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Abstrakt: Po raz pierwszy zaprezentujemy kompleksy (-)-cytyzyny oraz 1,n-di(12H-
cytyzyno-12-yl)alkilowych pochodnych z jonami miedzi i cynku oraz jonami metali
I grupy uktadu okresowego. Otrzymane zwiazki zostaly poddane analizie rentgenowskiej
oraz spektralnej z zastosowaniem metod: ESI-MS, NMR, UV, Vis i EPR. Okazuje sie,
ze w roztworze jony metalu koordynowane sg przez drugorzgdowy atom azotu (pierécien
(), natomiast w ciele statym udowodniono, ze jon metalu koordynowany jest przez atom
tlenu grupy laktamowej pierscienia A.

Wprowadzenie:

Wzrost zainteresowania (-)-cytyzyng, otrzymywang na drodze ekstrakcji z
nasion ztotokapu (Laburnum anagyroides), wiaze si¢ z jej interakcja z aminokwasami
tworzacymi strukture receptorow nikotynowo-acetylocholinowymi (nAChrs).[1-4]
Wiasciwosci  blokujace tego alkaloidu zostaly wykorzystane przez przemyst
farmaceutyczny i jako $rodek utatwiajacy rzucenie natogu palenia tytoniu znalazt swoje
miejsce na Polskim rynku (Desmoxan® i Tabex®). Ze wzgledu na interakcje z
receptorami nACh (-)-cytyzyna i jej pochodne sg rdéwniez bardzo obiecujgcymi
zwigzkami w tagodzeniu objawdéw chordb neurologicznych, w szczegolnosci choroby
Alzheimera, Parkinsona i ADHD.[5] Ten fakt moze wiaza¢ si¢ z mozliwoscig
koordynacji jondéw miedzi przez cytyzyng, gdyz najnowsze badania wykazaly, ze
obecno$¢ miedzi w tkankach mézgu przyspiesza proces rozwoju choroby Alzheimera.[6]
Ciekawostka jest rowniez fakt, ze w badaniach na gryzoniach zauwazono, ze Cytyzyna
wykazuje whasciwosci redukujace pocigg do alkoholu.[7,8] (-)-Cytyzyna jest dobrym
substratem w syntezach adduktéw poprzez drugorzedowy atom azotu w pierscieniu C
lub poprzez atom C3 i C5 w pierscieniu A (Rys. 1). Ponadto, stwierdzono, ze wtasnie
modyfikacja chemiczna tego zwiazku polepsza wilasciwosci penetracji bariery krew-
mozg i stad tez wptyw pochodnych cytyzyny na uktad krazenia.[9]

Od ponad kilkunastu lat prowadzone sa badania kompleksowania jonéw metali

przez alkaloidy chinolizydynowe.[10] Jednakze jak do tej pory nie zwracano uwagi na
wilasciwoéci  koordynacyjne alkaloidéw  trojeyklicznych, w tym  bioaktywnej
(-)-cytyzyny. W organizmach zywych wiele proceséw zyciowych zachodzi przy
wspoétudziale jonéw metali, a jony miedzi naleza do jednych z wazniejszych
mikroelementoéw, ktore oddziatywuja zarowno z kwasami nukleinowymi jak i biatkami,
a przez to wptywajg na zmiang ich wlasciwosci.
Rowniez coraz szersze zastosowanie znajduja biatka, zawierajace tzw. palce cynkowe
(zinc fingers) jako specyficzne modyfikatory genéw, zar6wno w badaniach
podstawowych jak 1 probach leczenia chordb dziedzicznych. Sa to biatka
odpowiedzialne za regulacj¢ transkrypcji z matrycy DNA na RNA, a domena palcow
cynkowych Cys2-His2 jest najczestszym motywem wigzagcym DNA u eucaryota, oraz
druga domeng biatkows w ludzkim genomie (2%) [11]
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Przedstawiona praca jest cze$cig projektu majacego na celu analize zaleznosci
pomiedzy wiasciwos$ciami spektroskopowymi, a strukturag molekularng i rozkladem
tadunku elektronowego jak i aktywnoscia biologiczna, w tym fungistatyczng alkaloidéw
chinolizydynowych., w szczegdlnosci cytyzyny i jej 1,n-di(12H-cytyzyno-12-
yl)alkilowych-pochodnych.
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Rysunek 1. Struktura (-)-cytyzyny (L) oraz 1,n-di(12H-cytyzyno-12-yl)alkilowych-pochodne
(L1n; gdzie n=1-6).

Czes¢ eksperymentalna:

W tej pracy oméwione zostang kompleksy (-)-cytyzyny (L) z wybranymi
solami miedzi oraz cynku: CuCl, (1), Cu(NOs), (2), Cu(CH3COO), (3), Cu(CIOy,), (4),
CuSQy4 (5), and ZnCl; (6), Zn(NO3); (7), Zn(CH;CO0), (8). 1,n-Di(12H-cytyzyno-12-
ylalkilowych-pochodne (Ly1; Lio; Ligs; Lig; Lysoraz Lig) (Rys. 1) otrzymane zostaty
na drodze syntezy cytyzyny (L) z odpowiednimi dibromoalkilami z zastosowaniem
promieniowania mikrofalowego (DMF; 120°C; 300W).
(-)-Cytyzyng (L) wyizolowano z nasion ztotokapu (Laburnum anagyroides).[12,13]
Kompleksy zostaty otrzymane w drodze bezposredniej reakcji ligandu z odpowiednia
sola w stosunku stechiometrycznym 1:1 w roztworze metanolowym, refluks przez 6
godzin. Otrzymane kompleksy analizowano za pomoca ESI-MS, NMR, UV, Vis oraz
EPR jak i poddajac analizie rentgenograficznej. Pomiary widm masowych ESI-MS
wykonano na spektrometrze mas Waters/Micromass (Manchester, Wielka Brytania) ZQ
(aparat z pojedynczym kwadrupolem, oprogramowanie MassLynx V4.0).
W celu okreslenia sktadu i stalych trwatoéci tworzacych si¢ polaczen kompleksowych
wykorzystano komputerowsg analize danych potencjometrycznych (program Hyperquad).
Miareczkowanie prowadzono w temperaturze +20+1°C, w atmosferze helu, przy stalej
sile jonowej pu=0.1 (KNQOs). Titrantem byt roztwoér NaOH wolny od CO, W celu
okreslenia sposobu koordynacji w tworzacych si¢ kompleksach przeprowadzono badania
spektroskopowe UV-vis na spektrofotometrze ThermoFisher Scientific, model Evolution
300 (lampa ksenonowa) 450-950 nm, 0.2 nm, 120nm/min. Badania elektronowego
rezonansu paramagnetycznego (EPR) wykonano w temperaturze 196 °C za pomoca
aparatu SE/X 2547 Radiopan. Analizy vis i EPR przeprowadzono w roztworze wodnym
(vis) oraz wodno-glikolowym 3:1 (EPR) przy stosunku molowym skladnikow 1:1 i
stezeniu 0.005 M.
Widma NMR zmierzono na aparacie Bruker ADVANCE II 600 MHz. Zwiagzki mierzone
byly w roztworach D,O (w odniesieniu do dioxanu). Wartosci pH z uwzglgdnieniem
zaleznosci PD = PH ogezyt penamerry + 0.4 Nastawiane wobec NaOD i DCI. Do analizy NMR
komplekséw miedzi zastosowano stezenie liganda 0.01 M w stosunku molowym M:L(L)
1:100, a wiec badania NMR przeprowadzono przy niedomiarze jonéw miedzi, w celu
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zmniejszenia efektu poszerzania sygnaldow pochodzacych od atoméw wegla
znajdujacych si¢ w bezposrednim sasiedztwie skoordynowanego jonu miedzi.

Do przeprowadzenia pomiaréw X-ray uzyto dyfraktometru Supernowa (z detektorem
Atlas) oraz Excalibur E firmy Agilent oraz programu sterujacego dyfraktometrem Cry-
sAlisPro. Dane zebrano w temperaturze 100(1)K, OxfordCryostat - kontrola temp.
Struktury rozwigzano za pomocg programu SIR-92,[14] a nastepnie udoktadniono
petnomacierzowa metoda najmniejszych kwadratow uzywajac programu SHELXL-
2013.[15] Oba te programy sa czgsécig pakietu WinGX.[16]

Wyniki:

Badania maja na celu rozszerzenia zasobow  biblioteki  pochodnych
(-)-cytyzyny. W tym celu, na drodze reakcji omawianego alkaloidu jako substratu z
odpowiednim solami otrzymano kompleksy cytyzyny z Cu(ll) (Rys. 2) i Zn(ll) oraz na
skale mikro otrzymano pochodne dicytyzyn: Ls; Ly Lis Lig Lysoraz Lyg (1,n-
di(12H-cytyzyno-12-yl)alkilowe-pochodne) rowniez z jonami metali I grupy (Rys.3).
Analiza makromolekut, a zwlaszcza zlozonych bioczasteczek, stata si¢ mozliwa po
wprowadzeniu technik tagodnej, tzw. , migkkiej” jonizacji (ang. soft ionization),
zwlaszcza takich jak jonizacja przez elektrorozpylanie (electrospray ionization, ESI).
Podczas tej jonizacji praktycznie nie dochodzi do fragmentacji czasteczek analitu.
Metoda ta stata si¢ bardzo atrakcyjna w badaniach biologicznie czynnych zwiazkoéw
naturalnych i syntetycznych o strukturze kompleksow ,,go$¢-gospodarz”.

Stosujac spektroskopie ESI-MS, ktora jest odpowiednia metodg do analizy zwigzkow
kompleksowych, przeprowadzono testy w skali mikro na cytyzynie oraz 1,n-di(12H-
cytyzyno-12-yl)alkilowych-pochodnych. (rys.2 i 3). Badania te wykazaly whasciwosci
koordynacyjne jonoéw metali grupy I i Il oraz Cu*? i Zn*? analizowanych zwiazkow.

Na rysunku 2 przedstawiono widma ESI-MS (-)-cytyzyny z jonami Cu*?, na
ktorych widoczne sg charakterystyczne jony izotopowe Cu(ll), aczkolwiek przypisania
odnoszg si¢ do najbardziej rozpowszechnionego jonu izotopowego ~ Cu.

Ponadto, mozna wnioskowaé, ze cytyzyna tworzy kompleksy 1:1 oraz 2:1. Jednakze w
zaleznosci od przeciwjonu sygnaty [L+Cu-H]" (m/z=252) odpowiadajace kompleksom
Cu(II):L sa intensywne dla soli CuCl, (1), Cu(CH5CO,), (3) oraz Cu(ClO,), (4) podczas
gdy sygnat [2L+H]" cechuje si¢ mniejszg intensywnoscig. W przypadku kompleksow 2
oraz 5 odwrotna sytuacja ma miejsce. Natomiast, cytyzyna z solami Zn(Il) nie tworzy
jonéw [2L+Zn]" i [2L+Zn-H]", ale intensywnos$¢ sygnaléw pochodzacych od jonow
[L+Zn-H]" (m/z=253) i [L+ZnX]" oraz [2L+ZnX]" jest poréwnywalna. Jony [L+CuX]"
w kompleksach cytyzyny (L) z solami Cu(II) nie s obserwowane, a jedynie [2L+CuX]".
Zatem, na podstawie spektroskopii ESI-MS, mozna stwierdzi¢ ze cytyzyna i jej
pochodne wykazuja whasciwosci kompleksotworcze, pozostaje jednak kwestia w jaki
sposob jon metalu jest koordynowany przez czasteczki alkaloidow.

Analizowano widma mas wybranych zwigzkéw: cytyzyny (L) oraz 1,n-di(12H-
cytyzyno-12-yl)alkilowych pochodnych (L,,) zarejestrowane po dodaniu mieszaniny
litoweow: Li*, Na*, K*, Rb* oraz Cs’. Z sygnatéw na widmach mozna wnioskowaé o
stechiometrii 1:1 kompleksowania jondw metali (Rys. 3). Rowniez tworza si¢
kompleksy dimeréw L;,;-L;s, ale tylko przy duzych stezeniach, stad na widmie
najintensywniejsze sg jony o stechiometrii 1:1 z jonami metali, a nie 2:1. Wynika z nich
pewna tendencja do powstawania kompleksow L, 1 i Ly, z jonami Na* oraz K*. Z widm
whnioskujemy, Ze jon [L;,"Na‘]" nalezy do najintensywniejszych. Jednak nalezy wzigé
pod uwage, ze wiasnie tego jonu Na® jest najwigcej w przyrodzie i stad jego dominacja
na widmie. Natomiast, jony charakteryzujace si¢ niska gestoscia tadunku jak Rb* czy
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Cs" w niewielkim stopniu tworza kompleksy z Ly i Li,, co duzym stopniu zwigzane
jest z zawada steryczng. Jednak w przypadku L;3 — L;5 intensywno$¢ sygnalow
pochodzacych od tych skompleksowanych atomoéw metali wzrasta.
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Rysunek 2. Widma ESI-MS zawierajace cytyzyng (L) i sole miedzi Cu(ll): a) L/CuCl; (1), b) L/Cu(NOs3). (2),
¢) L/Cu(CH3COO0,); (3), d) L/Cu(ClO,), (4), c) L/CuSO, (5). Pomiary wykonano w roztworach metanolowych
przy cv=130.
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Rysunek 3. Zbiorcze widmo ESI-MS przedstawiajace wiasciwosci kompleksotworeze 1,5-di(12H-cytyzyno-
12-yl)pentanu (L) z solami jondéw I grupy. Pomiary wykonano w roztworach metanolowych przy cv=130.
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Rysunek 4. *C NMR — poréwnanie przesunieé¢ chemicznych: (-)-cytyzyny (L, z przypisanymi atomami wegli)
i z kompleksem Cu(ll) (2, przypisania przesuni¢é chemicznych - & [ppm]). Widmo zmierzono w D0, dioksan
- standard, 600 MHz.

Wiadomym jest, ze cytyzyna (L) moze koordynowa¢ jony metalu zar6wno poprzez
drugorzgdowy atom azotu N12 w pierScieniu C jak i poprzez atom tlenu grupy
laktamowej w pierscieniu A. Dane literaturowe dotyczace struktur rentgenowskich
kompleksow cytyzyny z Pt(II), Pt(IV) oraz Pd(Il) opisuja koordynacyje¢ tylko poprzez
donorowy atom azotu N12 pierscienia C.[17,18]

Spektroskopia NMR komplekséw: 1 (L/CuCly), 2 (L/Cu(NQs),) oraz 7 (L/Zn(NOs),
potwierdzita koordynacje jonéw metali przez cytyzyng i w roztworach dane byly zgodne
z danymi literaturowymi.[17,18] Analizujac przesuni¢cia chemiczne, stwierdzono, ze
obserwowany jest efekt kompleksowania na przykladzie sygnatow pochodzacych od
atoméw wegla w pierscieniu C oraz B: C7, C11 i C13, ktore ulegly przesunigciu w
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strong wyzszego pola w poréwnaniu z atomami samego liganda (Rys. 4, Tabela 1), a
zatem dane te potwierdzity koordynacj¢ jonow metali przez N12 w pierscienu C.

Tabela 1. *C-NMR — przesuniccia chemiczne (8 [ppm]) cytyzyny (L) i jej komplekséw z Cu(ll) kompleks 2
oraz Zn(I1) kompleks 7, D,O przy pH = 6,5 (600 MHz, dioksan).

At.C L 2P AS 7° AS
2 165.89 165.86 -0.03 165.89 +0.01
3 117.67 117.79 +0.12 117.75 +0.12
4 142.50 142.49 -0.01 142.51 +0.01
5 110.71 110.72 +0.01 110.74 +0.04
6 148.44 148.17 -0.27 148.22 -0.22
7 32.69 32.57° -0.14 32.55 -0.14
8 23.69 23.60 -0.09 23.60 -0.09
9 25.97 25.90° -0.07 25.87 0.1
10 49.71 49.62 -0.09 49.64 -0.07
11 49.45 49272 -0.18 49.34 0.1
13 50.71 50.52 ° -0.19 50.60 -0.11

#szerokie sygnaly; A8 [ppm] roznice przesunigé¢ chemicznych kompleksu i ligandu (L).
b _stezenie L: 0.01M; stosunek molowy 1:100 (Cu:L oraz Zn:L).

Stosunkowo niewielkie roznice w przesunigciach chemicznych (AJ),
odpowiednich atomow wegla liganda (L) jak i badanego kompleksu (Tabela 1),
pozwalaja na wyciagniecie wnioskow, ze koordynacja jonu metalu nie ma wptywu na
zmian¢ stereochemii czasteczki cytyzyny, albowiem tego typu zmiany konformacji
zwykle skutkuja znacznie wigkszymi roznicami w Ad — rzedu 10 ppm.[19] Ponadto, w
przypadku widm komplekséw cytyzyny z solami Cu(Il) wlasnie sygnaty atomow C7,
C11 i C13 charakteryzuja si¢ nizsza intensywnoscig oraz rozmytym ksztaltem (Rys. 4).
Widma NMR komplekséow Cu(Il), ze wzgledu na paramagnetyzm zmierzone zostaty
przy stukrotnym nadmiarze liganda w stosunku do soli miedzi, tak aby efekt poszerzenia
linii byt jak najmniejszy. Efekt ten jest tez potwierdzeniem, ze ligand koordynuje tylko
jeden jon Cu™, gdyz w przypadku potencjalnych czasteczek z dwoma jonami Cu*?
dochodzi do zniesienia wspomnianego efektu poszerzenia linii.[20-23]

Jak wynika z krzywej dystrybucji form reakcja kompleksowania w uktadzie
Cu(Il)/cytyzyna(L) rozpoczyna sie od pH okoto 4,5 wraz z deprotonacja cytyzyny (Rys
5). Od pH okoto 6,5 w uktadzie wystgpuje osad co uniemozliwito badania powyzej tej
wartoséci. Na podstawie rozktadu form ustalono pH, w ktérym dominuje kompleks Cul i
przy tej wartosci pH przygotowywano probki do dalszych badan spektroskopowych EPR
i vis, majacych na celu okreslenie sktadu wewnetrznej sfery koordynacyjnej.

Na podstawie parametrow spektralnych vis i EPR kompleksu Cul znajdujacego si¢ w
roztworze okreslono, ze w wewnetrznej sferze koordynacyjnej jonu miedzi znajduje si¢
jeden atom azotu oraz atomy tlenu.

Na uwage zastuguje fakt, ze w przypadku kompleksu stalego analiza EPR (Rys. 6)
jednoznacznie wskazata na udzial w koordynacji tylko atomow tlenow cytyzyny. Z
drugiej strony potwierdzita koordynacje jednego jonu Cu*? (rys 8), gdyz wystepowanie
dwoch jonéw miedzi skutkowatoby zanikiem struktury nadsubtelnej w widmie
EPR,[24,25] a takiej sytuacji nie zaobserwowano, stad wniosek, ze tego typu kompleksy
w badanych uktadach nie tworza si¢. Rowniez parametry spektralne EPR jak i UV
(Rys. 6 i 7) potwierdzaja dane odczytane z widm NMR o koordynacji jonu metalu przez
atom azotu N12 w pierscieniu C.
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Rysunek 5. Krzywa dystrybucji form tworzacych sie Rysunek 6. Widma Vis: a) kompleks CuL przy
przy Cc,=0.001M i C,=0.001M w ukladzie pH=6.5 w uktadzie (Ccyy=0.01M; Cu(ll)/L 1:1.
Cu(Il)/cytisine(L). b) widmo rozpuszczonego kompleksu 1.
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Rysunek 7. Widmo EPR kompleksu cytyzyny z CuSO;, (5). Rysunek 8. Widmo UV:

a) wolnej zasady cytyzyny (L);
b) kompleksu Zn(I1)/L (5).

A zatem na podstawie analiz spektralnych MS, NMR, EPR, UV i vis jest mozliwe
okreslenie sktadu jak i miejsca koordynacji, stad zaskakujace byly wyniki analizy
rentgenostrukturalnej, ktore wykazaly, ze w ciele stalym to atom tlenu grupy laktamowe;j
pierscienia A koordynuje jon metalu (Rys. 9 i 10), a nie tak jak zostato stwierdzone na
podstawie analiz przeprowadzonych w roztworach, czyli poprzez sprotonowany
drugorzgdowy atom azotu (N12) w pierScieniu C. Wynik ten tez jest odmienny od
danych literaturowych analiz rentgenostrukturalnych odnoszacych si¢ do koordynacji
jonow Pt(IT), Pt(IV) oraz Pd(II) poprzez atom N12.[17,18]
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Rysunek 9. Struktura kompleksu cytyzyny z kationem Cu*? (5) w obrazie elipsoid drgan termicznych (50%
prawdopodobienstwa). Atomy wodoru zostaty pominiete dla lepszej przejrzystosci prezentowanej struktury.

Rysunek 10. Struktura kompleksu cytyzyny z kationem Zn*? (6) w obrazie elipsoid drgan termicznych (50%
prawdopodobienstwa). Atomy wodoru zostaty pominigte dla lepszej przejrzystosci przedstawianej struktury.

Whioski:

Pomiary pozwalaja wnioskowac, ze cytyzyna jak i jej di-pochodne z jonami litowcow
tworza kompleksy o stechiometrii 1:1. Zauwazono, ze wszystkie protonowane cytyzyny
tym chetniej dimeryzuja im mniejszy jest kation metalu. Jednak w procesie dimeryzacji
N-metylocytyzyna (L;) w znacznym stopniu rdzni si¢ od pozostatych ligandow. L,
znacznie chetniej dimeryzuje z kationami wiekszymi jak Rb" oraz Cs* anizeli z jonami
Na® i K*. Natomiast z sodem i potasem najchetniej dimeryzuje cytyzyna (L), a sposréd
dicytyzyn takie preferencje wykazuje 1,3-dicytyzynopropan (L;3). Natomiast, 1,2-
dicytyzynoetan (L;,) oraz 1,5-dicytyzynopentan (L;,s) tatwiej tworza kompleksy z
jonem litu.

Koordynacja jonéw metali przez bioaktywne zwigzki ma duze znaczenie w dalszych
badaniach nad aktywnoscia cytyzyny jak i innych alkaloidow chinolizydynowych. Te
podstawowe dane juz beda mogly znalezé zastosowanie jako modelowe zwiazki w
dalszych procesach opisujacych wptyw jonéw na struktur¢ molekularng oraz uktady
elektronowe ligandow chinolizydynowych. Ponadto, (-)-cytyzyna jako ligand
kompleksujacy jony i to nie tylko miedzi i cynku moze znalez¢ potencjalne zastosowanie
jako narzedzie stuzace do wiagzania metali w organizmach zywych.
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