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Abstrakt: W celu analizy zalezno$ci pomiedzy wiasciwosciami spektralnymi, a
strukturg molekularng i aktywnos$cig biologiczng, w tym fungistatyczng alkaloidow
chinolizydynowych, otrzymano nowe pochodne bioaktywnej cytyzyny nitro i halogeno-
N-benzylocytyzyny. Nowe zwigzki zostaty przebadane spektralnie: EI-MS, NMR, X-ray
oraz poddane zostaly testowi na dzialanie inhibicyjne przeciwko mikrogrzybom,
powodujacym zjawisko ple$nienia (Aspergillus niger van Tieghem). Okazalo sig, ze
sposrod przebadanych nowych pochodnych tylko N-benzylocytyzyny z podstawnikami
halogenowymi w pozycji meta i para wykazaly dziatanie fungistatyczne.

Wprowadzenie: Pochodne chinolizydynowe, w tym tréj- i czterocykliczne nazywane
rowniez alkaloidami lubinowymi, budza szerokie zainteresowanie ze wzgledu na ich
wlasciwos$ci biologiczne i biochemiczne. Na podstawie licznych badan stwierdzono, ze
petnia one szereg uzytecznych funkcji biologicznych, a z doniesien literaturowych
wynika, ze odgrywaja w ro$linie rol¢ "broni chemicznej" przed patogenami i owadami.
Ich stgzenie zwykle jest wicksze w znaczacych dla przetrwania i reprodukeji organach
rosliny, a zawartos¢ alkaloidow w tkance okrywajacej wzrasta lokalnie w momencie
zranienia.[1] Stad tez zdecydowalismy si¢ ha badanie pochodnych (-)-cytyzyny jako
potencjalnych naturalnych fungicydow w walce z mikrogrzybami, ktore rozwijaja si¢ na
niemal wszystkich niezabezpieczonych materiatach organicznych i nieorganicznych.
Atakuja takze material lignocelulozowy, jakim jest drewno. Ograniczenie rozwoju tych
drobnoustrojow stanowi istotny problem nie tylko ze wzgledow ekologicznych, ale
rowniez zdrowotnych. Infekcje grzybicze stanowig ciagle i powazne zagrozenie dla
zdrowia czlowieka. Moga wywolywa¢ miedzy innymi u niego reakcje alergiczne, a
takze powodowacé przewlekte choroby, poprzez wydzielane przez strzepki plesni
mykotoksyny.[2] Dominujgcymi sposobami zabezpieczania drewna przed biodegradacja
jest stosowanie srodkdw chemicznych, ktére niosg ze soba ryzyko skazenia naturalnego
srodowiska. W pewnych stezeniach moga by¢ one toksyczne i przez to stanowig
zagrozenie dla zdrowia ludzi oraz zwierzat.[3] Z uwagi na to, aktualnie poszukuje si¢
alternatywy dla syntetycznych pestycydow, a ros$liny stanowig doskonate zrodio
biologicznie aktywnych produktow naturalnych o wiasciwosciach grzybobdjczych.
Pozytywne wyniki hamowania wzrostu mikrogrzybéw uzyskano dla potencjalnych
fungicydoéw, do ktorych mozna zaliczy¢ alkaloidy chinolizydynowe. Wczesniejsze
badania pochodnych cytyzyny i sparteiny dowiodly, ze posiadaja one wiasciwosci
fungistatyczne wzgledem grzybow Chaetomium globusom i Trichoderma harzianum.[4]
Przeprowadzono w podobny sposob testy przesiewowe cytyzyny i jej pochodnych
wzgledem mikrogrzybow powodujacych plesnienie drewna jak: Aspergillus niger,
Chaetomium globusom, Trichoderma viride, Penicillium cyclopium, ktoére przyniosty
takze korzystny rezultat.[5]

Przedstawiona praca jest cze$cia projektu majacego na celu analizg zaleznosci
pomiedzy wiasciwosciami spektralnymi, a strukturg molekularng i rozktadem tadunku
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elektronowego jak 1 aktywnoscig biologiczna, w tym fungistatyczng alkaloidow
chinolizydynowych., w szczegdlno$ci (-)-cytyzyny i jej pochodnych.

Czes$¢ eksperymentalna: (-)-Cytyzyne (1) wyizolowano z nasion ztotokapu (Laburnum
anagyroides).[6,7] W tej pracy omdéwione zostang pochodne benzylowe (-)-cytyzyny,
ktore zostaly otrzymane zostaly na drodze syntezy cytyzyny (1) z odpowiednimi
pochodnymi nitro i halogeno-bromobenzylowymi pochodnymi z zastosowaniem
promieniowania mikrofalowego (DMF; 120°C; 300W). Otrzymane zwigzki analizowano
za pomoca NMR, EI-MS, jak i poddajac analizie rentgenograficznej. Pomiary widm
masowych EI-MS wykonano na spektrometrze AMD Intectra GmbH (Harpsted,
Germany) model 402. GC-MS analizy przeprowadzono na na chromatografie GC
CP3800 sprzgzonym ze spektrometrem Varian 4000MS. Widma NMR zmierzono na
aparacie Bruker ADVANCE II 600 MHz. Zwiazki mierzone byly w roztworach CDCl;
(w odniesieniu do TMS). Do przeprowadzenia pomiar6w X-ray uzyto dyfraktometru
Supernowa (z detektorem Atlas) oraz Excalibur E firmy Agilent oraz programu
sterujacego dyfraktometrem CrysAlisPro.

Do szybkiej identyfikacji potencjalnych fungicydéw zastosowano metode skriningowsa
bazujaca na bioautografii-TLC, ktéra taczy detekcje mikrobiologiczng z chromatografiag
cienkowarstwowa. Badania prowadzono wobec zarodnikow mikrogrzyba (Aspergillus
niger van Tieghem). Probg jest handlowy s$rodek grzybobojczy IPBC (3-jodo-2-
propynylo-N-butylokarbaminian). Najefektywniejsze dziatanie grzybobdjcze alkaloidow
oznaczono przy 100% redukcji wzrostu grzybni (LD o).

5) R=2-Cl
R 6) rR=3-Cl
7) R=4-Cl
8) R=2-Br
9) R=3-Br
10) R = 4-Br
2) R=2-NO, 11) R =21
3)R=3-NO; 12) R =31
4) R=4-NO;, 13) R =41

Rysunek 1. Struktura (-)-cytyzyny (1) oraz N-benzylowych pochodnych (-)-cytyzyny (2-13)

Whyniki: Przedstawiona praca jest czeScia projektu majacego na celu rozszerzenia
zasobow biblioteki pochodnych (-)-cytyzyny jako potencjalnych fungicydow. W tym
celu, na drodze reakcji omawianego alkaloidu jako substratu z odpowiednim
pochodnymi bromku benzylu otrzymano halogenowe i nitrowe pochodne
N-benzylocytyzyny, ktore zostaly scharakteryzowane metodami spektralnymi. Analiza
MS wykazata obecnoéc odpowiednich jonéw molekularnych M* dla poszczegdlnych
zwigzkow, przy czym, szczegdtowa analiza widm spektroskopii mass nitro (2-4) oraz
halogeno-pochodnych N-benzylocytyzyny (5-13) wykazata zaskakujace réznice jonow
fragmentarycznych, ktére pozwalajg na rozrdznienie izomeréw potozeniowych tylko na
podstawie samych widm EI-MS, a w szczegdlnosci jonu m/z=279 (CigH1gN;17)
powstatego na skutek oderwania jonu nitrowego (2-4) i halogenowego (5-13). Na
przyktadzie bromopochodnych 9 i 10 przedstawionych na Rys. 2. wyraznie widacé, ze
izomer para (10) charakteryzuje si¢ intensywnym jonem o m/z=279 (58%), podczas gdy
na widmie izomeru meta (9) nie jest on obserwowany (Rys.2). Natomiast, na widmie
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izomeru orto (8) widoczny jest ten jon ale nizszej intensywnos$ci w stosunku do izomeru
para (tu 27%). Przewaznie jest to potowa intensywno$ci jonu z izomeru para.
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Rysunek 2. Widma EI-MS a) meta-bromo-N-benzylocytyzyny (9), b) para-bromo-N-
benzylocytyzyny (10).

Otrzymane zwiazki zostaly rowniez poddane analizie *C i 'H-NMR. Wartosci
przesuni¢¢ chemicznych atoméw wegla i protondw zostaly zestawione z wartoSciami
przesunie¢ chemicznych N-benzylocytyzyny [6] i potwierdzity brak silnych oddziatywan
podstawnikow, ktore moglyby prowadzi¢ do zmiany konformacji pierscienia C. A zatem
nie obserwuje si¢ zmian konformacji w roztworze i jest ona taka sama jak i w ciele
statym (Rys. 3)

Rysunek 3. Struktura pochodnej 2-jodo-N-benzylocytyzyny w obrazie elipsoid drgan termicznych
(50% prawdopodobienstwa).

Badania biologiczne: Celem badah bylo przeprowadzenie analiz przesiewowych na
aktywno$¢  fungistatyczng  pochodnych  N-benzylocytyzyn  (2-10)  wzgledem
mikrogrzybow testowych. Wyniki badan nad aktywnoscia grzybobodjcza przedstawiono
w Tabeli 1.

Whioski: Dzigki testom skriningowym mozemy wyselekcjonowaé zwiazki, ktorych
pochodne w przysztoSci moga poshuzy¢ do wygenerowania nowych biocydow. Na
podstawie powyzszych rezultatéw przeprowadzone zostana dalsze badania na poziomie
molekularnym, w celu zrozumienia wigzania si¢ fungicydu z receptorem biatkowym.

185



Nauka i przemyst - metody spektroskopowe, nowe wyzwania i mozliwosci

Umozliwia one w przewidzeniu struktury zwigzku chemicznego oraz czg¢$ciowo w
wyborze molekul, ktére charakteryzowaé si¢ beda aktywnoscia fungistatyczna.
Wykorzystujac alkaloidy chinolizydynowe jako potencjalne fungicydy pochodzenia
naturalnego, bedziemy mogli zapewni¢ dlugotrwale stosowanie drewna, nie szkodzac
przy tym zdrowiu ludzi i zwierzat oraz §rodowisku naturalnemu.

Tabela 1. Srednie wartosci wskaznikow pokrycia probek podczas inkubacji. 0- brak wzrostu
grzybni na probee (LD1qq); 1- wzrost strzgpek grzybni bez zarodnikow; 2- wzrost strzepek grzybni
z zarodnikami.

L.p nazwa 24 h 2dni | 3dni | 4dni | 5dni | 7dni
2 2-nitro-benzylocytyzyna 1 2 - - - -
3 | 3-nitro-benzylocytyzyna 1 2 - - - -
4 | 4-nitro-benzylocytyzyna 1 2 - - - -
5 | 2-chloro-benzylocytyzyna 1 2 - - - -
6 | 3-chloro-benzylocytyzyna 0 0 0 0 0
7 | 4-chloro-benzylocytyzyna 0 0 0 0 0
8 | 2- bromo -benzylocytyzyna 1 2 - - -

9 | 3- bromo -benzylocytyzyna 0 0 0 0 0 0

10 | 4-bromo-benzylocytyzyna 0 0 0 0 0 0
11 | 2-jodo-N-benzylocytyzyna 1 2 - - - -
12 | 3-jodo-benzylocytyzyna 0 0 0 0 0 0
13 | 4-jodo-benzylocytyzyna 0 0 0 0 0 0

Préba kontrolna 1 2 - - - -
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