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4. Wskazanie osiggnigcia stanowigcego podstawe postepowania habilitacyjnego

Osiggnigciem naukowym wynikajacym z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule
naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz 595 ze zm.) jest jednotematyczny cykl

publikacji naukowych pt.:

»Synteza pochodnych wybranych antybiotykow naturalnych i analiza wplywu ich
struktury na zdolno$¢ kompleksowania kationéw metali oraz wlasciwosci

przeciwdrobnoustrojowe.”



4.1 Wykaz monotematycznych artykuldéw naukowych stanowigcych podstawe
postepowania

Wszystkie wymienione publikacje zamieszczone zostaly w czasopismach
znajdujacych si¢ w Journal Citation Reports. Impact factor (IF) zostal podany w roku
opublikowania. Dla publikacji wydanych w latach 2013-2014 przyjeto IF z roku 2012.
W tabeli zostat ujety procentowy udziat habilitanta w powstaniu kazdej pracy.

Nr

Publikacja

IF

Udzial
%

H1

R. Pankiewicz, G. Schroeder, B. Brzezinski, F. Bartl

“NMR, FT-IR and ESI-MS study of new lasalocid ester with 2-
(hydroxymethyl)-12-crown-4 and its complexes with monovalent
cations”

J. Mol. Struct. 749 (2005) 128-137.

Moj udziat polegal na zaplanowaniu strategii syntezy, preparatyce
wymienionego wyzej estru kwasu lasalowego i jego kompleksow
z kationami metali, wykonaniu widm FT-IR, interpretacji i
dyskusji danych uzyskanych z widm FT-IR, ESI-MS i NMR
wykonaniu obliczen semiempirycznych, analizie wynikow,
wizualizacji struktur badanych zwigzkow oraz przygotowaniu
manuskryptu.

1,440

85

H2

R. Pankiewicz, J. Kira, G. Schroeder, T. Ossowski, B. Brzezinski
“Potentiometric, ESI MS and AM1d studies of Lasalocid esters —
silver(l) complexes”

J. Mol. Struct. 782 (2006) 73-80.

Moj udziat polegat na wykonaniu syntezy rdznych estrow kwasu
lasalowego i ich komplekséw z kationami Ag®, interpretaciji i
dyskusji danych uzyskanych z widm ESI-MS, wykonaniu obliczen
semiempirycznych, analizie wynikow oraz wizualizacji struktur
badanych zwigzkow oraz przygotowaniu manuskryptu.

1,495

65

H3

R. Pankiewicz, D. Remlein-Starosta, G. Schroeder, B. Brzezinski
“Biological activity and ESI MS study of oxaalkyl and
hydroksyoxaalkyl lasalocid esters”
J. Mol. Struct. 783 (2006) 136-144.

Mo¢j udziat polegal na wykonaniu syntezy wyzej wymienionych
estrow kwasu lasalowego i ich kompleksow z kationami metali
interpretacji i dyskusji danych uzyskanych z widm ESI-MS,
wykonaniu obliczen semiempirycznych, analizie wynikow,
wizualizacji struktur badanych zwigzkow oraz przygotowaniu
manuskryptu.

1,495

65

H4

R. Pankiewicz, G. Schroeder, B. Brzezinski

“Spectroscopic and PM5 semiempirical study of a new lasalocid
ester with 2-allyloxyethanol and its complexes with monovalent
cations”

J. Mol. Struct. 789 (2006) 1-7.

1,495

90




Moj udziat polegat na zaplanowaniu syntezy i preparatyce nowego
estru kwasu lasalowego i jego komplekséw z kationami metali,
wykonaniu widm FT-IR, interpretacji i dyskusji danych
uzyskanych z widm FT-IR, ESI-MS i NMR, wykonaniu obliczen
semiempirycznych, analizie wynikow, wizualizacji struktur
badanych zwigzkow oraz przygotowaniu manuskryptu.

HS

R. Pankiewicz, G. Schroeder, B. Brzezinski

.1H, C NMR, FT-IR, ESI-MS and PM5 semiempirical study of
new lasalocid ester with 3-(Methylthio)-1-propanol and its
complexes with monovalent cations”

J. Mol. Struct. 829 (2007) 120-127.

Moj udziat polegal na zaplanowaniu syntezy i preparatyce nowego
estru kwasu lasalowgo i jego kompleksow, wykonaniu widm FT-
IR, interpretacji i dyskusji danych uzyskanych z widm FT-IR, ESI-
MS i NMR, wykonaniu obliczen semiempirycznych, analizie
wynikow, wizualizacji struktur badanych zwiazkéw oraz
przygotowaniu manuskryptu.

1,486

90

H6

R. Pankiewicz, G. Schroeder and B. Brzezinski

"FT-IR, semi-empirical and electrochemical studies of lasalocid
ester with 2,2’-dithiodiethanol adsorbed on silver surface"
Supramol. Chem. 21 (2009) 202-206.

Moj udziat polegat na syntezie nowego estru i jego kompleksu z
kationami, osadzeniu go na powierzchni metalicznego srebra,
wykonaniu  widm FT-IR, interpretacji 1 dyskusji danych
uzyskanych z  widm  FT-IR, wykonaniu  pomiarow
potencjometrycznych, wykonaniu obliczen semiempirycznych,
analizie wynikéw, wizualizacji struktur badanych zwigzkéw oraz
przygotowaniu manuskryptu.

1,885

90

H7

R. Pankiewicz

“Spectroscopic and computational study of a new isomer of
salinomycin”

J. Mol. Struct. 1048 (2013) 464-470.

1,404

100

H8

R. Pankiewicz

“2D NMR, FT-IR, ESI MS studies and DFT, PM5 semiempirical
calculations of new benzoic semduramicin anhydride and their
complexes with selected monovalent cations*

J. Mol. Struct. 1060 (2014) 11-16.

1,404

100

Sumaryczny IF
Sredni udzial % habilitanta

12,104

85




4.2  Omowienie celu naukowego oraz najwazniejszych wynikow i osiggnie¢ zawartych w
w/w pracach

Wstep

Antybiotyki jonoforowe s3 grupa zwigzkoéw, pochodzenia naturalnego, szeroko
stosowanych w hodowli zwierzat jako dodatki paszowe oraz w weterynarii jako leki. Jak
wynika z przegladu literatury, pomimo szerokiego zastosowania w lecznictwie i profilaktyce,
ciggle pozostaje do rozwigzania problemem ich wysokiej toksycznosci dla ludzi 1 zwierzat
hodowlanych [1]. Toksyczno$¢ ta, zarowno dla jednokomoérkowych patogenow, jak i zwierzat
wyzszych, zwigzana jest z niska specyficznoscig dziatania jonoforow. Spowodowane jest to
tym, Ze w naturze sg one produkowane i wydzielane celem calkowitej sterylizacji otoczenia i
zapewnieniu dominacji $rodowiskowej promieniowcéw. W poszukiwaniu mozliwo$ci
zwigkszenia specyficznosci dziatania jonoforéw przystapitem do przeprowadzenia celowej
modyfikacji struktury wybranych antybiotykow oraz okreslenia wptywu modyfikacji na ich
wlasciwosci fizykochemiczne i dziatanie antydrobnoustrojowe.

Przedstawiony monotematyczny cykl 8 publikacji naukowych (w tym 2
monoautorskie) pt. ,,Synteza pochodnych wybranych antybiotyk6éw naturalnych i analiza
wptywu ich struktury na zdolno$¢ kompleksowania kationéw metali oraz wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe” przedstawia wyniki i interpretacje prowadzonych przeze mnie
badan dotyczacych wtasciwosci fizykochemicznych 1 reaktywnosci modyfikowanych
strukturalnie jonoforéw jako ligandow, w procesie kompleksowania kationéw metali.
Niniejsze opracowanie przedstawia zwi¢zie omodwienie osiggnie¢ i nowosci naukowych
zawartych w publikacjach H1-H8. Te oryginalne publikacje zawieraja szczegotowy opis
metodyki przeprowadzonych syntez oraz danych zebranych przy zastosowaniu metod
spektroskopowych, takich jak NMR, spektroskopia w podczerwieni FTIR, spektometria
masowa ESI MS, jak rowniez rezultaty modelowania struktury badanych zwigzkow metodami
semiempirycznymi (PM5, AM1d) i kwantowo-mechaniczng (DFT) w oparciu o uzyskane
dane spektroskopowe, a takze wyniki badan ich aktywnos$ci przeciwbakteryjnej i
przeciwgrzybicznej.

Cykl publikacji H1-H8 obejmuje badania pochodnych trzech naturalnych
antybiotykéw jonoforowych: kwasu lasalowego, salinomycyny i semduramycyny (Rys. 1)
najpowszechniej uzywanych w hodowli drobiu i bydta, jako dodatki do pasz celem stymulacji
wzrostu masy ciata oraz profilaktyki i leczenia kokcydiozy. Wiadomo, ze zwigzki te moga
tworzy¢ z kationami metali potgczenia typu gosc¢-gospodarz [2]. Czasteczka jonoforu zawiera
w swojej strukturze zaréwno lipofilowy ,,szkielet”, jak i grupy hydrofilowe (-OH, C=0, C-
O-C). Dzigki takiej budowie mozliwe sa przeksztalcenia konformacyjne w procesie
kompleksowania, polegajace na zamknigciu Kationu w hydrofilowej wnece i orientacji czesci
lipofilowej czasteczki do zewnetrznej powierzchni  kompleksu. Umozliwia to
kompleksowanie kationow metali przez jonofor wewngtrz btony lipidowej. Mechanizm
transportu kationdw przez btone lipidowsg przebiega wedlug nast¢pujgcego schematu:
czgsteczka gospodarza (jonoforu) rozpuszczona w fazie hydrofobowej wigze kation, a
nastepnie kompleks dyfunduje w btonie lipidowej, po czym na granicy z roztworem wodnym
nastepuje dysocjacja kompleksu i kation jest uwalniany do fazy wodnej. W dalszej kolejnosci
wolny jonofor dyfunduje w kierunku odwrotnym i cykl si¢ powtarza, az do osiagnigcia stanu
rownowagi [3-5]. Nawet niewielka modyfikacja chemiczna czgsteczki antybiotyku moze
skutkowa¢ zmiang struktury catego kompleksu, a co za tym idzie zdolnoscig jonoforu do
kompleksowania kationdw i transportowania ich przez btony lipidowe komoérek. Dotyczy to
rowniez preferencji w kompleksowaniu poszczeg6lnych kationow. W przypadku zwigzkow
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aktywnych biologicznie moze t0 pocigga¢ za sobag zmian¢ ich wlasciwos$ci
antydrobnoustrojowych

SEMDURAMYCYNA

Rys. 1. Struktury form kwasowych badanych antybiotykdw

W ramach zalozonego przeze mnie celu opracowalem strategie Otrzymania
pochodnych  wyzej wymienionych jonoforow pochodzenia naturalnego poprzez
wprowadzenie do ich czasteczek dodatkowych segmentow charakteryzujacych sie réznym
powinowactwem do kationéw [H1,H2,H4,H5H8] oraz przebudowanie szkieletu [H7].
Nastepnie przeprowadzilem szczegdtowag analize wptywu struktury i konformacji takich
pochodnych na ich wtasciwosci kompleksotworcze. Kolejnym krokiem byto dokonanie
symulacji struktury badanych zwigzkéw metodami semiempirycznymi (PM5, AM1d) i
kwantowo-mechaniczng (DFT) w oparciu o uzyskane dane spektroskopowe 1 ich
wizualizacja, a takze okre$lenie aktywnosci antydrobnoustrojowej zmodyfikowanych
antybiotykéw [H3], zaréwno wzgledem bakterii, jak i grzybow. Interesujace bylo réwniez
sprawdzenie zdolnosci badanych jonoforéow do kompleksowania kationdbw metali po
immobilizacji ligandu na statym podtozu metalicznym [H6].

Synteza pochodnych antybiotykdw
Pomimo szerokiego zastosowania w hodowli zwierzat, cz¢$¢ antybiotykow jest trudno
dostgpna w postaci czystej i jest osiggalna jedynie w postaci drogich wzorcow analitycznych.
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Aby obnizy¢ koszt pozyskania antybiotykow wybranych do badan, koniecznym stato sie
zatem opracowanie metody ich wyizolowania z dodatkéw paszowych zwierajacych
interesujgce mnie zwigzki w stezeniu od kilku do kilkunastu procent wagowych. W tym celu
obrébce poddatem nastepujace preparaty: AVATEC, AVIAX oraz SACOX zawierajace
odpowiednio w swoim sktadzie s6l sodowa kwasu lasalowego, sol sodowg semduramycyny |
s6l sodowg salinomycyny. Wszystkie trzy wymienione antybiotyki zostaly wyekstrahowane
przy zastosowaniu podobnej metody, z wykorzystaniem aparatu Soxhleta i nastepnie
oczyszczone przy pomocy chromatografii kolumnowej lub przez dodatkowa ekstrakcje
rozpuszczalnikami niepolarnymi [H1,H4,H5,H6,H7,H8]. Nalezy podkresli¢, ze analizy
wykonane za pomocg HPLC potwierdzilty wysoka czysto$¢ otrzymanych jonoforéw. Ponadto
ich struktura zostata potwierdzona widmami wielojadrowego NMR, otrzymanymi przy uzyciu
technik COSY, HMBC i HSQC [H1,H4,H5,H6,H7,H8].

Zaplanowalem i przeprowadzilem syntezg¢ 11 estrow kwasu lasalowego w tym cztery
estry nie opisane wczesniej w literaturze, z 2-(hydroksymetylo)-12-korona-4 [H1], 2-
allylooxyetanolem [H4], 3-(metylotio)-1-propanolem [H5] i 2,2’-ditiodietanolem [H6] (Rys.
2). Konieczne okazato si¢ przy tym wykorzystanie dicyklokarbodiimidu (DCC) jako
czasteczki wspomagajacej przebieg reakcji estryfikacji. Poniewaz produkty byly olejami,
wydzielenie ich w czystej formie wymagalo rozdziatu chromatograficznego. Poprawnosé¢
struktur wszystkich otrzymanych estrow potwierdzitem za pomocg technik NMR.

Lasll
5

Rys. 2. Struktury otrzymanych nowych estrow kwasu lasalowego [H1,H4,H5,H6]

Nastepnie w celu otrzymania pochodnej salinomycyny o potencjalnie zmienionych
wlasciwosciach kompleksotworczych i1 antydrobnoustrojowych opracowatem nowa metode
przegrupowania wewnatrzczasteczkowego [H7]. Przeprowadzona szczegotowa analiza
struktury otrzymanego produktu z wykorzystaniem z technik 2D NMR: *H-'H COSY, *H-*C
HSQC i *H-"*C HMBC oraz NOESY wykazata jednoznacznie, ze otrzymatem nowy izomer
salinomycyny (SalX) (Rys. 3) [H7], nie opisany wczesniej w literaturze, ktorego czgsteczka
zawiera w swojej strukturze dziesieciocztonowy pierscien laktonowy. Nowa pochodna
absorbowata $wiatto w zakresie UV-Vis z maksimum absorbcji przy A = 217 nm, co
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potwierdzito powstanie uktadu wigzan podwojnych, ktory nie wystepowal w substracie.

| Nowy izomer— charakteryzowat si¢ znacznie krotszym czasem retencji w trakcie analizy
HPLC (3,8 min) w stosunku do soli sodowej salinomycyny (6,3 min) i kwasu
salinomycynowego (5,8 min). Istotne byto stwierdzenie, ze widmo ESI-MS otrzymanego
zwigzku jest identyczne z widmem wyjsciowej salinomycyny.

Rys. 3. Struktura nowego izomeru salinomycyny (SalX) [H7]

Modyfikacja kolejnego antybiotyku — semduramycyny (Sem) miata na celu nie tylko
zmian¢ wiasciwosci kompleksujacych, ale tez miata utatwi¢ detekcje tego zwigzku poprzez
wprowadzenie grupy absorbujgcej swiatto w zakresie UV, co powinno umozliwi¢
wykorzystanie nowej pochodnej jako receptora. Po przeprowadzeniu reakcji soli sodowej
semduramycyny z chlorkiem benzoilu i oczyszczeniu chromatograficznym uzyskatem czysty
bezwodnik benzoilo semduramycyny (SemBz) (Rys. 4). Czystos¢ substancji potwierdzita
analiza HPLC. Poprawno$¢ zaproponowanej struktury potwierdzilem mie¢dzy innymi za
pomoca techniki 2D NMR [H8].

Rys. 4. Struktura bezwodnika benzoilo semduramycyny (SemBz) [H8]

Wszystkie, wyzej wymienione, Otrzymane przeze mnie zwiazki zostaly zastosowane w
dalszych badaniach zmierzajacych do wyja$nienia oddziatywan miedzy jonoforami, a
kationami metali jedno- i dwuwartosciowych [H1,H2,H3,H4,H5,H6,H7,H8].



Struktury i wlasciwosci kompleksow modyfikowanych antybiotykdw

Waznym zadaniem byto okreslenie wptywu podstawnika na strukturg kompleksow
jonoforu z kationami metali. Pomiary wykonane technikg ESI-MS wykazaty, ze ester kwasu
lasalowego z 2-(hydroksymetylo)-12-korona-4 (Las8) o silnej zdolno$ci koordynacyjnej
tworzy ze wszystkimi kationami litowcow (Li*, Na*, K*, Rb*, Cs") kompleksy o stechiometrii
1:1, tak jak niemodyfikowany kwas lasalowy [H1]. Wyjatek stanowit kation litu, z ktorym
czasteczka Las8 tworzy rowniez kompleksy o stechiometrii 1:2 Las8:Li*. Ponadto w widmach
ESI-MS zidentyfikowatem dodatkowo obecnos¢ sygnatdw pochodzacych od kompleksow
Las8:2Li":ClO,. Natomiast nie stwierdzilem nawet $ladow obecnosci kompleksow 1:2 z
innymi kationami metali alkalicznych, cho¢ podczas interpretacji widm ESI-MS, przy
wyzszych napigciach stozka, zaobserwowalem fragmentacje czasteczki z utworzeniem jonow,
zawierajacych w swojej strukturze pier§cien korony wraz z odpowiednim kationem (Rys. 5).
Jedynie kation Cs" nie tworzyt takiego jonu fragmentacyjnego.

T
(")
-

OH
M =Li, Na, K, Rb

Rys. 5. Struktura jonu fragmentacyjnego 2-(hydroksymetylo)-12-korona-4 z kationami metali
[H1]

Analiza widm FT-IR wskazata na zaangazowanie grup hydroksylowych i ketonowej
grupy karbonylowej w koordynacje kationdw Li*, Na* i K*. Z grupa karbonylowa najsilniej
zwigzany okazat si¢ by¢ kation litu, o czym $wiadczylo przesunigcie maksimum absorbcji
pasma przypisanego do drgan v(C13=0) od 1712 cm™ dla ligandu do 1694 cm™ dla kompleksu
(Rys. 6). Stusznos¢ tych wnioskow potwierdzita dodatkowo analiza widm NMR.

100

50

Transmitancja [%]

1740 1720 1700 1680 1660
Liczba falowa [1/CM]

Rys. 6. Widma FT-IR. (—) Las8 i jego kompleksow 1:1 z kationami: (—) Li*; (—) Na®;

( 1) K" oraz kompleks 1:2 z Li* (—) [H1] w acetonitrylu w zakresie 1750-1640
cm
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W widmie FT-IR kompleksu Las8:Li", o stechiometrii 1:1, oprécz pasma z maksimum
absorbcji przy 1694 cm™ stwierdzitem obecno$é sygnatu z maksimum przy 1712 cm™, co
$wiadczy o istnieniu rownowagi miedzy dwoma strukturami kompleksu. W jednej ze struktur
kation Li" jest koordynowany przez pseudopierscien antybiotyku, a w drugiej strukturze
zaangazowany jest w koordynacje¢ pierécien eteru koronowego. W widmie tego ostatniego
kompleksu, o stechiometrii 1:2 (Las8:2Li"), wybudowuje si¢ silniej pasmo z maksimum przy
1694 cm™ kosztem zanikajacego pasma z maksimum przy 1712 cm?, co $wiadczy 0
catkowitym ,,wysyceniu” ligandu przez kationy. Model najbardziej korzystnej z
energetycznego punktu widzenia struktury kompleksu Las8:2Li*, symulowanego za pomoca
obliczen semiempirycznych PMS5 przy wykorzystaniu informacji uzyskanych w pomiarach
spektroskopowych  przedstawia rys.7. Wyraznie mozna rozrozni¢c dwie czeSci
zmodyfikowanej czasteczki antybiotyku, z ktérych kazda kompleksuje inny kation litu [H1].

O

Rys. 7. Wizualizacja struktury izomeru (R) kompleksu Las8:2Li" obliczona metoda PMS5 [H1]

Kolejny ester kwasu lasalowego z 2-allilooksyetanolem (Las9) [H4] posiada tancuch
alkilowy zawierajacy jeden atom tlenu oraz konczaca go grupe etylenowa. Jak wykazaty
badania NMR przeprowadzone w acetonitrylu, protony z terminalnej grupy =CH;, sa
nieréwnocenne, co $wiadczy o istnieniu oddziatywan pomiedzy tancuchem alkilowym a
resztg czasteczki. Sygnaly pochodzace od tych protonédw w kompleksach z kationami
litowcOw sg usrednione, dowodzgc istnienia swobodnej rotacji wokot wigzania C3—Cy (RYS.
2). Wskazujg na to rowniez obliczenia geometrii czasteczki przeprowadzone za pomoca
metod semiempirycznych. Ustalitem, ze kompleksowanie przez Las9 kationu, niezaleznie od
jego rodzaju, zmienia uktad wigzan wodorowych w czasteczce. W wolnym ligandzie, w
widmach FT-IR (Rys. 8) wystepuja dwa rodzaje wigzan wodorowych o roznej sile, ktorym
odpowiadajg sygnaty przypisane do drgan rozciagajacych v(OH) z maksimami przy 3518
cm™ i 3450 cm™, natomiast w kompleksach z kationami Li*, Na* i K* obserwowane sa tylko
pojedyncze, poszerzone pasma z maksimami, odpowiednio, przy 3474 cm™, 3495 cm™ i 3508
cm™. Dowodzi to, Zze wigzania wodorowe, w ktore zaangazowane sa grupy OH w
omawianych kompleksach, sa relatywnie stabe i wzmacniajg si¢ jedynie nieznacznie wraz ze
zmniejszeniem $rednicy kompleksowanego jonu [H4].
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Rys. 8. Widma FT-IR (—) Las9 i jego komplekséw z kationami: (—) Li*; (—) Na*; (—)
K* [H4] w acetonitrylu w zakresie 3700-3250 cm™

Podobnie, jak w przypadku kompleksu Las8:Li", kation Li* jest w kompleksie z Las9
najsilniej zwigzany z atomem tlenu grupy ketonowej Potwierdzaja to zar6wno analizy widm
NMR, jak i FT-IR. Odzialywania takie byly obserwowane przeze mnie W przypadku
wszystkich badanych pochodnych kwasu lasalowego [H1,H4,H5,H6].

Wyznaczytem i poréwnatem state trwatosci kompleksow roznych syntezowanych
pochodnych kwasu lasalowego z kationami Ag®, w tym pochodnych zawierajacych od
jednego do trzech atoméw tlenu w tancuchach polioksaaklilowych, zakonczonych grupa
metoksylowa lub grupg hydroksylowa (Las9 do Lasll) jak rowniez estru z eterem
koronowym (Las8) [H2]. Ustalitem, ze najwickszg wartoScig stalej trwalosci
charakteryzowaty sie kompleksy AgL" o stechiometrii 1:1. Wartoéci log K; zawieraty sie w
przedziale od 4,25 do 4,79 dla estréw tancuchowych i 5,13 dla Las8. Natomiast dla
komplekséw o stechiometrii AgoL*" wartosci log Ki miescity sie w przedziale od 2,28 do
3,42. Zgodnie z przewidywaniem, trwato$¢ kompleksow rosta wraz z wydtuzaniem tancucha
alkilowego. Ponadto w przypadku komplekséw AgL® wyzsze wartosci stalych trwatosci
stwierdzitem dla estrow z fancuchami konczacymi si¢ grupa hydroksylowsa, a dla kompleksow
o stechiometrii Ag,L** — zakonczonych grupa metoksylowa. Tylko w przypadku Las8
stwierdzitem obecno$¢ kompleksu o stechiometrii AgL,", log K; = 2,64. Jest to zwigzane z
tworzeniem si¢ kompleksu typu ,,sandwich” przez pierScienie eteru koronowego. Analiza
widm ESI-MS oraz obliczenia semiempiryczne wykazaty duze podobienstwo struktur
komplekséw z Ag" i z kationami litowcow [H1,H4,H5,H6].

Ustalitem, ze kwas lasalowy moze tworzy¢ réwniez kompleksy z dwuwarto§ciowymi
kationami metali. Na przyklad z kationami Ca®*, najistotniejszymi ze wzgledow
biologicznych, antybiotyk ten tworzy, kompleksy o stechiometrii 1:1 i 2:1. Natomiast na
podstawie analizy widm ESI-MS stwierdzitem, ze pochodne kwasu lasalowego z tancuchami
polioksalkilowymi i Las8 tworza wytacznie kompleksy o stechiometrii 1:1 z kationami Mg*" i
Ca®* [H3]. Obliczenia semiempiryczne (PM5) wykazaty bardzo duze podobienistwo struktur
kompleksow tych pochodnych z jednowarto$ciowymi kationami litowcéw oOraz
dwuwarto$ciowymi kationami magnezu i wapnia. Analiza warto$ci ciepla tworzenia
kompleksow potwierdzita stabilizujaca role tancucha polioksaalkilowego.

Majac do dyspozycji szereg pochodnych kwasu lasalowego, ktorych wlasciwosci
kompleksotworcze dokladnie poznalem, podjatem si¢ okreslenia wptywu zmian struktury
antybiotyku na jego wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe [H3]. Przeprowadzone zostaty
dwie serie testow z patogenami roslinnymi: grzybami Fusarium oxysporum i bakteriami ze
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szczepu Erwinia carotovora, stanowigcymi powazne zagrozenie dla upraw ro$lin czgsto
wykorzystywanych jako pasza dla bydta. Wszystkie testy zostaly przeprowadzone wedlug
takiej samej metodyki. Badane pochodne wykazaly podobng aktywnos$¢ przeciwgrzybiczng
ograniczajac przyrost kolonii w podobnym stopniu jak sol sodowa kwasu lasalowego. Estry
kwasu lasalowego z metoksyetanolem, 3,6,9-trioksadekanolem oraz glikolem etylenowym
wplynety na morfologie grzybni wstrzymujac produkcj¢ pigmentow. Wpltyw antybiotykéw na
kolonie Erwinia carotovora byt bardziej zréznicowany. Przyrost kolonii bakterii ograniczany
byt najsilniej przez s6l sodowsa kwasu lasalowego oraz jego estry z metoksyetanolem,
glikolem etylenowym i 1,5-pentadiolem. Stwierdzitem, ze wprawdzie pochodne jonoforu
zawierajace dlugie tancuchy alkoksylowe tworzg stabilniejsze kompleksy z jonami metali,
jednak nie przektada si¢ na to na zwigkszong aktywno$¢ antydrobnoustrojows.
Najprawdopodobniej tworzenie zbyt stabilnych komplekséw uposledza podstawowa funkcje
jonoforu jaka jest przenoszenie jondw w cyklu szybkiego kompleksowania i
dekompleksowania kationo6w po obu stronach btony biologicznej [H3].

Interesujagce bylo zbadanie wlasciwosci kwasu lasalowego (Lasll) po jego
immobilizacji na powierzchni metalicznego srebra [H6]. Analiza widm Ramana wykonanych
na tak zmodyfikowanej powierzchni metalu wykazata zanik pasma z maksimum
wystepujacym przy 520 cm™ przypisanym do drgan wiazania S-S, co $wiadczyto 0 zerwaniu
tego wigzania i utworzeniu nowego wigzania AQg-S. Natomiast widma refleksyjno-
absorpcyjne (RAIRS) z wykorzystaniem spektrometru FT-IR wykazaty brak istotnych rdznic
w przypadku wolnego i immobilizowanego na srebrze antybiotyku. Stosujac te¢ metode
stwierdzitem, ze zwigzane z powierzchnig metalu czasteczki kwasu lasalowego kompleksuja
kationy Na* podobnie jak w przypadku tego zwiazku w roztworze. Brak zauwazalnych
przesuni¢¢ maksimoéw pasm absorpcji dla kompleksu kwasu lasalowego z kationem sodowym
zmierzonego w postaci cienkiego filmu i jako monowarstwy na srebrze (Rys. 9) $wiadczy o
bardzo podobnej lub takiej samej strukturze rozwazanych kompleksow [H6].
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Rys. 9. Widma FT-IR (film) (—) Las11 i jego (—) 1:1 kompleksu z kationem Na* i widma
ATR (—) Las11 zaadsorbowanego na powierzchni srebra oraz (—) jego kompleksu
z kationem Na* w przedzialach: (a) 4000-400 cm™ i (b) 1750-1615 cm™ [H6]

Obliczenia semiempiryczne (AM1d) pozwolitly na dokonanie wizualizacji struktury
powierzchni metalu pokrytego monowarstwa receptora (Rys. 10) oraz okreslenie
maksymalnej gestosci upakowania jego czasteczek. Wykazalem, ze pojedyncza czasteczka

tego jonoforu zajmuje powierzchnie 0,93 nm?, co oznacza ggstosé upakowania 1,08x10™
czasteczek na 1 cm? powierzchni.
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Rys. 10. Struktura powierzchni srebra pokrytej czasteczkami pochodnej kwasu lasalowego,
kompleksujacej kationy Na* [H6]

Uogolniajgc mozna stwierdzi¢, ze kwas lasalowy po osadzeniu na powierzchni metalu
nie traci swoich wlasciwosci kompleksujacych. Nawet jesli czasteczka nie jest w stanie
utworzy¢ pseudo-cyklicznej struktury, to jednak nadal jest w stanie wytworzy¢ hydrofilowa
wneke 1 uwiezi¢ w niej kation. Ta cecha kwasu lasalowego czyni go doskonalym materiatem
do zastosowania jako receptora kationow.

Analiza wlasciwosci kompleksujacych nastepnego z badanych zwigzkow -
bezwodnika benzoilo semduramycyny (SemBz) za pomocag spektroskopii FT-IR data
interesujace rezultaty [H8]. W widmie kompleksu z kationami potasu (SemBzK) stwierdzitem
obecno$é dwoch pasm z maksimami przy 3291 cm™ i 3417 cm™ przypisane drganiom v(OH),
a pasma przypisane drganiom va(C=0) i v4(C=0) grupy bezwodnikowej wystepowaty
odpowiednio przy 1805 cm™ i 1733 cm™. Widmo kompleksu niewiele réznito sie od widma
SemBz, wskazujac, ze kation potasowy jest zlokalizowany pomig¢dzy grupami eterowymi i
karbonylowymi a grupy OH sg zaangazowane w tworzenie kompleksu tylko w ograniczonym
stopniu. Z kolei w widmie kompleksu z kationami sodu (SemBzNa) stwierdzitem tylko jedno
szerokie pasmo przypisane do drgah v(OH) z maksimum przy 3470 cm™. Wskazuje to na
istnienie w czasteczce tylko jednego rodzaju wigzan wodorowych o podobnej sile, co
sugeruje, ze kation Na* fluktuuje pomiedzy atomami tlenu we wnece czasteczki ligandu. Jest
to znaczgca roznica w porownaniu do soli sodowej semduramycyny, gdzie nie stwierdzitem
fluktuacji kationu sodowego. Mozliwym wytlumaczeniem tego faktu jest obojetny charakter
czasteczki SemBz | wystgpowanie w niej wigkszej wneki, niz w czasteczce semduramycyny.
W tymze widmie, przy nizszych wartosciach liczb falowych, wystepuja dwa asymetryczne
pasma 1803 cm™ i 1722 cm™, zwiazane z drganiami vai(C=0) i v,(C=0) grupy
bezwodnikowej. Przesuniccie pasma przy 1722 cm™ w poréwnaniu do pasma przy 1733 cm™
w widmie SemBzK $wiadczy o zaangazowaniu grupy bezwodnikowej w proces
kompleksowania kationu Na*. Na uwage zastuguje fakt ze analiza widma FT-IR kompleksu
SemBzLi wykazata duze podobienstwo do widma kompleksu SemBzNa. Stwierdzitem
obecno$¢ jedynie pojedynczego, szerokiego pasma przypisanego do drgan v(OH) z
maksimum przy okoto 3500 cm™ i dwéch pasm przypisanych odpowiednio do drgan va(C=0)
i va(C=0) grupy bezwodnikowej przy 1722 cm™ i 1803 cm™. Dane te, potwierdzity, ze w obu
rozwazanych kompleksach kation litu oddzialuje podobnie z atomami tlenu grupy
bezwodnikowej, jak kation sodu w kompleksie SemBzNa.
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Istotne jest potwierdzenie mozliwosci zastosowania metod teoretycznych (DFT) w
interpretacji widm *H i *C NMR otrzymywanych eksperymentalnie. Korelacja obliczonych
teoretycznie przesunie¢ chemicznych w widmach NMR SemBz z danymi eksperymentalnymi
wynosita R?=0,96 dla widm protonowych, a dla widm weglowych R®=0,98. Waznym
wynikiem jest tez wykorzystanie metody semiempirycznej (PM5) dla obliczenia struktury
czasteczki SemBz 1 jej kompleksow z kationami litowcow, a takze wyznaczenie ciepta
tworzenia [kJ/mol] (HOF) komplekséw semduramycyny i SemBz z kationami Li*, Na" i K*
(Tabela 1) [H8].

Tabela 1. Ciepto tworzenia[kd/mol] (HOF) kompleksow semduramycyny z kationami metali
alkalicznych obliczone metodg PM5 [H8]
kation AHOF semduramycyny AHOF SemBz

Li -373,20 -226,10
Na -349,46 -359,93
K -302,28 -214,20

Z analizy danych wynika, ze SemLi jest solg preferowang energetycznie, a8 SemBzNa
jest preferowanym energetycznie kompleksem. Znalazto to potwierdzenie w wynikach
otrzymanych z pomiaréw ESI-MS. Obliczytem (PM5) réwniez geometri¢ rozwazanych
kompleksow. We wszystkich przypadkach stwierdzitem, ze SemBz w kompleksach tworzy
pseudo-cykliczne struktury z kationami zamknietymi we wnece molekularnej. Kationy Li" i
Na* koordynowane sa przez atomy tlenu z grup hydroksylowych i grupy bezwodnikowej. W
strukturze SemBzK, kation potasowy jest koordynowany gtéwnie przez atomy tlenu z innej
czesci czasteczki. Wyniki te znalazty potwierdzenie w widmach FT-IR [H8].

Dalsze badania przy uzyciu technik spektroskopowych dotyczyty otrzymanego przeze
mnie, nietypowego izomeru salinomycyny (SalX), powstajacego W wyniku przegrupowania
[H7]. Na podkreslenie zastuguje otrzymanie pelnej zgodnosci danych eksperymentalnych i
wynikow obliczen DFT dla widma *H i *C NMR tego zwiazku.

Korelacja obliczonych teoretycznie przesuni¢¢ chemicznych w widmach NMR SalX z
danymi eksperymentalnymi wynosita R?=0,96 dla widm *H NMR a dla widm *C NMR
R?=0,98. Metody DFT postuzyty tez dla wizualizacji struktury SalX i analizy konformacji
czasteczki (Rys. 11).
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Rys. 11. Struktura SalX [H7]

Ustalitem, Ze czasteczka izomeru salinomycyny (SalX) zachowuje pseudo-cykliczng
struktur¢ podobnag do salinomycyny [H7] dzigki wigzaniom wodorowym tworzacym si¢
miedzy grupa karboksylowa a grupa hydroksylowa przylaczong do koncowego pierscienia
piranowego (Rys. 11). Struktura ta jest dodatkowo stabilizowana przez
wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe pomiedzy grupa O(37)H 1 grupa C(21)=0 z
nowo-utworzonego dziesigciocztonowego pier§cienia. Obliczenia semiempiryczne (PM5)
pozwolity na poréwnanie wilasciwosci kompleksujacych salinomycyny i jej izomeru SalX
(Tabela 2.). Czasteczka SalX stabiej kompleksuje kationy litowcow, niz czasteczka
wyjéciowej salinomycyny, w dodatku tworzac najkorzystniejszy energetycznie kompleks z
kationem sodu.

Tabela 2. Ciepto tworzenia [kJ/mol] (HOF) kompleksow salinomycyny z kationami metali
alkalicznych obliczone metodg PM5 [H7]
kation ~ AHOF salinonomycyny AHOF

SalX
Li -627,68 -548,52
Na -659,74 -634,08
K -676,23 -594,38

Wykazatem, ze przegrupowanie w czgsteczce salinomycyny rozpoczyna si¢ od
protonacji jednego z trzech eterowych atomow tlenu (013, O17, O21) w $rodkowej czgsci tej
czagsteczki. Z obliczeh wykonanych metodag DFT otrzymalem nastepujace wartoSci energii
tworzenia dla struktur z protonowanymi atomami tlenu O13, O17 lub O21: -2470,9910,
-2470,8674 i -2470,9023 [a.u.]. Najkorzystniejsza okazata si¢ protonacja atomu tlenu O13.
Bazujac na tych danych zaproponowalem mechanizm przegrupowania salinomycyny do jej
izomeru SalX (Rys.12).
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Rys. 12. Proponowany mechanizm przegrupowania salinomycyny w srodowisku kwasnym
[H7].

4.3 Podsumowanie — najwazniejsze osiaggnigcia i elementy nowosci naukowej

Zadaniami naukowymi przedstawionymi w pracach wchodzacych w sklad rozprawy
habilitacyjnej byto otrzymanie i szczegdlowe okreslenie wihasciwosci fizyko-chemicznych
oraz antydrobnoustrojowych pochodnych naturalnych antybiotykdéw jonoforowych oraz ich
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kompleksOw z waznymi biologicznie kationami metali jedno- i dwu-wartosciowych. Wyniki

badan zawarlem w 8 publikacjach, pod wspdlnym tytutem: ,,Synteza pochodnych wybranych

antybiotykow naturalnych 1 analiza wplywu ich struktury na zdolno$¢ kompleksowania
kationow metali oraz wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe.”

Do najwazniejszych osiggnie¢ ze szczegdlnym uwzglednieniem elementéw nowosci
naukowej z przeprowadzonych badan zaliczam:

1. Opracowanie efektywnych metod izolacji 1 oczyszczenia kwasu lasalowego,
semduramycyny i salinomycyny z dodatkéw paszowych.

2. Otrzymanie 6 nie opisywanych wcze$niej w literaturze S$wiatowej pochodnych
antybiotykéw jonoforowych, w tym:

— nowych estréow kwasu lasalowego z 2-(hydroksymetylo)-12-korona-4 (Las8), 2-
allylooxyetanolem  (Las9), 3-(metylotio)-1-propanolem  (Lasl0) i 2,2’-
ditiodietanolem (Las11),

— nowego modyfikowanego antybiotyku, bezwodnika benzoilo semduramycyny
(SemBz), latwiejszego w detekcji bo wykazujacego absorbcje z zakresie UV, w
przeciwienstwie do semduramycyny,

— nowego, stabilnego izomeru salinomycyny  (SalX), zawierajgcego
dziesigciocztonowy pierscien laktonowy.

3. Przeprowadzenie badan spektroskopowych (2D NMR, NOESY, FT-IR, UV-Vis) i
spektrometrycznych (ESI-MS) oraz obliczen semiempirycznych (PM5, AMId) i
kwantowo-mechanicznych (DFT) co pozwolito na okreslenie struktury wszystkich
otrzymanych zwiagzkow.

4. Dla nowo-otrzymanych pochodnych jonoforéw otrzymanie kompleksow z kationami
metali jedno- i dwu-wartosciowych:

— otrzymanie kompleksow estrow kwasu lasalowego z kationami Li*, Na*, K*, Rb",
Cs*, Ag', Mg?* i Ca®*,

— otrzymanie soli semduramycyny (Sem) z kationami Li*, Na™ i K7,

— otrzymanie komplekséw bezwodnika benzoilo-semduramycyny (SemBz) z
kationami Li*, Na" i K,

5.  Okres$lenie wtasciwosci fizyko-chemicznych otrzymanych kompleksow za pomocg metod
spektroskopowych spektrometrycznych i metod semiempirycznych (PM5, AM1d):

okreslenie struktury 1 konformacp kompleksow pochodnych kwasu lasalowego z
kationami Li*, Na*, K*, Rb" i Cs",

— wykazanie, Ze estry kwasu lasalowego z kationami Mg2+ i Ca® tworza, w
odréznieniu od kwasu lasalowego, tylko kompleksy 1:1,

— wyznaczenie stalych trwatosci kompleksow estréw kwasu lasalowego z kationami
Ag" za pomocg metod potencjometrycznych,

— zaproponowanie schematu fragmentacji masowej kompleksow estrow kwasu
lasalowego z kationami metali,

— wykazanie, ze estry kwasu lasalowego oraz ich kompleksy wykazuja tendencje¢ do
tworzenia struktury pseudo-cyklicznej stabilizowanej przez wewnatrzczasteczkowe
wigzania wodorowe,

— wykazanie, ze kation Li" w soli semduramycyny fluktuuje swobodnie pomigdzy
atomami tlenu we wnece w czgsteczce ligandu, natomiast kationy Na™ i K* sg
zlokalizowane,

— wykazanie, Ze kationy Li" i Na" w odpowiednich kompleksach z SemBz, fluktuujg
swobodnie pomigdzy atomami tlenu we wnece czasteczki ligandu,

— wykazanie, ze struktura soli SemLi jest energetycznie najkorzystniejsza, w
poréwnaniu ze strukturami soli z Na* i K,

19



[1]
[2]

[3]
[4]
[5]

— wykazanie, za pomocg metody ESI-MS 1 obliczen semiempirycznych, ze czasteczka
SemBz tworzy z kationem Na® kompleks najkorzystniejszy energetycznie w
poréwnaniu z kompleksami z Li* i K,

— wykazanie, ze SemBz w kompleksach z kationami litowcow przyjmuje forme
pseudo-cykliczna,

— okreslenie za pomocg obliczen semiempirycznych (PMS5) zmiany preferencji
kompleksowania kationow litowcdw przez salinomycyne po jej izomeryzacji.

Wykazanie, za pomocg metod spektroskopowych i obliczeniowych (PMS5, AM1d), ze
kwas lasalowy po immobilizacji na powierzchni metalicznego srebra zachowuje
niezmieniong zdolno$¢ kompleksowania kationow Na®. Jest to kluczowa przestanka do
wykorzystania kwasu lasalowego jako receptora tych kationdw.

Wykazanie wpltywu modyfikacji struktury antybiotyku jonoforowego na jego aktywnos$¢
biologiczng przeciw wybranym szczepom bakterii i grzyboéw. Ustalenie, ze modyfikacja
chemiczna jonoforow pozwalajagca na tworzenie stabilniejszych kompleksow nie musi
prowadzi¢ do polepszenia wlasciwos$ci antydrobnoustrojowych. Jest to wazna informacja
niezbe¢dna do planowania dalszych syntez modyfikowanych antybiotykéw jonoforowych.
Wykazanie, ze wyniki obliczen teoretycznych DFT widm 'H i **C NMR pochodnej
semduramycyny 1 izomeru salinomycyny bardzo dobrze koreluja z eksperymentalnymi
warto$ciami przesunie¢ chemicznych w tych widmach, tym samym stwierdzenie
przydatnosci obliczen kwantowo-mechanicznych w badaniach jonoforow.

Okreslenie za pomocg obliczen DFT protonacji salinomycyny 1 zaproponowanie
mechanizmu jej przegrupowania.
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5. Omowienie pozostatych osiggni¢¢ naukowo - badawczych

5.1 Wspdtautorstwo publikacji naukowych

Jestem autorem lub wspotautorem 59 publikacji naukowych, w tym 46 publikacji w

czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). Sumaryczny impact
factor (IF) wynosi 69,953, przed doktoratem 11,81, po doktoracie 58,143.

Liczbacytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS):
316

Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science (WoS):
h=12
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Przed Po Ogotem
doktoratem  doktoracie

Ogolna liczba prac naukowych 10 49 59

Publikacje w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie

Journal Citation Reports (JCR) o 37 46
Publikacje w czasopismach z poza bazy Journal 0 3 3
Citation Reports (JCR)

Autorstwo rozdziatbw w monografii w jezyku 0 5 5
angielskim

Autorstwo rozdziatlow w monografii w jezyku polskim 1 4 S)

SzczegoOtowy spis prac naukowych zawarto w zataczniku 3 — ,,Wykaz opublikowanych
prac naukowych lub tworczych prac zawodowych oraz informacja o osiggnieciach
dydaktycznych, wspolpracy naukowe;j i popularyzacji nauki”.

5.2 Prezentacja referatow i komunikatow naukowych na konferencjach krajowych i

migdzynarodowych

W ramach konferencji krajowych i miedzynarodowych wygtositem 5 referatdw oraz
zaprezentowatem 37 komunikaty posterowe.

Szczegdtowy spis referatow i1 komunikatow naukowych zawarto w zatgczniku 3 —
»Wykaz opublikowanych prac naukowych lub tworczych prac zawodowych oraz informacja o
osiggnieciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej 1 popularyzacji nauki”.

5.3 Udziat w projektach badawczych krajowych i1 zagranicznych

1.

»-Modyfikacje i immobilizacja wybranych jonoforéw i makroliddw na
powierzchniach”. Grant nr N204 005536 realizowany w latach 2009-2013, organ
przyznajacy, Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Kierownik Projektu.
»Syntetyczne receptory molekularne dla potrzeb diagnostyki i nanotechnogii”.
Grant KBN R0501601 (grant rozwojowy) realizowany w latach 2006-2009, organ
przyznajacy, Komitet Badan Naukowych. Wykonawca.

»Nowe agrochemikalia bezpieczne dla zdrowia i $rodowiska” — zadanie nr 29:
»Przyjazne dla $rodowiska 1 bezpieczne §rodki ochrony roslin. Badania
strukturalne oraz ustalenie reaktywnos$ci wybranych zwigzkéw biologicznie
czynnych dla potrzeb ekologicznego rolnictwa”. Grant PBZ/KBN/060/T09/2001
realizowany w latach 2001-2005, organ przyznajacy, Komitet Badan Naukowych.
Wykonawca.

5.4 Nagrody wynikajace z prowadzonych dziatan naukowych

2003 nagroda zespolowa III stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu im. Adama.
Mickiewicza w Poznaniu za osiggnigcia w pracy naukowej

2005 »Stypendium krajowe dla mtodych naukowcéw” Fundacji na Rzecz Nauki
Polskiej
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2006 przedtuzenie ,,Stypendium krajowego dla mtodych naukowcow” Fundacji

na Rzecz Nauki Polskiej
2007 Stypendium FNP - krajowe stypendium wyjazdowe

2009 nagroda zespotowa II stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu im. Adama.
Mickiewicza w Poznaniu za osiggnigcia w pracy naukowej
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