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1. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Rozprawa doktorska obejmowata syntez¢ a- aminofosfonianow pochodnych pirolo-2-
karboksyaldehydu i 5-nitrofurfuralu, a takze badanie wtasciwosci fito- i ekotoksykologiczne
tych substanciji.

W przypadku nowo syntezowanych na drodze zmodyfikowanej reakcji aza-Pudovika
N-arylo podstawionych dimetyloamino(2-pirolilo)metylofosfonianéw, badania
ekotoksykologiczne wskazaty na toksyczno$¢ tych substancji. W przypadku testow
fitotoksycznych pochodne aminofosfonowe wykazywaty wptyw zardwno na rosliny jedno-
jak i dwuliscienne, jednak w przypadku roslin dwulisciennych toksyczne dzialanie byto
silniejsze. Badane zwiazki wykazaly rowniez istotng toksyczno$¢ wobec skorupiakéw
Heterocypris incongruens i bakterii Aliivibrio fischeri (wskaznikow w te$cie Ostracodtoxkit
F™ i Microtox"). Stwierdzono, ze podstawniki pierécienia fenylowego odgrywaja kluczowa
role w stopniu toksycznos$ci tego rodzaju zwiazkéw, a ich potencjalne zastosowanie wymaga
0stroznosci.

Rowniez difenylo-N-aryloamino(pirolo-2-ylo)metylofosfoniany, syntezowane
w ramach pracy doktorskiej, zostalty poddane ocenie ekotoksykologicznej. Na jej podstawie
stwierdzono, ze pochodna N-(4-nitrofenylu) byla najbardziej toksyczna dla bakterii
w porownaniu do innych badanych zwigzkoéw. Natomiast skorupiaki Heterocypris
incongruens, wrazliwe byty zaro6wno na N-fenyl, jak i na N-naftylowe pochodne. Substancje
te, byly jednak nieszkodliwe dla bakterii.

Kolejng grupe zwigzkow stanowity N-aryloamino(5-nitrofurfurylo)metylofosfoniany,
ktore w testach fitotoksycznosci wykazywaty szkodliwy wplyw na rosliny. Toksyczne
dziatanie niektorych pochodnych z ugrupowaniem nitrofurylowym bylo jednak silniejsze w
przypadku ros$lin dwulisciennych, co $wiadczy o wiasciwosciach selektywnych tych
substancji. Nowo syntezowane pochodne cechowata takze toksyczno$¢ w stosunku do bakterii
A. fischeri i matzoraczké6w H. incogruens, przy czym toksycznos$¢ ta byta wyzsza dla bakterii.

Uzyskane wyniki dostarczaja istotnych informacji 0 ekotoksykologii pochodnych
aminofosfonowych, nie wskazujac jednak w sposéb jednoznaczny substancji, ktéra mialaby
interesujace wilasciwosci herbicydowe, bedac jednoczesnie nieszkodliwa wobec badanych
organizméw testowych. Sklania to do dalszych poszukiwan substancji, cechujacej si¢

pozadanymi wlasciwos$ciami w tym obszarze.



2. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM (Abstract in English)

The research described in the herein presented doctoral dissertation included the
synthesis of a-aminophosphonates of pyrrole-2-carboxaldehyde and 5-nitrofurfural
derivatives and the study of the phyto- and ecotoxicological properties of these substances.

In the case of newly synthesized N-aryl-substituted dimethylamino(2-
pyrrolyl)methylphosphonates, the ecotoxicological studies indicated toxicity of these
substances. In phytotoxic tests, the aminophosphonic derivatives showed impact on both
monocotyledonous and dicotyledonous plants, however, in the latter case, the toxic effect was
stronger. The test compounds also showed significant toxicity against Heterocypris
incongruens and Aliivibrio fischeri (indicators in the Ostracodtoxkit F™ and Microtox™ tests).
It has been found that substituents at a phenyl ring played a key role in the degree of toxicity
of such compounds. Thus it can be concluded that potential applications of these compounds
require careful analysis.

Also diphenyl-N-arylamino(pyrrol-2-yl)methylphosphonates, which synthesis was
a part of this study, were subjected to ecotoxicological assessment. On its basis, it was found
that the N-(4-nitrophenyl) derivative was the most toxic for bacteria as compared to other
compounds tested. Crustaceans Heterocypris incongruens were sensitive to both N-phenyl
and N-naphthyl derivatives. These substances, however, were harmless to bacteria.

Another group of compounds were N-arylamino(5-nitrofurfuryl)methylphosphonates,
for which the phytotoxicity tests showed harmful effects on plants. However, the toxic effect
of some derivatives with the nitrofuryl moiety was stronger in the case of dicotyledonous
plants, which indicates the selective toxicity of these substances. The newly synthesized
derivatives were also characterized by measurements of toxicity against bacteria A. fischeri
and freshwater crustaceans H. incogruens. The toxicity was found to be higher for the
bacteria.

The obtained results provide important information on the ecotoxicology of
aminophosphonic derivatives, but any substance having interesting herbicidal properties with
simultaneous harmless character to the tested organisms could not be found. This prompts to

further exploration in a search for the substance having the desired properties in the field.
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4. WSTEP

Przez ostatnie dziesigciolecia obserwuje si¢ wzrost spotecznej §wiadomosci, ptynacej
ze stosowania herbicydéw, a takze ich negatywnego wpltywu na poszczegdlne ekosystemy.
Szybko rozwijajacy si¢ przemyst oraz rolnictwo, a takze postepujacy wzrost populacji
ludzkiej przyczynia si¢ do degradacji $rodowiska naturalnego. Bardzo duza czg$¢
zanieczyszczen antropogennych, to zwigzki o dzialaniu toksycznym, jak i mutagennym.
Zanieczyszczenia nimi spowodowane staly si¢ jednym =z najwigkszych zagrozen
ekologicznych, dlatego ich wczesne wykrywanie ma tak wielkie znaczenie.

Herbicydy odgrywaja istotng role w rolnictwie, zarowno na powierzchniach miejskich,
jak 1 przydomowych. Moga powodowaé zanieczyszczenie w s3siednich ekosystemach
wodnych poprzez tugowanie gleby, prowadzac do zaburzen biologicznych i funkcjonalnych.
Dziatanie herbicydow moze réwniez wpltywaé niekorzystnie na zdrowie ludzi. Stad ocena
ryzyka poprzez monitoring biologiczny jest szczegdlnie istotna, poniewaz zwigzki te moga
wplywacé toksycznie na komorki ludzkie, przy czym jednak niemozliwe jest zbadanie ich
wptywu na kazdy organizm.

Wysoki koszt oraz czasochtonno$¢ wspotczesnych, klasycznych metod wykrywania
substancji szkodliwych skfania do poszukiwan nowych technik detekcji. W zwigzku z czym,
udato si¢ opracowac liczne biotesty, oparte na ocenie wplywu substancji zanieczyszczajacych
na organizmy zywe w celu oszacowania potencjalnej toksycznosci roznych ksenobiotykow,
biorgc pod uwage rozne kryteria, takie jak $mier¢, mozliwo$¢ ruchu, wzrost, zachowanie czy
funkcje fizjologiczne. Posrod wskaznikow, bedgcych gtownym ogniwem biotestow na uwage
zastuguja np.: luminescencyjna bakteria Aliivibrio fischeri, skorupiak Heterocypris
incongruens, czy pierwotniak Tetrahymena pyriformis, bedace czgsto stosowanymi
w ekotoksykologii organizmami wodnymi.

Duzym problemem jest fakt, ze pomimo nawet niewielkiej ilosci ksenobiotykow
w $rodowisku, skutek moze by¢ powazny, a wykrycie ich przy minimalnych stgzeniach jest
skomplikowane. W zwigzku z czym, powyzsze metody moga by¢ pomocne w charakterystyce
biodostepnosci i1 toksycznosci herbicydow takich jak np. glifosat, pendimetalina, sulkotrion

I mezotrion czy eter metylowo-tert-butylowy.



5. HERBICYDY
Glifosat

Herbicydy moga dostawac si¢ do zbiornikow wodnych m.in. na skutek proceséw
sptywu. Po przej$ciu do ekosystemow wodnych, herbicydy wptywaja na pogorszenie jakosci
srodowiska oraz prawidlowe funkcjonowanie ekosystemu poprzez redukcje gatunkow,
modyfikowanie tancuchoéw pokarmowych, przeptyw i obieg sktadnikow odzywczych, a takze
zmiang stabilnosci i odpornosci ekosystemow [Pérez G. L. i inni, 2011].

Najbardziej popularnym i czesto stosowanym herbicydem, ktorego wplyw na

ekosystemy wodne zostal udowodniony, jest glifosat oraz jego handlowe odpowiedniki.
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Rys.1. Glifosat

Glownym mechanizmem dziatania tego herbicydu jest hamowanie aktywnos$ci syntazy
EPSP  (syntazy  5-enolopirogroniano-szikimowo-3-fosforanowej),  przeciwdziatajace
przeksztalceniu kwasu szikimowego do tyrozyny, fenyloalaniny i tryptofanu, co klasyfikuje
glifosat, jako inhibitor biosyntezy aminokwasow. Skutkiem dziatania glifosatu jest desykacja,
prowadzaca do wysuszenia ro$liny, na skutek zaburzen cyklu fotosyntezy
[Martini i inni, 2012][Woznica i inni, 2012].

Produkty oparte na glifosacie sa najpopularniejszymi preparatami uzywanymi do
zwalczania rocznych i1 wieloletnich chwastow na calym $wiecie. Gonzalo Luis Pérez i inni
[Pérez 1 inni, 2011] dokonali wstepnej oceny toksyczno$ci na wybranych gatunkach glonow,
roslin wodnych, pierwotniakow, skorupiakoéw, mieczakow, ryb oraz ptazow. Powyzsze
przestanki, powinny zwrdci¢ uwage na coraz to wicksza potrzebg troski o ekosystem
[Pérez i inni, 2011]

Sam glifosat (jako kwas lub so6l) jest powszechnie uwazany za nieznacznie lub
umiarkowanie toksyczny w stosunku do organizméw wodnych (tj. LCsp lub ECsp miedzy > 1
do < 100 mg/L) . Jednak niektére glony jak np. algi, a takze rosliny wodne wykazywaty
wyzsza wrazliwo$¢ na glifosat (ECsp od > 0,1 do < 1 mg/L), wydajac si¢ mniej odporne niz

mikroalgi. Wysoka toksycznos$¢ glifosatu wobec alg i ro$lin wodnych jest zwigzana
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Z zakloéceniem metabolizmu ro$lin przez ten wlasnie herbicyd. Z drugiej strony
zaobserwowano znacznie nizszg toksyczno$¢ dla organizmow wodnych (tj. bakterie,
pierwotniaki, bezkrggowce, ryby i plazy). Jednak §limaki i niektdre inne bezkregowce wydaja
si¢ by¢ wrazliwe na glifosat, ktory wykazuje znaczacy wplyw na ich wzrost, reprodukcje
1 metabolizm przy stezeniach ponizej 1 mg/L [Pérez i inni, 2011]

Przeprowadzono badania z uwzglednieniem komercyjnych preparatow, a zwlaszcza
zawierajacych $rodek powierzchniowo czynny POEA (polioksyetylenoamina). Wyniki
wskazywaly na  wyzszg  toksyczno$¢ tych  preparatbw niz  sama, czysta
N-(fosfonometylo)glicyna, w stosunku do wszystkich badanych organizméw wodnych.
Roundup® okazat si¢ 7-krotnie bardziej szkodliwy niz glifosat w stosunku do glonow i roslin
wodnych. W przypadku pierwotniakdéw byta to toksyczno$¢ 13-krotnie wigksza, w przypadku
ryb do 42-krotnie natomiast w przypadku skorupiakow az 70-krotnie [Pérez i inni, 2011].

Herbicydy na bazie glifosatu (na przykltad Roundup®) sga szeroko stosowane
w $rodowisku wodnym, mimo pewnych przestanek §wiadczacych o wysokiej toksyczno$ci
tych substancji, jednakze nie sg to dane wystarczajace. Brak jest informacji dotyczacych
toksycznosci produktow tych preparatow herbicydowych i ich wptywu na $rodowisko.
Przeprowadzono badania toksyczno$¢ czystego glifosatu, w postaci soli izopropyloaminowej
(IPA), a takze Roundup® 1 jego s$rodka powierzchniowo czynnego jakim jest
polioksyetylenoamina (POEA), wzgledem bakterii (Allivibrio fischeri), mikroalg
(Selenastrum capricornutum i Skeletonema costatum), pierwotniakéw (Tetrahymena
pyriformis i Euplotes vannus) oraz skorupiakow (Ceriodaphnia dubia i Acartia tonsa).
Badania obejmowaty takze wptyw czterech czynnikoéw S$rodowiskowych takich jak
temperatura, pH czy zawieszone osady. Ogoélnie rzecz biorac, kolejnos¢ toksycznosci
substancji chemicznych byta nastepujaca: POEA > Roundup® > glifosat kwas > sol IPA
glifosatu, podczas gdy toksycznos¢ glifosatu jako kwasu wynikata gtownie z jego wysokiej
kwasowosci. Mikroalgi i skorupiaki byty 4-5-krotnie bardziej wrazliwe na Roundup niz
bakterie i pierwotniaki. Wzrost pH (6-9) i wzrost stezenia zawieszonego osadu znaczgco

zwickszyl toksycznos$¢ preparatu Roundup® [Pérez i inni, 2011].



Pendimetalina

Kolejnym herbicydem, powszechnie stosowanym w rolnictwie jest pendimetalina,
bedaca inhibitorem polimeryzacji tubuliny do mikrotubul, a co za tym idzie - podzialu

komorkowego.

NO,

peng

2
Rys.2. Pedimetalina

Mikrotubule stanowigce zasadniczy element cytoszkieletu komorek roslinnych,
odpowiedzialne sa m.in. za determinacj¢ ksztattu komodrek poprzez orientacje mikrofibryli
celulozowych, czy udziat w podziatach komorkowych. Dziatanie pendimetaliny zaburza
te procesy, powodujac destabilizacj¢ procesow zyciowych komorki roslinnej, zatrzymujac
podziaty oraz elongacj¢ komorek, co w efekcie prowadzi do $mierci [WozZnica i inni, 2012].
W  przeciwienstwie do nieselektywnie dziatajacego glifosatu, pendimetalina, bedaca
pochodng dinitroaniliny stosowana jest do selektywnej kontroli wigkszosci rocznych traw
1 wielu rocznych chwastow szerokolistnych. Herbicyd Stomp 330, w ktérym substancja
czynng jest wlasnie pendimetalina, stosuje si¢ do zbdz takich jak: zyto ozime, jeczmien,
pszenica ozima, a takze do niektérych upraw warzywnych. Przeprowadzono badania
dotyczace oceny biodostepnosci i toksycznosci pendimetaliny wzgledem trzech gatunkéw
mikroorganizméw wodnych, byly to: mikroalgi Selenastrum capricornutum, pierwotniak
Tetrahymena thermophila i bakterie luminescencyjne Aliivibrio fischeri. W celu poréwnania
toksyczno$ci wykorzystano standardowa pendimetaling (czysty zwigzek) 1 techniczny
preparat herbicydu Stomp 330. Najbardziej wrazliwe na pendimentaling byly glony
S. capricornutum. Zaréwno w przypadku badanych glonéw, jak i bakterii A. fischeri wartosci
ECso byly powyzej poziomu rozpuszczalno$ci badanej substancji w wodzie. Wptyw Stomp
330 na bioluminescencj¢ bakterii A. fischeri pojawit si¢ w krotszym czasie w poréwnaniu

z efektem czystej pendimetaliny [BraZénaite 1 inni, 2006].
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Sulkotrion i mezotrion

Przeprowadzono badania toksyczno$ci sulkotrionu (2- [2-chloro-4- (metylosulfonylo)
benzoilo] -1,3-cykloheksanodion) i mezotrionu (2-[4-(metylosulfonylo)-2-nitrobenzoilo]-1,3-
cykloheksanodion) przy uzyciu reprezentatywnych mikroorganizméw Srodowiskowych:

pierwotniaka Tetrahymena pyriformis i bakterii Allivibrio fischeri.

oé
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Rys.3. Sulkotrion Rys.4. Mezotrion

Celem bylo rowniez dokonanie oceny toksyczno$ci réznych substancji, bedacych
produktami degradacji tych herbicydow. Testy toksycznosci obejmowaty test Microtox, test
na wzrostu populacji T. pyriformis, oraz test niespecyficznej esterazy zardwno na A. fischeri,
jak i na T. pyriformis. Dla kazdego zwigzku, zostaly okreSlone wartosci ICsg
[Bonnet J. i inni, 2008].

Dostepne handlowo, czyste substancje aktywne: sulkotrion 1 mezotrion, nie wykazaty
toksycznego wpltywu na populacje T. pyriformis, w przeciwienstwie do niespecyficznej
aktywnos$¢ esteraz w przypadku A. fischeri. Wigkszo§¢ badanych produktow degradacji i
dwoch handlowych preparatow wykazaty duza toksyczno$¢ w poréwnaniu z dzialaniem
atrazyny. Toksyczno$¢ tych triketonowych herbicydow bylo mniejsza niz w T. pyriformis
i wicksza lub taka sama jak w A. fischeri [Bonnet J. L. i inni, 2008].

Potencjalna toksycznos¢ sulkotrionu 1 mezotrionu, opiera si¢ na inhibicji biosyntezy
pigmentow. Chlorofil i karotenoidy, stanowigce integralng czg¢$¢ aparatu fotosyntetycznego,
narazone na jakiekolwiek zaburzenia dziatania na skutek dziatania tych dwoch triketonowych

herbicydéw, przestajg spelnia¢ swe funkcje, co w efekcie prowadzi do $mierci rosliny
[Praczyk i inni, 2004].
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Eter metylowo-tert-butylowy

Eter metylowo-tert-butylowy (MTBE), oksygenat paliwa dodawany do benzyny,

to rowniez substancja majgca wptyw na ekosystemy wodne.

HsC._LCH;
HsC ©O-CHs

Rys.5. Eter metylowo-tert-butylowy

Przeprowadzono badania dotyczace toksycznosci kilku czystych pestycydéw (Diuron,
Linuron, Dichlofluanid, Sea nine, Irgarol and tributyltin (TBT) oraz tych pestycydow
zmieszanych z MTBE. W tym celu zastosowano testy ostrej toksyczno$ci Allivibrio fischeri
i Daphnia magna, mierzac i porownujac ze sobg poszczegolne z wartosci ECsp ( stezenie mg/1
zwigzku lub mieszaniny, ktéra jest wymagana do uzyskania 50% zmiany parametru reakcji
toksycznej i czasu wymaganego do wygenerowania reakcji toksycznej). Obecnos¢ MTBE
zwigkszyla warto$¢ ECsg kilku pestycydow (Diuron, Dichlofluanid, TBT i Linuron), a takze
zwiekszyta szybkos$¢ reakcji toksycznych niz w przypadku czystych pestycydow. Obecnos¢
MTBE zwigkszyta toksyczno$¢ Diuronu o wiecej niz 50%, w przypadku bakterii A. fischer.
Rowniez sama reakcja toksyczna nastapita znacznie szybciej - w ciggu 5 min, podczas gdy
bez MTBE, ta sama reakcja pojawila si¢ po 30 minutach. Toksyczno$¢ Sea nine i Irgarolu,
pozostala natomiast niezmieniona przez domieszk¢ MTBE. Sam MTBE byt toksyczny dla
badanych gatunkow w stezeniach, ktore sa znaczaco wyzsze niz poziomy zanieczyszczenia
ta substancja, powszechnie wykrywane w S$rodowisku. Jednak obecno$¢ MTBE moze
znacznie zwigkszy¢ toksyczno$¢ innych pestycydow, ktore sa czesto obecne w tym samym
srodowisku co MTBE. Kombinacje MTBE przy 0,1 mg/l z ECsp lub nizsze stezenia czystego
Diuronu, Dichlofluanid, TBT 1 Linuronu sg bardziej toksyczne niz czyste pestycydy, a reakcja
toksyczna jest znacznie szybsza. Dla kilku mieszanin, jak np. MTBE i TBT, stwierdzono
toksyczno$¢ przy stezeniach nizszych niz warto$ci powszechnie wykrywane w $rodowisku

[Hernando M. D. i inni, 2003].
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6. ZWIAZKI ZAWIERAJACE UKLAD PIROLOWY

Pirole sg powszechnie znanymi zwigzkami, ktére majg zrdznicowany charakter
dziatan. Synteza  zwigzkéw chemicznych zawierajacych pirolowym uktad pierscieni
doprowadzita do powstania bardziej aktywnych struktur. Zwiazki zawierajace uktad pirolowy
sa uwazane za potencjalne zrodlo aktywnosci biologicznej. Dostgpne na rynku leki
zawierajace pirolowy uktad pierScieniowy majg wiele wiasciwos$ci biologicznych takich jak:
przeciwpsychotyczne, przeciwlekowe, przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne,

przeciwgrzybicze, przeciwmalaryczne i wiele innych [Bhardwaj V. i inni, 2015].

@CHO

N
H

Rys.6. Pirolo-2-karboksyaldehyd

Pirole s3 jednym z najwazniejszych prostych heterocykli, ktore znajduje si¢
w szerokiej gamie produktéw naturalnych, a takze majg coraz wigksze znaczenie w nauce.
Pierwszy raz zostal wyizolowany w 1857 roku z produktow kosci podczas pirolizy.
Jest fragmentem hemu i chlorofilu. Uktad pirolowy zostal wyizolowany ze Zrodet
bakteryjnych jako antybakteryjne struktury, takie jak 2-(3,5-dibromobenoilo)-3,4,5-
tribromopirol i pioluteoryna. Pirole sa szczegélnie widoczne w naturalnym $rodowisku
morskim, wystgpuja w kwasie nakamura, ktory wykazat dobra aktywnos¢ przeciwko

opornym na metacyling szczepom Staphylococcus ureus [Estevez V. i inni, 2010].

Br

Br OH o
HN \ N
Br S o \ 7 “
o bBr o
Rys.7. 2-(3,5-dibromobenoilo)-3,4,5-tribromopirol Rys.8. Pioluteoryna
HoN
o HN@N
Br\G)J\/\Q
Br\ NH & COH
O
N (6]
H Rys.9. Kwas nakamura
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7. ZWIAZKI ZAWIERAJACE UKLAD NITRO

2,4 6-trinitrotoluen

W ostatnim czasie pojawity si¢ doniesienia o trwatych pozostato$ciach materialow

wybuchowych w glebie i wodach gruntowych, takich jak 2,4,6-trinitrotoluen (TNT).

Rys.10. 2,4,6-trinitrotoluen

TNT jest jednym z najbardziej opornych i toksycznych wojskowych materiatlow
wybuchowych. W zwiagzku z tym, ze brak jest niedrogich i skutecznych technologii
oczyszczania zanieczyszczen tego typu zwigzkami, skierowano dziatania na wykorzystanie
ro$lin transgenicznych do detoksykacji gleby skazonej TNT 1 uzyciu nitroreduktaz
bakteryjnych. Nitroreduktaza katalizuje redukcje TNT do hydroksyaminodinitrotoluenu
(HADNT), ktory jest nastgpnie redukowany do pochodnych aminodinitroluenu (ADNTS).
Rodliny transgeniczne wykazujace ekspresj¢ nitroreduktazy przejawiaja si¢ wzrostem
zdolnosci do tolerowania, przyjmowania, i detoksykacji TNT. Badania przeprowadzone na
transgenicznych siewkach tytoniu eksprymujacych bakteryjng nitroreduktaze, dowiodty,
ze ro$liny byty w stanie tolerowa¢ TNT w stezeniach do granic rozpuszczalnosci w wodzie.
Natomiast poziomy TNT tolerowane przez sadzonki byly znacznie wyzsze niz poziomy
tolerowane przez kietkujace rosliny. Oznacza to, ze hamujacy efekt TNT na sadzonkach
tytoniu typu dzikiego ma duze znaczenie w kietkowaniu. Réwniez badania masy roslin
transgenicznych  wykazaly —zmniejszong szybkos¢ wzrostu w  obecno$ci TNT
[Hannink N. i inni, 2001].

Rowniez niewielkie ilosci pochodnych aminodinitroluenu (ADNTSs), uwazanych za
toksyczne 1 potencjalnie rakotworcze ograniczaty pobor TNT z pozywki wzrostowe] przez
rosliny typu dzikiego. Efekt fitotoksyczny byt w tym przypadku bardziej widoczny: siewki
przejawiaty objawy skrajnego bielenia, a transformacja TNT zostata zatrzymana. Natomiast

sadzonki tytoniu posiadajace NR okazaly si¢ bardziej skuteczne- podczas przebiegu
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eksperymentu usunely caty TNT. Absorpcja i koniugacja TNT, oraz jego metabolitow przez
transgeniczne siewki posiada ogromny potencjat jako bardzo skuteczny proces fitoremediacji,
w ktorym TNT jest usuwany ze Srodowiska poprzez zwigzanie z materialem roslinnym.
Praca Nerissa Hannink sugeruje, ze ekspresja nitroreduktazy (NR) w roslinach nadajaca si¢ do
fitoremediacji moze ulatwi¢ skuteczne oczyszczanie obszarow wysoce skazonych trotylem
[Hannink N. i inni, 2001].

Na podstawie aktualnych wynikow i danych literaturowych hipotetyczny schemat
metabolizmu TNT u roslin mozna przedstawi¢ w nastepujacy sposob (R; i R3 na schemacie sa

to niskomolekularne zwiazki; R, i R4 — nierozpuszczalne w wysokim stopniu zwiazki):

CH

S H
OZN\©/N—R1

NO,

enzymy koniugacja CH, H

metabolizmu \<>|/ \

NADPH NO, NO,
2-amino-4,6-
redukcja przez dinitrotoluen enzymy

CHs nitroreduktaze koniugacii NO,

O,N NO, 0
O.N c!
o, o OH "0-R,
NH,

NO, \o N NH,
utlenianie przez

peroksydaze | konlugaqa

ub fenoloksydaze
kwas
2,4,6-trinitrobenzoesow O Rs

Rys.11. Schemat metabolizmu TNT w ro$linach.

Metabolizm TNT w roslinach przebiega w nast¢pujacy sposob: poczatkowo grupy
nitrowe TNT sg zredukowane do grup aminowych, katalizowanych przez nitroreduktaze,
grupa metylowa czasteczki jest transformowana do grupy karboksylowej, katalizowanej przez
enzymy utleniajagce (fenol oksydaza). Jednak zwigzek migdzy koniugatami utworzony
w obydwoch tych przypadkach wskazuja, Zze znaczna wigkszos¢ TNT (80-85%)
transformowana jest na drodze [Khatisashvili i inni, 2009].

Klaus Schneider i inni prowadzili badania gleby wykorzystywanej pod uprawy,
udowadniajac jej duzy stopien zanieczyszczeniem Zz, a szczegélnie TNT. Dodatkowo
stwierdzono takze wystepowanie ADNTs. Eksperymenty pokazaty, ze rosliny pobieraty
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nitrozwigzki z gleby. Stezenie substancji w roslinach byto podobne do stezenia tych samych
substancji w glebie, natomiast najwyzsze stezenia stwierdzono w korzeniach roslin.
Koncentracja w lisciach 1 todygach wyniosta okoto 20% st¢zenia, ktére obecne byto

w korzeniach [Schneider K. i inni, 1996].
Nitrofurany

Nitrofurany to $rodki przeciwdrobnoustrojowe wycofane z uzycia weterynaryjnego W
Unii Europejskiej, ze wzgledu na wystgpowanie ich metabolitow w tkankach zwierzecych.
W raporcie Panelu Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci, EFSA, dotyczacego
zanieczyszczen w tancuchu pokarmowym (CONTAM), zagrozen dla zdrowia ludzkiego
zwigzanych z obecno$cig nitrofuranéw w zywnosci, podano dane dotyczace zawartoSci
nitrofuranu w diecie cztowieka. Podano, iz, wedlug najgorszego scenariusza S$rednia,
chroniczna dawka bedzie wynosi¢ od 3,3 do 8,0 i od 1,9 do 4,3 ng/kg dziennie dla matych
dzieci 1 dorostych. Mimo, Ze substancje te maja charakter genotoksyczny i rakotworczy,
to jednak stwierdzono, ze wystepuje mate prawdopodobienstwo, ze narazenie na zZywnos¢
skazong metabolitami nitrofurandw ponizej 1,0 pg/kg stanowi problem zdrowotny
[Scientific opinion, 2015].

Zanieczyszczenie  $rodowiska  spowodowane  uwalnianiem = mutagennych
i rakotworczych nitrofuranéw do wod 1 gleb jest rodzacym si¢ problemem zdrowia
publicznego. Przeprowadzono badania dotyczace pochtaniania i akumulacji nitrofuranu ze
skazonego Srodowiska przez cebul¢ dymke. Badanie ujawnito wysoki poziom wychwytu
1 akumulacji nitrofuranu w jadalnych cze$ciach rosliny. Ponadto, wyniki wskazywaty na
wysoce efektywny metabolizm roslin wchtonigtego nitrofuranu, prowadzac do tworzenia
genotoksycznych metabolitow zawierajacych pochodnych hydrazyny. Wyniki tych badan
wskazuja na mozliwo$¢ zatrucia pOprzez zanieczyszCzone uprawy SpoOzZywcCze.
[Wang i inni, 2017]
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8. AMINOFOSFONIANY

a-Aminofosfoniany s3 analogami kwaséw a-aminokarboksylowych oraz F:]
stosowane jako budulec peptydow. Metoda syntezy pochodnych fosforoorganicznych polega
na przylaczeniu zwigzkoéw zawierajacych wigzania P-H. a-Aminofosfoniany wykazuja
wlasciwos$ci biologiczne m.in. jako inhibitory proteaz czy jako katalityczne przeciwciala.
Ponadto sg stosowane jako $rodki przeciwbakteryjne oraz $rodki przeciw wirusom HIV

[Srinivasulu i inni, 2007].
Synteza aminofosfonianéw

Reakcja Kabachnik-Fieldsa (schemat 1) jest jedng z najbardziej skutecznych metody
syntezy waznych biologicznie a-aminofosfonianéw. Metoda Kabachnika-Fieldsa byta
pierwszg metodg syntezy kwasow 1-aminoalkanofosfonowych z I-rzedowa grupg aminowa
[Kudzin, 1994]. Reakcja ta jest reakcja jednoetapowa, trojsktadnikowa, w sktad ktorej

wchodzi zwigzek karbonylowy, amina i fosforyn dialkilowy [Srinivasulu K. i inni, 2007].

R R

toluen, reflux « NHR'
CHO * R'NH, + HPOOR), — = CH
P(O)(OR),

OH OH
Schemat 1

Chronologicznie pierwsza metode syntezy kwasoéw aminoalkanofosfonoych jest
reakcja amidoalkilowania trdjchlorku fosforu, ktéra zostala opracowana przez Engelmana

I Pikla w 1942 roku [Kudzin, 1994].

| H H2 PCl, | H H2 |l H Ha
R-C-N-C -OH —> R-C-N-C -O-PCl; —> R-C-N-C O-PCl, — =
|l HH 9 | HH 9 Hy i
—>= R-C-N-C -0-PCl, — = R-C-N-C -O-P(OH); == HzN-C -O-P(OH),

Schemat 2

W pézniejszych latach reakcja ta zostala zmodyfikowana poprzez zastgpienie
N-(hydroksymetylo)amidow mieszaning sktadajacg si¢ z karbaminianow 1 zwigzkow

karbonylowych [Kudzin, 1994].
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Schemat 3

Inng z metod syntezy aminofosfonianow jest dodanie fosforyndéw dialkilowych do

odpowiednich imin [Harry R. i inni, 2014].
NR® | &
+ (R'O),PHO — (R*O)P NHR?
R "R? R2

Schemat 4

Imina (je$li jest stabilna) moze by¢ najpierw wyizolowana, a nast¢pnie poddana reakcji

z fosforynem dialkilowym.

W reakcji Biruma reagenty elektrofilowe wytwarzane sg in situ z aldehydu 1 substratu

amidowego.
@ o) O O R
@) O H H Ho H HaT P(OR! I
RdH * by e RAEREy - RENEy PORE A oy
SH H-O-H (-H,0) H SORD
® ®
(R1O)3P\ o no
CHNH Ha R.H.P(OR"),
” R C=0 (-R'OH,-H®) i
¥ HN. Y
6
Schemat 5

Reakcja Biruma byta wiclokrotnie modyfikowana poprzez wykorzystanie jako substraty
amidowe N-fenylomocznik, karbaminiany benzylowy oraz tiomocznik bg¢dace substratami

metody tioureidoalkanofosfonianowej [Kudzin, 1994].
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9. METODOLOGIA BADAN EKO- | FITOTOKSYKOLOGICZNYCH

Test wzrostu ro$lin wzgledem aminofosfonianow przeprowadzono w laboratorium
w warunkach zgodnych z wytyczng OECD 208 Guideline Terrestrial. Metoda polegata na
ocenie wpltywu réznych stezen nowosyntezowanych pochodnych aminofosfonowych, ktore
dodawane byly do gleby na wschody oraz wczesne stadia wzrostu roslin. Badania
przeprowadzono na dwoch rodzajach roslin: owies (Avena sativa) jako roslina jednoliscienna
i rzodkiewka (Raphanus sativus L. subvar. radicula Pers.) - roslina dwuliscienna (OECD
2006).

Wybor do badan dwoch gatunkoéw roslin, zwigzany jest z klasyfikacja herbicydow,
bioracej pod uwage selektywnos¢. Na tym etapie dochodzi do sprzegania dwdch wlasciwosci
herbicydow, takich jak: aktywnos¢ i selektywno$¢. Aktywno$¢ wigze si¢ z mozliwo$cig
danego herbicydu do niszczenia samego chwastu, selektywno$¢ natomiast ze zwalczaniem
chwastu, nie niszczac przy tym innych gatunkow. W zwiazku z tym poddane dziataniu
substancji chemicznej roslinnej: jednoliscienny owies i dwuli§cienna rzodkiewka, miaty na
celu okreslenie czy nowosyntezowane aminofosfoniany posiadaly wtasciwosci selektywne -
wplyw na wybrane gatunki chwastow, czy nieselektywne, zwalczanie wszystkich gatunkow

roslin. [Praczyk i inni, 2004]

Zgodnie z wymienionym standardem OECD 208, test wzrostu roslin zwigzkow
przeprowadzono w glebie piaszczystej majgcej nastgpujace parametry: granulometryczny
sktad gleby - 77% piasku, 16% pylu 1 itu, zawarto§¢ wegla organicznego ok. 1,6%, pH (KCl)
réwne 6.6. Testy przeprowadzono w doniczkach polipropylenowych ($rednica 90 mm
1 pojemnos$¢ 300 cma), ktore zostaly wypelnione gleba kontrolng lub gleba zmieszang
z badanymi zwigzkami w odpowiednich stezeniach (1, 10, 100, 200, 400, 800 i 1000 mg/kg
suchej masy gleby), ktore byly dobierane w zalezno$ci od rodzaju badanych zwigzkow.
Badane substancje, nierozpuszczalne w wodzie, rozpuszczano w odpowiednim
rozpuszczalniku (np. aceton, dichlorometan), a nastgpnie, w odpowiednich stezeniach tgczono
z piaskiem (50g), stanowigcym nosnik. Rozpuszczalnik odparowywano, a piasek z osadzong
na nim substancja mieszano z gleba (200g). Kazde st¢zenie wykonano w trzech
powtdrzeniach (3 doniczki na owies, 3 doniczki dla rzodkiewki). Dwadzie$cia
wyselekcjonowanych nasion kazdego z wybranych gatunkéw roslin umieszczono w ziemi.

Nasiona pochodzg z tego samego zrodla - nasiona owsa i rzodkiewki zostaly zakupione
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w Hodowli 1 Spotki nasienne: Nieznanice i Legutko Ltd. Rosliny hodowano przez 14 dni
w kontrolowanych warunkach: stata zawarto$¢ wilgoci na wymaganym poziomie rosliny
(70% pojemnosci wodnej), temperatura (20 = 2 °C), utrzymywano state natgzenie $wiatta

(7000 lux) system 16 godz./dzien i 8 godz./noc. Siewki, podlewano sg regularnie (raz na 24h).

Wizualna ocena  fitotoksyczno$ci  badanych  aminofosfoniandw,  zostata
udokumentowana poprzez wykonanie fotografii cyfrowych w ostatnim dniu testu
fitotoksyczno$ci. Uzyskane zdjgcia zostaty przeanalizowane pod katem uszkodzen badanych

ro$lin, taki jak ich np. zahamowanie wzrostu, chloroza i martwica.

Ocena fitotoksycznosci badanych aminofosfoniandw przy zastosowanych stezeniach
zostata wykonana poprzez okreslenie wschodow, co okresla si¢ jako procent siewek, ktére
wzeszty, w poréwnaniu do wschodow roslin kontrolnych. Okreslano rowniez zawartosci

swiezej 1 suchej masy w poréwnaniu do roslin kontrolnych.

Skuteczno$¢ substancji, majacych potencjalne dziatanie herbicydowe zwigzana jest ze
sposobem ich absorpcji oraz przemieszczania si¢ po organach roslinnych. Wyro6znia si¢ dwie
gléwne drogi pobierania srodkow chwastobdjczych, pierwsza z nich jest pobor przez czgsci
podziemne rosliny, co wiaze si¢ z dzialaniem herbicydéw doglebowych, natomiast drugim
poprzez cze¢sci nadziemne, co jest typowe dla herbicydéow dolistnych. W zwiazku z tym,
w trakcie badan fitotoksycznych okre§lono takze inhibicje wzrostu korzeni 1 pedow
wybranych roslin, w celu okres§lenia czy dana substancja posiadata wtasciwosci herbicydu

doglebowego [Woznica Z., 2012][Burke 1., 2014].

Dokonano rowniez okreslenia wartosci ECso czyli stezenia powodujgcego wystgpienie

50% reakcji testowe;.

Dla nowosyntezowanych substancji, okreslono réwniez wartosci LOEC i NOEC.
LOEC, (z ang. lowest observed effect concentration), bedace najnizszym stezeniem zwigzku
uzytego w badaniu, przy ktorym zaobserwowano istotny wpltyw na wschody 1 wzrost roslin
w porownaniu z roslinami kontrolnymi. Wszystkie uwzglednione w badaniach ste¢zenia,
ktorych warto$¢ jest wyzsza od wartosci LOEC, sugeruja wplyw rowny lub wyzszy niz ten,

ktory obserwowany jest przy LOEC. Natomiast NOEC, (z ang. no observed effect
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concentration (dose)), jest to st¢zenie niewywotujgce zauwazalnych skutkdéw, znajdujgce si¢

bezposrednio ponizej wartosci LOEC.

Wizualna  ocena  fitotoksycznosci  badanych  aminofosfonianéw,  zostala
udokumentowana poprzez wykonanie fotografii cyfrowych w ostatnim dniu testu
fitotoksycznos$ci. Uzyskane zdjgcia zostaly przeanalizowane pod katem uszkodzen badanych

roslin, taki jak ich np. zahamowanie wzrostu, chloroza i martwica.

Test pigmentowy

Zawarto$¢ pigmentow fotosyntetycznych okreslono wedtug metody opisanej przez
Oren 1 wsp. (1995). 200 mg $wiezych lisci homogenizowano w 20 ml 80% acetonu,
a nastgpnie odwirowano. Zawarto$¢ chlorofilu a, chlorofilu b i karotenoidéw obliczono na
podstawie absorbancji przy dtugos¢ fali 470, 647 i 664 nm. Zawarto$¢ pigmentOw wyrazono

w mg/g suchej masy.

Test toksycznosci Microtox®

Test Microtox oparty jest na wykorzystaniu bakterii luminescencyjnych Aliivibrio
fischeri, ktorych $wiecenie jest naturalnym efektem przebiegu ich proceséw metabolicznych.
Jest to test wyrdzniajacy si¢ szybkoscig oznaczenia; wynik po 15 - 45 min. Miarg
toksycznosci jest redukcja emisji $wiatla przez bakterie swiecace A. fischeri. Porownuje si¢
poziom emisji $wiatta probek hodowli poddanych dziataniu zwigzku badanego, z poziomem
emisji hodowli kontrolnej. Zjawisko luminescencji bakterii §wiecacych spowodowane jest
obecnosciag w ich komodrkach 1 aktywnoscig enzymu lucyferazy. W obecnosci zwigzku

toksycznego dla komorek bakteryjnych nastepuje zahamowanie aktywnosci tego enzymu.

Bioluminescencja bakterii A. fischeri jest $ci§le zwigzana z wielko$cig ich populaciji,
a takze aktualnym stanem metabolicznym. Bakterie luminescencyjne maja zdolno$¢ do emisji
Swiatta, dopiero w momencie gdy znajda si¢ w optymalnym dla ich funkcjonowania
srodowisku. W standardowych warunkach bakterie wykorzystuja okoto 10% pochodzacej
z ich metabolizmu energii na §wiecenie, natomiast obecno$¢ zwigzkéw wysoce szkodliwych
dla mikroorganizméw, zwigzanej z zaburzeniami procesoOw fizjologicznych w komorkach,
prowadzi do zaniku luminescencji. Im wyzszy jest toksyczno$¢ substancji chemicznej, na

ktorg bakterie s3g wystawione, tym mniejsza jest ilo$¢ $wiatta, ktorg emituja.
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Obecnie, uwaza si¢, ze system Microtox to najczesciej stosowany, a jednoczesnie
najlepiej poznany dostepny na rynku biotest, wykorzystujacy bakterie bioluminescencyjne

Allivibrio fischeri jako element aktywny.

Za pomocg testu dokonano pomiaru toksycznosci ostrej, co definiuje si¢ jako efekt
niekorzystny, wystgpujacy w krotkim czasie po podaniu substancji badanej, w pojedynczej
dawce badz tez w kilku dawkach w okresie 24 godzin. Testy przeprowadzono w analizatorze
Microtox® M500 zgodnie z Podrecznikiem Microtox® z 1992 r., z uzyciem metody Solid-
Phase Test, Doe et al. (2005), co wykorzystywane jest w momencie, gdy badana substancja
nie jest rozpuszczalna w wodzie. W przypadku bakterii Aliivibrio fischeri pod uwage brano

50% spadek intensywnosci bioluminescencji, co oznaczane jest za pomocg symbolu ECsy.
Test Ostrakodtoxkit F

Test Ostrakodtoxkit F nalezy do testow bezposredniego kontaktu oceny toksycznosci
chronicznej z wykorzystaniem miodych dennych skorupiakéw Heterocypris incongruens
(matzoraczkéw) wylegtych z cyst przetrwalnikowych w ciaggu 52 godzin (zgodnie z procedura
producenta). Po 6 dniach przechowywania w badanym osadzie okre$lana jest ich Smiertelnos¢
i zahamowanie wzrostu wyrazone procentowo w odniesieniu do rezultatow uzyskanych w
kontakcie z nietoksycznym osadem kontrolnym. Test przeprowadzany jest na ptytkach

z 6 dotkami (3 x 2), czas inkubacji: 6 dni w temperaturze 25°C.

Mikrobiotest Ostracodtoxkit F stuzy do badania toksycznosci osadow na podstawie
reakcji drobnych skorupiakow, matzoraczkow bentosowych Heterocypris incongruens.
W przeciwienstwie do opisanego wyzej testu Microtox, gdzie badana byta toksyczno$¢ ostra,
w przypadku testu Ostracodtoxkit, dokonywana jest ocena toksyczno$ci chronicznej, ktorg
definiuje si¢ jako szkodliwe zmiany w organizmach testowych, wywotane na skutek
dhuzszego lub statego oddziatywania substancji w czasie badz tez po wielokrotnym narazeniu
na zwigzek chemiczny. Test przeprowadza si¢ z wykorzystaniem mtodych dennych
skorupiakoéw H. incongruens, wylegtych z cyst, majacych charakter przetrwalnikowy w ciggu
52 godzin. Zwierzeta inkubuje si¢ w obecno$ci ekstraktu z materialu Srodowiskowego
(osadu). W ciaggu 6 dni obserwacji, w standardowych warunkach ocenia si¢ ich $miertelnos¢

oraz zahamowanie wzrostu, ktore wyraza si¢ procentowo w odniesieniu do wynikow
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uzyskanych w kontakcie z organizmami kontrolnymi, nie poddanymi dziataniu badanych

substancji.

Pomiar dtugos$ci przeprowadzono za pomoca paska mikrometrycznego umieszczonego
na spodzie szklanej ptytki mikroskopu. Hamowanie wzrostu (GI) H. incongruens w populacji
obliczono nastepujaco:

wzrost w osadzie testowym

% inhibicja wzrostu = 100 — - - x 100
wzrost w osadzie referencyjnym

Analiza statystyczna

Istotno$¢ uzyskanych wynikéw oceniono za pomocag analizy wariancji (ANOVA).
Najmniej istotne wartosci roznicy (LSD) na poziomie ufnosci 95% byly obliczono przy
uzyciu testu Tukeya. Ponadto $rednie standardowe odchylenie okreslono i naniesiono na

wykresy.

Aspekt  ekotoksykologiczny  omawianych  nowosyntezowanych  pochodnych
aminofosfonowych, ma charakter wieloetapowy, gdyz uwzglednia kazdy, ze szczebli drabiny
sieci troficznej, gdzie producenci to rosliny uzyte podczas badan fitotoksycznosci,
konsumenci- skorupiaki Heterocypris incroguens, w biotescie Ostracodtoxkit, a destruentami-

bakterie morskie Aliivibrio fischeri w systemie Microtox.
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10. METODOLOGIA BADAN CYTOTOKSYKOLOGICZNYCH

Okreslenie aktywnosci antybakteryjnej — wyznaczenie wartosci MIC

Wrazliwo$¢ wybranych szczepdéw na badane zwigzki oceniano poprzez wyznaczanie
warto$ci  wspotczynnika MIC (ang. Minimal Inhibitory Concentration) metoda
mikrorozcienczen na 96-dotkowych ptytkach titracyjnych zgodnie z zaleceniami EUCAST
(ang. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, ISO 20776-1
(2006)). Wlasciwosci przeciwbakteryjne zwigzkéw wobec panelu referencyjnych szczepow
gramujemnych (Escherichia coli NCTC 8196, Proteus vulgaris ATCC 49990, Proteus
mirabilis ATCC 29906, Pseudomonas aeruginosa NCTC 6749) i gramdodatnich
(Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 29213,and
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228) badano w =zakresie stgzen: 2-128 pug/ml,
wykonujac podwojne rozcienczenia w ptynnym podtozu Miieller-Hinton II (MH) (zawarto$¢
DMSO w najwyzszym badanym stezeniu zwigzku wynosita 1% 1 nie miata istotnego wptywu
na wzrost drobnoustrojow). Nastepnie dodawano 50 pL zawiesiny bakteryjnej danego
szczepu o gestosci okoto 5x 105 CFU/mL. Ptytki inkubowano przez 18 h w temperaturze
37°C, w warunkach wytrzasania (180 rpm). Po inkubacji, gesto§¢ hodowli mierzono
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A = 600 nm, przy uzyciu aparatu SpectraMax i3.
Kontrol¢ pozytywna stanowito czyste podloze z dodanym inoculum, ale bez badanego
zwigzku. Kazdorazowo doswiadczenie powtarzano trzykrotnie. Za wartos¢ MIC
przyjmowano stezenie zwigzku, w ktorym nie obserwowano wzrostu hodowli.
Dla pordéwnania otrzymanych wynikoéw, okreslano réwniez aktywno$¢ przeciwbakteryjng
ampicyliny, oksacyliny i nitrofuranotiny. Dodatkowo, ze wzgledu na wysoka aktywnos$¢
antybakteryjng badanych zwigzkéw wobec referencyjnego szczepu S. aureus, okreslono ich

aktywno$¢ roéwniez wobec 12 klinicznych izolatéw S. aureus (w tym dwoch MRSA).

Oznaczanie ywotnosci komorek badanych linii komdrkowych

Ocene zywotnosci komorek linii fibroblastow mysich L.929 (ATTC ®—CCL-1) oraz
linii komorek raka szyjki macicy cztowieka HeLa (ATTC ®—CCL-2™) przeprowadzano
za pomocg testu MTT. Bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy (MTT)
jest z6tta solg rozpuszczalng w wodzie, ktora w zywych komorkach zostaje przeksztatcana

przez dehydrogenaz¢ mitochondrialng do nierozpuszczalnego formazanu o zabarwieniu
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fioletowym. Krysztaty formazanu sg rozpuszczalne w organicznych rozpuszczalnikach, jak
np. DMSO i mogg by¢ oznaczane kolorymetrycznie przy dtugosci fali 550 nm. Ich liczba jest
wigc proporcjonalna do liczby zywych komorek, poniewaz redukcja soli tetrazoliowej do
barwnego produktu jest mozliwa tylko w komorkach o nienaruszonym metabolizmie.
Zawiesing komorek w podlozu IMDM doprowadzano do gegstosci rownej 1 x 105/ml
i nanoszono po 100 pul na 96-dotkowa ptytke titracyjna, uzyskujac w ten sposéb 1 x 104
komorek na dotek (zgodnie z normag ISO 10993-5:2009 dla linii L929). Nastepnie ptytki
inkubowano przez 24 h w 37°C 1 10% CO,. Po inkubacji usuwano stare podtoze 1 dodawano
100 pl podtoza zawierajacego badane zwigzki w zakresie stezen 2 — 128 pg/ml (zawarto$¢
DMSO w najwyzszym st¢zeniu zwigzku nie przekraczata 1% i nie miata istotnego wptywu na
wzrost komorek). Ptytki inkubowano kolejne 24 h w 37°C i 10% CO,. Kontrole pozytywna
stanowily komorki hodowane w czystym podlozu, bez dodatku zwigzku. Dodatkowo,
w analogiczny sposob okreslano aktywno$¢ cytotoksyczng zwigzku przeciwnowotworowego
o udowodnionej aktywnosci cytotksycznej — cisplatyny. Po 24 godzinnej inkubacji komorek
ze zwigzkami, usuwano podtoze znad komorek i dodawano na kazdy dotek po 50 ul MTT
o stezeniu 1 mg/ml i plytki inkubowano przez 2 h w 37°C 1 10% CO,. Nastepnie ptytki
wirowano przy 1800 rpm przez 5 min w temperaturze pokojowej, usuwano supernatant,
naktadano na kazdy dotek po 150 pl DMSO w celu rozpuszczenia krysztatow formazanu
125 ul 0,1 M buforu glicynowego o pH 10,5 w celu utrwalenia barwy. Absorbancj¢ mierzono
przy dlugosci fali A = 550 nm, wykorzystujac wielofunkcyjny czytnik ptytek SpectraMax i3.
Kazdorazowo doswiadczenie powtarzano trzykrotnie. Wartos¢ ICsp, a wige takiego stgzenia
zwigzku, ktore hamuje aktywnos$¢ dehydrogenazy mitochondrialnej o 50% w stosunku do
kontroli pozytywnej wyznaczano przy uzyciu programu GraphPad Prism 7 wykorzystujac

nieliniowy model regresji.
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11. BADANIA WLASNE

11.1. Synteza aminofosfonianéw dimetylowych pochodnych pirolu (Publikacja 1)

Syntezowalam 6 aminofosfonianéw dimetylowych z ugrupowaniem pirolowym.
Zmiennymi podstawnikami byly aminy pochodne toluidyny i anizydyny. Iminy la-f
zsyntezowatam znang metoda [Boduszek, 1996]. Aldehyd pirolowy rozpuscitam w toluenie
i do roztworu dodalam odpowiednig aming. Mieszaning mieszatam w temperaturze pokojowe;j
przez 15 minut w obecnos¢ bezwodnego siarczanu magnezu (MgSO4) w celu pozbycia si¢
czasteczek wody. Iminy poddane byly kolejnemu etapowi syntezy bez zadnego oczyszczania.
W celu okreslenia obecnosci imin wykonatam widma *H NMR (singlet -CH=N- miedzy 8
a 8,5 ppm). Nastepnie przeprowadzilam reakcje addycji (zmodyfikowana reakcja aza-
Pudovika) poprzez dodanie fosforynu dimetylowego. Wstepne proby prowadzenia reakcji bez
ogrzewania nie wykazywaly odpowiednio wysokiej wydajnosci, dlatego mieszaning
mieszalam na mieszadle magnetycznym w temperaturze 100°C przez 2 godziny. Roztwor
przesaczytam, a rozpuszczalnik usunetam pod zmniejszonym ci$nieniem. Nast¢pnie dodatam
CH,CI; i ekstrahowatam NaHCOj3; w celu usuni¢cia nadmiaru fosforynu dimetylowego. Fazy
organiczne wysuszytam MgSO, i CH,Cl; usungtam poprzez odparowanie. Produkty reakcji
oczyscilam za pomoca chromatografii kolumnowej na zZelu krzemionkowym z octanem etylu-
heksanem (4:1). Proby krystalizacji zsyntezowanych aminofosfonianow z CH,Cl,:CgHig
w réznych stosunkach wagowych okazaty si¢ niepomyslne. Otrzymanie czystej formy
zwigzkow powiodlo si¢ poprzez rozpuszczenie w octanie etylu i ostrozne wytracanie

z heksanem.

H,N
cho ~OCH,
O_/ \O O—/ ® H \\ {jY \C
ocH3

metanol rt toluen reflux

1 2

a: R'=2-CHj; b: R = 3-CHj; c: R = 4-CHj3; d: R = 2-OCHj; e: R' = 3-OCHg; f: R' = 4-OCH,

Schemat 6. Synteza aminofosfonianéw z ugrupowaniem pirolowym
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Czysto$¢ zostata zweryfikowana za pomocg analizy elementarnej - zwigzek uznano za
czysty, kiedy réznica miedzy obliczonym a znalezionym elementem % nie byt wigksza

niz + 0,2%. Otrzymatam zwiazki z zadawalajacymi wydajno$ciami.

11.2. Synteza aminofosfonianow difenylowych pochodnych pirolu (Publikacja 2)

Synteze aminofosfonianow 4a-e przeprowadzitam za pomoca reakcji aza-Pudovika,
stosujac metodologie okreslong jaki§ czas temu w naszym laboratorium. Klasyczna metoda
uzywana do reakcja aza-Pudovika, tj. otrzymywanie zasady Schiffa z mieszaniny aldehydu
z aming w metanolu, w temperaturze pokojowej, jego wyodrebnienie 1 na koniec reakcja
zasady Schiffa z fosforynem difenylowym we wrzacym acetonitrylu lub toluenie nie
dostarczyl pozadanego efektu. Pochodzace aminofosfoniany otrzymatam w dwuetapowe;j
reakcji, ale zasady Schiffa nie byly izolowane. (Schemat 7). Tworzenie zasad Schiffa
w acetonitrylu bylo monitorowane przez Spektroskopie 'H NMR (pojawienie si¢ sygnatlu
protonu azometinowego w poblizu 8.5 ppm, przy réwnoczesnym zniknigciu sygnatu protonu
aldehydowego przy 9,5 ppm) i tak szybko gdy stwierdzono, ze jego tworzenie si¢ zakonczyto,
do mieszaniny dodano fosforyn difenylowy. Reakcje prowadzitam przez okoto 4 godziny
w temperaturze pokojowej, az powstaty osady, ktore byly rutynowo wyizolowane i okreslone

W celu uzyskania aminofosfoniandéw 4a-e przy wysokich wydajnosciach .

NH,

0 3 H Y H N
[N 7 3= R | H N _°, R
R3 R1
1

Iz

a:R'"=R?=R3=H; b: R"=R?=H, R®*=NO,; ¢: R'=CH3, R>=H, R®=CI;

d:R'=R®=H,R?=Br;e:R'=R?=// \|,R®=H

Schemat 7. Synteza aminofosfonianéw z ugrupowaniem pirolowym
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11.3. Synteza aminofosfonianéw z ugrupowaniem nitrofurylowym (Publikacja 3)

Zsyntezowatam nowe, dotad nieznane zwigzki z ugrupowaniem nitrofurylowym.
Zasady Schiffa 1a-b zsyntezowatam na podstawie opublikowanej procedury [Matusiak i inni,
2013]. Produkty zidentyfikowatam poprzez Spektroskopie "H NMR. Aminofosfoniany 6-8
zostaly zsyntetyzowane poprzez zmodyfikowang reakcje aza-Pudovik, tj. przez dodanie
odpowiedniego H-fosfonianu do wigzania azometinowego zasady Schiffa 5a-b. Klasyczne
warunki dla reakcji (kwasowa kataliza w acetonitrylu lub wrzenie w toluenie) zawiodty,
siggnelam wigc po bardziej wyrafinowang metodologi¢. Dodanie H-fosfoniany
przeprowadzitam w temperaturze pokojowej, w suchym THF, a reakcje byty katalizowane
przez eteryczny kompleks BF;*OEt,, co dalo pozadane aminofosfoniany z wysokimi
wydajnosciami. To metodologia zostata opisana przez [Odinets i inni. 2009]. Rozpuszczalnik
usung¢tam na wyparce obrotowej, dodatam CH,Cl, (10 ml) i mieszaning przemytam 1M
wodnym roztworem HCI. Organiczne fazy wysuszytam Na,SQO,, nastepnie CH,Cl, usungtam

poprzez odparowanie.

) 2

AN\ /OR

/ \ HP(O)(OR?), I\ PSor2

02N O \ > 02N O
N Et,O-BF, HN
Eab \©\ THF, rt \Q
R’ R!
6a-b, 7a-b i 8a-b

5a: R' = CHj; 5b: R' = OCHj3; 6: R? = CHj; 7: R? = CH,CHg; 8: R? = Ph

Schemat 8. Synteza aminofosfonianéw z ugrupowaniem nitrofurylowym

11.4. Wlasciwosci eko i fitotoksykologiczne aminofosfonianow z ugrupowaniem

pirolowym (Publikacja 1, Publikacja 2)

Badania byly wykonywane we wspolpracy z zespolem z Instytutu Chemii, Ochrony

Srodowiska i Biotechnologii Akademii im. Jana Dhugosza w Czestochowie.

Odpowiedzi ro$lin na testowane zwiazki sg zalezne od dawki. Wartosci ECsg, ktore
odpowiadajag zahamowaniu wzrostu pedoéw, zarbwno w przypadku owsa, jak i rzodkiewki,

charakteryzuje nastgpujaca toksycznos¢: 2¢> 2b> 2a. Podobna tendencja zmian wartos$ci ECsg
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wystepowata rowniez w przypadku korzeni owsa. Pod tym wzgledem mozna stwierdzic,
ze inhibicja pedu i korzeni, zalezy od pozycji podstawnika i wyglada nastepujaco: orto <meta
<para. Bioragc pod uwage zmiany w zawartosci $wiezej i suchej masy ro$lin podczas
traktowania ich badanymi zwigzkami, jak rowniez ich kietkowanie, mozna stwierdzic,
ze dwuliscienna rzodkiewka jest bardziej wrazliwa na dziatanie badanych substancji niz
jednoliscienny owies. Wyniki uzyskane w teécie fitotoksycznym pokrywaja si¢ z tymi
uzyskanymi podczas pozostalych testow, Microtox® i Test Ostracodtokxit F™.,
Za najbardziej toksyczne zwigzki przeciwko bakteriom Aliivibrio fischeri i skorupiakom
Heterocypris incongruens zostaly uznane dwie pochodne: dimetylo N-(4-metylofenylo)
amino (2-pirolilo) —metylofosfonian 2c i dimetylo N-(4-metoksyfenylo) amino (2- pirolilo) -
metylofosfonian 2f. W przeciwienstwie do tego warto zauwazy¢, ze pochodne 2b i 2e
z podstawieniem meta sg bardziej przyjazne dla srodowiska niz zwigzki z podstawieniem orto
i para. Co wiecej, wyniki uzyskane podczas badan biologicznych w przypadku A. fischeri i H.
incogruens wykazaty silniejszy negatywny wpltyw substancji 2d-f z pier§cieniem fenylowym
podstawionym grupg metoksy w porownaniu do ukladéw podstawionych grupg metylowa
(2a-c). Wszystkie powyzsze wyniki wskazuja, ze N-arylo podstawione dimetyloamino (2-
pirolilo) metylofosfoniany 2a-f sg zwigzkami toksycznymi. Ich fitotoksycznos¢ jest znaczaca
i chociaz nie jest wystarczajaco wysoka i selektywna, aby uzna¢ zwigzki 2a-f za potencjalne
herbicydy, jednakze na tyle wysokie, aby potraktowa¢ je jako substancje szkodliwe.
Ich ekotoksycznos¢ przeciwko Aliivibrio fischeri i Heterocypris incogruens w petni
to potwierdza. Heteroarylo-podstawione pochodne fosfonoglicyny byty (i sg) rejestrowane
jako substancje o istotnym potencjale biologicznym. Biorac pod uwagg ich charakterystyke
ekotoksykologiczna, jakiekolwiek zastosowanie systemow aminofosfonowych musi by¢
poprzedzone badaniom pod katem ekotoksycznosci, zwlaszcza Ze istnieja juz dane dotyczace
szkodliwego wplyw aminofosfonowych pochodnych furanu [Matusiak i inni., 2013] i tiofenu
[Lewkowski i inni, 2016]. Co wigcej, nalezy pamigtac, ze potencjalne odpady zawierajgce

badane zwigzki 2a-f moga stanowi¢ niebezpieczenstwo dla srodowiska.

Natomiast aminofosfoniany difenylowe pochodne pirolu, ktérych ekotoksykologie
badano na bakteriach A. fischeri i skorupiakach H. incongruens, byly rowniez toksyczne,
ale w ré6znym stopniu. Zaobserwowano pewng tendencje: zwigzki, ktoére okazaly si¢ silnie
toksyczne dla H. incongruens sg raczej lekko toksyczne wobec A. fischeri, i odwrotnie:

substancje silnie toksyczne dla bakterii, nie sg silnie toksyczne dla skorupiakéw. Struktura,
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ktora prawdopodobnie przyczynita si¢ do toksycznego wptywu na H. incogruens i jego braku
w przypadku A. fischeri gdy N-podstawnik byt niepodstawiong grupa arylowa (1-naftyl,
fenyl), dla zwigzkoéw 4a i 4e. Z drugiej strony, pochodna N-(4-nitrofenylo) 4b byta wzglednie
bezpieczna dla skorupiakow, ale byla wysoce toksyczna dla bakterii. Jest to zgodne
z oczekiwaniami, poniewaz wptyw grupy nitrowej na bakterie jest dobrze znany w przypadku
grupy nitrowej zwigzanej z ugrupowaniami imidazolilowymi lub furylowymi. Zwiazki 4c-d,
ktére nie naleza do zadnej z wymienionych grup, byly rownie toksyczne dla obu badanych
organizméw, przy czym ich toksyczno$¢ mozna uzna¢ za umiarkowang. Badania nad tymi
zwigzkami zostang poglebione w najblizszej przysztosci i rozszerzone na np. badanie ich
wigzania do niektorych bialek roslinnych lub pod katem ich potencjalnej skutecznos$ci
w farmakologii. Roéwniez i te wyniki wyraznie pokazuja, ze kazda mozliwa aplikacja
badanych zwigzkéw 4a-b i 4e (lub jakiegokolwiek innego zwigzku podobnego do nich)

wymagajg szczegolnej ostroznosci.

11.5. Wiasciwosci eko i fitotoksykologiczne aminofosfonianéw z ugrupowaniem

nitrofurylowym (Publikacja 3)

Nowosyntezowane N-aryloamino (5-nitrofurfurylo) metylofosfoniany wykazuja
szkodliwy wptyw ekotoksykologiczny na wyzsze rosliny ladowe (A. sativa i R. sativus),
skorupiaki H. incongruens i gram ujemne bakterie A. fischeri. N- (4-metoksyfenylo) -
podstawione aminofosfoniany 6b, 7b i 8b sa bardziej toksyczne dla roslin wyzszych,
w porownaniu do ich analogow N(4-metylofenylowych) 6a, 7a i 8a. Stwierdzono,
ze rzodkiewka jest bardziej wrazliwa na dziatanie zwigzkow 6-8, w poréwnaniu do
jednolisciennego owsa. Zahamowanie wzrostu korzeni obydwodch badanych roslin byto
wyzsze W pordwnaniu z inhibicja peddéw, co wskazuje na to, ze podziemne czgsci obydwodch
ro$lin sg bardziej wrazliwe na dziatanie badanych zwigzkow. Aktywnos¢ N-(4-metylofenylo)
amino (5-nitrofurfurylo) metylofosfonianéw 6a, 7a i 8a na Aliivibrio fischeri i Heterocypris
incongruens bylo znacznie silniejsze w porownaniu do ich N-(4-metoksyfenylo)amino(5-
nitrofurfurylo) metylofosfonianowych analogow 6b, 7b i 8b. Niemniej jednak, wszystkie
sze$¢ badanych zwigzkow, charakteryzuje ogdlna toksycznos$¢ zaréwno w przypadku bakterii
A. fischeri i matzoraczkéw H. incogruens, przy czym sg one daleko bardziej toksyczne dla
bakterii 1 nalezy pamigtac, aby stosujac te substancje, zapobiec przedostaniu si¢ ich do

srodowiska.
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11.6. Wlasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe aminofosfonianéw z
ugrupowaniem nitrofurylowym (Publikacja 4)

Wiasciwos$ci przeciwbakteryjne 1 przeciwnowotworowe byly badane przez Aleksandre

Kowalczyk (Uniwersytet £.6dzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Zaktad Genetyki

Drobnoustrojow).

Stwierdzono, ze badane amino(5-nitrofurfurylo)metylofosfoniany dimetylowe 6b, 6¢
i 6f wykazuja interesujgcg aktywno$¢ wobec szczepow gronkowca zlocistego odpornych na

metycyling.
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12. PODSUMOWANIE
1. Zsyntezowatam a-aminofosfoniany pochodne pirolo-2-karboksyaldehydu i 5-nitrofurfuralu.
2. Przeprowadzitam badania fito- i ekotoksykologiczne zsyntezowanych zwigzkow.

3. Zwiazki dimetyloamino(2-pirolilo)metylofosfoniany wykazaly toksyczne dzialanie na
ro$liny jedno i dwuliscienne, a takze wobec skorupiakow Heterocypris incongruens i bakterii

Aliivibrio fischeri.

4. Z grupy zsyntezowanych zwigzkéw difenylo-N-aryloamino(pirolo-2-ylo)metylofosfoniany,
pochodna N-(4-nitrofenylu) byta najbardziej toksyczna dla bakterii w poréwnaniu do innych
badanych zwigzkéw. Natomiast skorupiaki Heterocypris incongruens, wrazliwe byly zarowno
na N-fenyl, jak i na N-naftylowe pochodne. Substancje te, byly jednak nieszkodliwe dla
bakterii.

5. N-aryloamino(5-nitrofurfurylo)metylofosfoniany wykazaly pewna selektywnos¢ -
toksyczne dziatanie niektorych pochodnych z ugrupowaniem nitrofurylowym bylo silniejsze

w przypadku roslin dwuli$ciennych.
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