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Omdwienie celu naukowego osiggniecia

Laktony to grupa zwigzkéw szeroko rozpowszechnionych w przyrodzie, ktére bardzo czesto
identyfikowane s3 jako metabolity wtérne roslin’ lub mogg by¢ izolowane z bakterii, grzybéw, gabek
morskich lub innych organizméw*>. Chemicznie mozna je sklasyfikowaé jako wewnatrzczasteczkowe
estry kwaséw hydroksykarboksylowych o réinej wielkosci pierscienia. Ze wzgledu na trwatosc
pierscienia, najczesciej spotykane sg y- i S-laktony o pierscieniach piecio- i szesciocztonowych®.
Jednakze rdézinorodnosé tej grupy zwigzkéw jest niezwykle duza i mozna wsrdd nich odnalezé
przedstawicieli z pierscieniami tréjcztonowymi’ oraz zawierajgcych pierscienie makrocykliczne®®,
Dodatkowo zwigzki z ugrupowaniem laktonowym mogg mieé zréznicowane szkielety weglowe a do
pierscienia laktonowego mogg by¢ przytaczone rdine podstawniki alkilowe lub arylowe, czego
konsekwencjg jest przynaleznosé do zupetnie odmiennych klas zwigzkow®™2,

Dzieki réznorodnosci struktur, ktdra wptywa na wykazywane wiasciwosci i aktywnosé
biologiczng, laktony znajdujg zastosowanie zaréwno w przemysle spozywczym, perfumeryjnym jak
i farmaceutycznym. Jako przyktady moze postuzy¢ y-dekalakton, ktéry jest czesto komponentem
aromatéw owocowych. Jego enancjomer S wystepuje naturalnie w mango, natomiast enancjomer
R znajduje sie w réznych owocach, w tym brzoskwiniach!?, Lakton jasminowy charakteryzuje sie
podobnym do jasminu kwiatowo-owocowym zapachem, jest dobrze znany jako jeden
z najwazniejszych sktadnikéw aromatu herbaty®®. Makrocykliczne laktony o aromacie pizma znalazty
zastosowanie w przemysle perfumeryjnym, a takze jako substancje zapachowe stosowane
w produktach kosmetycznych'4.

Wiele zwigzkéw laktonowych wykazuje réwniez szereg innych niezwykle uzytecznych
witasciwosci biologicznych m. in. cytotoksycznych®>?®®, przeciwbakteryjnych?!"8, przeciwgrzybiczych?®,
przeciwpasozytniczych?, antyfidantnych® czy przeciwzapalnych!*?, Od wiekéw w medycynie ludowej

2724 pdiniejsze badania

stosowano rosliny lecznicze i preparaty zawierajgce zwigzki laktonowe
naukowe pozwolity powigza¢ obecnos¢ laktondw z wykazywanymi wtasciwosciami biologicznymi
i uzasadni¢ ich zastosowanie w etnofarmakologii. Zwigzki z ugrupowaniem laktonowym mogg by¢
stosowane jako leki na nadcisnienie tetnicze (eplerenon), malarie (artemizynina), fuszczyce (psoralen),
a takze jako antybiotyki (nalezace do makrolidow erytromycyna i azytromycyna) oraz leki
przeciwnowotworowe (irynotekan)®.

Dotychczas powstato wiele prac przegladowych, ktére opisujg spektrum rdéznorodnych
witasciwosci biologicznych?>™% zwigzkéw laktonowych lub skupiajacych sie gtéwnie na wtasciwosciach
cytotoksycznych?®~3, Natomiast tylko nieliczne opracowania dotyczg aktywnosci antybakteryjnej tej
grupy zwigzkéw. Stad w pracy P-5 zostat przedstawiony przeglad literatury pod katem aktywnosci
przeciwbakteryjnej zwigzkdéw laktonowych o mniejszych pierscieniach — od czterocztonowych
B-laktonéw do siedmiocztonowych e-laktonéw. Opisano przyktady izolowania bioaktywnych zwigzkéw
laktonowych ze Zrédet naturalnych, gtéwnie rodlin, organizmédw morskich oraz grzybéw.
Zaprezentowano przyktady dotyczace aktywnosci zardwno znanych od dawna zwigzkéw takich jak
artemizyna, helenalina, kostunolid czy partenolid ale i szeregu stosunkowo niedawno odkrytych
potgczen. W pracy przedstawione sg rowniez rdéinorodne metody syntezy nowych zwigzkéw
z ugrupowaniem laktonowym. Oprdécz klasycznych metody syntezy chemicznej zaprezentowano takze
przyktady zastosowania biotransformacji jako metody efektywnego otrzymywania tej grupy zwigzkéw.
Opisano rowniez wybrane badania, w ktdrych testowano synergistyczng aktywnosc laktondw oraz
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antybiotykéw, szczegdlnie B-laktamowych. W chwili obecnej antybiotyki B-laktamowe nadal s3 grupa
najczesciej stosowanych lekdéw przeciwbakteryjnych3l. Niestety pojawienie sie szczepdw opornych na
te antybiotyki jest czesto zwigzane z aktywnoscig B-laktamaz. Enzymy te hydrolizujg wigzanie amidowe
w pierscieniu laktamowym antybiotyku, co powoduje jego inaktywacje. Dlatego intensywnie
testowane sg potaczenia antybiotykéw B-laktamowych z inhibitorami aktywnosci B-laktamaz, jako
strategia zapewniajaca skuteczniejsze dziatanie antybiotykoterapii**33. Osobny rozdziat poswiecony
jest tez zjawisku Quorum sensing (QS). QS to specyficzna sygnalizacja, tzw. ,porozumiewanie sie”
miedzy komdrkami, wykorzystywana przez bakterie do komunikacji, pozwalajgca im funkcjonowac
jako populacja poprzez regulacje ekspresji genéw>*. Zjawisko to opiera sie na syntezie i wydzielaniu do
otoczenia czgsteczek sygnatowych zwanych autoinduktorami, w przypadku bakterii Gram-ujemnych
najlepiej poznanymi zwigzkami stuzgcymi do tego celu sg laktonowe pochodne homoseryny z réznymi
grupami acylowymi przy atomie azotu (AHSL ang. acyl-homoserine lactones)?>3¢. QS kontroluje rézne
aspekty patogennosci, takie jak wrazliwos¢ na antybiotyki, tworzenie biofilmu i adhezje komdrek. Tak
szeroki zakres aktywnosci regulowanych przez QS stanowi interesujacy cel do projektowania nowych
rodzajow substancji modulujgcych ,,zachowanie” bakterii, w tym takze tych, ktdore zdolne sg do
hamowania mechanizméw wptywajgcych na patogennoé¢ tych drobnoustrojow®. W pracy
przedstawiono tez przyktad nowego zwigzku Nafitromycyny (WCK 4873), ktdry zastat otrzymany
w trakcie realizacji programu poszukiwania lekéw w firmie Wockhardt. Jest to nowy srodek
przeciwdrobnoustrojowy z klasy ketolidéw laktonowych, bedacy w fazie badan klinicznych jako
antybiotyk podawany doustnie w leczeniu bakteryjnego zapalenia ptuc i innych infekcji drog
oddechowych. Nafitromycyna jest klasyfikowana jako ketolid, ale ma dodatkowy pierscien
y-laktonowy i wykazuje silng aktywnos¢ przeciwko szczepom Staphylococcus pneumoniae opornym na
makrolidy ale takze Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, Moraxella
catarrhalis oraz umiarkowang aktywno$é przeciwko Haemophilus influenzae1,

Mimo, iz wiele z bioaktywnych laktondw moze by¢ izolowanych z materiatu biologicznego,
m.in. z roslin stosowanych w tradycyjnej medycynie ludowej, to jednak zwigzki te wystepujg zwykle w
niewielkich ilosciach w wyjsciowej matrycy oraz w mieszaninach, w sktad ktérych wchodzg substancje
o zblizonej strukturze, co zdecydowanie utrudnia procesy ich separacji i oczyszczania. Dlatego tez
alternatywne metody ich otrzymywania cieszg sie duzym zainteresowaniem. Biokataliza stata sie
jednym z rozwigzan, ktére znalazto zastosowanie zaréwno na skale laboratoryjng, jak i przemystowa*?.
Katalizatorami tych proceséw s3 enzymy, ktére moga by¢ zamkniete w catych komdrkach
biokatalizatoréw jak i oczyszczone lub immobilizowane. Atutem biokatalizy jest mniejszy negatywny
wplyw na srodowisko z uwagi na to, ze sam biokatalizator tatwo ulega degradacji. Reakcje prowadzone
z udziatem biokatalizatoréw zachodzg w tagodnych warunkach (nie wymagajg zwiekszonego cisnienia
oraz prowadzone sg w temperaturach optymalnych dla biokatalizatora), co w konsekwencji wptywa na
mniejszg energochtonnos¢ procesu. Dzieki biokatalizie mozliwe jest otrzymywania produktow
trudnych do uzyskania na drodze tradycyjnej syntezy chemicznej a dodatkowo wysoka chemo- regio-
i enancjoselektywnosé reakcji prowadzonych z udziatem biokatalizatordw jest kluczowym czynnikiem,
niejednokrotnie decydujgcym o zastosowaniu tej metody®.

Kierunek i przebieg katalizowanych proceséw zalezy nie tylko od selektywnosci dziatania
biokatalizatora, ale takie od wptywu szeregu czynnikdéw m.in. doboru $rodowiska reakcji**. Przy
wyborze rozpuszczalnika do reakcji nalezy uwzglednic nie tylko jego wptyw na postep reakcji, ale takze
jego toksycznos¢, biodegradowalnosé, mozliwosé recyklingu i ponownego uzycia oraz bezpieczerstwo
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stosowania (np. fatwopalnos¢ i lotnos¢). W ciggu ostatniej dekady zaproponowano wiele
alternatywnych ekologicznych rozpuszczalnikow, sposréd ktérych mozna wymienié ptyny w stanie
nadkrytycznym, ciecze jonowe, pochodne glicerolu czy rozpuszczalniki gteboko eutektyczne (DES —
deep eutectic solvents)*%,

Rozpuszczalniki gteboko eutektyczne to specyficzne mieszaniny dwdéch lub wiecej substancji,
ktére przy pewnym stosunku molowym wykazujg znaczne obnizenie temperatury topnienia,
w poréwnaniu z czystymi zwigzkami wyjsciowymi. DES-y skfadajg sie zazwyczaj z czwartorzedowych
soli amoniowych (akceptora wigzann wodorowych - HBA) - takich jak chlorek choliny i donoréw wigzan
wodorowych (HBD) takich jak cukry, kwasy karboksylowe lub mocznik. Obnizenie temperatury
topnienia jest wynikiem tworzenia sie wigzan wodorowych, ale pewng role moga odgrywaé réwniez

oddziatywania elektrostatyczne lub sity Van der Waalsa® .

DES-y uwazane s za "zielone
rozpuszczalniki”, fatwo ulegajgce biodegradacji, nietoksyczne, niedrogie i tatwe w przygotowaniu,
a w ciggu ostatnich kilku lat cieszg sie rosngcym zainteresowaniem jako rozpuszczalniki stosowane

w procesach ekstrakcji, syntezy chemicznej lub biotransformac;ji*®°.

Celem prac badawczych wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego byto zastosowanie
biokatalizatoré6w w postaci zarowno catych komoérek grzybow strzepkowych jak i enzymow
do otrzymywania biologicznie aktywnych laktonéw.

Cel gtéwny zrealizowano poprzez nastepujgce cele szczegétowe:

Cel szczegdtowy 1: Zastosowanie lipaz na szlaku chemoenzymatycznej syntezy laktondow.

Cel szczegdtowy 2: Zastosowanie grzybdw strzepkowych jako efektywnych biokatalizatoréw

stuzacych do otrzymywania nowych zwigzkéw z ugrupowaniem laktonowym.

Prowadzone procesy biokatalizy okazaty sie w wiekszosci przypadkdw stereoselektywne,
a czes¢ z uzyskanych laktonéw charakteryzowata sie wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi.
Laktony otrzymane na drodze chemoenzymatycznej syntezy jak i biotransformacji byty zwigzkami
nowymi, dlatego tez wainym aspektem byto okreslenie ich wfasciwosci biologicznych: gtéwnie
cytotoksycznych wzgledem linii  komdrek nowotworowych ale tez przeciwbakteryjnych,
przeciwgrzybiczych czy oddziatywania na btony biologiczne.

Zastosowanie lipaz na szlaku chemoenzymatycznej syntezy laktonow

Jedng z metod otrzymywania zwigzkdw z ugrupowaniem laktonowym jest reakcja utlenienia
typu Baeyera-Villigera. Substraty tej reakcji to cykliczne ketony, a w jej wyniku atom tlenu
wprowadzany jest pomiedzy atomami wegla w bezposrednim sgsiedztwie grupy karbonylowej. Proces
utleniania prowadazi sie z uzyciem nadkwaséw organicznych w tradycyjnych rozpuszczalnikach, takich
jak toluen czy dichlorometan®l. Alternatywa dla syntezy chemicznej jest zastosowanie enzymoéw,
wsrod ktérych czesto wymienia sie monooksygenazy typu Baeyera-Villigera (BVMO). Enzymy
te wymagajg zastosowania NAD(P)H jako réwnowaznika redoks®?, dlatego tez alternatywa jest
wykorzystanie lipaz, ktére nie wymagajg jego uzycia. Oprdcz swojej tradycyjnej aktywnosci
katalitycznej, ktora polega miedzy innymi na hydrolizie wigzan estrowych, w wyniku ktdrej uwalniane
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sg kwasy karboksylowe i alkohole lub reakcji odwrotnej w warunkach niskiej zawartosci wody, lipazy
mogg by¢ réwniez stosowane jako biokatalizatory w reakcjach utlenienia. W chemoenzymatyczne;j
reakcji typu Baeyera-Villigera, lipazy przy udziale nadtlenku wodoru katalizujag powstawanie
odpowiednich peroksykwasow, ktére s3 nastepnie wykorzystywane w utlenianiu ketondéw
do laktondw. Zazwyczaj reakcje te prowadzi sie w konwencjonalnych rozpuszczalnikach organicznych,
takich jak octan etylu lub toluen>**3, Alternatywnie, jako medium, mozna zastosowac rozpuszczalniki
gteboko eutektyczne. Badania prowadzone w ramach projektu Miniatura 3 (Zat. 3., I, 9.2.2.)
i opublikowane w czasopismie Scientific Reports (P-4) dotyczyty wtasnie mozliwosci zastosowania
réznych rozpuszczalnikdw w procesie chemoenzymatycznego utlenienia a-benzylocyklopentanonéw
do laktonéw (Rysunek 1).

( 1

A lipaza, UHP

0 /\ o
R'—{ R—
R'= CH3- or C2H5- or C6H5-

OOH OH

_
N

1R = 4-iPr-CgHy- 2R = 4"-jPr-CgH,-
0 4R = 4-Me-CgHy-

3R = 4-Me-CqH,- 0
5R = CeHs- C7H154< C7H154< 6 R = CeHs-
OOH CAL-B OH

H,0, lub UHP

Rysunek 1. Chemoenzymatyczne utlenienie typu Baeyera-Villigera a-benzylocyklopentanondéw: A) prowadzone
w estrach; B) prowadzone w DES-ach.

Oprdcz rodzaju rozpuszczalnika, sprawdzono rowniez wptyw innych warunkow reakcji, takich
jak temperatura, rodzaj biokatalizatora oraz czynnika utleniajgcego na wydajnos¢ procesu. Biorgc pod
uwage lotnos¢ estrow stosowanych jako medium w reakcji utlenienia testowano trzy rdine
temperatury prowadzenia procesu 37, 45 i 55°C. Wraz ze wzrostem temperatury reakcja przebiegata
szybciej, a najlepsze wyniki utleniania uzyskano w temperaturze 55°C. Najwyzszg konwersje (46—47%)
uzyskano w octanie etylu i benzoesanie etylu. Jednak, ze wzgledu na nizszg lotnos¢ i wyzszg cene
benzoesanu etylu jako optymalny rozpuszczalnik wybrano octan etylu. Zbadano réwniez mozliwosé
zastosowania roznych biokatalizatoréw. Oprdcz lipazy B z Candida antarctica (CAL-B), testowano
rowniez inne lipazy dostepne w handlu, ale w kazdym z przypadkéw uzyskano nizsze wydajnosci.
Uwzgledniono takze wptyw ilosci dodanego utleniacza (UHP — kompleks nadtlenku wodoru
z mocznikiem) na szybko$¢ reakcji. Analiza otrzymanych wynikéw pozwolita na dobranie warunkow
reakcji w ktorych nastepowata 99%-owa konwersja substratu juz po 3 dniach procesu (Rysunek 1A).
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Waznym aspektem prowadzonych badan byta ocena mozliwosci zastosowania DES-6w jako
alternatywnych rozpuszczalnikéw w procesie utleniania (Rysunek 1B). Reakcje przeprowadzono
w DES-ach na bazie chlorku choliny i mocznika, glicerolu, glukozy i fruktozy z 10, 30 lub 50%-owym
dodatkiem wody. Poczatkowo w reakcjach chemoenzymatycznego utleniania dodawano UHP jako
utleniacz, a jako prekursor peroksykwasu stosowano kwas oktanowy. Niestety, nie zaobserwowano
zadnej konwersji, nawet po 10 dniach prowadzenia procesu. Zbadano zatem mozliwos¢ zastosowania
tzw. minimalnego DES (mDES), w ktérym utleniacz jest rowniez sktadnikiem mieszaniny eutektycznej.
Jako czynnik utleniajgcy w zaplanowanych eksperymentach zastosowano UHP oraz 30% roztwoér
nadtlenku wodoru. Konwersja substratéw silnie zalezata od rodzaju donora wigzan wodorowych
zastosowanego jako sktadnik DES. Najbardziej efektywny okazat sie rozpuszczalnik ztozony z chlorku
choliny i UHP. Juz po 3 dniach trwania procesu konwersja benzylocyklopentanonu (5) wynosita 92%,
a ketonu z podstawnikiem p-izopropylobenzylowym (1) i p-metylobenzylowym (3) 99%. Gdy
stosowano DES-y zawierajgce nadtlenek wodoru, reakcja przebiegata najefektywniej w mieszaninie
chlorku choliny i mocznika z 10% dodatkiem H,0,. W tym przypadku konwersja po 3 dniach procesu
wyniosta 98% dla ketonu 1, 95% dla ketonu 3 i 91% dla ketonu 5. Dobre wydajnosci, przekraczajace
70% po 3 dniach, uzyskano réwniez prowadzac reakcje w DES ztozonych z chlorku choliny i glukozy
z 30%-towym dodatkiem nadtlenku wodoru oraz z chlorku choliny i fruktozy z 30%-owym dodatkiem
nadtlenku wodoru. Najnizszg konwersje, ktdra nie przekraczata 10% po 6 dniach, zaobserwowano
w przypadku zastosowania mieszaniny chlorku choliny i glicerolu z 10%-owym dodatkiem nadtlenku
wodoru. Warto podkreslic, ze dla badanych a-benzylocyklopentanonéw konwersja uzyskana
w reakcjach prowadzonych w DES-ach byta poréwnywalna z konwersjg obserwowang w octanie etylu
oraz konwersjg uzyskang przez Wanga i in. dla niepodstawionego cyklopentanonu®*. Dodatkowo,
w  wyniku przeprowadzonych doswiadczed otrzymano nowe laktony: z podstawnikami
p-metylobenzylowym (4) i p-izopropylobenzylowym (2), ktére scharakteryzowano na podstawie
danych  spektroskopowych.  Podsumowujgc, przedstawiono  pierwszg udang  prdébe
chemoenzymatycznego utleniania typu Baeyera-Villigera a-benzylocyklopentanonéw
w rozpuszczalnikach gteboko eutektycznych.

W pracy P-2 wykorzystano enzymatyczny rozdziat kinetyczny, w wyniku ktdrego mozliwy byt
otrzymanie pojedynczych enancjomerdow 1-(cykloheks-1-en-1-ylo)etanolu 8 (Rysunek 2). Reakcja
ta byta jednym z pierwszych przeksztatcen na szlaku piecioetapowej syntezy, ktérej celem byto
otrzymanie enancjomerdw nowych, biologicznie aktywnych 6-halo-y-laktondéw. Pierwszym etapem
procesu byta redukcja 1-acetylocykloheksenu (7) do alkoholu allilowego 8. Enancjomery tego alkoholu
rozdzielono w reakcji enzymatycznej transestryfikacji, przeprowadzonej w eterze diizopropylowym,
biokatalizatorem procesu byta lipaza CAL-B, natomiast jako donor grupy acylowej, zastosowano
propionian winylu. Dobdér warunkdéw reakcji opierat sie gtdwnie na wczesniejszych badaniach,
prowadzonych dla alkoholi allilowych z uktadem 4-arylobut-3-en-2-olu®®, i pozwolit na efektywny
rozdziat juz po 2h prowadzenia procesu w temperaturze pokojowej. W rezultacie otrzymano
mieszanine (S)-alkoholu (8a) i (R)-enancjomeru propionianu (9), ktérg rozdzielono metodami
chromatograficznymi. Ester 9 nastepnie zhydrolizowano w $rodowisku zasadowym w celu otrzymania
drugiego enancjomeru alkoholu. Konfiguracja centrow asymetrii uzyskanych izomeréw alkoholi zostata
potwierdzona przez poréwnanie ich znakdw skrecalnosci wtasciwej z danymi literaturowymi®®>’,
Przeprowadzona reakcja enzymatyczna zachodzita zgodnie z regutg Kazlauskasa, ktdra zaktada
enancjopreferencje wiekszosci lipaz do transestryfikacji (R)-enancjomeru alkoholu, jesli substrat
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charakteryzuje sie duzg réznicg wielkosci podstawnikdéw przy atomie wegla z grupa hydroksylowa>®
W kolejnym etapie alkohole poddano przegrupowaniu Johnsona-Claisena, ktére zapewnia
przeniesienie chiralnosci na czasteczke estru. Dzieki analizie mechanizmu tego przegrupowania
mozliwe byto przypisanie konfiguracji centrow stereogenicznych otrzymanych estréw. Z (E,S)-alkoholu
8a powstat odpowiedni (E,S)-ester 10b, natomiast z (E,R)-alkoholu 8b otrzymano (E,R)-ester 10b
(Rysunek 2).
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Rysunek 2 Chemoenzymatyczna synteza enancjomerdéw &-chlorowco-y-laktonéw z 1-acetylocykloheksenu.

Nastepnie estry zhydrolizowano, w etanolowych roztworach NaOH, w wyniku czego
otrzymano enancjomery odpowiednich kwaséw karboksylowych 10ai 10b, ktdre nastepnie stosowano
jako substraty w trzech réznych rodzajach laktonizacji. Reakcje te umozliwity wprowadzenie atomu
jodu, bromu oraz chloru z jednoczesnym utworzeniem pierscienia laktonowego. Reakcje
jodolaktonizacji prowadzono w $rodowisku zasadowym, stosujgc mieszanine jodu w jodku potasu.
Reakcje bromo- oraz chlorolaktonizacji prowadzono przy zastosowaniu odpowiednio N-bromoimidu
kwasu bursztynowego lub N-chloroimidu kwasu bursztynowego. Cyklizacja kwaséw wygenerowata
dwa dodatkowe centra stereogeniczne w czgsteczkach powstatych chlorowcolaktonéw. Mechanizm
przedstawionych reakcji zaktada tworzenie odpowiednich kationdw haloniowych w wyniku
elektrofilowego ataku chlorowca na wigzanie C=C w czgsteczce nienasyconego kwasu. Nietrwaty kation
haloniowy reaguje z nukleofilowym atomem tlenu jonu karboksylanowego co umozliwia zamkniecie
pierscienia laktonowego. Proces ten jest wysoce stereospecyficzny, a atak nukleofila przebiega
z przeciwnej strony do utworzonego jonu haloniowego (Rysunek 3). Konsekwencjg steryczng jest
antyperiplanarna orientacja wigzari C-X i C-0°%, ktéra determinuje konfiguracje dwdch nowych
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centréw asymetrii. Zatem z enancjomeru (S)-kwasu 11a otrzymano laktony o konfiguracji (15,6S,1'R)
(12a, 133, 14a), a z (R)-enancjomeru kwasu 11b otrzymano laktony o konfiguracji (1R,6R,1’S) (12b,13b,
14b).
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/

(&) >
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Rysunek 3 Mechanizm reakcji halolaktonizacji.

Uzyskane laktony poddano testom na aktywnos¢ antyproliferacyjng, okreslono ich potencjat
przeciwbakteryjny oraz badano interakcje z bftonami biologicznymi. Badania aktywnosci
antyproliferacyjnej wykonano w Katedrze Biochemii, Farmakologii i Toksykologii Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu w zespole prof. Bozeny Obminskiej-Mrukowicz. Badania interakcji
zwigzkdw laktonowych z btonami biologicznymi oraz cytotoksycznosé wzgledem erytrocytéw badano
w Katedrze Fizyki i Biofizyki UP we Wroctawiu, w zespole prof. Hanny Pruchnik. Natomiast badania
aktywnosci przeciwbakteryjnej zostaty wykonane we wspodtpracy z profesorem Fouadem Babhri
z Uniwersytetu Abd El Hamid Ibn Badiss w Mostaganem w Algierii. Wszystkie zwigzki wykazywaty
znaczacg aktywnos¢ antyproliferacyjng, wobec testowanych linii komérkowych biataczki GL-1 oraz
CLB70. Najbardziej aktywny okazat sie enancjomer chlorolaktonu 14b, zaréwno wzgledem linii GL-1
(ICs0 18,43 pg/mL), jak i CLB70 (ICso 11,40 pug/mL). Warto$¢ ICso uzyskana w testach na linii CLB70 byta
zblizona do wartosci uzyskanej dla etopozydu (ICso 14,31 pg/mL), stanowigcego kontrole pozytywna.
Nie zaobserwowano znaczacego wptywu rodzaju atomu chlorowca oraz konfiguracji centréw
chiralnosci na ten rodzaj aktywnosci. Co istotne, badane zwigzki nie powodowaty hemolizy erytrocytéw
w tescie cytotoksycznosci. Badania oddziatywania laktonéw z btonami krwinek czerwonych wykazaty,
ze powodujg one stabe zmiany w obszarze hydrofilowym dwuwarstwy lipidowej, natomiast
nie zaobserwowano wptywu na ptynnosé w obszarze hydrofobowym. Przedstawione wyniki sugeruja,
ze badane laktony co prawda majg tendencje do stabego wigzania sie z btong, ale nie jest
to bezposrednio powigzane ze zwiekszeniem jej przepuszczalnosci. Testowano réwniez aktywnos¢
przeciwbakteryjng oraz przeciwgrzybowa racemicznych laktonow. Stwierdzono, Zze niezaleznie
od rodzaju atomu chlorowca obecnego w czasteczce, wykazujg one selektywng aktywnos$¢ wobec
bakterii, w szczegdlnosci wobec szczepu Proteus mirabilis ATCC 35659, ktéry moze powodowaé m. in.
infekcje uktadu moczowego.

Grzyby strzepkowe jako efektywne biokatalizatory stuzqce do otrzymywania nowych zwiqgzkdéw
z ugrupowaniem laktonowym.

Grzyby strzepkowe dzieki swoim wszechstronnym zdolnosciom metabolicznym sg jednym z
gtéwnych organizmdéw odpowiedzialnych za rozktad materii we wszystkich ekosystemach Igdowych i
w zwigzku z tym odgrywajg kluczowa role w globalnym obiegu wegla i recyklingu sktadnikow
odzywczych®. Biorgc pod uwage ten potencjat metaboliczny stanowig one niezwykle efektywne
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biokatalizatory w reakcjach z ksenobiotycznymi substratami, a katalizowane przez nie procesy
obejmuja m.in. hydroksylacje oraz inne rodzaje utlenienia, reakcje sulfoksydacji i dealkilacji®2. Jednak
na szczegdlng uwage zastugujg procesy chemo-, regio- i stereoselektywne, w tym te, ktére prowadza
do otrzymywania zwigzkdw optycznie czynnych, zwykle trudnych do uzyskania za pomocg tradycyjnej
syntezy chemicznej. W przypadku stereoselektywnego wprowadzania grupy hydroksylowej
w nieaktywowang pozycje substratu, zastosowanie catych komérek mikroorganizméw ma istotne
znaczenie. W procesach tych mogg braé¢ udziat enzymy katalizujgce reakcje utlenienia m.in. enzymy
cytochromu P450, wymagajgce zastosowania drogich kofaktoréow NAD(P)H. Natomiast stosujgc cate
komorki grzybow strzepkowych niezbedne kofaktory produkowane sg, w procesach metabolicznych,
bezposrednio przez biokatalizator.

Z uwagi na przedstawione powyze]j korzysci zastosowania grzybéw strzepkowych w procesach
funkcjonalizacji ksenobiotycznych substratow, to witasnie w obrebie tej grupy organizmoéw
przeprowadzono badania wstepne majace na celu wyselekcjonowanie efektywnych biokatalizatoréw
w procesach, w ktérych substraty stanowity zwigzki z ugrupowaniem laktonowym. W eksperymentach,
ktdre opisano w pracy P-1, sposréd testowanych pietnastu szczepdw grzybow strzepkowych wybrano
trzy: Fusarium culmorum AM10, Armillaria mellea AM296 oraz Trametes versicolor AM536, ktdre
zdolne byty do selektywnej hydroksylacji substratu (1,2,2,4-tetrametylo-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-
onu) 15 (Rysunek 4).
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Rysunek 4 Mikrobiologiczne przeksztatcenia 1,2,2,4-tetrametylo-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-onu w
wyselekcjonowanych kulturach grzybow strzepkowych.

Biokatalizatorem, ktdry najszybciej transformowat substrat byt szczep Armillaria mellea
AM?296 w przypadku, ktérego po 7 dniach trwania procesu, zaobserwowano catkowitg konwersje
laktonu 15. Proces transformacji prowadzony w kulturze Trametes versicolor AM536 trwat 14 dni
a mieszaninie produktow obserwowano jeszcze niewielkg ilo$¢ substratu (2%). Tylko jeden
z biokatalizatoréow (Trametes versicolor AM536) byt zdolny do funkcjonalizacji substratu przy kazdym
z drugorzedowych atoméw wegla pierscienia cykloheksanu. Szczep Fusarium culmorum AM10
prowadzit hydroksylacje substratu przy atomach wegla C-3 oraz C-4, natomiast produktami
otrzymanymi w kulturze szczepu Armillaria mellea AM296 byty laktony z grupa hydroksylowa przy
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atomie wegla C-3 oraz C-5. Dodatkowo na podstawie analizy danych spektroskopowych mozliwe byto
okreslenie orientacji przestrzennej wprowadzonych grup hydroksylowych. W przypadku
funkcjonalizacji przy atomie wegla C-3 oraz C-5 mata wartosc¢ statych sprzezenia oraz ksztatt sygnatéw
protondéw przy atomie wegla C-3 hydroksylaktonu 15a oraz C-5 hydroksylaktonu 15¢ sugerujg, ze grupy
hydroksylowe przyjmujg orientacje aksjalng. Natomiast wyzsza wartos¢ statej sprzezenia (/=13 Hz),
obecna w tryplecie pochodzgcym od jednego z protonéw CH>-5 hydroksylaktonu 15b oraz ksztatt
multipletu przy 3,87 ppm, sugerujg aksjalng orientacje protonu H-4 i w konsekwencji ekwatorialne
potozenie grupy hydroksylowej. W zaleznosci od zastosowanego biokatalizatora, procesy
biotransformacji prowadzone byty z rding enancjoselektywnoscig. Produkt, w ktérym grupa
hydroksylowa wprowadzona zostata przy atomie wegla C-3 (15a), otrzymano z wysokimi nadmiarami
enancjomerycznymi, ktére wynosity 99% dla produktu otrzymanego w kulturze Armillaria mellea
AM?296 oraz 92% dla hydroksylaktonu otrzymanego w kulturze Fusarium culmorum AM10. Produkt
hydroksylacji w pozycji C-5 (15c), zostat wydzielony w postaci enancjomerycznie wzbogaconej,
zaréowno przy zastosowaniu szczepu Armillaria mellea AM296 (ee=65%) jak i Trametes versicolor
AM536 (ee=17%).

Okreslono réwniez aktywnos¢ antyproliferacyjng otrzymanych produktéw biotransformacji
wzgledem dwdch linii nowotworowych psiej biataczki: GL-1 i CLB-70. Wszystkie testowane zwigzki
wykazywaty zblizong aktywno$¢ antyproliferacyjna, tylko niewiele nizszg od stosowanego jako kontrola
etopozydu. W testach prowadzonych na linii komdrkowej CLB-70 w przypadku hydroksylaktonu 15a
wartos¢ 1Csp wynosita 33,21 pg/mL, dla hydroksylaktonu 15b 32,43 ug/mL, dla hydroksylaktonu 15c
33,97 ug/mL natomiast dla etopozydu wartosé ICso wynosita 14,31 pg/mL.

Reasumujac, istotnym elementem tej czesci badan byto otrzymanie nieopisanych wczesniej w
literaturze pochodnych z ugrupowaniem laktonowym, ktére uzyskano w formie czystych
enancjomerow lub enancjomerycznie wzbogaconej. Funkcjonalizacja substratu nastepowata przy
nieaktywowanych metylenowych atomach wegla, co byto by trudne do osiggniecia metodami
tradycyjnej syntezy chemicznej. Dodatkowo hydroksylaktony wykazywaty znaczacg aktywnosc
antyproliferacyjng wzgledem testowanych linii komérek nowotworowych.

Zwigzki zawierajgce w swojej strukturze atom chlorowca mogg by¢ przeksztatcane na réznych
szlakach metabolicznych, natomiast czesto jednym z pierwszych i kluczowych przeksztatcen jest ich
dehalogenacja. W zaleznosci od warunkéw srodowiskowych i rodzaju zastosowanego mikroorganizmu,
mogg zachodzi¢ rdéine procesy dehalogenacji, na przyk