziano nastepujace elementy:
e opracowanie metod syntezy i oczyszczania estrow kwasow ttuszczowych i

podstawionych 2-aminoetanoli; przewidziano synteze estrow kwasoéw ttuszczo-

wych zawierajgcych 9 — 15 atomow wegla w fancuchu oraz aminoalkoholi
réznie podstawionych przy atomie azotu;

charakterystyke zsyntezowanych substancji, w szczegolnosci okreslenie ich

podatnosci na hydrolize, oznaczenie zasadowosci (pK,) oraz wiasnosci
powierzchniowych;

okres$lenie aktywnosci biologicznej substancji,a szczegolnie
- zdolnos$ci hamowania wzrostu drozdzy S.cerevisiae,
- aktywnosci hemolitycznej oraz wptywu na ptynnosc¢ btony erytrocytow,
- zdolnosci hamowania aktywnosci H*-ATPazy btony komaérkowej drozdzy;

opracowanie zaleznosci struktura — aktywnos$¢ jako narzedzia projektowania
struktur o najwyzszej aktywnosci;

okreslenie obszaréw praktycznego zastosowania badanych zwigzkéw.
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4. METODYKA BADAN

4.1. Stosowane metody analityczne.

Temperature topnienia (nie korygowang) oznaczono na stoliku mikroskopo-

wym firmy Boetius.

Widma magnetycznego rezonansu jgdrowego ('"H-NMR) wykonano na
aparacie Brucker Avance DRX 300 MHz w CDCIs, lub DMSO-ds, wzorzec

wewnetrzny TMS.

Chromatografie gazowg (GLC) wolnych aminoestréw i amin wykonano na

chromatografie gazowym GC-17A firmy SHIMADZU z programowanym wzrostem

temperatury z szybkoscig 25°9C /min w zakresie 70-240°C (kolumna o dtugosci

25 m, $rednicy 0.32 mm, zawierajaca 5% fenylopolisiloksanu).

4.2. Synteza zwigzkow.

Zaprojektowane zwigzki o ogélnym wzorze:

R'R2N - CH,CH, - 0-CO-CHape

syntezowatem przez acylowanie podstawionych 2-aminoetanoli chlorkami
kwasoéw tluszczowych; pochodzenie oraz czystos¢ stosowanych surowcow, a
takze struktury zsyntezowanych potaczen, wraz ze stosowanymi w tekscie ozna-
czeniami kodowymi, podaje Appendix umieszczony na zakonczenie rozprawy.
Prowadzone przeze mnie prace nad syntezg byty tak utozone, aby
zsyntezowane serie zwigzkéw po przeprowadzeniu testéw biologicznych, dawaty
w miare jednoznaczne odpowiedzi co do wptywu poszczegolnych elementow
struktury na aktywno$¢ biologiczng lizosomotropowych  aminoestrow.
Prowadzone testy biologiczne miaty by¢ réwniez probg wyjasnienia mechanizmu
dziatania biologicznego zsyntezowanych zwigzkéw. W pierwszej] kolejnosci

zsyntezowatem wiec grupe estrow 2-dimetyloaminoetylowych (DM-n), ktére
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traktowatem jako struktury wzorcowe i dla ktérych przeprowadzono w najszer-

szym zakresie zaplanowane badania.

4.2.1. Synteza estrow 2-dimetyloaminoetylowych kwasoéw tluszczo-
wych o réznej dlugosci tancucha alkilowego (DM-n).

Rys.3. Schemat syntezy estréw 2-dimetyloaminoetylowych kwaséw
ttuszczowych o roznej dtugosci tancucha alkilowego (DM-n) i
ich soli czwartorzedowych (DMM-n).

HaC_
'N—CH,CHp-OH +  CpHpn1COCI
HaC

lEtQO / CHCl,

H3C\® S
/N—CHZCHZ—O—CO—CannH Cl
H,C Q

DM-n

HCI / Et,0| [NaHCO3 / aq

HaC_
"N—CH,CH, =0~ CO-CpHans

HsC DMw-n

lEtZO / CH3Br

H:C @ ©
/N—‘CHQCHZ_O_CO_CnH2n+1 Br
H,C

CHs DMM-n

n=9, 11,13, 15

W tym wstepnym etapie syntez szukatem potwierdzenia zatozenia, ze

aminoestry kwasow ttuszczowych mozna uzna¢ za substancje lizosomotropowe.
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Jednoczesnie chciatem okreslic optymalng dtugo$¢ tancucha alkilowego, a wiec
stwierdzi¢, pochodne jakich kwasow ttuszczowych wykazujg najwyzszg

aktywnos¢ biologiczna.

Zsyntezowatem serie estrow 2-dimetyloaminoetylowych, zawierajacych w
taricuchu alkilowym 9, 11, 13 i 15 atoméw wegla (DM-n, gdzie n oznacza liczbe

atomoéw wegla w tancuchu alkilowym kwasu ttuszczowego).

(CH3)2N = CH,CH; — O — CO — CHopu

O wyborze takich dtugosci tancucha zadecydowaty wcze$niejsze prace
nad czwartorzedowymi solami amoniowymi, z ktorych wynikato, ze wtasnie w
zakresie 9 — 15 atomoéw wegla nalezy spodziewac sie maksimum aktywnosci
biologicznej badanych zwigzkéw. Dla tej grupy zsyntezowatem tez ich czwarto-
rzedowe sole tj. bromki trimetyloamoniowe DMM-n.

Synteza prowadzona byta wedtug schematu przedstawionego na Rys.3.

Dla ilustracji synteza tych pochodnych zostanie opisana na przyktadzie

laurynianu 2-dimetyloaminoetylowego (DM-11).

W kolbie czteroszyjnej pojemnosci 50 ml umieszczono 3.6 g (0.04 mola)
dimetyloaminoetanolu w 20 ml suchego eteru dietylowego. Kolbe umieszczono w

tazni lodowo-wodnej i w czasie mieszania schtodzono jg do temperatury okoto

50C . Do wkraplacza wlano 11.0 g (0.05 mola) chlorku kwasu laurynowego w
20 ml chloroformu i wkraplano powoli przy ciagtym mieszaniu. Szybko$¢

wkraplania regulowano tak, aby temperatura mieszaniny w kolbie nie przekro-

czyta 10-150C. Po wkropleniu catej ilosci chlorku, mieszanine ogrzewano pod
chtodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia rozpuszczalnikéw przez ok. 2 godz.
Po tym czasie wytgczono ogrzewanie i pozostawiono cato$¢ do nastepnego dnia
w temperaturze pokojowej. Odsgczono na lejku ze spiekiem biaty krystaliczny
osad, przemyto go kilkakrotnie suchym eterem dietylowym i pozostawiono do

wysuszenia. Otrzymano 11,12 g (89,5%) produktu o dwu temperaturach topnie-

nia t1=115-1200C, tp=136-140°C. Nastepnie surowy produkt krystalizowano z
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mieszaniny n-heksan-chloroform (60:40 v/) otrzymujac bezbarwny produkt

(wydajnos¢ 88%) o temperaturze topnienia 147-148°C. W podobny sposob otrzy-
mano chlorowodorki estrow kwasow kaprynowego, mirystynowego i palmityno-

wego z 2-dimetyloaminoetanolem. Wyniki syntez podano w Tabeli 1.

Tabela 1. Wyniki syntezy chlorowodorkéw estrow 2-dimetylo-
aminoetylowych kwasoéw ttuszczowych.

Wydajnos$¢ Wydajnos¢ Temp. topnienia
Zwigzek produktu procesu po krystalizacji
surowego krystalizacji [OC]
[%] [%]
DM-9 94.5 89.0 127-129
DM-11 89.5 88.0 147-148
DM-13 89.0 88.0 168-170
DM-15 93.0 87.0 179-181

CzystoS¢ otrzymanych chlorowodorkéw aminoestréow kontrolowano
gtéwnie z pomoca widm 'H NMR. Przyktadowe widmo dla zwigzku DM-11
podano ponizej: (Brucker Avance 300 MHz,CDCls;, standard wewn. TMS, & ppm):
0.882 (3H,t,CH3); 1.259  (18H,s,-(CHjp)g-); 1.618 (2H,t,-(CH5)-CO-); 2.397
(2Ht, -CH-0O-); 2.198 (6H,d, (CH3)oN-); 3.394  (2H,m,-(CHo)N-); 12.897
(1H,ss,-NH).

Tabela 2. Wyniki syntezy wolnych estrow 2-dimetylo-
aminoetylowych kwasoéw ttuszczowych.

Zwigzek Wydajnos¢ [%]
DMw-9 88,0
DMw—11 87,3
DMw-13 98,8
DMw—15 87,2

Aminoestry uwalniano z chlorowodorkow dziataniem roztworu kwasnego

weglanu sodowego. Chlorowodorek rozpuszczano w wodzie w kolbie stozkowe; i
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mieszajgc mieszadtem magnetycznym dodawano 2-krotny nadmiar 5% wodnego

roztworu wodoroweglanu sodowego NaHCO3 w stosunku do rozktadanego

chlorowodorku. Nastepnie ekstrahowano trzykrotnie po 30 ml eteru dietylowego.

Warstwe eterowa suszono nad bezwodnym MgSQOg4 i odpedzono eter do sucha

na wyparce rotacyjnej. Otrzymano wolne aminoestry w postaci jasnych olejow.
Ponowne przeprowadzenie wolnych aminoestrow w ich chlorowodorki
drogg przepuszczania gazowego chlorowodoru przez ich eterowy roztwor
prowadzito do produktow o znacznej czystosci i byto alternatywng do krystalizacji
drogg oczyszczania syntezowanych zwigzkéw. W badaniach stosowano chloro-
wodorki aminoestréow i ich tez dotyczg stosowane oznaczenia kodowe bez

indeksu. Jesli stosowany byt wolny aminoester zaznaczono to w tekscie.

4.2.2. Synteza soli czwartorzedowych pochodnych estrow 2-dimety-
loaminoetylowych kwaséw tluszczowych.

Na tym etapie pracy interesujgcym byto, jak zmienia sie aktywno$c¢
badanych aminoestrow w poréwnaniu z odpowiadajgcymi im strukturalnie solami
czwartorzedowymi. W zwigzku z tym zsyntezowatem serie bromkow trimetylo-
amoniowych (DMM-n) przez czwartorzedowanie wolnych aminoestréw bromkiem
metylowym w eterze dietylowym. Przyktadem reakcji czwartorzedowania

aminoestréow bromkiem metylu bedzie synteza zwigzku DMM-11.

W kolbie o pojemnosci 50 ml umieszczono 2.7g (0.01 mola) wolnego
estru 2-dimetyloaminoetylowgo DMw-11, w 10 ml osuszonego eteru dietylowego i

dodano réwnomolowg ilos¢ bromku metylu. Kolbke pozostawiono na okres 24

godzin w temperaturze okoto 50C. Po tym czasie odsaczono na lejku ze spiekiem

biaty krystaliczny osad produktu i przemyto go eterem dietylowym. Otrzymano 3,0

g bromku DMM-11 o temperaturze topnienia 135-140°C, wydajnos¢ 82,0%.
W analogiczny sposéb otrzymano metylobromki pozostatych aminoestrow

DMM-9, DMM-13 i DMM-15. Wyniki ujeto w Tabeli 3.
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Tabela 3. Wyniki syntezy i wiasciwosci soli trimetylo-
amoniowych DMM-n

Zwiazek Wydajnosé [%] | TemP: topnienia
[O°C]

DMM - 9 88.7 125128

DMM — 11 82.0 135 — 140

DMM — 13 87.5 165 — 168

DMM — 15 87.0 170 = 175

Widmo 'H NMR DMM-11 (5 ppm): 0.88 (3H,t,CH»-CHs): 1.21 (16Hs,-
(CHo)g-): 1.58-1.62 (2H,m,-CO-CH-CH,-); 2.36 (2H,t, CO-CH,); 3.58 (9H,s,
(CH3)3N-): 4.13-4.15 (2H,m,-CH,N-); 4.58 (2H,m,-OCH,-).

4.2.3. Synteza estréow 2-aminoetylowych kwaséw tluszczowych
roznie podstawionych przy atomie azotu.

W tym etapie prac zsyntezowatem szeregi zwigzkow pochodnych
aminoetanoli réznie podstawionych przy atomie azotu. Struktury syntezowanych

pofgczen przedstawiono ponizej:

R'R2N - CH,CH, - O - CO-C,Han+1
R'R®N:
HeCo, HaC,_ \ /T \
N— N— N— @) N—
Hscz/ H17Cs/ L/ /
DE-n MO-n PY-n MR-n
- Q
N
PP-n Pl-n
n=9 11,13, 15

Synteze tych pochodnych prowadzono wedtug ogdlnego przyktadu poda-

nego dla laurynianu 2-dimetyloaminoetylowego (DM-11) w punkcie 4.2.1.
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Tabela 4. Wyniki syntezy i wtasciwosci estréow 2-aminoetylowych
kwasow ttuszczowych roznie podstawionych przy
atomie azotu.

Wydajnos¢ Wydajnosc¢ Temperatura
Zwigzek produktu procesu topnienia po
surowego krystalizacji krystalizacji
[%] [%] [0C]
DE-11 90.5 85 101-104
DE-13 91.0 87 98-100
DE-15 93.2 90 92-94
MR-11 92.5 88 102-103
MR-13 90.3 86 112-113
MR-15 91.4 87 115-117
PP-11 95.0 90 109-111
PP-13 93.8 89 91-93
PP-15 92.0 86 85-87
PY-11 93.5 88 123-125
PY-13 91.2 90 125-126
PY-15 93.0 87 126-128
PI-11 92.5 91 80-82
PI-13 88.9 90 88-90
PI-15 90.0 91 95-97
MO-11 75.5 - -

W czasie syntezy estrow niektorych aminoetanoli (szczegdlnie
cyklicznych) nie zawsze surowe aminoestry wypadaty ze Srodowiska reakcji w
postaci osadu. W takich przypadkach mieszanine reakcyjng zageszczano na
wyparce rotacyjnej do 50% objetosci i nastepnie dodawano do niej 50-100 ml

n-heksanu. Powodowato to obfite strgcanie osadu odpowiedniego aminoestru.

Po schtodzeniu takiej mieszaniny do okoto 5°C i odczekaniu 2-3 godzin osad

odsgczono. Nastepnie oczyszczano go albo metodg przeprowadzania (przy
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uzyciu 5% roztworu NaHCO3) do wolnego aminoestru i ponownego strgcania
chlorowodorku, albo na drodze krystalizacji z mieszaniny rozpuszczalnikow
n-heksan—chloroform (wzajemne proporcje rozpuszczalnikow dobierano indywi-
dualnie dla danego chlorowodorku). Bardzo czesto obie metody oczyszczania
produktow stosowano tacznie, otrzymujac zwigzki o bardzo wysokiej czystosci.
Czystos¢ otrzymanych chlorowodorkéw aminoestrow kontrolowano gtéwnie z
pomoca widm 'H NMR. Czysto$é te potwierdzano réwniez, analizujac wolne
aminoestry metodg GLC. Otrzymane zwigzki i ich wtasciwosci zestawiono w
Tabeli 4.

2-Aminoetanole uzyte do syntezy byty produktami handlowymi, a ich
pochodzenie podaje Appendix. Jedynie 2-metylo-2-n-oktylo-etanoloamine otrzy-
mano w reakcji 2-(metyloamino)-etanolu z bromkiem oktylowym wedtug poniz-
szej reakcji:

CgH17Br + CHsNHCH,CH,OH 2593, CaHi7NCH;CH,OH * KBr

toluen
CH,

W kolbie okrggtodennej o pojemnosci 250 ml zmieszano 57.9 g (0.3 mola)
bromku n-oktylowego, 22.5 g (0.3 mola) 2-metyloaminoetanolu, 21 g (0.15 mola)
bezwodnego weglanu potasu oraz 25 ml toluenu i ogrzewano pod chtodnicg
zwrotng w temperaturze tagodnego wrzenia przez okoto 20 godzin. Po schtodze-

niu odsgczono osad bromku potasu. Odpedzono toluen na wyparce prozniowej.
Pozostaty olej destylowano, odbierajac frakcje o temperaturze wrzenia 1530C
przy cisnieniu 35 mm Hg. Otrzymano 45.0 g produktu (80.2 % wydajnosci, czys-
tos¢ pow. 99% wg GLC).

4.3. Synteza pozostatych pochodnych.

Zsyntezowano szereg dalszych pochodnych, ktérych wybrane elementy
budowy miaty umozliwi¢ blizsze sprecyzowanie zaleznoéci struktura — aktywno$é.
Temu celowi stuzy¢ miata grupa estréw imidazoloetylowych, N-alkilowe pochodne

pirolidyny oraz estry kwasu benzoesowego. Ich synteza zostata opisana ponizej.
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4.3.1. Synteza estrow imidazoloetylowych kwasoéw ttuszczowych.

N CHsONa_ N CICH,CH,OH N
L el I ]
N e N

) |N )

H Na CH,CH,OH

\N/ @ -

| 7 ©
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n=9 11,13, 15

a) Synteza imidazoloetanolu.
9 g Na rozpuszczono w 100 ml suszonego metanolu. Mieszanine

doprowadzono do temperatury wrzenia, a nastepnie wkroplono 27 g imidazolu
rozpuszczonego w 100 ml suchego metanolu. Cato$¢ ogrzewano pod chtodnicg

zwrotng przez 5 godzin, a nastepnie pozostawiono do schtodzenia.
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Nastepnie do kolby okragtodennej odmierzono 86 ml metanolowego roztwo-
ru soli sodowej imidazolu (0.26 mola) i rbwnomolowg ilos¢ chlorohydryny etyleno-
wej (20.9 g). Catos¢ doprowadzono do temperatury wrzenia i ogrzewano pod
chtodnicg zwrotng przez 3 godziny. Po odpedzeniu metanolu otrzymano 11.3 g

imidazoloetanolu, ktéry bez dalszego oczyszczania poddawano acylowaniu.

b) Synteza chlorowodorkéow imidazoloestrow.
Synteze chlorowodorkow imidazoloestrow prowadzono przez acylowanie
imidazoloetanolu chlorkami wybranych kwaséw tluszczowych. Ogolny opis

zostanie podany na przyktadzie laurynianu imidazoloetylowego (IM-11).

Do kolby okrggtodennej, trojszyjnej, zaopatrzonej w mieszadto, termometr,
wkraplacz, odmierzono 4.5 g imidazoloetanolu (0.04 mola) i 20 ml suchego eteru
dietylowego. Do wkraplacza wprowadzono 10.9 g chlorku kwasu laurynowego

(0.05 mola) w 20 ml chloroformu. Reakcje prowadzono na fazni lodowe;j

wkraplajgc wolno chlorek kwasowy tak, aby temperatura nie przekroczyta 50C.
Podczas stopniowego wkraplania wytrgcat sie biaty osad. Po dodaniu catej ilosci
chlorku kwasowego mieszanine reakcyjng podgrzano na tazni wodnej pod
chtodnicg zwrotng do temperatury fagodnego wrzenia i utrzymywano w tej
temperaturze przez 2 godziny. Po tym czasie reakcje przerwano i pozostawiono
mieszanine reakcyjng w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Wytrgcony

biaty, klejacy osad odsgczono otrzymujgc 7.1 g surowego chlorowodorku IM-11.

c) Otrzymywanie wolnych imidazoloestrow.

Otrzymane chlorowodorki rozktadano do wolnych aminoestrow. Do kolby
stozkowej zawierajgcej 5% wodny roztwor kwasnego weglanu sodu (NaHCO3)
dodawano partiami chlorowodorek, roztwdr mieszano przy pomocy mieszadta
magnetycznego. Po roztozeniu catej ilosci osadu dodawano do kolby niewielkg
ilos¢ eteru dietylowego, catoS¢ mieszano i nastepnie przenoszono do rozdzie-
lacza. Ekstrakcje eterem powtarzano 2-3 razy. Zebrane frakcje eterowe
przenoszono do kolby stozkowej i suszono nad bezwodnym siarczanem
magnezu. Eter odpedzano na wyparce uzyskujac oleista ciecz o zo6itym

zabarwieniu. Ponowne przeprowadzenie wolnych aminoestrow, przez
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przepuszczanie gazowego HCI przez ich eterowe roztwory, nastreczato powazne
trudnosci — byty ktopoty z ich stracaniem z roztworow, a nastepnie z sgczeniem.
Te trudnosci bylty tym wieksze im krotszy byt tancuch alkilowy w czgsteczce

imidazoloestru. Otrzymane chlorowodorki i ich wtasciwosci podano w Tabeli 5.

Tabela 5. Wyniki syntezy i wtasciwosci chlorowodorkoéw imidazoloestrow

Zwigzek Temp. topnienia [OC] Wydajnos¢ [%]
IM-11 74-77 36.0
IM-13 58-62 515
IM-15 88-91 42 0

Otrzymane wolne aminoestry imidazolu przeprowadzano przede

wszystkim w szczawiany.

d) Stragcanie szczawianow (IM-ny).

Odwazong ilo$¢ wolnego aminoestru rozpuszczano w acetonie. Do tak
przygotowanego roztworu dodawano rownomolowg iloS¢ kwasu szczawiowego
rowniez rozpuszczonego w acetonie. Osad wypadat obficie i po przechowywaniu
catej mieszaniny w lodoéwce przez 24 godziny odsgaczano go. Nastepnie suszono

na powietrzu. Wyniki syntez zebrano w Tabeli 6.

Tabela 6. Wyniki syntez i wtasciwos$ci szczawiandw aminoestrow.

Zwigzek Temp. topnienia [°C] Wydajnosc¢ [%]
IM-9¢ 88-91 31,2
IM-114 60-62 41,5
IM-13, 94-96 43,3
IM-15, 74-76 36.7
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W celu potwierdzenia struktury otrzymanych zwigzkéw wykonano dla nich
widma 'H-NMR. Przyktadowo podano widmo wolnego aminoestru IMy—11:
(Brucker Avance 300 MHz,CDCls, standard wewn. TMS, & ppm): 0.880 (3H.t, -
CHj); 1.226 (16H,t—(CHy)s-); 1.589 (2H,t, -CH,CH3); 2.303 (2H,t,-CO-CH,-);
4.198-4.323 (4H,2t, -N-CH,-CH,-O-); 6.955 (1H,s, CH); 7.320 (1H,s,CH); 7.531
(1H,s,CH), ktore potwierdza zatozong strukture, a brak dodatkowych sygnatow

$wiadczy o duzej czystosci zwigzku.

4.3.2. Synteza pochodnych pirolidyny.

W celu uchwycenia wptywu ugrupowania estrowego we fragmencie
hydrofobowym aminoestrow zsyntezowano N-alkilopochodne pirolidyny (PYL-n)
o roznej dtugosci tancucha n-alkilowego, a takze metylobromki tych potaczen.
Wybdr ugrupowania pirolidynowego wynikat z faktu zaobserwowanej najwyzszej

aktywnosci dla pochodnej pirolidynowej PY-11.

4.3.2.1. Synteza n-alkilopochodnych (PYL-n).

\N ., K,CO4 \
- + CphHapsBr ——> N—CnHan+1

PYL-n

Synteze alkilopochodnych pirolidyny prowadzono przez alkilowanie
pirolidyny bromkami n-alkilowymi o réznej dtugosci tancucha, w benzenie w
obecnoéci weglanu potasu. Przyktadowg synteze opisano dla reakgji pirolidyny z

bromkiem n-dodecylowym (PYL-12).

7.1 g pirolidyny (0.1 mola), 27.4 bromku n-dodecylowego (0.11 mola) i
7.6 g bezwodnego weglanu potasu rozpuszczono w 20 ml benzenu i ogrzewano
pod chtodnicg zwrotng w temperaturze tagodnego wrzenia przez 5 godzin. W

czasie ogrzewania obserwowano silne pienienie sie mieszaniny reakcyjnej. Po
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schtodzeniu, odsgczono osad bromku potasu i odpedzono benzen na wyparce
rotacyjnej, pozostatg mieszanine poreakcyjng w postaci mazistego osadu pod-
dano w 5% wodnym roztworze kwasnego weglanu sodu i ekstrahowano kilka-
krotnie eterem dietylowym. Warstwe eterowg suszono przez 24 godziny nad
bezwodnym siarczanem magnezu. Nastepnie przesgczono na lejku ze spiekiem i
przesacz wysycono gazowym suchym HCI| — obserwujgc obfite wydzielanie sie
biatego krystalicznego osadu. Kolbe z osadem pozostawiono na kilka godzin w

lodéwce, nastepnie odsgczono osad — 10.9 g (37.6% wydajnosci). Temperatura

topnienia surowego produktu wynosita 151-1599C. Produkt ten krystalizowano z
mieszaniny n-heksan-chloroform (w réwnych objetosciach). Po krystalizacji otrzy-
mano 9.2 g (31.8% wydajnosci) produktu o temperaturze topnienia 156-158°C.
Wyniki syntez i wtasciwosci otrzymanych chlorowodorkéw przedstawiono w

Tabeli 7.

Tabela 7. Wyniki syntezy n-alkilopochodnych pirolidyny (PYL-n).

Zwigzek Temp. topnienia [OC] Wydajnos¢ [%]
PYL-10 153-155 29.2
PYL-12 156-158 31.8
PYL-14 157-159 g1.0
PYL-16 159-161 34.6

Przyktadowe widmo "H-NMR pochodnej PYL-12 (Brucker Avance 300 MHz,
CDClIs, standard wewn. TMS, 6 ppm): 0.880 (3H, t, -CHs3); 1.300 (18H,t,-(CHz)g-);
1.872 (2H, m, -CH,CHj3); 2.197 (4H.,d, -(CH3),-); 2.987 (4H,m,-(CH).-N-); 3.764
(2H, m,-CH,-N-); 12.897 (1H, ss, -N-H).

4.3.2.2. Synteza soli czwartorzedowych (metylobromkéw) pochod-
nych zwigzkéw PY-11 i PYL-12.

Sole czwartorzedowe (metylobromki) otrzymywatem wedtug przepisu po-

danego dla bromkéw trimetyloamoniowych podanego w punkcie 4.2.2.
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Otrzymane metylobromki miaty temeratury topnienia: PYM-11 — 49-510C,
PYLM-12 — 42-450C.

4.3.2.3. Synteza benzoesanow 2-aminoetylowych.

Dla uchwycenia wptywu tancucha alkilowego pochodzgcego od kwasu ttusz-
czowego zsyntezowano serie benzoesanow 2-aminoetanoli w reakcji acylowania
tych ostatnich chlorkiem benzoilu. Synteze prowadzono wedtug przepisu podane-
go dla estru 2-dimetyloaminoetytowego kwasu laurynowego (punkt 4.2.1). Wyniki

syntez i wtasciwosci otrzymanych chlorowodorkéw przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Wyniki syntezy benzoesandéw 2-aminoetylowych.

Zwigzek Temp. topnienia [OC] Wydajnos¢ [%]
DMB 148-151 92.2
DEB 117-120 91.8
PYB 180-182 90.2
PPB 187-188 92.0
VMRB 202-205 89.7

Przyktadowe widmo "H-NMR pochodnej dimetyloaminowej DMB (Brucker
Avance 300 MHz, CDCls, standard wewn. TMS, 8 ppm): 2.958 (6H, s, (CH3),-N-
); 3.578 (2H,t,-(CHy)-0); 4.849 (2H, m, -CH»-N-); 7.465 (2H,m, (CH), Ph); 7.603
(1H,m, CH Ph); 8.047 (2H, t, (CH), Ph); 12.890 (1H, ss, -N-H).
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4.4. Badania fizykochemiczne.

4.4.1. Wyznaczenie statych dysocjacji kwasowej (pK.).

State dysocjacji kwasowej (pKg) badanych substancji zostaty wyznaczone

z danych miareczkowania potencjometrycznego. Dlatego opracowany zostat pro-
gram komputerowy, ktéry umozliwia interpretacje danych eksperymentalnych,

przy czym stata dysocjacji K5 stanowi jeden z parametréw dopasowania.

Roztwory chlorowodorkéw aminoestrow w mieszaninach metanolu z woda
(poczynajac od najnizszego, dopuszczalnego rozpuszczalnoscig danego zwigzku
stezenia metanolu az do 65% wag. MeOH) miareczkowano roztworem wodoro-
tlenku sodowego. Rozpuszczalnik o wiekszej zawartosci metanolu ma zbyt niskg
wartos¢ statej dielektrycznej, by mozna byto zastosowa¢ procedure
ekstrapolacyjng Yasudy - Shedlovky'ego, w wyniku ktorej otrzymuje sie wartosc

K odpowiadajgcg roztworowi wodnemu [92]. Wszystkie pomiary wykonano

stosujgc automatyczny titrator wchodzacy w sktad mikrokomputerowego

elektrochemicznego miernika uniwersalnego EMU [93].

4.4.2. Wyznaczanie krytycznego stezenia micelarnego z pomiaréw
przewodnictwa.

Pomiary przewodnictwa wodnych roztworéw badanych zwigzkdéw
wykonano przy pomocy konduktometru OK. 102/1 firmy Radelkis (Wegry),
wyposazonego w platynowg elektrode dzwonowa, umozliwiajagcego pomiary w
zakresie 1.5 x 10® [om™]. Czestotliwo$é pomiarowa wynosita 80 lub 3000 [s™'] w
zaleznosci od zakresu pomiarowego [94,95].

Po zanurzeniu elektrody pomiarowej do badanego roztworu
termostatowanego z doktadnoscig do 0.1°C, dobraniu zakresu pomiarowego i
skalibrowaniu konduktometru, warto$¢ przewodnictwa odczytywano bezposred-

nio na skali.
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Pomiary przeprowadzano dla serii roztworow o stezeniach tak dobranych,
aby spodziewana warto$¢ krytycznego stezenia micelarnego przypadata w okoto
potowie zakresu. Z otrzymanych wynikow sporzadzono wykres zaleznosci k=f(c),
warto$¢ krytycznego stezenia micelarnego wyznaczano jako punkt wspélny dwu

potprostych lezgcych ponizej i powyzej c.m.c.

4.4.3. Hydrolityczny rozklad aminoestrow.

Celem badan byto opracowanie metody analitycznej pozwalajacej na
kontrolowanie przebiegu hydrolizy aminoestrow oraz zbadanie jej przebiegu w
roznych warunkach pH. Badania przeprowadzono na laurynianie 2-dimetylo-
aminoetylowym (DMw-11) ijego chlorowodorku DM-11.

Sprawdzono przydatnos¢ metod chromatograficznych (chromatografii
gazowej i wysokosprawnej chromatografii cieczowej) do oznaczania DMw-11 lub
produktow jego hydrolizy. Przeprowadzone badania wstepne wskazywaty, ze
najbardziej dogodnym bedzie oznaczanie samego DMw-11 z pomoca chromato-
grafii gazowej, detektor NPD (selektywny dla azotu) pozwalat na uzyskanie
bardzo silnego sygnatu przy duzej selektywnosci. Po przebadaniu kilku rodzajow
faz stacjonarnych stwierdzono, ze najbardziej przydatng okazata sie faza
stacjonarna FFAP. Za optymalne przyjeto nastepujace warunki chromatografii:

- chromatograf gazowy HP 5890 series Il z detektorem NPD (selektywny
dla azotu)

- kolumna: 20 m x 0,53 mm FFAP 1um

- temperatura kolumny : 150 ©C
- temperatura komory nastrzykowej: 220 0C

- temperatura detektora : 250 ©C

- gaz nosny : azot 15 ml/min
pozostate parametry wg instrukcji chromatografu. W powyzszych warunkach czas
retencji DMw-11 wynosit 260 sek. Przyktadowy chromatogram przedstawiono na

Rys. 4.
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Rys. 4. Przyktadowy chromatogram GLC.

Warunki chromatografii:

kolumna : 20 m x 0,530 mm DMW - 11 1,6ng
FFAP 1um

detektor : NPD

temperatura:

kolumny 150 °C ‘ ‘

injektora 220°C |

detektora 250°C |

gaz nosny : azot 15 ml/min
czas retencji DMW-11 : 260 sek.

v
|
|
v
s s s
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pH = 4,52 pH = 8,20

Oznaczenie ilosciowe prowadzono w oparciu o krzywg kalibracji
sporzadzong na podstawie wynikéw oznaczen dla roztworow DMw-11 w tetra-

hydrofuranie w zakresie stezen od 0.4 do 2.4 ug/ml.
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Hydrolize wolnego aminoestru DMw-11 oraz jego chlorowodorku DM-11
prowadzono w buforze fosforanowym wg Michaelsa przy dwoch wartosciach pH:
4.53 ( fosforan jednopotasowy 1/15 M)
8.20 (0.25 cz. KH,PO4 + 9.75 cz. NapHPO4 1/15 M)

Wykonanie oznaczenia:

Do 6 probéwek kazda o pojemnosci 15 ml odmierzono po 4 ml roztworu
buforowego. Probdwki umieszczono w termostacie o temperaturze 36°C i pozos-
tawiono na 30 minut celem ustabilizowania temperatury. Po tym czasie do kazdej
z probowek dodano po 0,20 ml roztworu wzorcowego, zawierajgcego 40 g
substancji w 1 ml tetrahydrofuranu i wymieszano.

Pierwsza probdowke wyjeto z termostatu, dodano 5 ml dichlorometanu,
szczelnie zakorkowano i wytrzgsano przez 1 minute. Pozostawiono na 2 minuty
do rozdzielenia warstw. Z warstwy dichlorometanu pobierano 3 ml ekstraktu.
Ekstrakt odparowywano do sucha na wyparce obrotowej w temperaturze
pokojowej. Suchg pozostatos¢ rozpuszczano w 3 ml tetrahydrofuranu. Uzyskany
roztwor poddawano oznaczeniu na chromatografie gazowym i z krzywej kalibracji
odczytywano ilos¢ DMw-11.

Kolejne probowki wyjmowano z termostatu po 1, 3, 5, 9 i 24 godzinach i
wg wyzej opisanej procedury przeprowadzano ekstrakcje i oznaczenie ilosci nie
zhydrolizowanego DMw-11. Wszystkie oznaczenia przeprowadzono w trzech
powtérzeniach, a podawane wyniki sg srednig z nich.

Odzysk opracowanej metody wyznaczono przeprowadzajac ekstrakcje i
chromatograficzne oznaczenie dla obu stosowanych zwigzkéw i obu roztwordw
buforowych. Wszystkie oznaczenia wykonano w pieciu powtorzeniach w celu
sprawdzenia powtarzalnosci metody i obliczenia Sredniego odzysku metody.
Odzysk, niezaleznie od stosowanego roztworu buforowego dla DMw-11 i jego

chlorowodorku, wynosit 87+2%.
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4.5. Badania biologiczne.

Zarowno aminoestry jak | odpowiednie pochodne alkilowe kwasow
ttuszczowych byty stosowane do badan biologicznych w postaci gtownie ich
chlorowodorkow. Niektére, z uwagi na wystepujgce w czasie syntezy trudnosci, w
formie szczawianow; w tym przypadku symbol kodowy zwigzku opatrywano
indeksem s. Stosowanie zwigzkow w formie protonowanej z odpowiednim
przeciwjonem chlorkowym lub szczawianowym podyktowane byto czynnikami
praktycznymi. W tej formie sg to zwigzki krystaliczne, stabilne w czasie
przechowywania, dobrze rozpuszczalne w wodzie i wygodne w aplikacji do badan
biologicznych. Stabsza rozpuszczalnos¢ w wodzie miaty jedynie pochodne o
najdtuzszych tancuchach alifatycznych w czasteczce. Rozpuszczalnos¢ te, nieco
stabszg w przypadku aminoestrow o najdtuzszych tancuchach, w znacznym
stopniu poprawiato dodanie do roztworu wodnego 2% etanolu. Takie tez roztwory
stosowano dla wszystkich badanych zwigzkow w przypadku okreslenia ich
aktywnosci w stosunku do drozdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiae.

Stosujgc do badan zwigzki w formie protonowanej, nalezy pamieta¢, ze w
czasie prowadzonych testéw biologicznych, zawsze ustalata sie réwnowaga
miedzy forma protonowang a nieprotonowana, przy czym przesuniecie tej

rownowagi w jedng lub drugg strone uzaleznione byto od pH podtoza.

4.5.1. Hamowanie wzrostu drozdzy piekarniczych Saccharomyces
cerevisiae.

Badania na hamowanie wzrostu drozdzy S.cerevisiae prowadzono
stosujgc prototroficzny szczep £ 1278b na podtozu YPG (1% bactopepton, 1%
yeast extract, 2% glukozy) zestalonym z pomocg 1,5% bactoagaru. Podtoze
buforowano buforem Sérensena do pH 6 lub pH 8 w stezeniu koncowym 0.02M.
Do podtoza dodawano badane substancje rozpuszczone w wodzie destylowane;j

z dodatkiem 2% etanolu, tak by uzyskac¢ koncowe stezenie w pozywce w grani-

cach 1 - 1000 uM.
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Wstepng hodowle drozdzy zaktadano w 5 ml ptynnego YPG i po 24
godzinach inkubacji przeszczepiano 0.1 ml do 10 ml ptynnego YPG. Tak zatozo-
ng hodowle wtasciwg wirowano i komorki zawieszano do wyjsciowej objetosci w
ptynie fizjologicznym. Zawiesine rozcienczano tak by w 0.1 ml byto 100 — 200
jednostek tworzacych kolonie. Z rozcienczenia tego rozprowadzano na ptytkach
YPG z badanymi substancjami (i na ptytki kontrolne) po 0.1 ml zawiesiny.

Ptytki inkubowano w temperaturze 28°C, a wyroste kolonie liczono po 4
dniach inkubacji. W niektérych badaniach odczytu dokonywano ponownie
rowniez po dtuzszym okresie inkubacji. Procent jednostek tworzgcych kolonie
okreslano jako Srednig z 5 pomiaroéw w stosunku do kontroli. Kontrole stanowito
identyczne podtoze bez zwigzku z dodatkiem jedynie 2% etanolu.

Okreslano minimalne stezenie inhibicyjne (MIC), to znaczy takie stezenie
zwigzku w podtozu petnym (YPG), przy ktorym nastepowat spadek o ponad 50%

liczby jednostek tworzgcych kolonie.

4.5.2. Pomiar zdolnosci inhibicji aktywnosci H*-ATPazy btony komér-
kowej drozdzy in vitro.

ATPaza btony komodrkowej drozdzy jest gtdwnym, pod wzgledem
ilosciowym, biatkiem tej btony [65]. Rola jaka odgrywa, polega na pompowaniu
roznych kationéw przez btone na zasadzie antyportu z protonami, wyrzucanymi
do $rodowiska [66]. Transport ten jest w znacznym stopniu indukowany
obecnoscig glukozy w srodowisku [67].

Badania nad inhibicjg aktywnosci H*-ATPazy in vitro przeprowadzono w
laboratorium prof. Andre Goffeau (Louvain-la Neuve, Belgia). Badany zwigzek byt
rozpuszczany w 10 mmol DMSO i testowany przy pH 6.5 oraz 7.5; 1 ml prébka
zawierajaca 50 mmol/L MES, 6 mmol/L MgATP, 10 mmol/L NaN3, 5 mmol/L
winianu fosfoenolu, 1mmol/L DMSO i 1 pg biatka z btony plazmatycznej
izolowanej ze szczepu drozdzy S.cerevisiae £1278b byta testowana zgodnie z

metodykg opisang przez A.Goffeau [97,98].
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4.5.3. Inhibicja H -ATPazy btony komoérkowej drozdzy in vivo.

W celu potwierdzenia faktu, ze badane zwigzki (wybrane selektywnie) sg
rowniez inhibitorami H*-ATPazy in vivo, przeprowadzono badania nad wptywem
tych substancji na stymulowane glukozg wyrzucanie protonéw przez komorki
drozdzy zawieszone w wodzie destylowane;.

Stopien zakwaszenia wody przez drozdze pod wptywem indukcji glukozg
w obecnosci testowanych zwigzkow mierzono przy pomocy EMU-metru
(Electrochemical Microcomputer-Controlled Universal Meter), wykonanego na
Politechnice Wroctawskiej [93], pracujgcego z programem Turbo-pascal.

Stosowano metode opisang przez A.Kotyka [99,100] i R.S.Haworth [101].
Wyrzucanie protonéw, mierzone spadkiem pH, przyjmowane jest za przejaw
dziatania H*-ATPazy btony komorkowej. Badania prowadzono na szczepie
S.cerevisiae £1278b. W pomiarach stosowano zawiesine drozdzy o liczbie
komorek odpowiadajacej 10mg suchej masy, glukoze o stezeniu 200mM, KCI o

stezeniu 0.1M oraz badane zwigzki o stezeniu 1000 uM.

4.5.4. Badania hemolityczne.

Badania prowadzono na Swiezej heparynowanej krwi $wini. Do ptukania
krwi i w prowadzonych eksperymentach stosowano izotoniczny roztwor
fosforanowy o pH 7.4. Oddzielone od osocza erytrocyty ptukano czterokrotnie w
roztworze fosforanowym, a nastepnie poddawano modyfikacji w tym samym

roztworze zawierajgcym okreslong ilo§¢ badanego zwigzku. Modyfikacja

prowadzona byta w temperaturze 370C w czasie 0.5 godziny przy ciggtym
mieszaniu mieszaniny. Prébki zawieraty po 10 ml zawiesiny erytrocytdw o
hematokrytach: 2, 4, 6 i 8%. Po zakonczeniu modyfikacji pobierano 1ml
zawiesiny i mierzono spektrofotometrycznie (Spekol 11) stezenie hemoglobiny.
Stezenie to, wyrazone w procentach przyjmowano jako procent zhemolizowania
krwinek, obliczony wzgledem prébki zawierajacej w 100% zhemolizowane

erytrocyty.
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4.5.5. Badania fluorymetryczne (okreslenie ptynnosci btony erytrocytow).

Krwinki przygotowywano do modyfikacji podobnie jak w do$wiadczeniach

hemolitycznych. Modyfikacja krwinek trwata 0.5 godziny w temperaturze 37°C,
hematokryt krwinek w roztworze wynosit 2%. Po zakonczeniu modyfikacji
usuwano modyfikator, a nastepnie przygotowywano 5ml probki do pomiaréw
fluorymetrycznych, w ktérych hematokryt wynosit 0.05%.

Pomiary spektrofluorymetryczne wykonano przy uzyciu spektrofotometru
firmy Kontron, model SFM 25, w temperaturze pokojowej. Okre$lano zmiany
wspotczynnika polaryzacji fluorescencji sondy fluorescencyjnej TMA-DPH.

Wspotczynnik ten (P) dla polaryzacji stacjonarnej obliczono wedtug wzoru [102]:

_ -Gl
|” +G|_L

gdzie I, I, — natezenie fluorescencji obserwowanej odpowiednio w kierunku
rownolegtym i prostopadtym wzgledem kierunku polaryzacji wigzki wzbudzajgce;.
G jest parametrem zaleznym od dtugosci fali emis;ji.

Wzrost wspotczynnika polaryzacji (w porownaniu z jego wartoscig dla
probki kontrolnej) swiadczy o zmniejszeniu ptynnosci btony, za$ obnizenie jego

wartosci o zwiekszeniu ptynnosci [102, 103, 104].

4.5.6. Okreslenia aktywnosci przeciwgrzybicze;j .

Podjeto réwniez prébe okreslenia aktywnosci biologicznej niektorych z
badanych zwigzkéw jako fungicydéw, okreslajagc ich MIC dla wybranych
szczepow grzybdw [105]. Badania te podjeto opierajac sie na doniesieniach
literaturowych, ze zwigzki lizosomotropowe mogg mie¢ dobre wilasciwosci
przeciwgrzybicze, a poszukiwania zwigzkdw o takich wiasciwosciach prowadzone
sg w laboratoriach na catym Swiecie [106,107,108,109].

Minimalne stezenie hamujgce okreslono dla komérek grzybow: Candida
albicans, Candida krusei, Candida pseudotropicalis, Candida parapsilosis,

Candida quillermondi, Torulopsis glabrata, Trichosporon cutaneum i Geotricium
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candidum. Wszystkie te grzyby byty pobrane od dzieci hospitalizowanych w

Szpitalu Pediatrycznym im. J.Korczaka we Wroctawiu [109] i zostaty zidentyfiko-

wane laboratoryjnie metodami wedtug McGinnisa [110] i Kurnatowskiej [111].
Badane grzyby hodowano w roztworze Sabourauda; pH roztworu ustalano

przy pomocy buforu fosforanowego Sérensena (0.066M), ustalajgc wartos¢

pH 7.2. Kultury drozdzy inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 28°C. MIC

wyznaczano wedtug metody opisanej przez McGinnisa [110].

4.5.7. Aktywnos¢ bakteriobdjcza.

Testy majgce wykazaé¢ zdolnos¢ hamowania wzrostu bakterii
przeprowadzono dla bakterii Gram (+) — Enterococcus faecalis (paciorkowce
katowe), Staphylococcus aureus (gronkowiec ztocisty) i Gram (-) - Pseudomonas
aeruginosa (pateczka ropy btekitnej), Escherichia coli (pateczka okreznicy) i
Proteus vulgaris (pateczka odmienca); we wszystkich przypadkach byty to izolaty
pobrane od pacjentéw.

Badania przeprowadzono wysiewajgc na powierzchnie ptytek
agarowych 4-godzinne hodowle bulionowe (do zatozenia hodowli uzywano 14-
godzinnych hodowli). Po wysuszeniu nanoszono kolejne rozcienczenia bada-

nych zwigzkéw w PBS. Wyniki odczytywano po okresie 24 godzin inkubacji w

temperaturze 37°C.
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5. WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

Badania rozpoczatem od zsyntezowania serii pochodnych dimetylo-
aminowych, jako uktadu modelowego, otrzymujgc grupe estrow 2-dimetyloamino-
etylowych kwasow ttuszczowych (DM-n) posiadajgcych rodnik od 9 do 15
atoméw wegla. Wybor te] dtugosci rodnika wynikat z zalezno$ci obserwowanych
powszechnie dla czwartorzedowych soli amoniowych o charakterze kationowych
surfaktantéw, gdzie maksimum ich aktywnosci biologicznej jest obserwowane dla
rodnika 12-toweglowego. Synteza estrow o krotszym oraz dtuzszym rodniku po-
zwolita wykaza¢ wptyw jego dtugo$ci na aktywnos¢ badanych aminoestrow.

Dimetyloaminoestry (DM-n) syntezowatem przez acylowanie 2-dimetylo-
aminoetanolu chlorkami kwaséw ttuszczowych, prowadzac te reakcje w roz-
tworze eterowym, wkraplajgc roztwér chlorku kwasowego w chloroformie. Przy
takim doborze rozpuszczalnikow uzyskiwatem stosunkowo wysokg wydajnosé
chlorowodorku aminoestru o do$¢ dobrej czystosci. Widma "H-NMR wskazywaty
jednak na obecno$¢ zanieczyszczen, ktére udato sie usungé poprzez
krystalizacje z uktadu n-heksan — chloroform o doswiadczalnie dobranym
sktadzie. Pdzniej okazato sie, ze rownie skutecznym, a znacznie prostszym w
realizacji, jest sposdb oczyszczania polegajgcy na uwolnieniu aminoestru z jego
chlorowodorku dziataniem wodoroweglanu sodowego i ponowne stragcenie
chlorowodorku dziataniem gazowego chlorowodoru. Zazwyczaj jednokrotna
operacja prowadzita do produktu o wysokiej czystosci, w wyjgtkowych
przypadkach ~wymagata powtdrzenia. CzystoS¢ otrzymanych zwigzkow
kontrolowatem z pomoca widm 'H-NMR, a czystosé wolnych aminoestréw za
pomocg GLC; otrzymane przeze mnie zwigzki miaty czysto$¢ powyzej 99%.
Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze opracowana metoda syntezy charakteryzuje sie
prostotg wykonania i wysokimi wydajnosciami, a zastosowany sposéb oczysz-
czania jest bardzo prosty. Rokuje to dobrze w kontekscie ewentualnego wprowa-
dzenia tych zwigzkdéw w przysztosci do praktycznego stosowania.

W tabelach podano wyniki syntezy i wtasnosci otrzymanych

chlorowodorkow (DM-n) (Tabela 1) oraz wolnych estrow 2-dimetyloetylowych
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(DMy-n) (Tabela 2). Te ostatnie przeprowadzono w czwartorzedowe sole
amoniowe przez czwartorzedowanie bromkiem metylowym, otrzymujgc
odpowiednie bromki trimetyloamoniowe (DMM-n); wyniki syntezy i wfasnosci

otrzymanych soli podaje Tabela 3.

5.1. Zdolnos¢ hamowania wzrostu drozdzy S.cerevisiae przez
aminoestry DM-n.

Zarowno aminoestry DM-n jak i ich czwartorzedowe pochodne DMM-n
poddano testowi na hamowanie wzrostu drozdzy S.cerevisiae w sposob opisany
w poprzednim rozdziale przy dwoch warto$ciach pH podtoza; wyniki tego testu
zestawitem w Tabeli 9. Znacznie wyzszg aktywnos¢ obserwuje sie dla pH 8 niz
dla pH 6, co wedtug Hussaina [42] jest charakterystyczne dla substancii
lizosomotropowych. Najwyzszg aktywnosS¢ obserwuje sie dla aminoestréw o
rodniku 11 i 13-toweglowym; podobng zalezno$¢ uzyskano dla soli DMM-n.
Wyniki te wskazuja, ze dla surfaktantow zawierajgcych trzecio- i czwartorzedowy
atom azotu mechanizm dziatania biologicznego jest zblizony.

Wida¢ rowniez, ze aktywnos¢ soli DMM-n jest zblizona do aktywnosci
aminoestréw DM-n, z tym, ze maksimum aktywnosci soli amoniowych obserwuje
sie dla rodnika 13-toweglowego (DMM-13).

Woczesniejsze prace nad czwartorzedowymi solami amoniowymi wykazaty,
ze cytoplazmatyczne mutanty oddechowe rho™ i rho® sg co najmniej dwukrotnie
bardziej wrazliwe niz izogeniczny szczep wyjsciowy [28]. W zwigzku z tym prze-
prowadzono badania dla form dzikich i defektywnych oddechowo na szczepie
drozdzy >1278b stosujac jako dodatek do podtoza dwa sposréd badanej serii
zwigzkow (przy pH 8.0), przy czym rozwoj kolonii drozdzy okreslano po 4 i po 9

dniach inkubacji. Wyniki przedstawiono w Tabeli 10.

48



€9 8¥ vy 0 0 001 L6 06 g9 0 |SLIWNa
€9 el 0 0 0 001 G6 26 29 0 |€LNING
8 z8 v 0 0 001 L6 G6 2L 0 LL-WING
LS ele 4 0 0 G6 26 08 6. 0 6-WING
98 08 0 0 0 00} 001 001 001 08 SL-Wa
LL ele 0 0 0 001 16 S v 0 €1-INa
€L 14 0 0 0 00} 16 4 6¥ 0 LL-Na
ce 6. 0 0 o | oob | oor | oor | oo 0 | ewa
0’8 Hd 0’9 Hd
Lo [ L [ oL [ oot Jooob| to [ v | orL | 00L [ 000L |>xezemz
[INT] wanzeimz oz nzogpod eu yoArsolAm 11UOJOY JUS0Id

‘U-NING @MOpP3ZI0BMZO
2|0s Yol | u-jNg Anissoulwe zazid eelsinesso'S Azpzolp nisolzm eluemowey 9soujopz ‘6 elege]

49



wAmoyosppo wapisjep z Juenw — oyl ‘1jizp dezozs - oyl

/8 LL 69 €9 65 cl 0 6 o,Ou
€g 6¢ ct 6 L 0 0 14
€L-ININd
001 00l 66 .6 €6 68 0 6 Loyl
001 L6 96 45 G8 0§ 0 14
98 8. 89 6G 9G [4°, 0 6 QU
Ly 9¢ Lé L G 0 0 14
LL-ING
00l 00l 66 L6 L6 ¥8 0 6 Loyl
JAS) G8 08 8. 9. Ly 0 14
L0000 | LOOO L00 L0 L oL 00l
[lup]
[AT] nyzeimz niuazdys Azid Ifloegnyul | Azpzoup
21u0|0oy YoAokziom) yajsoupal Jusdoid sez) ewlo4 | Yozeimz

ejuejnw obal 1 qg/z1 X ,0ys ndezozs obsuzoloijojoid Jsoszm eu Ifoegnyul Nsezod MAAAN 0L elegel

‘€L-INING ! LL-INA Z OdA nzopod eu oy oBemoyosppo

50



Wyniki zamieszczone w Tabeli 10 sugerujg, ze badane aminoestry majg
dziatanie drozdzostatyczne, a nie bojcze, i hamujg rozwéj mutantow z defektem
oddechowym przy nizszych stezeniach niz form o normalnym oddychaniu.
Mutanty z defektem oddechowym sg wiec bardziej wrazliwe na fungistatyczne
dziatanie aminoestrow. Nie zauwaza sie istotnych réznic pomiedzy dziataniem
aminoestru DM-11 a soli amoniowej DMM-13. Fakt wtérnego tworzenia kolonii
drozdzy po 9 dniach inkubacji mogt sugerowac¢ albo przystosowywanie sie
szczegoblnie mutantow rho® do obecnosci aminoestréw, albo rozpad tych
zwigzkéw po dtuzszym czasie, w $rodowisku podtoza, do nieaktywnych
metabolitow. Podobnie obserwowano wtorny wzrost drozdzy przy hodowli w

podtozu ptynnym, co obrazuje Rys.5.
Rys.5. Wptyw stezenia DM-11 na szczep drozdzy S.cerevisiae
F87-24b rho® w czasie, na podtozu ptynnym YPG o pH 8.0

K-0, A—0.001,B-0.01,C—0.1,D—-1,E-10,F—100 [uM]
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W celu potwierdzenia tego, ze ,przystosowywania sie” drozdzy do
aminoestru DM-11, moze by¢ spowodowane jego rozktadem w podiozu,
przeprowadzono kolejny test biologiczny. W Tabeli 11 poréwnano rozwdj kolonii
dla szczepu drozdzy F87-24b rho" na plytkach z DM-11 przygotowanych tuz
przed wysiewem i ptytkach przechowywanych przez 9 dni przed wysiewem.

51



Tabela 11.Rozwoj kolonii drozdzy S.cerevisiae F87-24b wyrostych w
obecnosci $wiezo dodanego DM-11 oraz po 9 dniach od na-
niesienia go na ptytki.

Czas | Czas inkubacji| Procent komoérek tworzacych kolonie
przechowywania|  ptytek od przy stezeniu zwigzku [uM]
ptytek wysiewu
przed wysiewem [dni] 10 1 0.1 0.01
[dni]
0 4 0 54 73 83
0 9 42 66 76 96
9 4 39 62 74 93
9 9 78 98 100 100

Réznice w MIC o jeden rzad obserwowane na ptytkach przygotowywanych
tuz przed wysiewem, miedzy czwartym a dziewigtym dniem inkubacji zanikaja,

jesli ptytki przechowywano przez 9 dni przed wysiewem komérek drozdzy.

W kolejnym doswiadczeniu zbadano wptyw czasu kontaktu zwigzku z pod-
tozem przed wysiewem komorek drozdzy. W Tabeli 12 zebrane zostaty wyniki,
obrazujace wptyw zwigzku DM-11 na wzrost mutanta drozdzy o wyjatkowej
wrazliwosci, przy rdéznym sposobie prowadzenia jego hodowli w obecnosci
zwigzku w podtozu. Na czes¢ ptytek z podtozem wysiewano drozdze od razu,

natomiast na drugg czes¢ — po inkubacji podtoza ze zwigzkiem przez 9 dni.

Inkubacja byta prowadzona w temperaturze 28°C. Wyniki odczytywano po 5 i 9

dniach po wysianiu drozdzy.
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Tabela 12. Minimalne stezenie inhibicyjne (% przezywalnosci) DM-11 dla
drozdzy S. cerevisiae na podtozu YPD o pH 8.0
Podtoze YPD :yeast extract-1%, bacto pepton-1%, glukoza-2%, agar-agar 2%

Stezenie zwigzku DM-11 [uM]

Sposoéb aplikacji

zwigzku 0.1 0.01 0.001 Kontrola
DZCZEp ZWIARRK 3.4% 5% 6% 100%
po 5 dniach
Szozeprzwiazek 62% 65% 98% 100%
po 9 dniach
Szczep po 5 dniach
zwiazek 58% 61.5% 96.5% 100%
po 14 dniach
Szczep po 9 dniach
zwigzek " . . .
po 18 dniach 81% 100% 100% 100%

Zamieszczone w Tabeli 12 rezultaty potwierdzajq, ze w trakcie kontaktu z
podtozem (bez obecnosci drozdzy) znacznie spada aktywno$¢ aminoestru, jak
mozna wnioskowac, wskutek jego rozktadu, prawdopodobnie hydrolitycznego.

W wyniku zaobserwowanego wptywu czasu kontaktu zwigzku z podtozem
na wzrost kolonii drozdzy, wszystkie nastepne testy wykonano wprowadzajgc

substancje do podtoza bezposrednio przed wysianiem komérek drozdzy i doko-

nujac odczytu po 4 dniach inkubacji w temperaturze 280C.

Wobec stwierdzonego spadku aktywnosci aminoestrow w trakcie testu wy-
konanego na drozdzach, przeprowadzono badania przebiegu hydrolizy DM,-11 i
jego chlorowodorku DM-11 w Srodowisku kwasnym i alkalicznym przy dwu war-

tosciach pH (4.53 oraz 8.20). Uzyskane wyniki przedstawiono na Rys. 6 i 7.

53



Rys.6.Hydroliza zwigzkow DM-11 i DMw-11 w $rodowisku o pH 4.53.
pH=4,53; temp.36 C
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Rys.7.Hydroliza zwigzkow DM-11 i DMw-11 w Srodowisku o pH 8.2.
pH=8,2; temp. 36°C
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Obliczone state szybkosci hydrolizy dla reakcji pseudo-pierwszego rzedu

przedstawiono w Tabeli 13.
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Tabela 13. Obliczone state szybkosci hydrolizy.

Czas reakgji Stata szybkosci reakcji [s]
[s] pH 4.53 pH 8.2
DMw-11 DM-11 DMw-11 DM-11
3600 5175x10° | 6,547 x 10° | 2,926 x 10° | 2,016 x 107
10 800 3,436 x 10° | 3,847 x10° | 1,951x10° | 1,725x10°
18 000 2,931x10° | 3,123x10° | 1,673x10° | 1,748 x 10°
32 000 2,397 x10° | 2,752x10° | 1,526 x10° | 1,789 x 107
86 400 2196 x 10° | 2,555x10° | 1,283x10° | 1652 x10°
Srednia 2,921 x10° | 3,241 x10° | 1,712x10° | 1,754 x 10°°

Jest charakterystyczne, ze reakcja hydrolizy przebiega szybciej w $rodo-
wisku kwasnym niz alkalicznym (blisko dwukrotnie wyzsza stata szybkosci).

Zaznaczy¢ réwniez nalezy, ze ustalone state szybkos$ci sg nizsze niz uzyskane

przez Thompsona [31] dla hydrolizy w 2509C przy pH 8,0 soli amoniowych o zbli-
zonej strukturze, dobrze rozpuszczalnych w wodzie. Thompson wspomina [96],
ze dla trudniej rozpuszczalnych soli o dtuzszym fancuchu otrzymywat niepowta-
rzalne wyniki i nie podaje ich w swojej pracy. Badany uktad jest analitycznie do$¢
trudny. Chlorowodorek DM-11, szczegdlnie w srodowisku kwasnym, dobrze roz-
puszcza sie w wodzie, a bedacy z nim w rownowadze wolny aminoester DM,-11
rozpuszcza sie bardzo stabo. Stad uzyskane wyniki majg wytacznie orientacyjny

charakter. hydrolizy w $rodowisku

Nie moglismy jednak prowadzi¢ tej
homogennym, gdyz wymagatoby to uzycia rozpuszczalnika i nie odpowiadatoby
warunkom srodowiska komorki. Z tych tez wzgledow nie prowadzilismy bardziej

szczegotowych badan nad hydrolizg aminoestrow.

5.2. Wplyw aminoestréow DM-n na aktywno$¢é H'-ATPazy btony komor-
kowej drozdzy.

H*-ATPaza jest jednym z enzymow btonowych. Jest ona odpowiedzialna

za transport protondw miedzy komorkg a podtozem.
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Wstepne badania na aktywnoscig H*-ATPazy in vitro, przeprowadzone w
laboratorium prof. Andre Goffeau (Katolicki Uniwersytet w Louvain-la Neuve,
Belgia) wykazaly, ze aminoestry DM-n, jak i ich czwartorzedowe pochodne
DMM-n silnie hamujg aktywno$¢ btonowego preparatu H*-ATPazy. Wyniki tego

testu przedstawiono w Tabeli 14.

Tabela 14. Inhibicja aktywnosci enzymatycznej H*-ATPazy
btony komdrkowej drozdzy in vitro.

lso  [uM]
Zwigzek
pH 6.5 pH 7.5

DM-9 315 70
DM-11 51 21
DM-13 17 11
DM-15 17 10
DMM-11 65 12

* Stezenie zwigzku powodujgce spadek aktywnosci o 50%

W serii zwigzkow DM-n najnizszg aktywno$¢ wykazywat zwigzek DM-9,
co pokrywato sie z testem hamowania wzrostu drozdzy (Tabele 9 i 10). Jedyna
réznica pomiedzy inhibicja H'-ATPazy btony komoérkowej in vitro, polegata na
tym, ze MIC malat od 9-cio- do 13-toweglowego tancucha alkilowego, a przy 15-
toweglowym fancuchu wykazywat pewien wzrost. Natomiast Isp w przypadku
aminoestru DM-15 wykazywat wartosci malejagce. Ta rdznica nasunetfa
przypuszczenie, ze przy wiekszej liczbie atomow wegla w tancuchu alkilowym,
przepuszczalno$¢ aminoestrow przez btone komorkowa drozdzy lub dostep ich
grupy czynnej (prawdopodobnie aminowej) do miejsca wrazliwego na inhibicje
moze ulega¢ obnizeniu, stad obserwowana wyzsza warto$¢ MIC dla aminoestru
0 najdtuzszym z badanych tancuchéw alkilowych.

W celu potwierdzenia tego przypuszczenia, a jednocze$nie stwierdzenia,
czy aminoestry sg inhibitorami H'-ATPazy btony komodrkowej in vivo,

przeprowadzono badania nad wptywem badanej pilotowe] grupy zwigzkéw na
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stymulowane glukozg wyrzucanie protonow przez komorki drozdzy zawieszone w
wodzie destylowanej. Takie wyrzucanie protondéw, mierzone spadkiem pH, przyj-
mowane jest za przejaw dziatania H'-ATPazy btony komorkowej [99]. Badania
przeprowadzono nad wptywem serii aminoestrow DM-n na H'-ATPaze btony

komorkowej szczepu S.cerevisiae £1278b. Wyniki przedstawiono w Tabeli 15.

Tabela 15. Wptyw aminoestrow serii DM-n na ilos¢ protonéw wyrzu-
canych przez komorki S.cerevisiae 2X1278b do

srodowiska.
llo§¢ H* [nM/min/mg suchej masy]
Zwiazek po dodaniu:
Glukozy Aminoestru KCI
Brak 5.663 - 8.383
DM-9 4.977 3.688 8.304
DM-11 5.379 -0.092 0.008
DM-13 4.182 -0.110 0.012
DM-15 5.679 3.677 8.270

Zgodnie z danymi z piSmiennictwa [99] dodanie glukozy do zawiesiny
drozdzy powoduje szybki spadek pH, wynikajacy z wybijania protonow, ktérych
stezenie wzrasta do 5,6 nM. Jesli po dodaniu glukozy do zawiesiny zostanie
wprowadzony aminoester, spadek pH (wyrzucanie protonoéw) ulega natychmias-
towemu zatrzymaniu. Efekt inhibicyjny uzalezniony jest od dtugoéci tancucha
alkilowego w czgsteczce aminoestru. W przypadku DM-9 nastepuje jedynie
pewne wstrzymanie wybijania protonéw do wartosci 3.7 nM. W przypadku DM-11
ilo§¢ wybijanych protonow spada do zera. W przypadku DM-13 obserwuje sie
rowniez catkowite zatrzymanie wybijania protonéw. Jeszcze stabszy efekt niz
DM-9 daje wprowadzenie DM-15, gdzie wzrost pH po dodaniu aminoestru jest
nieznaczny, a ilos¢ wybijanych protonéw spada 5.6 do 3.6 nM.

Te zaleznosci sg skorelowane w pewnym stopniu z intensywnoscig stymu-
lacyjnego wptywu dodawanych jonéw potasu (KCI). W obecnosci aminoestrow

DM-9 i DM-15, stabiej blokujacych spadek pH, stymulujacy wptyw KCI jest nadal
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widoczny, podczas gdy w obecno$ci aminoestrow o duzej aktywnosci (DM-11 i
DM-13) stymulacyjne dziatanie KCI jest na poziomie zerowym.

Inhibicja H*-ATPazy btony komorkowej, mierzona spadkiem pH i iloscig
wybijanych protonéw, zalezy od stgzenia aminoestru. Stwierdzono to na
przyktadzie najsilniej dziatajgcego DM-11. Wptyw stezenia stosowanego amino-
estru uwidacznia sie zaréwno wartoscig do jakiej wzrasta pH po jego dodaniu, jak

rowniez spadkiem ilosci wybijanych protonéw (Tabela 16).

Tabela 16. Wptyw réznych stezen DM-11 na iloS¢ protonow
wybijanych przez komorki S.cerevisiae Z1278b do

srodowiska.
Stezenie llo§¢ H* [nM/min/mg suchej masy]
DM-11 po dodaniu:
[uM]
Glukozy Aminoestru KCI
0 4.892 - 9.613
1000 4.902 -0.068 0.009
500 4.168 -0.083 0.060
100 4.411 1.072 2.915
50 4.372 2.466 4.330
10 4.336 4.030 4.487

Przy stezeniach aminoestru 500 — 1000 uM pH wzrasta gwattownie, zas
wybijanie protonow ustaje catkowicie, a stymulujgcy wptyw KCI jest niemal
zerowy. Przy stezeniach 100 uM i nizszych nie stwierdza sie juz gwattownego
wzrostu pH, a jedynie inhibicje wybijania protondéw, ktorej stopien maleje wraz ze
spadkiem stezenia aminoestru, a stymulujgce dziatanie KCI staje sie coraz
bardziej widoczne.

W przedstawionych wynikach do$wiadczen zaskakujgca byta gwattownosc¢
reakcji na wprowadzony do $rodowiska aminoester. Mogto to nasuwac

watpliwosci, czy mamy do czynienia z procesem biologicznym, czy tez raczej
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czysto chemicznym. W celu sprawdzenia, czy obserwowany wzrost pH po
dodaniu DM-11 nie jest jedynie procesem chemicznym, tj. nastepuje alkalizacja

Srodowiska przez zwigzek, przetestowano wptyw tego zwigzku na pH wody
destylowanej z glukozg. W tym przypadku jednoznacznie stwierdzono, ze bez

obecnosci drozdzy nie obserwuje sie spadku pH Srodowiska.

5.3. Aktywnos¢ hemolityczna zwigzkéw DM-n.

W doswiadczeniach hemolitycznych okreslano toksyczno$¢ hemolityczng
zwigzkow z serii DM-n, na podstawie przedziatow stezen odpowiedzialnych za
hemolize krwinek, przy czterech hematokrytach komérek w roztworze. Stezenie
hemolityczne znaleziono, badajac zaleznoS¢ miedzy procentem zhemolizowa-
nych krwinek a stezeniem zwigzku, dla hematokrytu: 2%, 4%, 6% i 8%. Wyniki
tych badan pozwolity przedstawi¢ dla dwoch ustalonych efektow hemolitycznych,
ti. 50% i 100% hemolizy krwinek (Rys.8) liniowg zalezno$¢ miedzy stezeniem

zwigzku a hematokrytem.

Rys. 8. Zalezno$¢ miedzy hematokrytem a stezeniem zwigzkow DM-n
powodujgcym 50% (A) i 100% (B) hemolize krwinek przy pH 7.4

i temp. 37°C.
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Na Rys.9 przedstawiono zas stezenia zwigzkéw powodujgce 50% i 100%
hemolize przy 1% hematokrycie erytrocytow. Na podstawie tych wynikéw
ustalono nastepujacy szereg aktywnosci zwigzkéw DM-n:

DM-15 > DM-13 > DM-11 > DM-9
Najaktywniejszy okazat sie zwigzek DM-15, ktory wywotywat hemolize 50% i
100% erytrocytdbw przy najnizszych stezeniach w poréwnaniu ze stezeniami

pozostatych zwigzkéw.

Rys. 9. Stezenie zwigzkow DM-n powodujgacych 50%
(A) i 100% (B) hemolize, przy jednostkowym
hematokrycie, pH 7.4 i temp. 37°C
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W celu blizszego okre$lenia, ktora z form testowanych zwigzkéw ma
decydujgcy wplyw na oddziatywanie na btony erytrocytow, zmierzono stezenie
zwigzku wywotujgce 50% hemolize w zaleznosci od hematokrytu (przy statej
wartosci pH) oraz w zaleznosci od pH (przy statym hematokrycie). Test ten
wykonano dla uktadu trzech zwigzkéw: DM-11, DMw-11 i DMM-11. Wyniki
przedstawione na Rys.10 wskazujg, ze chlorowodorek aminoestru DM-11 wyka-
zuje silniejsze dziatanie hemolityczne w poréwnaniu z jego czwartorzedowg solg
DMM-11. Najistotniejszym jednak stwierdzeniem jest obserwowana niska
aktywno$¢ wolnego aminoestru DMw-11, dla ktérego stezenia hemolityczne przy
wyzszych wartosciach pH znajdujg sie poza skalg. Hemolityczne dziatanie tego

zwigzku znacznie wzrasta przy niskim pH (5.0), przy ktérym stezenie protono-
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wanej formy aminoestru jest juz na tyle wysokie iz roznica pomiedzy aktywnoscig

obu zwigzkéw (DM-11, DMw-11) jest niemal zniwelowana.

Rys. 10. Zalezno$¢ miedzy stezeniem zwigzku wywotujgcym 50% hemolizy a:
A) stezeniem erytrocytow (pH 5.0)
B) pH, dla hematokrytu 4%
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Swiadczy to niechybnie iz formg odpowiedzialng za dziatanie hemolitycz-
ne, a mozna wnosi¢ iz réwniez za inne formy biologicznej aktywnosci, jest proto-
nowana forma aminoestru. Mozna réwniez oczekiwac, ze czynniki wptywajace na
stan réwnowagi

forma protonowana < forma nieprotonowana
beda miaty istotny wptyw na biologiczne dziatanie aminoestréw kwasow ttuszczo-

wych.

5.4. Wpltyw zwiazkow serii DM-n na ptynnos¢ btony erytrocytow.

Badania fluorymetryczne pozwolity obliczy¢é wartosci wspotczyn-
nikbw polaryzacji P btony erytrocytow modyfikowanej zwigzkami DM-n.
Przedstawione na Rys.11 wyniki wskazujg, ze zwigzki DM-n w przedziale stezen
10-100uM powodujg zmniejszenie wspotczynnika polaryzaciji krwinek modyfiko-
wanych, w poréwnaniu z krwinkami niemodyfikowanymi. Stwierdzono, ze wsp6t-
czynnik polaryzacji w zasadzie maleje wraz ze wzrostem stezenia zwigzku.

Najwieksze zmiany powoduje chlorowodorek aminoestru DM-15. Zmniejszenie
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wspétczynnika polaryzacji btony erytrocytow modyfikowanej zwigzkami DM-n
$wiadczy o wzroscie ptynnosci btony, a wigc takze o wbudowywaniu sie tych

aminoestréw w btone erytrocytarng.

Rys. 11. Wspotczynnik polaryzacji P w funkcji stezenia
zwigzkéw DM-n.
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5.5 Wplyw podstawienia atomu azotu aminoestrow na ich aktywnosé¢.

Celem uchwycenia wptywu podstawienia aminoestru na atomie azotu
zsyntezowatem szereg pochodnych o strukturze podanej w rozdziale 4.2.3., za-
wierajgcych podstawione ugrupowania aminowe, réznigce sie tak wielkoscig

czgsteczki, jak i zasadowos$cig drugorzedowej aminy, od ktorej sie wywodza.

5.5.1. Hamowanie wzrostu drozdzy przez seri¢ zwigzkow o tancuchu
alkilowym zawierajacym 11 lub 13 atomoéw wegla.

Podobnie jak dla serii zwigzkbw DM-n wyznaczono minimalne stezenie
hamujgce rozwo6j komoérek drozdzy S.cerevisiae zwigzkdéw réznigcych sie
hydrofilowg ,gtowkg” i posiadajgcych w swej budowie tancuchy alkilowe
zawierajagce 11 13 atomoéw wegla. Wybrano lauryniany i mirystyniany, poniewaz

wiasnie estry kwaséw laurynowego i mirystynowego charakteryzowaty sie naj-
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testow. Wyznaczone wartosci MIC przedstawiono w Tabeli 17.

wyzszg aktywnoscig biologiczng w wiekszosci przeprowadzonych dla serii DM-n

Tabela 17. Minimalne stezenie hamujgce rozwoj komaérek drozdzy
S.cerevisiae przez aminoestry laurynowe i mirystynowe
przy roznych wartosciach pH.

Minimalne stezenie Minimalne stezenie
Zwiazek hamujgce [UM] Zwiazek hamujace [uM]
pH 6.0 | pH 8.0 pH 6.0 | pH 8.0
DM-11 100 5 DM-13 100 10
DE-11 100 5 DE-13 100 20
PY-11 100 5 PY-13 100 10
PP-11 100 10 PP-13 500 50
MR-11 500 50 MR-13 | >1000 | > 1000
MO-11 1000 500 - - -
PI-11 > 1000 > 1000 PI-13 | >1000 | > 1000

Seria aminoestrow o 11 atomach wegla w fancuchu alkilowym i tym razem
okazata sie bardziej aktywna od ich odpowiednikow 13-toweglowych. Rowniez
bardzo wyrazny jest wptyw pH podtoza; aktywno$¢ biologiczna badanych zwigz-
kow jest znacznie wyzsza przy pH 8.0 niz przy pH 6.0.

Poréwnujgc aktywno$¢ aminoestrow o réznej budowie ,gtéwki” hydrofilo-
wej, badang serie mozna podzieli¢ na kilka grup: najbardziej aktywne DM, DE i
PY, nieznacznie stabsze PP, o wiele mniej aktywne MR i MO i zupetnie nie-
aktywne Pl. Badane zwigzki mozna utozy¢ w szereg od najwyzej do najstabiej
aktywnych:

PY = DM = DE > PP >> MR > MO >> PI
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5.5.2. Wplyw aminoestrow zawierajacych 11 lub 13 atomoéw wegla w
tancuchu alkilowym na aktywno$é H'-ATPazy bltony komor-
kowej drozdzy

Powinowactwo hydrofobowego fancucha alifatycznego do lipidow btony
komorkowej wynikajgce z poprzednich badan nad czwartorzedowymi solami
amoniowymi i lokalizacja w btonie komorkowej H'-ATPazy sktonit nas do
przetestowania wptywu aminoestrow na aktywnos¢ btonowego preparatu tego
enzymu. Badania przeprowadzone w laboratorium prof. A .Goffeau (Louvain-la
Neuve-Belgia) wykazaty, ze wszystkie badane substancje, z wyjatkiem PI, silnie
hamujg aktywnos¢ tego enzymu. Isq (stezenie inhibujace w 50% aktywnos$é) przy
pH 6.5 wahato sie od 38 do 51 uM a przy pH 7.5 od 11do 30 uM; wartosci Iy dla

pochodnej pirydynowej sg wielokrotnie wyzsze.

Tabela 18. Wptyw aminolaurynianobw na hamowanie in vitro
aktywnosci H*-ATPazy btony komoérkowej drozdzy.

Zwiazek lso [M]
oH 6.5 PH 7.5
DM-11 51 21
DE-11 51 18
PY-11 49 11
PP-11 39 11
MR-11 38 30
PI-11 1690 1300

Badang serie zwigzkow mozna uszeregowac¢ wedtug malejgcego wptywu
na H'-ATPaze btony komérkowej drozdzy w sposéb nastepujacy:
PY = PP > DE > DM > MR >> PI
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5.5.3. Aktywnos¢ hemolityczna laurynianéw aminoetylowych.

Przeprowadzono badania hemolityczne krwinek modyfikowanych laurynia-
nami aminoetylowymi, a wiec zwigzkami posiadajgcymi taki sam 11-toweglowy
tancuch alkilowy, lecz ré6zne ,gtowki” polarne.

Doswiadczenia hemolityczne pozwolity ustali¢ dla kazdego z tych
zwigzkéw hemolityczne przedziaty stezen, przy ustalonych czterech hematokry-
tach krwinek (2%, 4%, 6% i 8%).

Rys. 12. Zalezno$¢ miedzy hematokrytem a stezeniem chlorowodorkow
laurynianéw, powodujgcym 50% (A) i 100% (B) hemolize
krwinek przy pH 7.4 i temp. 37°C.
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Na Rys.12 przedstawiono zalezno$¢ liniowg miedzy stezeniem laurynia-
néw a hematokrytem krwinek dla 50% (A) i 100% (B) hemolizy. Z zaleznosci tej
wyznaczono stezenie badanych zwigzkéw odpowiedzialne za 50% i 100% hemo-
lize, w odniesieniu do jednostkowego hematokrytu. Stezenia te, w postaci wykre-
séw stupkowych pokazano na Rys.13, pozwolity ustali¢ toksyczno$¢ hemolitycz-

ng tych substancji, spetniajgcy relacje:

PY > DM > DE > PP > MR > MO >> PI

Najaktywniejszy jest zwigzek PY-11, ktéry wywotuje 50% i 100% hemolize

krwinek przy najnizszych stezeniach, w poréwnaniu ze stezeniami pozostatych
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zwigzkoéw, a przedstawiony szereg jest niemal identyczny jak w przypadku

zdolno$ci hamowania wzrostu drozdzy.

Rys. 13. Stezenie chlorowodorkéw laurynianéw powodujgce 50%
(A) i 100% (B) hemolize, przy jednostkowym hematokry-
cie, pH 7.4 i temp. 37°C.
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5.5.4. Wplyw laurynianow na ptynnosc¢ btony erytrocytow.

Badania fluorymetryczne, pozwalajgce wyznaczy¢ wspotczynniki polaryza-
cji P btony erytrocytéw modyfikowanych badanymi zwigzkami, wykonano podob-
nie jak dla serii zwigzkébw DM-n Wartosci obliczonych wspétczynnikow przedsta-
wiono na Rys.14.

Zwigzki PY-11, DM-11 i DE-11 powodujg zmniejszenie wartosci
wspotczynnika polaryzacji (wzrost ptynnosci btony), w zakresie stezen 1 — 10 uM,
w stosunku do krwinek niemodyfikowanych; wspétczynnik ten maleje wraz ze
wzrostem stezenia zwigzku. Dla pozostatych zwigzkéw wspoéfczynnik polaryzacii
maleje w mniejszym stopniu. Takze i w tym przypadku stwierdzono zalezno$é
uktadajaca sie w podobny szereg:

PY >DM>DE > PP > MR > PI
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Rys. 14. Wspétczynnik polaryzacji P w funkcji stezenia
badanych laurynianéw.

0,44
o 042 - —8—PY-11
5 —8—DM-11
©
> 04 —8—DE-1
%é —e—PP-11
x 038 —8—MR-11
s —8—MO-11
£ 036 | —o—PI-11
g s L
w
=

0 25 5 75 10
Stezenie [uM]

PkonTrou = 0.417

5.6. Estry 2-imidazoloetylowe kwasow tluszczowych IM-n.

Badania nad wptywem ugrupowania aminowego (polarnej gtowki)
aminoestrow rozszerzono na pochodne imidazolu, syntezujgc grupe estréw
imidazoloetylowych kwasow ttuszczowych IM-n. Wybér imidazolu wynikat z faktu
iz wiele pochodnych imidazolu znalazto zastosowanie jako fungicydy stosowane
zaréowno w medycynie ludzkiej jak i ochronie ro$lin. N—dodecyloimidazol jest
ponadto traktowany jako wzorcowa substancja lizosomotropowa i w tym kierunku
byt szeroko badany [40,42]. Imidazol charakteryzuje sie¢ ponadto obecnoscig
drugiego atomu azotu i stosunkowo niskg zasadowoscig. Badania nad tg grupg
aminoestréw opisuje wiec odrebnie.

W syntezie estréw imidazoloetylowych IM-n natrafitem na trudnosci, w
szczegoblnosci podczas syntezy wyjsciowego imidazoloetanolu. Pomy$inym roz-
wigzaniem byto przeprowadzenie tej syntezy przez alkilowanie soli sodowej
imidazolu chlorohydryng etylenowg. Dalsze trudnosci wystgpity przy izolowaniu
chlorowodorkéw IM-n, a korzystnym okazato sie strgcanie tych estrow w postaci
szczawianéw; w dalszych pracach udato sie jednak uzyskac niektére chlorowo-

dorki w stanie czystym.
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Badania nad hamowaniem wzrostu drozdzy wykonano na szczepie ~ 1278b
S.cerevisiae w sposéb standardowy testujgc szczawiany imidazoloestrow IM-ns.
Badania przeprowadzono dla dwu wartosci pH podtoza i dokonujgc odczytu po 4,

8 i 10 dniach inkubacji. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabelach 19 i 20.

Tabela 19. Zdolno$¢ hamowania wzrostu drozdzy S.cerevisiae przez
szczawiany imidazoloestrow IM-ng w zaleznosci od czasu
inkubacji, przy pH 6.0.

Cras Zwiazek Procent jednostek. twgrzapych kolonie przy
inkubagji stezeniu [uM]

(dnd) 1000 | 100 | 10 1 | Kontrola

IM-9s 0 0 93 100 100

4 IM-11s 0 40 85 65 100

IM-13s 43 68 100 83 100

IM-15¢ 100 100 76 89 100

IM-9s 0 0 91 100 100

8 IM-11s 0 42 85 65 100

IM-13s 43 70 100 83 100

IM-155 100 99 74 92 100

IM-9s 0 0 91 100 100

10 IM-11s 0 42 85 65 100

IM-13s 43 70 100 83 100

IM-15¢ 100 97 73 91 100
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Tabela 20. Zdolno$¢ hamowania wzrostu drozdzy S.cerevisiae przez
szczawiany imidazoloestréow IM-ng w zaleznosci od czasu
inkubacji, przy pH 8.0.

infuzt?;cji Zwigzek Procent jednoz‘t’[:a?kz ;vr\]/i(ilrz[a:lcl\%;:h kolonie przy
(dni)
1000 100 10 1 Kontrola

IM-95 0 0 1 100 100

4 IM-11g 0 0 0 31 100
IM-13g 0 72 100 100 100

IM-15¢ 100 88 99 85 100

IM-9s 0 0 2 100 100

8 IM-11g 0 0 18 31 100
IM-13s 2 85 100 100 100

IM-15, 100 96 100 85 100

IM-9s 0 0 3 100 100

10 IM-11s 0 0 20 32 100
IM-13¢ 2 85 100 100 100

IM-155 100 96 100 87 100

Uzyskane wyniki wskazujg na podobne dziatanie imidazoloestréw jak i
wczesniej badanych aminoestréw o innej polarnej gtéwce. Takze i w tym przy-
padku najbardziej aktywnym okazat sie ester o 11-toweglowym tancuchu alkilo-
wym, jednak niewiele ustepuje mu zwigzek o krétszym fancuchu; zwigzki o naj-
dtuzszych tanicuchach okazaty sie by¢ mniej aktywne. Wyzszg aktywno$¢ obser-
wowano dla wyzszych wartosci pH. Nie obserwowano wystepowania wtérnego
wzrostu drozdzy przy przedtuzonym czasie inkubacji.

Badania zdolnosci hemolitycznej przeprowadzono na chlorowodorkach

imidazoloestrow w sposéb wczesniej opisany, porownujac ich aktywnos$¢ hemoli-
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tyczng do aktywnosci dimetyloaminopochodnej DM-11. Wyniki badan przestawia
Rys. 15.

Rys. 15. Zalezno$¢ stezenia zwigzku powodujgcego 100%
hemolize erytrocytéw od hematokrytu.
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Jak widaé zdolno$é hemolityczna imidazoloestréw IM-n uktada sie nieco
inaczej. Najbardziej aktywnym hemolitycznie okazat si¢ ester IM-11, a jego
aktywnos$¢ jest porébwnywalna z aktywnoscig pochodnej dimetyloaminowej
DM-11. Aktywno$¢é hemolityczna maleje wraz z wydtuzaniem fancucha alkilowego
i jest najnizsza dla zwigzku IM-15. W tym wzgledzie pochodne imidazolowe

zachowujg sie odmiennie niz pozostate aminoestry.

5.7. Badania biologiczne alkilopochodnych pirolidyny PYL-n.

N-Alkilopochodne pirolidyny zsyntezowano w celu uchwycenia wptywu
budowy rodnika hydrofobowego aminoestréw przez poréwnanie ich z pochod-
nymi alkilowymi. Do tego celu wybrano pochodne pirolidyny, gdyz ester pirolidy-
noetylowy PY-11 byt w dotychczasowych badaniach najbardziej aktywnym.

W Tabelach 21 i 22 przedstawiono wyniki badania aktywnosci hamowania
wzrostu drozdzy S.cerevisiae przez N-alkilopirolidyny PYL-n, w poréwnaniu do

pirolidynoestru PY-11, a takze metylobromkéw obu tych ugrupowan.
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Tabela 21. Zdolno$¢ hamowania wzrostu drozdzy S.cerevisiae przez
pochodne pirolidyny przy pH 6.0.

Procent jednostek tworzacych kolonie przy stezeniu

Zwiazek zwigzku [uM]
1000 100 10 1 0.1
PY-11 0 0 56 69 86
PYL-10 0 2 65 97 99
PYL-12 0 0 58 97 99
PYL-14 0 0 35 53 84
PYL-16 0 0 26 56 100
PYM-11 0 0 83 100 100
PYLM-12 0 0 86 100 100
PYB 53 81 80 81 90

Tabela. 22. Zdolnos¢ hamowania wzrostu drozdzy S.cerevisiae przez

pochodne pirolidyny przy pH 8.0.

Procent jednostek tworzacych kolonie przy stezeniu

Zwiazek zwigzku [puM]
1000 100 10 1 0.1
PY-11 0 0 0 78 79
PYL-10 0 3 76 88 95
PYL-12 0 0 0 76 80
PYL-14 0 0 0 80 82
PYL-16 0 0 1 83 91
PYM-11 0 0 50 60 79
PYLM-12 0 0 49 58 76
PYB 9 54 63 66 77
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Jak wida¢ alkilopochodne pirolidyny charakteryzuja sie podobng
aktywnoscig jak pirolidynoester PY-11, jednak aktywnos$¢ rosnie nieznacznie
wraz z dtugosciag tancucha alkilowego; zwigzki zawierajgce 12, 14 i 16 atomoéw
wegla w fancuchu majg niemal identyczng aktywnos¢. Czwartorzedowe sole
amoniowe PYM-11 i PYLM-12 majg aktywno$¢ w stosunku do drozdzy nizszg
niz trzeciorzedowe aminy, z ktérych je otrzymano. Uzyskane wyniki wskazujg, ze
ugrupowanie estrowe bedgce fragmentem hydrofobowego rodnika aminoestrow
nie utrudnia ich wbudowywania sie¢ w btony biologiczne. Na podstawie uzyska-
nych wynikbw mozna tez przypuszczac, ze hydrofobowe ugrupowanie amino-
estrow wbudowywuje sie w btone wraz fragmentem estrowym i fragmentem etylo-
wym pochodzacym od aminoetanolu, a wiec jest ono w rzeczywistosci diuzsze
niz to wynika z ilosci atomow wegla w rodniku kwasu ttuszczowego. Przypusz-
czenie to wymaga jednak weryfikacji w odrebnie przeprowadzonych badaniach

biofizycznych.

Wyniki pomiaréw inhibicji aktywnosci H*-ATPazy btony komérkowe;

drozdzy S.cerevisiae przedstawia Tabela 23.

Tabela 23. Hamowanie in vitro aktywnosci H*-ATPazy
przez pochodne pirolidynowe.

Zwigzek lso [HM]
PY-11 18
PYL-10 63
PYL-12 12
PYL-14 14
PYL-16 20
PYM-11 24
PYLM-12 12

PYB > 1000
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Wskazujg one, ze N-alkilopochodne pirolidyny sg inhibitorami H*-ATPazy o
aktywnosci zblizonej do aminoestrow; najaktywniejszym okazat sie zwigzek
PYL-12 i jego metylobromek PYLM-12. Benzoesan npirolidynoetylowy PYB
charakteryzuje sie bardzo niskg aktywnoscia, podobnie jak w tescie na hamo-
wanie wzrostu drozdzy, co wskazuje, ze dtugi tancuch hydrofobowy jest nie-
odzownym fragmentem czgsteczki odpowiedzialnym za wbudowywanie sie

zwigzku w btone, jak i za aktywno$¢ biologiczng substancii.

5.8. Wartosci statych dysocjacji kwasowej pKy

Spodziewajgc sie zaleznosci aktywnosci biologicznej od zasadowosSci
badanych aminoestréw, wyznaczytem wartosci ich pK, metodg miareczkowania
potencjometrycznego. Na Rys. 16 podano przyktadowg krzywg miareczkowania i
dane do obliczen dokonywanych komputerowo. W Tabeli 24 zebrano oznaczone
wartosci pK, dla badanych aminoestréow porownujgc je z danymi literaturowymi
[113] dla wyjsciowych drugorzedowych amin oraz ich metylo- i etylopochodnych.
Zamieszczone w tabeli dane dotyczg pK, aminoestréow po przeliczeniu dla
roztworu wodnego.

Jak wida¢ z tabeli wartosci pK, aminoestrow uktadajg sie w ten sam
szereg zaleznosci jak aktywno$¢ hamowania wzrostu drozdzy oraz inhibicja H*-
ATPazy btony komodrkowe] drozdzy, a takze aktywno$¢ hemolityczna. Mozna
wiec uzna¢, ze zasadowo$¢ badanych zwigzkéw odgrywa zasadnicza, obok
dtugosci hydrofobowego tancucha i budowy hydrofilowego fragmentu czasteczki,
role w aktywnosci biologicznej. Przy czym warto zauwazyé, ze wartosci pK,
aminoestréow uktadajg sie w takim sam szereg jak wyj$ciowych amin
drugorzedowych; moze to by¢ wskazdéwkg dla projektowania nowych struktur
Zwigzkow.

Jedynie pochodna imidazolowa nie spetnia zaleznosci. Zwigzek IM-11
charakteryzuje sie stosunkowo stabg zasadowoscig (pKa 5.85), a mimo to jest on
silnie aktywny w hamowaniu wzrostu drozdzy oraz silnie hemolizuje krwinki.

Moze to Swiadczyc¢, ze jego aktywnosc zalezna jest od innych jeszcze czynnikéw

73



i nie mozna wykluczy¢ iz wigze sie to ze zdolnoscig pochodnych imidazolu

inhibicji C-14 demetylacji w biosyntezie ergosterolu.

Rys. 16. Przyktad obrazu ekranu po zakonczeniu obliczen statej dysocjaciji.
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Objasnienia: gérny wykres przedstawia zmierzong krzywg miareczkowania
(kotka) wraz z krzywa obliczong (linia ciggta); dolny rysunek jest wykresem reszt;
z prawej strony podano wartosci sredniej z reszt (m), wariangji (32), odchylenia
standardowego (s), wspétczynnikow statystycznych (g7), (g2) i X2 (chi2); wykres
stupkowy ilustruje liczebno$¢ poszczegdinych klas testu X2; u dotu podano
koncowe wartosci parametrow dopasowania (wyraz wolny (EO) i nachylenie
charakterystyki elektrody (S), wspotczynniki aktywnosci jondw wodorowych (fH) i
wodorotlenowych (fOH), stezenie weglanu w odczynniku miareczkujgcym
(Na,CQO3), stezenie miareczkowane] soli (C) oraz wartoS¢ state
dysocjacji kwasowe] (pK,). Gwiazdkg (*) oznaczono parametry nie dopaso-
wywane.

Uzyskane wyniki wskazujg ponadto, ze obok zasadowosci aminoestru
wazny wplyw na jego aktywno$é wywiera rozmiar hydrofilowej gtowki. Pochodna
MO-11 mimo wysokiej wartosci pK, jest stabo aktywna, a wysokg aktywnos$é
obserwuje sie dla tych pochodnych, w ktérych z atomem azotu gtéwki zwigza-
nych jest nie wiecej niz 4 atomy wegla. Dodanie pigtego atomy wegla obniza

aktywnos$¢ pochodnej piperydynowej PP-11 mimo jej duzej zasadowosci.
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Tabela 24. Zmiany wartosci pK, w zaleznosci od trzeciorzedowego podstawnika.

Obnizenie pK,
SYMBOL aminoestru
ZWIAZKU pKa w stosunku
do wyjsciowe;j
aminy
Amina Metylo- Etylo- Amino- |Wartoscio | Procent
drugo- | pochodna |pochodna| ester -Wo OWo
rzedowa
DM-9
10.92 9.90 10.16 8.06 2.86 254
DM-11
DM-13
DM-15
PY-11 11.28 10.32 - 8.41 2.87 25.4
DM-11 10.92 9.90 10.16 8.06 2.86 254
DE-11 11.04 10.46 10.80 8.41 2.59 23.5
PP-11 11.28 10.07 10.45 8.26 3.02 26.8
MO-11 - - - 8.10 - -
MR-11 8.33 7.38 7.67 5.82 2.51 30.1
PI-11 5.29 5.99 5.92 4.92 0.37 7.0
IM-11 7.09 7.20 7.30 5.89 1.20 16.9
PYL-12 11.28 10.32 - >12.0 2.87 25.4
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5.9. Wiasciwosci powierzchniowoczynne wybranych aminoestrow i soli
czwartorzedowych.

Badane substancje w formie protonowanej przyjmujg posta¢ kationowego
Srodka powierzchniowoczynnego i powinny wykazywac zdolnos¢ do micelowania.
Nalezy rownoczesnie stwierdzi¢, ze zwigzki te jedynie w postaci pojedynczych
czgsteczek mogq wykazywac zdolnos¢ do wbudowywania sie w btony, do czego
nie sg zdolne w postaci miceli [73]. W zwigzku z tym dokonatem pomiarow prze-
wodnictwa (metoda konduktometryczna) roztworéw wybranych zwigzkéw w za-
leznosci od stezenia. Dla porownania, tego samego typu pomiaréw dokonatem
dla wybranych metylobromkéw odpowiednich aminoestrow.

Przy wykonywaniu pomiarow, majgcych na celu wyznaczenie c.m.c. dla
badanych aminoestrow, napotkatem na powazne trudnosci. Wiekszo$¢ wodnych
roztworéw byta metna, tworzac trwatg emulsje. Nalezy pamietac, ze aminoestry
wystepujg w stanie rownowagi dynamicznej obydwu form. Forma nieprotonowana
jest nierozpuszczalna w wodzie i ma posta¢ niejonowego $rodka powierzch-
niowoczynnego. Uzyskane wyniki pomiarow przewodnictwa daty mozliwos¢ wy-
kreslenia wykreséw, z ktérych jedynie w sposéb przyblizony mozna byto
wyznaczy¢ c.m.c.; ja okreslitbym je jako pseudo-c.m.c. Tego typu trudnosci nie
zauwazytem przy wyznaczaniu c.m.c. dla soli czwartorzedowych. Wyznaczone
przyblizone wartosci c.m.c. sg do siebie zblizone i poréwnywalne z c.m.c. dla soli
czwartorzedowych. Moge rowniez stwierdzi¢, ze w zwigzku z wystepowaniem
aminoestrow w roztworze w stanie dynamicznej rownowagi, wyznaczenie $cisle
zdefiniowanych wartosci c.m.c. zastosowang metodg nie jest mozliwe.

W Tabeli 25 zebratem oznaczone wartosci c.m.c. dla grupy laurynianéw
aminoetylowych oraz wybranych czwartorzedowych soli amoniowych, zamiesz-
czajac w niej dla poréwnania wartosci pK, , MIC dla drozdzy oraz lso . Jak widac
brak jest wyraznej korelacji miedzy c.m.c a pozostatymi wtasno$ciami. Sadze, ze
zdolno$¢ do micelowania prawdopodobnie odgrywa jakgs role w aktywnosci
badanych aminoestréow, wptywa ona bowiem na wbudowywanie sie zwigzkdéw w
btone i by¢ moze na inhibicje aktywnos$ci H*-ATPazy, jednak na podstawie uzys-

kanych wynikéw nie mozna tego jednoznacznie stwierdzic.
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Tabela 25. Wybrane wifasciwosci fizykochemiczne i aktywnosc¢
biologiczna grupy aminoestréw i soli czwartorzedowych.

SYMBOL pK, MIC* l50** c.m.c.
ZWIAZKU [M] x 10°
DM-11 8.06 5 21 7.3
PY-11 8.41 5 11 7.1
DE-11 8.45 5 18 8.9
PP-11 8.26 10 11 6.7
MR-11 5.82 50 30 7.6
MO-11 8.10 500 - ?
PI-11 4.92 >1000 1300 ?
DMM-11 - 10 12 5.9
PYM-11 - 50 - 6.2

* - minimalne stezenie hamujace rozwdj komorek drozdzy S.cerevisiae
[WM] przy pH 8.0

** __hamowanie in vitro aktywnosci H'-ATPazy drozdzy S.cerevisiae [uM]
przy pH 7.5

5.10. Okreslenia aktywnosci fungicydowej dla wybranych drozdzo-
podobnych mikroorganizmow.

Minimalne stezenie inhibicyjne (MIC) pochodnych DM-n okreslono dla
drozdzopodobnych mikroorganizméw pochodzenia klinicznego. Podobnie jak dla
drozdzy i w tym przypadku najwyzszg aktywnos¢ wykazaty estry 2-dimetylo-
aminowe DM-11 i DM-13; dlatego tez w Tabeli 26 przedstawiono wyniki tylko dla
tych dwoch zwigzkow. Potwierdzita sie, rowniez w tym przypadku, wysoka
aktywnos$¢ badanych aminoestrow, chociaz ich minimalne stezenie inhibicyjne w

stosunku do grzybéw jest stabsze niz w stosunku do drozdzy.
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Tabela 26. Minimalne stezenie hamujgce rozwoj wybranych drozdzo-
podobnych grzybéw przez zwigzki DM-11 i DM-13.

Rodzaj grzyba Minimalne st[ejﬁ?ie hamujgce
DM-11 DM-13
Candida krusei 100 100
Candida pseudotropicalis 120 100
Candida parapsilosis 70 50
Candida quillermondi 70 50
Torulopsis glabrata 130 130
Trichosporon cutaneum 70 50
Geotricium candidum 50 50

5.11. Aktywnos¢ bakteriobdjcza wybranych zwigzkéw

Bardzo wysoka aktywnos$¢ biologiczna wyselekcjonowanych aminoestrow
sktonita mnie do przekazania ich do badan nad ich aktywnoscig bakteriobdjcza.
Zostaty one przebadane jako $rodki bakteriobojcze wobec mikroorganizméw
wyjatkowo opornych na antybiotyki i obecnie stosowane w szpitalach $rodki
dezynfekcyjne. Bakterie, na ktérych zostat przeprowadzony test, majg wyjatkowg
tatwos¢ wytwarzania mutantéw opornych na stosowane $rodki, sg szczegolnie
niebezpieczne w salach operacyjnych. Uzyskane wyniki badan aktywnosci
bakteriobojczej przedtawiono w Tabeli 27. Z przeprowadzonych testéw wynika,
ze zaproponowane przeze mnie aminoestry wykazujg wysoka aktywnosc¢
bakteriobdjczg i moga byC stosowane w stezeniach nizszych niz dotychczas
stosowane $rodki bakteriobdjcze. Dodatkowg ich zaletg jest to, ze dobrze
rozpuszczajg sie w wodzie i sg substancjami bezwonnymi. Wtasnos$ci te oraz
wysoka aktywnos¢ wobec opornych szczepdw bakterii wskazujg na potencjalng

mozliwo$¢ wykorzystania ich do dezynfekcji pomieszczen i sprzetu szpitalnego.
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6.

Tabela 27. Aktywno$¢ bakteriobdjcza wybranych zwigzkdw.

DM-11 PY-11 PYL-12
.. Stezenie Stezenie Stezenie
Szczepy bakterii
0.5% 0.25% | 0.125% | 0.06% | 0.03% 0.5% 0.25% | 0.125% | 0.06% | 0.03% 0.5% 0.25% | 0.125% | 0.06% | 0.03%
1.62 8.10 4.05 2.02 1.01 1.5 7.5 3.75 1.87 9.37 1.73 8.64 4.32 2.16 1.08
x102M | x 10°M | x 10°M | x 10°M | x 10°M | | x 10°M | x 10°M | x 10°M | x 10°M | x 10*M | | x 10°M | x 10°M | x 10°M | x 10°M | x 10°M
Pseudomonas
SELeloe . . o+ +/- +/- - -+ i + +/- +/- + +/- +/- +/- -
Pateczka ropy bfekitnej
Enterococcus faecalis
Paciorkowce katowe + + % o % + + + + # + + + + +
Staphylococcus aureus
Gronkowiec ztocisty + + ¥ +/- - + + + + +/- + + + + +/-
Proteus vulgaris
Pateczka odmienca + + + + +/- + + + + +/- + + + + +
Escherichia coli
Pateczka okreznicy + + +/- - - + + - . - + + + + +

+ catkowite zahamowanie wzrostu,

+/- czesciowe zahamowanie wzrostu,

- brak widocznych zmian we wzroscie




6. PODSUMOWANIE WYNIKOW | WNIOSKI

Przedstawione wyniki badan udowodnity stuszno$¢ postawionej tezy iz
trzeciorzedowe aminy typu lizosomotropowych surfaktantow charakteryzujg sie
aktywnoscig biologiczng bardzo zblizong do czwartorzedowych soli amoniowych
o analogicznej strukturze. Zatozona w badaniach struktura estréw 2-amino-
etylowych kwasow ttuszczowych okazata sie nosnikiem aktywnos$ci biologicznej
czesto przewyzszajgcej aktywnos¢ analogicznych soli amoniowych. Sg to przy
tym — zgodnie z zatozeniem - substancje podatne na hydrolityczny rozktad do
nieaktywnych metabolitéw.

Z uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac, ze mechanizm dziatania bada-
nych aminoestrow polega — podobnie jak soli amoniowych o charakterze kationo-
wych surfaktantéw — na oddziatywaniu na btony biologiczne poprzez inkorporacje
do tych bton i wplyw na transportowe wtasnosci btony. Badane aminoestry okaza-
ly sie bardzo aktywnymi inhibitorami aktywnosci H'-ATPazy btony komorkowe;
drozdzy i mozna wnosi¢, ze H'-ATPazy stanowig podstawowe miejsce ich
dziatania.

Zaplanowana sekwencja badan umozliwita dos¢ szczegdtowe poznanie
zaleznos$ci struktura — aktywnos$¢ biologiczna, co pozwolito na opracowanie
kolejnego wniosku badawczego przyjetego do finansowania przez KBN,
podobnie jak finansowany byt wniosek badawczy, ktérego fragmenty stanowig
badania ujete w niniejszej rozprawie.

Opracowane zwigzki znajdg prawdopodobnie zastosowanie do dezynfekcji
pomieszczen i sprzetu szpitalnego, w zwigzku z wykrytg silng aktywnoscig
bakteriobdjczg w stosunku do opornych bakterii pochodzenia klinicznego.
Mozliwe jest réwniez wykorzystanie badanych zwigzkéw w chemioterapii, w tym
chemioterapii nowotworéw, wymaga to jednak dalszych badan, do ktérych
poczyniono przygotowania.

Na podstawie wykonanych badan nad syntezg i wtasnoSciami
biologicznymi lizosomotropowych estréw 2-aminoetylowych kwasow ttuszczo-

wych mozna przedtozy¢ nastepujgce wnioski:
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Badana grupa substancji lizosomotropowych stanowi pochodne tatwe do

syntezy, co rokuje korzystnie w przypadku ich praktycznego wykorzystania.

Badane substancje wykazujg bardzo interesujgcg aktywnos¢ biologiczng o
czym $wiadczy niskie stezenie hamujgce wzrost drozdzy (ok. 10 uM) oraz
aktywnosci H*-ATPazy btony komoérkowej drozdzy (lsp ok. 10 uM), a takze
aktywnos¢ hemolityczna erytrocytow (ok. 10 mM). Stanowig one przy tym

nowa grupe inhibitorow H*-ATPazy.

Aktywnos$¢ aminoestréw zalezna jest od pH, co $wiadczy o ich lizosomotropo-

wym charakterze.

Biologiczna aktywnos¢ aminoestrow zalezy od ich budowy, a w szczegolnosci

od:

- dtugosci hydrofobowego tancucha (maksimum dla 11-13 atoméw wegla),

- rozmiarow fragmentu hydrofilowego (maksimum dla zwigzkéw zawie-
rajacych przy atomie azotu podstawniki o nie wiecej niz 4 atomach wegla

tacznie).

Najistotniejszy wptyw na aktywnos¢ aminoestréw wykazuje jednak ich
zasadowosc¢ (okre$lana przez pK,), ktéra determinuje stan dynamicznej
rownowagi pomiedzy protonowang i nieprotonowang formg aminoestru;

najwyzszg aktywnos¢ wykazujg zwigzki o najwyzszym pK, (powyzej 8.0).

Zamiana rodnika alkilowego na rodnik zawierajgcy ugrupowanie estrowe nie
obniza, a raczej wptywa korzystnie na aktywno$c¢ biologiczng. Mozna przy-
puszczac, ze fragment estrowy wraz z grupg etylowg i rodnikiem alkilowym
stanowig razem hydrofobowg cze$¢ aminoestru, wbudowywujaca sie w lipido-

wa dwuwarstwe btony biologicznej.
Badane zwigzki majg zdolno$¢ wbudowywania sie w btony biologiczne, a

przez to wptywania na procesy transportowe w komoérce; w tym wzgledzie

istnieje podobienstwo pomiedzy aminoestrami a czwartorzedowymi solami
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amoniowymi o zblizonej strukturze. AktywnosS¢ aminoestréw w szeregu przy-
padkach przewyzsza aktywnos$¢ soli amoniowych, co wynika prawdopodobnie
ze zdolnosci ich przenikania przez btony biologiczne i migracji w komorce.
Aktywng formg aminoestru oddziatywujacg na btony jest jego protonowana
posta¢, powstata po wychwyceniu protonu z otoczenia, do ktérego dotart w

komorce.

Wiasciwosci powierzchniowe, a szczegolnie zdolno$¢ do micelowania, wydajg
sie mie¢ wptyw na aktywnosc¢ biologiczng zwigzku, jednak stan dynamicznej
robwnowagi uniemozliwia precyzyjne wyznaczenie c.m.c. metoda pomiaru

przewodnictwa.

Uzyskane rezultaty pozwolity opracowac zaleznos¢ struktura — aktywnos$c¢ i
mogq stanowi¢ podstawe racjonalnego projektowania substancji lizosomo-

tropowych.

Stwierdzono silne dziatanie bakteriobdjcze badanych aminoestrow w stosunku
do chorobotworczych bakterii, co rokuje nadzieje na ich zastosowanie do
dezynfekcji pomieszczen i sprzetu szpitalnego zakazonych bakteriami odpor-
nymi na antybiotyki i dotychczas stosowane $rodki dezynfekcyjne. Inng mozli-
woscig stosowania badanych zwigzkéw jest terapia przeciwnowotworowa, te
jednak badania sg dopiero na etapie wstepnym. Badane substancje majg
rowniez dziatanie przeciwgrzybicze, w szczegdlnosci na grzyby z rodzaju
Candida, jest ono jednak stabsze niz w stosunku do drozdzy S.cerevisiae.

Jest to potencjalny obszar ich praktycznego wykorzystania.
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mosci z tych — odlegtych przeciez - dziedzin. A przy tym wspodtpraca ta przebie-
gata w ogromnie zyczliwej atmosferze. Nie znajduje stow by w petni wyrazi¢ ma
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WYKAZ ZSYNTEZOWANYCH ZWIAZKOW

(objasnienie symboli stosowanych w tekscie)
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STOSOWANE MATERIALY

chlorek kwasu dekanowego, 98%
chlorek kwasu laurynowego, 98%
chlorek kwasu mirystynowego, 97%
chlorek kwasu palmitynowego, 98%
chlorek benzoilu, 99%
dimetyloaminoetanol
dietyloaminoetanol
N-(2-hydroksyetylo)piperydyna, 99%
N-(hydroksyetylo)morfolina, 99%
N-(hydroksyetylo)pirolidyna
2-(2-hydroksyetylo)pirydyna
pirolidyna

bromek metylu

bromek decylowy, 97%

bromek dodecylowy, 97%

bromek tetradecylowy, 97%
bromek heksadecylowy, 97%
chlorohydryna etylenowa

imidazol cz.
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