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Wykaz skrótów 

3HF − 3-hydroksyflawon 

Co(II)-3HF − kompleks 3-hydroksyflawonu z jonami kobaltu(II) 

DMEM – zmodyfikowane podłoże Dulbecco Eagle’a (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium) 

DMSO – dimetylosulfotlenek 

DPBS − bufor fosforanowy Dulbecco (ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) 

DPPH• − rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowy 

DSC − różnicowa kalorymetria skaningowa (ang. differential scanning calorimetry) 

EDTA – kwas wersenowy 

EMEM – minimalne podłoże podstawowe Eagle’a (ang. Eagle’s Minimum Essential 

Medium) 

ESIPT − wewnątrzcząsteczkowy transfer protonu w stanie wzbudzonym (ang. excited-state 

intramolecular proton transfer) 

FBS − płodowa surowica bydlęca (ang. fetal bovine serum) 

FT-IR − spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera (ang. Fourier transformed 

infrared spectroscopy) 

IC50 − stężenie powodujące zahamowanie w 50% (ang. half-maximal inhibitory 

concentration) 

MBC − minimalne stężenie bakteriobójcze (ang. minimum bactericidal concentration) 

MHA – podłoże agarowe Mueller-Hinton (ang. Mueller-Hinton Agar) 

MHB – płynne podłoże Mueller-Hinton (ang. Mueller-Hinton Broth) 

MIC − minimalne stężenie hamujące (ang. minimum inhibitory concentration) 

Mn(II)-3HF − kompleks 3-hydroksyflawonu z jonami manganu(II) 

Na2EDTA – wersenian disodowy 

NMR − spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (ang. nuclear magnetic 

resonanse) 
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NR − test wychwytu czerwieni obojętnej (ang. neutral red uptake assay) 

PS − fosfatydyloseryna (ang. phosphatidylserine) 

ROS − reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species) 

TGA − termograwimetria (ang. thermograwimetric analysis) 

UV-Vis − spektroskopia w zakresie ultrafioletu i światła widzialnego (ang. ultraviolet-

visible spectroscopy) 

Zn(II)-3HF − kompleks 3-hydroksyflawonu z jonami cynku(II) 
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Wstęp 

Flawonoidy stanowią jedną z najliczniejszych i najbardziej zróżnicowanych grup 

naturalnych związków polifenolowych, szeroko rozpowszechnionych w świecie roślin.  

Ich znaczenie biologiczne wynika zarówno z pełnionych funkcji fizjologicznych,  

jak i z udokumentowanego wpływu na organizmy zwierzęce i ludzkie. Jako metabolity 

wtórne, związki te uczestniczą w regulacji wzrostu i rozwoju roślin, a także w ochronie 

komórek roślinnych przed stresem oksydacyjnym, promieniowaniem UV oraz czynnikami 

patogennymi. Odpowiadają również za nadanie roślinom barwy i smaku. Z uwagi  

na dowiedzione działanie przeciwutleniające, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe  

i przeciwbakteryjne stanowią one obiecujący punkt wyjścia w projektowaniu nowych 

strategii terapeutycznych. 

Szczególne miejsce w tej grupie zajmują flawonole, których struktura chemiczna 

sprzyja wysokiej reaktywności oraz zdolności do oddziaływań z biomolekułami. Jednym  

z najprostszych przedstawicieli tej klasy jest 3-hydroksyflawon (3HF), który stanowi 

podstawową jednostkę strukturalną wielu flawonoli wystepujących w naturze. Obecność 

grupy hydroksylowej w pozycji C3 oraz karbonylowej w pozycji C4 nadaje tej cząsteczce 

zdolność do chelatowania jonów metali, a także wpływa na jej właściwości spektroskopowe. 

Dzięki tym cechom 3HF jest interesującym ligandem w chemii koordynacyjnej  

oraz związkiem o potencjale biologicznym. 

Z licznych doniesień wynika, że 3-hydroksyflawon wykazuje wielokierunkową 

aktywność biologiczną. W szczególności podkreśla się jego właściwości cytotoksyczne 

wobec komórek nowotworowych, związane z indukcją apoptozy, modulacją cyklu 

komórkowego oraz wpływem na kluczowe szlaki sygnałowe regulujące przeżycie komórek. 

Ponadto związek ten wykazuje zdolność do hamowania produkcji reaktywnych form tlenu, 

co wskazuje na jego potencjał przeciwutleniający. 

Jednym z intensywnie rozwijanych kierunków badań jest modyfikacja właściwości 

flawonoidów poprzez kompleksowanie z jonami metali. Obecność donorowych atomów 

tlenu w ich strukturze umożliwia tworzenie związków koordynacyjnych,  

których właściwości fizykochemiczne i biologiczne mogą różnić się istotnie od właściwości 

wolnych ligandów. W wielu przypadkach wykazano, że kompleksowanie prowadzi  

do poprawy biodostępności oraz wzmocnienia aktywności biologicznej. Szczególne 

znaczenie mają w tym kontekście jony metali biologicznie istotnych, takich jak kobalt, 
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mangan i cynk. Pierwiastki te uczestniczą w licznych procesach enzymatycznych  

i regulacyjnych, a ich homeostaza jest kluczowa dla prawidłowego funkcjonowania 

organizmu. 

Choć liczba badań nad kompleksami flawonoidów stale rośnie, w literaturze nadal 

widoczny jest niedobór danych dotyczących kompleksów 3-hydroksyflawonu z wybranymi 

jonami metali (w szczególności kobaltu, manganu i cynku), zwłaszcza w kontekście  

ich kompleksowej charakterystyki biologicznej. Dostępne prace koncentrują się głównie  

na aspektach strukturalnych i teoretycznych analizach układów powstających w roztworach, 

pomijając szczegółową ocenę aktywności biologicznej in vitro. 

Pomimo znaczącego postępu w zakresie diagnostyki i terapii, choroby nowotworowe 

oraz infekcje bakteryjne pozostają jednymi z wiodących wyzwań współczesnej medycyny. 

Głównymi barierami w skuteczności leczenia pozostają: wysoka toksyczność stosowanych 

leków, postępująca lekooporność mikroorganizmów oraz niewystarczająca selektywność 

działania, co skłania do poszukiwania nowych związków o potencjalnym  

zastosowaniu terapeutycznym. Istotnym przykładem jest rak gruczołu krokowego,  

który w zaawansowanym stadium wykazuje oporność na standardowe metody leczenia. 

Mając na uwadze powyższe przesłanki oraz niedostatek danych literaturowych, uzasadnione 

wydaje się zbadanie właściwości biologicznych nowych kompleksów 3-hydroksyflawonu  

z wybranymi jonami metali. Weryfikacja ich potencjału, opierająca się na ocenie aktywności 

przeciwbakteryjnej, badaniu profilu cytotoksycznego oraz określeniu ogólnego typu 

indukowanej śmierci komórkowej, pozwala na wstępną charakterystykę tych związków  

i ocenę ich przydatności w dalszych badaniach. 
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1 Przegląd literatury 

1.1 Flawonoidy – struktura, klasyfikacja i aktywność biologiczna 

Flawonoidy to bardzo obszerna i zróżnicowana grupa związków polifenolowych, 

będących metabolitami wtórnymi roślin. Obecnie zidentyfikowano ponad 10 tysięcy 

różnych flawonoidów, a wraz z rozwojem technik izolacyjnych i analitycznych ich liczba 

stale rośnie [1]. Są szeroko rozpowszechnione w świecie roślin, ich bogatym źródłem  

w diecie są warzywa, zioła oraz produkty zbożowe. Występują również w niektórych 

napojach, takich jak herbata czy czerwone wino. Proces ich syntezy i gromadzenie zachodzą 

w różnych organach roślinnych, m.in w owocach, kwiatach, liściach czy nasionach [2,3]. 

Flawonoidy pełnią w roślinach szereg istotnych funkcji. Odpowiadają  

między innymi za nadanie barwy kwiatom i owocom, co ma kluczowe znaczenie w procesie 

zapylania i rozprzestrzeniania nasion. Mogą również nadawać smak i zapach, co ma na celu 

zarówno przyciąganie zapylaczy, jak i odstraszanie drapieżników. Pełnią także funkcję 

fungicydów i insektycydów [4]. Uczestniczą w regulacji wzrostu i rozwoju roślin,  

biorąc udział m.in. w modulacji transportu auksyn. W warunkach stresu środowiskowego 

(takich jak susza, niekorzystna temperatura czy promieniowanie UV) następuje zwiększona 

akumulacja flawonoidów, które wykazują zdolność do wychwytywania reaktywnych form 

tlenu, chroniąc komórki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi [5,6]. Dzięki dużej 

różnorodności strukturalnej mogą wiązać się z wieloma biomolekułami, a także wpływać  

na funkcjonowanie licznych szlaków enzymatycznych [7]. 

Podstawą budowy flawonoidów jest szkielet węglowy C6−C3−C6, złożony z dwóch 

pierścieni aromatycznych (oznaczanych jako pierścienie A i B), połączonych trzema 

atomami węgla, tworzącymi heterocykliczny pierścień C (Rys. 1) [1]. 

 

Rys. 1. Podstawowy szkielet węglowy flawonoidów (2-fenylochromen) wraz z numeracją 

atomów węgla i oznaczeniem pierścieni. Opracowanie własne w programie ChemSketch 

2024.2.0 w oparciu o [8]. 
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Zróżnicowanie strukturalne flawonoidów wynika przede wszystkim z liczby  

i położenia podstawników, stopnia utlenienia pierścienia C oraz obecności reszt cukrowych. 

Większość flawonoidów występuje w naturze w postaci glikozydów, co wpływa  

na ich właściwości fizykochemiczne i biologiczne, w tym zwiększa ich rozpuszczalność  

i stabilność, ale jednocześnie może ograniczać ich bezpośrednią aktywność biologiczną  

w porównaniu z aglikonami [9]. Flawonoidy są syntezowane w roślinach w szlaku 

fenylopropanoidowym. Ich bioprekursorem jest aminokwas L-fenyloalanina, który pod 

wpływem enzymu amoniakoliazy fenyloalaninowej ulega przekształceniu  

do 4-kumaroilo-CoA. Cząsteczka ta ulega następnie kondensacji z trzema cząsteczkami 

malonylo-CoA, co prowadzi do powstania chalkonu, stanowiącego prekursor wielu 

flawonoidów [10]. 

Ze względu na rodzaj i położenie podstawników, flawonoidy można podzielić  

na sześć głównych klas, w tym flawony, flawanony, flawonole, flawanole, izoflawony  

oraz antocyjanidyny (Rys. 2). 

Flawony 

 

Flawanony 

 

Flawonole 

 

Flawanole 

 

Izoflawony 

 

Antocyjanidyny 

 

Rys. 2. Główne klasy flawonoidów, opracowanie własne w programie ChemSketch 2024.2.0  

w oparciu o [3]. 
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Flawony posiadają układ 2-fenylchromen-4-onu i charakteryzują się obecnością 

podwójnego wiązania C2=C3 oraz grupy karbonylowej przy węglu C4 w pierścieniu C. 

Występują najczęściej w postaci 7-O-glikozydów, a znaleźć je można głównie w liściach, 

kwiatach i owocach wielu roślin, takich jak seler, pietruszka i czerwona papryka.  

Do tej klasy należą m.in. apigenina i luteolina [11]. Flawanony różnią się od flawonów 

brakiem podwójnego wiązania w pierścieniu C, który ma układ nasycony. Występują 

głównie w owocach cytrusowych, a do przedstawicieli tej klasy zalicza się m.in. naringeninę 

i hesperetynę [12]. Flawonole są pochodnymi flawonów, zawierają dodatkową grupę 

hydroksylową w pozycji C3. Obecność jednocześnie podwójnego wiązania, grupy 

karbonylowej oraz grupy hydroksylowej zwiększa ich reaktywność i potencjał 

antyoksydacyjny, przez co klasa ta jest najczęściej analizowana pod kątem aktywności 

biologicznej i właściwości przeciwutleniających. Są szeroko rozpowszechnione w owocach 

i warzywach, przedstawicielami tej klasy są m.in. kwercetyna i kemferol [3,12]. Flawanole, 

określane również jako katechiny, różnią się od pozostałych klas brakiem podwójnego 

wiązania w pierścieniu C, a także grupy karbonylowej przy węglu C4. Pierścień C często 

podstawiony jest wieloma grupami hydroksylowymi, co wpływa na silne właściwości 

antyoksydacyjne. Do tej grupy zaliczyć można na przykład katechinę i epikatechinę, 

występujące m.in. w herbacie i kakao [3,13]. Izoflawony wyróżniają się spośród innych klas 

odmiennym położeniem pierścienia B, który przyłączony jest do atomu  

węgla C3 pierścienia C. Powszechnie gromadzą się w roślinach strączkowych,  

a ich głównymi źródłami są soja i produkty sojowe, lucerna i ciecierzyca. Izoflawony 

wykazują silne działanie estrogenne, mogą przyczyniać się do zachowania równowagi 

hormonalnej u kobiet. Do najlepiej poznanych należą genisteina i daidzeina [1,14]. Ostatnią 

z głównych klas są antocyjanidyny, związki fitochemiczne w formie aglikonów, 

odpowiedzialne za fioletowe, czerwone i niebieskie zabarwienie owoców i kwiatów.  

Ich struktura charakteryzuje się obecnością kationu flawyliowego o silnie sprzężonym 

układzie elektronowym, a obecność ładunku odróżnia je od innych klas flawonoidów.  

W naturze związki te najczęściej występują w postaci glikozydów, określanych jako 

antocyjany. Jest to bardzo zróżnicowana grupa, do tej pory zidentyfikowano ponad  

650 związków. Przedstawicielami tej klasy są cyjanidyna oraz delfinidyna, stosowane  

m.in. jako barwniki do żywności [1,14]. 
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W ostatnich latach stale rośnie zainteresowanie związkami flawonoidowymi,  

co związane jest z ich szerokim spektrum aktywności biologicznej. Liczne badania 

wskazują, że flawonoidy wykazują istotne działanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne, 

antymutagenne, przeciwnowotworowe oraz przeciwbakteryjne, a dzięki ich obecności  

w diecie maleje ryzyko wystąpienia chorób przewlekłych, w tym chorób układu krążenia, 

neurodegeneracyjnych oraz schorzeń związanych ze stanem zapalnym[15,16].  

Antyoksydanty pełnią istotną rolę w utrzymaniu homeostazy redoks organizmu, 

chroniąc komórki przed wyniszczającym działaniem reaktywnych form tlenu  

(ROS, ang. reactive oxygen species). Nadmierna produkcja tych cząsteczek skutkuje 

uszkodzeniem DNA, białek oraz lipidów, co prowadzi między innymi do rozwoju procesów 

zapalnych, mutagenezy i chorób cywilizacyjnych [17]. Mechanizm działania 

przeciwutleniaczy polega w głównej mierze na neutralizacji wolnych rodników poprzez 

przekazanie elektronu lub atomu wodoru. Prowadzi to do stabilizacji ROS i przerwania 

reakcji utleniania. Zdolność flawonoidów do wygaszania reaktywnych form tlenu związana 

jest z obecnością sprzężonych wiązań podwójnych, grup hydroksylowych, a także grupy 

karbonylowej w pozycji C4, które umożliwiają delokalizowanie wolnego elektronu [15,17]. 

Wykazano, że liczba i położenie podstawników mają istotny wpływ na potencjał 

przeciwutleniający. Obecność dodatkowych grup hydroksylowych oraz brak glikozydacji  

w pozycji C3 zwiększają aktywność antyoksydacyjną, przy czym szczególnie korzystne jest 

położenie podstawników w pozycji orto [18]. Aktywność przeciwutleniająca związków 

flawonoidowych potwierdzana jest zarówno w testach chemicznych (na przykład testem  

z użyciem rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowego DPPH•), jak i w modelach 

komórkowych. Ekstrakty z werbezyny (Verbesina sphaerocephala), bogate w związki 

fenolowe i flawonoidy, w których zidentyfikowano m.in. rutynę, wykazały zdolność  

do wymiatania wolnych rodników i zwiększania całkowitego potencjału  

antyoksydacyjnego [19], a ekstrakty z liści liliowca rdzawego (Hemerocallis fulva),  

w których składzie wykazano obecność m.in. rutyny, izokwercetyny oraz katechiny, 

dodatkowo zmniejszały poziom ROS w modelach stresu oksydacyjnego indukowanego 

H2O2 w komórkach HaCaT, jednocześnie nie wykazując cytotoksyczności [20].  

W badaniach in vivo zauważono obniżenie poziomu dialdehydu malonowego i tlenku azotu, 

będących markerami stresu oksydacyjnego, a także wzrost aktywności enzymów 

antyoksydacyjnych, m.in. dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy, co wskazuje na ochronne 
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działanie flawonoidów epikatechiny, epigalokatechiny, procyjanidyny B2, kwercetyny, 

taksyfoliny oraz rutyny w warunkach stresu oksydacyjnego [18]. 

Stan zapalny jest złożoną reakcją organizmu wobec działania czynników 

chemicznych, fizycznych lub biologicznych. Po rozpoznaniu obcego bodźca przez komórki 

układu odpornościowego następuje uruchomienie szlaków prozapalnych, co skutkuje 

uwolnieniem cytokin, chemokin oraz innych mediatorów odpowiedzi zapalnej,  

a utrzymująca się ekspozycja może doprowadzić do przewlekłej reakcji zapalnej [21]. 

Badania eksperymentalne wykazały, że flawonoidy mogą hamować odpowiedź zapalną. 

Ekstrakt z liści strączyńca oskrzydlonego (Senna alata) istotnie zmniejszał obrzęk łapy  

w modelu szczurzym, ograniczając rozwój stanu zapalnego indukowanego karageniną,  

a autorzy powiązali ten efekt z wysoką całkowitą zawartością flawonoidów  

(TFC, ang. total flavonoid content) w ekstrakcie [22]. Ten sam model indukowanej 

odpowiedzi zapalnej zastosowano w badaniu przeciwzapalnej aktywności flawonoidu 

fustyny, wyizolowanej z ekstraktu z perukowca podolskiego (Cotinus coggygria) [23]. 

Ekstrakt metanolowy z kwiatów fiołka wonnego (Viola odorata) wykazywał  

zależną od dawki aktywność przeciwzapalną i cytotoksyczność w badaniach in vitro,  

co również przypisano wysokiej zawartości flawonoidów i innych polifenoli,  

w tym 7-O-glikozydu apigeniny, katechiny i rutyny [24]. 

Flawonoidy posiadają również właściwości antymutagenne, co zostało potwierdzone 

zarówno w testach in vitro, jak i in vivo. Ekstrakty uzyskane z sumaka lakowego  

(Rhus verniciflua), z których wyizolowano m.in takie flawonoidy jak sulfuretyna, fisetyna, 

fustyna i garbanzol, posiadały zdolność do hamowania mutagenności aflatoksyny B1, 

silnego kancerogenu. Efekt ten był związany z wychwytywaniem reaktywnych, 

elektrofilowych metabolitów pośrednich powstających w wyniku aktywacji mutagenu [25]. 

Podobnie ekstrakty z huby pospolitej (Fomes fomentarius), bogate w związki fenolowe  

i flawonoidy oraz z goździków (Dianthus spp.), zawierające m.in. rutynę i florydzynę, 

ograniczały częstość występowania mutacji indukowanych związkami chemicznymi,  

takimi jak azydek sodu czy 4-nitro-o-fenylenodiamina [26,27]. Dodatkowo udowodniono, 

że niektóre flawonoidy, takie jak kwercetyna, rutyna, apigenina czy diosmina, wykazują 

działanie genoprotekcyjne u myszy po zastosowaniu promieniowania jonizującego,  

przy czym obecność grup hydroksylowych w pozycjach C5 i C7 pierścienia A, a także grupy 

katecholowej w pierścieniu B wzmacnia ten efekt [28]. 
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Liczne badania in vitro i in vivo wskazują, że flawonoidy posiadają wielokierunkową 

aktywność przeciwnowotworową, która wynika z oddziaływania na procesy związane  

z przeżyciem komórek nowotworowych [29]. Ich mechanizm działania oparty jest przede 

wszystkim na hamowaniu proliferacji komórek nowotworowych oraz indukcji śmierci 

komórkowej, a także modulacji cyklu komórkowego i kluczowych szlaków sygnałowych 

związanych z przeżyciem komórek. W modelu raka wątrobowokomórkowego apigenina 

skutecznie zmniejszała proliferację komórek i promowała ich śmierć zarówno in vitro,  

jak i in vivo, a mechanizm jej działania wiązano m.in. z modulacją ekspresji mikroRNA  

i genów związanych ze szlakami kinaz MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase)  

oraz PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinase) [30]. Podobne działanie wykazała naryngenina, 

hamując proliferację, inwazyjność i migrację komórek raka wątroby i wykazując silne 

działanie proapoptyczne [31]. W badaniach na modelach komórkowych 

niedrobnokomórkowego raka płuca (NSCLC, ang. non-small-cell lung carcinoma) kemferol 

hamował proliferację i indukował autofagię przez hamowanie szlaku 

Met/PI3K/AKT/mTOR1, najczęściej aktywowanego szlaku sygnałowego w ludzkich 

nowotworach [32]. W komórkach tego samego typu nowotworu sylibinina,  

poprzez modulację szlaków EGFR/JAK2/STAT52 oraz PI3K/AKT, hamowała angiogenezę, 

migrację i inwazyjność komórek [33]. Flawonoidy mogą również działać synergistycznie  

z rutynowo stosowanymi substancjami terapeutycznymi, zwiększając ich skuteczność.  

W mysim modelu raka trzustki, uzyskanym przez podskórne wszczepienie komórek linii 

Capan-1, połączenie kwercetyny i kurkuminy skutecznie hamowało wzrost  

nowotworu, a skojarzenie z cisplatyną skutkowało jeszcze większą redukcją  

masy guza oraz zwiększeniem obszaru nekrozy [34]. Działanie synergistyczne  

wykazała również luteolina, która w połączeniu z oksaliplatyną w zwierzęcym modelu  

raka jelita grubego znacząco zwiększała ekspresję markerów apoptozy  

PARP (ang. poly(ADP-ribose) polymerase) i p53 [35]. 

Flawonoidy wykazują wielokierunkową aktywność przeciwbakteryjną  

wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, wpływając na procesy związane  

z wirulencją i przeżywalnością komórek. Jednym z istotnych mechanizmów działania  

jest zaburzenie integralności błony komórkowej. Potencjał przeciwbakteryjny flawonoidów 

często związany jest z lipofilowością i płaską budową cząsteczek, które ułatwiają związkom 

 
1 (ang. mesenchymal-epithelial transition factor / protein kinase B / mechanistic target of rapamycin) 
2 (ang. epidermal growth factor receptor / Janus kinase 2 / signal transducer and activator of transcription 5) 
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wnikanie do dwuwarstwy lipidowej. Wykazano na przykład, że bajkaleina zwiększała 

przepuszczalność błony cytoplazmatycznej oraz zewnętrznej błony bakterii  

Gram-ujemnych, co potęgowało skuteczność doksocykliny wobec szczepów 

wielolekoopornych [36]. Genisteina z kolei indukowała u Escherichia coli wytwarzanie 

tlenku azotu, który prowadził do depolaryzacji błony oraz uszkodzeń DNA [37].  

Innym istotnym mechanizmem działania przeciwbakteryjnego jest modulacja 

mechanizmów oporności oraz hamowanie tworzenia biofilmu bakteryjnego. Wykazano,  

że naringina zmniejszała produkcję egzopolisacharydów i alginianu, czyli składników 

macierzy biofilmu uczestniczących w adhezji komórek bakteryjnych do powierzchni  

oraz ich wzajemnej agregacji. Prowadziło to do ograniczenia zdolności tworzenia biofilmu 

przez szczepy z rodzaju Pseudomonas, a także częściowej degradacji już istniejących 

struktur [38]. Flawonoidy mogą również neutralizować czynniki zjadliwości  

bez bezpośredniego zabijania samych bakterii, co sprzyja zmniejszeniu presji selekcyjnej 

prowadzącej do powstawania oporności. Kwercetyna w modelach zwierzęcych wykazała 

zdolność do wiązania się z koagulazą, hamując jej aktywność, co skutecznie chroniło  

przed zakażeniami odcewnikowymi wywołanymi przez Staphylococcus aureus [39]. 

Ograniczenie wirulencji zaobserwowano również po zastosowaniu hesperetyny,  

która hamowała ekspresję genów związanych z ruchliwością i adhezją u Helicobacter pylori, 

uniemożliwiając szczepowi kolonizację [40]. Badania synergistycznych interakcji 

związków flawonoidowych z antybiotykami (na przykład katechiny z tetracykliną  

oraz glabrydyny z norfloksacyną) wykazały, że związki te mogą znacznie obniżać 

minimalne stężenia hamujące antybiotyków (MIC, ang. minimum inhibitory concentration), 

zwiększając ich skuteczność nawet wobec opornych szczepów [41,42]. 
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1.2 3-hydroksyflawon 

3-hydroksyflawon (3HF) jest najprostszym przedstawicielem klasy flawonoli, 

zbudowanym z dwóch pierścieni aromatycznych (A i B) połączonych heterocyklicznym 

pierścieniem benzopironu (Rys. 3). W jego strukturze obecna jest grupa hydroksylowa  

w pozycji C3 i grupa karbonylowa w pozycji C4, co umożliwia tworzenie 

wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego między nimi, a także warunkuje zdolność 

do chelatowania jonów metali. 3HF nie występuje w naturze w postaci wolnej,  

ale jest podstawową cząsteczką strukturalną wielu flawonoli występujących  

w roślinach [43]. 

 

Rys. 3. Struktura chemiczna 3-hydroksyflawonu wraz z numeracją atomów węgla. 

Opracowanie własne w programie ChemSketch 2024.2.0 w oparciu o [44]. 

Klasyczną metodą otrzymywania flawonoli, w tym 3-hydroksyflawonu, jest reakcja 

Algar-Flynn-Oyamanda, polegająca na cyklizacji odpowiednich 2’-hydroksychalkonów  

w środowisku zasadowym [45]. Modyfikacje tej procedury, w tym jednoetapowa metoda 

zaproponowana przez Gonduz i wsp., umożliwiły zwiększenie wydajności procesu  

i skrócenie czasu reakcji [46]. Alternatywą dla syntezy chemicznej są przemiany 

mikrobiologiczne, z wykorzystaniem szczepów grzybów takich jak Aspergillus niger  

czy Penicillium chermesinum, umożliwiające selektywne hydroksylowanie szkieletu 

flawonoidowego [47]. 

3-hydroksyflawon wykazuje zdolność do wewnątrzcząsteczkowego transferu 

protonu w stanie wzbudzonym (ESIPT, ang. excited-state intramolecular proton transfer). 

Proces ten prowadzi do powstania dwóch form emisyjnych: normalnej enolowej (N*)  

oraz tautomerycznej ketonowej (T*), obserwowanych na widmie jako dwa osobne pasma 

emisji [48]. Na przebieg procesu ESIPT duży wpływ ma środowisko cząsteczki.  

W rozpuszczalnikach niepolarnych dominuje emisja formy ketonowej,  
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natomiast w rozpuszczalnikach polarnych i protonowych intensywniejsza jest emisja formy 

normalnej, co umożliwia wykorzystanie stosunku intensywności pasm N*/T* w badaniach 

ratiometrycznych. Oprócz oddziaływania z cząsteczkami rozpuszczalnika, na przebieg 

procesu ESIPT może również wpływać interakcja z różnymi biomolekułami,  

a także koordynacja z jonami metali. Dzięki tym właściwościom, 3-hydroksyflawon  

może być wykorzystywany jako sonda fluorescencyjna do monitorowania zmian 

środowiska, w tym badania różnych procesów i wykrywania cząsteczek i jonów [49].  

Na tej podstawie opracowano m.in. ratiometryczny sensor do wykrywana ludzkiej 

karboksyloesterazy 2. Sonda ta ulega hydrolizie pod wpływem badanego enzymu,  

co prowadzi do uwolnienia 3HF i wyraźnej zmiany widma emisji [50]. Zaprojektowano 

również boronianowe pochodne 3-hydroksyflawonu przeznaczone do detekcji anionu 

nadtlenoazotynowego (ONOO-), reaktywnej formy azotu powstającej w warunkach stresu 

oksydacyjnego, której nadmiar związany jest w procesami neurodegeneracyjnymi,  

w tym z chorobą Alzheimera [51]. W badaniach analitycznych wykorzystano  

również zdolność 3HF do tworzenia kompleksów, opracowano między innymi sondę  

do wykrywania anionów fluorkowych i octanowych opartą na kompleksie  

3-hydroksyflawonu z glinem, a także czuły chemosensor fluorescencyjny do oznaczania 

kationów miedzi i cynku [52,53]. Tworzenie kompleksów z jonami cynku zostało również 

wykorzystane do selektywnego oznaczania tego pierwiastka w próbkach wody pitnej, 

szamponów do włosów oraz produktów farmaceutycznych, a także do obrazowania  

jego jonów wewnątrz komórek nowotworowych [54,55]. Ponadto 3-hydroksyflawon 

wykazuje powinowactwo do białek, wiążąc się m.in. z albuminą surowicy bydlęcej,  

a układ oparty na takim kompleksie został wykorzystany do oznaczania pepsyny [56]. 

1.2.1 Aktywność biologiczna 3-hydroksyflawonu i jego pochodnych 

3-hydroksyflawon, dzięki swojej strukturze chemicznej, wykazuje szeroki zakres 

aktywności biologicznych. Związek ten zwraca szczególną uwagę badaczy  

ze względu na swoją aktywność antyoksydacyjną i cytotoksyczność, a w literaturze istnieje 

wiele doniesień o jego właściwościach przeciwnowotworowych. Jego zdolność  

do hamowania proliferacji komórek i indukcji apoptozy wynika z wpływu na kluczowe 

szlaki sygnałowe. W badaniach na komórkach ludzkiego kostniakomięsaka zaobserwowano, 

że 3HF hamuje wzrost komórek nowotworowych, co związane jest m.in. z aktywacją 

ekspresji białka ZAKβ (ang. Zipper sterile-alpha-motif kinase beta), skutkującą aktywacją 

szlaku apoptozy zależnego od kinazy JNK (ang. C-Jun N-terminal kinase) [57].  
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Wykazano również, że związek ten oddziałuje na procesy mitotyczne w komórkach 

nowotworowych poprzez inhibicję kinazy Aurora B, będącej jednym z kluczowych 

regulatorów podziałów komórkowych, co prowadzi do skutecznego zahamowania 

proliferacji komórek [58]. Aktywność 3-hydroksyflawonu związana jest również  

z modulowaniem szlaków sygnałowych związanych ze stanem zapalnym. Dowiedziono,  

że może on hamować produkcję prostaglandyny E2, co jest wynikiem zahamowania kaskady 

kinaz aktywowanych mitogenami MAPK oraz ekspresji cyklooksygenazy-2.  

W konsekwencji prowadzi to do zahamowania proliferacji komórek indukowanej 

epidermalnym czynnikiem wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor) [59]. Właściwości 

cytotoksyczne potwierdzono również w badaniach porównawczych z innymi flawonoidami. 

W eksperymencie przeprowadzonym na komórkach nowotworowych i śródbłonka 

zaobserwowano, że 3HF wykazuje znacznie silniejsze działanie cytotoksyczne  

niż jeden z najczęściej badanych flawonoidów, jakim jest kwercetyna. W badanych liniach 

komórkowych zauważono znaczne obniżenie przeżywalności komórek i zatrzymanie cyklu 

komórkowego w fazie G2/M, związane z indukcją apoptozy [60]. Poza bezpośrednim 

działaniem cytotoksycznym, 3-hydroksyflawon wykazuje również potencjał w terapiach 

skojarzonych z innymi lekami. Jednoczesne zastosowanie 3HF i imatynibu doprowadziło  

do znacznego wzrostu liczby komórek ulegających apoptozie w linii komórek białaczki 

opornej na ten lek, a efekt ten związany był z aktywacją kaspaz i obniżeniem poziomu 

onkoproteiny fosfo-Bcr/Abl (ang. breakpoint cluster region / Abelson), odpowiedzialnej  

za niekontrolowane namnażanie komórek krwi [61]. Odmienny efekt działania  

3HF zaobserwowano w przypadku komórek prawidłowych. Wykazano, że poprzez 

oddziaływanie na szlak sygnałowy ERK (ang. extracellular signal-regulated kinases)  

może on pozytywnie wpływać na proliferację, przeżywalność oraz różnicowanie komórek 

na etapie embriogenezy, znacząco poprawiając rozwój zarodków in vitro w modelu 

świńskim [62]. Oprócz aktywności przeciwnowotworowej, 3-hydroksyflawon wykazuje 

również właściwości antyoksydacyjne. W badaniach przeprowadzonych na komórkach 

nabłonka kanalików nerkowych wykazano, że związek ten chronił komórki  

przed szkodliwym działaniem nikotyny. Mechanizm działania polegał na hamowaniu 

produkcji ROS i aktywacji szlaku PKA/CREB3, prowadzącego do zwiększonej ekspresji 

mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej, będącej kluczowym enzymem 

antyoksydacyjnym [63]. 

 
3 (ang. protein kinase A / cAMP responsive element-binding protein) 
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Znaczny potencjał biologiczny 3-hydroksyflaownu sprawił, że stał się on punktem 

wyjścia do projektowania licznych nowych pochodnych o zmodyfikowanych 

właściwościach. Badania nad syntetycznymi analogami 3HF potwierdziły,  

że wybrane związki z tej grupy indukowały apoptozę i hamowały proliferację komórek  

raka jelita grubego w badaniach in vitro i in vivo, działając jako inhibitory  

deacetylazy histonowej HDAC8, pełniącej istotną rolę w regulacji ekspresji genów  

w komórkach nowotworowych [64]. Ponadto Znati i wsp. zaprojektowali  

46 nowych pochodnych 3HF, które następnie przebadali pod kątem aktywności 

przeciwnowotworowej. W badaniach tych wykazano, że niektóre ze związków pochodnych 

wykazały wysoką cytotoksyczność wobec komórek raka jelita grubego oraz raka jajnika, 

jednocześnie wykazując zdolność do hamowania aktywności enzymu 15-lipooksygenazy, 

biorącego udział w procesach zapalnych [65]. 

1.2.2 Modyfikacja właściwości flawonoidów po kompleksowaniu z jonami metali 

Istotnym kierunkiem badań nad flawonoidami jest modyfikacja ich struktury  

i właściwości poprzez kompleksowanie z jonami metali. Ze względu na obecność  

w strukturze grup funkcyjnych zdolnych do koordynacji kationów metali, w szczególności 

grupy karbonylowej oraz grup hydroksylowych, związki te stanowią doskonałe ligandy.  

W zależności od położenia i liczby podstawników, wiązanie koordynacyjne  

może powstawać w różnych miejscach cząsteczki, w szczególności pomiędzy grupami  

4-karbonylową i grupą hydroksylową w pozycji C3 lub C5 [66]. Przebieg kompleksowania 

zależy nie tylko od budowy liganda i właściwości metalu, ale również od warunków 

środowiska, takich jak pH, temperatura czy rodzaj rozpuszczalnika. W warunkach 

laboratoryjnych kompleksy syntetyzuje się najczęściej poprzez połączenie alkoholowego 

lub wodnego roztworu flawonoidu z roztworem soli danego metalu, a następnie dodanie 

roztworu zasady, mającego na celu deprotonację grup hydroksylowych i ułatwienie 

koordynacji metalu [67]. Kompleksowanie flawonoidów z jonami metali może znacznie 

modyfikować właściwości związków wyjściowych. Często obserwuje się poprawę 

właściwości biologicznych, w tym aktywności przeciwnowotworowej, a także zmianę 

właściwości fizykochemicznych, takich jak rozpuszczalność, stabilność i biodostępność  

w porównaniu z wolnym ligandem [68]. 
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W poszukiwaniu nowych związków biologicznie aktywnych, bardzo duże znaczenie 

ma dobór odpowiedniego atomu centralnego. Wśród licznych pierwiastków szczególną 

uwagę przyciągają metale pełniące istotne role biologiczne w organizmie ludzkim,  

takie jak kobalt, mangan oraz cynk. Kobalt jest pierwiastkiem śladowym, będącym atomem 

centralnym witaminy B12 (kobalaminy), która jest kluczowa w procesie syntezy DNA  

oraz do zachowania prawidłowego funkcjonowania układu krwiotwórczego i nerwowego. 

Ciekawą właściwością jonów Co(II) jest ich zdolność do naśladowania stanu niedotlenienia 

(hipoksji), głównie poprzez stabilizację czynnika indukowanego niedotlenieniem  

(HIF-1α, ang. hypoxia inducible factor-1α), sprawiając, że komórki zachowują się tak,  

jakby znajdowały się w środowisku o niskiej zawartości tlenu. Prowadzi to do aktywacji 

genów związanych z angiogenezą i jest kluczowym mechanizmem regeneracji tkanek. 

Oznacza to, że kompleksowanie z jonami kobaltu może nie tylko zmieniać aktywność 

wolnego liganda, ale także stymulować procesy związane z tworzeniem nowych naczyń 

krwionośnych [69]. Mangan jest kluczowym mikroelementem, pełniącym rolę  

w utrzymaniu równowagi redoks w komórkach. Jest kofaktorem licznych metaloenzymów, 

w tym dysmutazy ponadtlenkowej (Mn)SOD (ang. manganese superoxide dismutase) 

znajdującej się w mitochondriach. Enzym ten katalizuje przemianę chemiczną 

anionorodnika ponadtlenkowego O2
•– do tlenu i nadtlenku wodoru, co chroni komórki przed 

stresem oksydacyjnym. Zaburzenia homeostazy manganu, a co za tym idzie funkcjonowania 

(Mn)SOD, powiązane są z rozwojem wielu chorób, m.in. progresją otyłości, dysfunkcji 

układu sercowo-naczyniowego, schorzeń neurodegeneracyjnych oraz nowotworów [70]. 

Kolejnym niezwykle ważnym mikroelementem jest cynk, pełniący funkcję regulatorową  

i strukturalną w wielu procesach biologicznych. Szacuje się, że jest komponentem  

ponad 3 tysięcy białek, w tym licznych enzymów i czynników transkrypcyjnych.  

Jest elementem budulcowym tak zwanych „palców cynkowych”, czyli motywów 

strukturalnych białek odpowiedzialnych za regulację ekspresji genów.  

Ze względu na szerokie spektrum działania, wychwyt jonów cynku, ich dystrybucja, 

magazynowanie i wydalanie podlegają ścisłej kontroli. Zaburzenia homeostazy cynku 

związane są z patogenezą wielu chorób przewlekłych, w tym nowotworów, cukrzycy, 

choroby Alzheimera oraz innych chorób wynikających z wieku. Cynk pełni bardzo ważną 

rolę w komórkach prostaty, jego prawidłowy poziom jest niezbędny do właściwego 

funkcjonowania tego gruczołu. Wykazano, że w komórkach raka prostaty stężenie cynku 

znacznie spada, co jest związane z obniżeniem ekspresji transporterów cynku,  

a zjawisko to koreluje z postępem złośliwości nowotworu [71]. 
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W literaturze naukowej istnieje wiele doniesień dowodzących, że kompleksowanie 

flawonoidów z wyżej wymienionymi jonami metali może prowadzić do zmian  

ich aktywności biologicznej. Zauważono na przykład, że połączenie chryzyny z jonami 

kobaltu skutkowało wzmocnieniem potencjału przeciwutleniającego poprzez zwiększenie 

zdolności wychwytywania wolnych rodników, a aktywność otrzymanych kompleksów była 

porównywalna do działania kwasu askorbinowego [72]. Zaobserwowano również,  

że kompleks luteoliny z jonami manganu wykazuje zwiększoną aktywność 

przeciwutleniającą i przeciwbakteryjną w porównaniu z ligandem, a także posiada zdolność 

do obniżenia poziomu glukozy we krwi. W badaniach tych zauważono także, że zarówno 

luteolina, jak i jej kompleks z manganem wykazują zdolność do hamowania aktywności 

oksydazy ksantynowej, przy czym po kompleksowaniu efekt ten jest silniejszy [73]. Znaczne 

wzmocnienie potencjału antyoksydacyjnego w porównaniu z wolnym ligandem 

udokumentowano również dla kompleksu kemferolu z jonami cynku. Efekt ten  

był szczególnie zauważalny dla kompleksu o stechiomerii 1:1, a tłumaczono go między 

innymi zwiększeniem kwasowości grup fenolowych, co ułatwiało ich deprotonację w 

reakcjach neutralizacji rodników [74]. Ponadto wykazano, że kompleksowanie z jonami 

cynku może znacząco zmienić aktywność biologiczną kwercetyny. W badaniach 

przeprowadzonych przez Lee i wsp. otrzymano kompleks utworzony przy udziale grupy  

4-karbonylowej i 3-hydroksylowej, który wykazał silniejsze działanie cytotoksyczne 

względem komórek raka pęcherza moczowego, skuteczniej indukując apoptozę i hamując 

migrację komórek [75]. Z kolei Nakamura i wsp. otrzymali kompleks kwercetyny  

z cynkiem, w którym koordynacja obejmowała również grupy hydroksylowe  

z pierścienia B. W badaniach przeprowadzonych na liniach komórkowych raka  

jelita grubego (HCT116) oraz raka wątroby (HepG2) kompleks ten wykazał  

zwiększoną skuteczność przeciwnowotworową w stosunku do samej kwercetyny,  

silniej hamując proliferację komórek i indukując apoptozę. Zauważono również  

zwiększony wewnątrzkomórkowy wychwyt zarówno kwercetyny, jak i jonów cynku,  

co wskazuje na poprawę biodostępności po kompleksowaniu [76]. 

 

 

 



22 

 

1.2.3 Kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami metali 

3-hydroksyflawon, ze względu na swoją budowę, wykazuje zdolność do tworzenia 

stabilnych związków koordynacyjnych z jonami różnych metali, w szczególności  

metali przejściowych oraz metali ciężkich. W literaturze przedstawiono szereg  

kompleksów, które były badane pod kątem właściwości biologicznych,  

takich jak aktywność antyoksydacyjna, przeciwbakteryjna czy przeciwnowotworowa. 

Wykazano na przykład, że związki koordynacyjne 3-hydroksyflawonu z platyną(II)  

charakteryzowały się zwiększoną aktywnością cytotoksyczną wobec linii komórek glejaka 

(U87) i raka piersi (MCF-7) niż sam ligand [77]. Interesujące wyniki otrzymano  

również dla arenowych pochodnych 3-hydroksyflawonu z rutenem(II),  

które analizowano pod kątem stabilności, cytotoksyczności i potencjalnych oddziaływań  

z DNA i aminokwasami. Otrzymane związki wykazały wysoką cytotoksyczność wobec linii 

komórek raka jajnika (CH1), raka jelita grubego (SW480) oraz niedrobnokomórkowego  

raka płuca (A549), a działanie to powiązano z zahamowaniem aktywności  

topoizomerazy IIα [78]. W literaturze opisano również alkinylowe kompleksy  

3-hydroksyflawonu z jonami złota(I), które poprzez hamowanie aktywności  

cyklooksygenazy-1 i -2, a także reduktazy tioredoksyny i reduktazy glutationu, wykazały 

aktywność przeciwko komórkom linii gruczolakoraka okrężnicy Caco-2, MCF-7  

oraz HepG2 [79]. Otrzymano również kompleksy renu(I), które w badaniach in vitro 

wykazały cytotoksyczność wobec komórek raka szyjki macicy (HeLa) porównywalną  

do powszechnie stosowanej cisplatyny, przy jednoczesnej niższej toksyczności  

wobec prawidłowych komórek nabłonka siatkówki (RPE-1), co sugeruje pewną 

selektywność biologiczną [80].  

Przykładem związków o odmiennych właściwościach są kompleksy bizmutu(III)  

z flawonoidami, w tym z 3-hydroksyflawonem. Badania przeprowadzone przez Burke i wsp. 

dowiodły, że kompleksy skutecznie działały przeciwko bakteriom Gram-dodatnim  

i Gram-ujemnym, a ich aktywność biologiczna była ściśle zależna od struktury [81].  

Oprócz aktywności przeciwnowotworowej i przeciwbakteryjnej, badano również 

właściwości antyoksydacyjne pochodnych 3HF. Przykładem jest zsyntezowany kompleks 

3-hydroksyflawonu z wanadem(V), którego aktywność antyutleniającą potwierdzono  

w warunkach in vivo w modelu cukrzycy indukowanej streptozotocyną u szczurów. Związek 

ten ograniczał stres oksydacyjny wywołany hiperglikemią i prowadził do poprawy 

funkcjonowania komórek β trzustki [82]. 
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W literaturze znaleźć można również prace, w których badacze otrzymali kompleksy 

3-hydroksyflawonu z jonami metali przejściowych w stanie stałym, jednak ich uwaga 

skupiła się na aspektach strukturalnych, fizykochemicznych i mechanistycznych,  

a nie na pogłębionym badaniu aktywności biologicznej. Przykładem mogą być kompleksy  

z jonami miedzi(II), badane pod kątem modelowania centrów aktywnych enzymów.  

Ich struktury potwierdzono krystalograficznie, a następnie przeprowadzono pomiary 

kinetyczne, które wykazały, że otrzymane związki mogą uczestniczyć w reakcjach 

utleniania flawonolanów w obecności tlenu cząsteczkowego [83,84]. Podobne wyniki 

uzyskano dla kompleksu z niklem(II), którego strukturę wyznaczono metodą dyfrakcji 

rentgenowskiej. W badaniach modelowych wykazano, że kompleks może reagować  

z O2 w sposób przypominający działanie 2,3-dioksygenazy kwercetyny [85].  

Z kolei kompleks 3-hydroksyflawonu z jonami żelaza(III) wykazał aktywność nukleazową, 

ponieważ po związaniu z małym rowkiem DNA i redukcji jonu metalu generował reaktywne 

formy tlenu, co prowadziło do oksydacyjnego uszkodzenia nici DNA [86]. 

W literaturze dostępnych jest niewiele doniesień dotyczących kompleksów  

3-hydroksyflawonu z jonami kobaltu oraz cynku, brak jest z kolei informacji na temat 

kompleksów z manganem. Większość badań skupia się na analizach strukturalnych  

i teoretycznych układów powstających w roztworach, z pominięciem szczegółowej oceny 

aktywności biologicznej in vitro.  

W przypadku kobaltu przeprowadzono badania dotyczące zdolności  

3HF do chelatowania jego jonów. Celem analiz była weryfikacja potencjału tego flawonoidu 

do wyłapywania kobaltu uwalnianego z endoprotez, który w nadmiernym stężeniu może 

wykazywać toksyczność. W tym celu wykorzystano metody spektroskopowe,  

które potwierdziły możliwość koordynacji metalu w warunkach zbliżonych  

do fizjologicznych. Badania wykazały również, że 3HF nieznacznie hamował powstawanie 

rodników hydroksylowych w reakcji Fentona wywołanej jonami Co2+ [87]. 

Więcej uwagi poświęcono kompleksom 3-hydroksyflawonu z jonami cynku.  

W badaniach prowadzonych przez zespół Cornard i wsp., a następnie kontynuowanych  

przez Lapouge i wsp. kompleksy syntezowano metodą stosunku molowego (stosując stałe 

stężenie roztworu liganda, zmienne stężenie roztworu chlorku cynku). Wykazano,  

że w roztworze metanolu powstaje kompleks o stechiometrii 1:1, co potwierdzono  

metodą Joba. Analizy spektroskopowe połączone z obliczeniami kwantowo-chemicznymi 

potwierdziły, że jony cynku wiążą się przez grupy 3-hydroksylową i 4-karbonylową [88,89]. 
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Analiza widm masowych wykazała, że kompleksy 3HF z cynkiem mogą powstawać  

również w stechiometrii 2:1 oraz 3:2. Jednocześnie w tym samym badaniu widma 

spektroskopowe potwierdziły powstanie w roztworze kompleksu o stechiometrii 1:1. 

Autorzy wskazali, że obserwowane różnice mogą być wynikiem kondensacji i krystalizacji 

analitu na powierzchni stalowej płytki podczas pomiarów spektrometrycznych,  

co może prowadzić do powstania kompleksów o strukturze innej niż w roztworze [90]. 

Podobne obserwacje przedstawili Sarowar i wsp., którzy badali oddziaływania  

3-hydroksyflawonu z jonami metali przy wykorzystaniu spektrometrii mas  

połączonej z analizatorem typu Orbitrap. W widmach masowych zaobserwowali jony  

odpowiadające kompleksom z cynkiem o różnym stosunku ligand:metal,  

między innymi 1:1 (jon [L–H+Zn]+), 2:1 (jon [2L–H+Zn]+), 2:2 (jon [2L–3H+2Zn]+)  

oraz 3:2 (jon [3L–3H+2Zn]+), co wskazuje na możliwość powstawania związków  

o zróżnicowanej stechiometrii w fazie gazowej [91]. Warto również wspomnieć o badaniach 

teoretycznych dotyczących układów 3-hydroksyflawonu z jonami różnych metali,  

w tym jonów cynku. Obliczenia kwantowo-chemiczne wskazują, że proces kompleksowania 

modyfikuje strukturę elektronową cząsteczki, a koordynacja zachodzi najczęściej  

przez zdeprotonowany układ 3-hydroksy-4-karbonylowy. Stabilność kompleksów  

zależy od warunków środowiska reakcji, a także od rodzaju jonu metalu [92].  

W nowszych badaniach opisano kompleks 3-hydroksyflawonu z cynkiem, powstający  

w roztworze, który wykorzystano do opracowania spektrofotometrycznej metody 

oznaczania tego flawonoidu. Analizy dowiodły, że w środowisku wodno-metanolowym 

powstaje stabilny kompleks o stechiometrii 2:1, który następnie badano pod kątem 

aktywności antyoksydacyjnej. Otrzymany związek wykazał się zwiększonym potencjałem 

przeciwutleniającym w porównaniu z wolnym ligandem [93]. W literaturze opisano jeden 

przypadek kompleksu 3HF z cynkiem otrzymanego w postaci ciała stałego,  

dla którego analizy spektroskopowe i spektrometria mas potwierdziły stechiometrię 1:1. 

Badania in vivo potwierdziły brak ostrej toksyczności, a podanie doustne szczurom  

z cukrzycą indukowaną streptozotocyną prowadziło do obniżenia poziomu glukozy we krwi, 

poprawy wydzielania insuliny oraz poprawy parametrów związanych z funkcjonowaniem 

nerek i wątroby. Działanie przeciwcukrzycowe kompleksu było porównywalne do działania 

gliklazydu, standardowego leku przeciwcukrzycowego [94]. 
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1.3 Mechanizmy śmierci komórkowej 

W każdym żywym organizmie wielokomórkowym zachodzą naturalne procesy 

regulacji liczby komórek, obejmujące zarówno ich proliferację, jak i eliminację. Ich precyzja 

jest niezbędna do utrzymania homeostazy tkanek oraz prawidłowego funkcjonowania 

organizmu. Śmierć komórkowa umożliwia usuwanie komórek uszkodzonych, zbędnych  

lub potencjalnie niebezpiecznych, a także pełni istotną rolę w regulacji procesów 

rozwojowych, odpowiedzi na stres komórkowy i infekcje [95]. Zaburzenia równowagi 

pomiędzy podziałami komórkowymi a ich obumieraniem są podstawą patogenezy wielu 

chorób, między innymi zaburzeń autoimmunologicznych, chorób neurodegeneracyjnych 

oraz chorób nowotworowych, w przypadku których zahamowanie eliminacji komórek 

sprzyja ich niekontrolowanemu wzrostowi [96]. 

Śmierć komórkowa może zachodzić zarówno w sposób kontrolowany  

i uporządkowany, jak i nagły, niekontrolowany. Współczesna klasyfikacja wyróżnia dwa 

podstawowe typy tego procesu: śmierć przypadkową (ACD, ang. accidental cell death)  

oraz śmierć regulowaną (RCD, ang. regulated cell death). Śmierć przypadkowa jest 

konsekwencją gwałtownych uszkodzeń fizycznych lub chemicznych, prowadzących  

do natychmiastowej utraty integralności komórki. Śmierć regulowana z kolei przebiega  

z udziałem ściśle określonych szlaków molekularnych i może być modulowana  

przez czynniki genetyczne lub farmakologiczne [97]. Szczególnym rodzajem śmierci 

regulowanej jest programowana śmierć komórki (PCD, ang. programmed cell death), 

obejmująca procesy zachodzące w warunkach fizjologicznych, na przykład podczas rozwoju 

płodowego. Do najlepiej poznanych i najważniejszych form regulowanej śmierci komórki 

należą apoptoza, nekroptoza oraz autofagia. W kontekście poszukiwania nowych związków 

o działaniu cytotoksycznym, szczególnie w terapii nowotworów, najbardziej pożądanym 

rodzajem śmierci jest apoptoza, ponieważ pozwala na usuwanie komórek bez wywoływania 

gwałtownej reakcji zapalnej w otaczających tkankach [98]. 

 

 

 

 



26 

 

1.3.1 Apoptoza 

Apoptoza jest najlepiej scharakteryzowaną formą programowanej śmierci komórki, 

po raz pierwszy opisaną w 1972 roku [99]. Proces ten charakteryzuje się szeregiem zmian 

morfologicznych zachodzących w komórce. Do najbardziej typowych należą obkurczenie 

komórki, kondensacja chromatyny oraz fragmentacja jądra komórkowego.  

W dalszych etapach dochodzi do powstawania charakterystycznych uwypukleń błony 

komórkowej, przekształcających się w tak zwane ciałka apoptotyczne, czyli pęcherzyki 

otoczone błoną białkowo-lipidową, zawierające fragmenty cytoplazmy i organelli 

komórkowych. Struktury te są następnie rozpoznawane i usuwane przez komórki 

fagocytujące, co zapobiega uwolnieniu zawartości komórki do przestrzeni 

międzykomórkowej, dzięki czemu nie dochodzi do wywołania reakcji zapalnej  

oraz uszkodzeń w otaczających tkankach [100].  

Jednym z kluczowych markerów biochemicznych wczesnej apoptozy  

jest zaburzenie asymetrii błony komórkowej. W komórkach zdrowych  

fosfatydyloseryna (PS, ang. phosphatidylserine), jeden z głównych fosfolipidów błony 

komórkowej, znajduje się niemal wyłącznie po wewnętrznej stronie dwuwarstwy lipidowej. 

Stan ten utrzymywany jest dzięki działaniu enzymów z grupy flipaz, transportujących  

PS do wnętrza komórki. Podczas indukcji apoptozy dochodzi do aktywacji enzymów z grupy 

skramblaz, odpowiedzialnych za dwukierunkowy transport fosfolipidów przez błony,  

przy jednoczesnej dezaktywacji flipaz, co skutkuje translokacją fosfatydyloseryny  

do zewnętrznej warstwy błony komórkowej. Ekspozycja PS pełni ważną funkcję 

biologiczną, ponieważ stanowi sygnał umożliwiający rozpoznanie i fagocytozę komórek 

ulegających apoptozie przez makrofagi [101]. Zjawisko to jest wykorzystywane  

w diagnostyce laboratoryjnej do wykrywania komórek apoptotycznych, między innymi  

w teście z aneksyną V, czyli białkiem wykazującym wysokie powinowactwo  

do fosfatydyloseryny w obecności jonów wapnia [102].  

Kluczową rolę w regulacji i inicjacji apoptozy pełnią kaspazy  

(ang. cysteine-aspartic proteases), czyli proteazy posiadające w centrum aktywnym  

reszty cysteiny. Hydrolizują one wiązania peptydowe specyficznie po karboksylowej stronie 

reszt kwasu asparaginowego, co prowadzi do degradacji licznych białek regulatorowych  

i strukturalnych komórki. Enzymy te syntezowane są w komórkach jako nieaktywne 

prokaspazy, ulegające aktywacji w odpowiedzi na sygnały apoptotyczne [103].  
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Kaspazy zaangażowane w proces apoptozy można podzielić na inicjatorowe 

(kaspaza-2, -8, -9, -10, -12) oraz efektorowe, zwane również wykonawczymi  

(kaspaza-3, -6 i -7). Enzymy należące do pierwszej grupy występują w postaci monomerów 

i ulegają aktywacji poprzez dimeryzację w odpowiedzi na sygnały apoptotyczne, a następnie 

aktywują drugą grupę poprzez rozszczepienie proteolityczne. Aktywne kaspazy efektorowe 

prowadzą do degradacji kluczowych białek strukturalnych i uniemożliwiają naprawę DNA, 

co skutkuje śmiercią komórki [104]. Enzymy te są mediatorami nie tylko w procesie 

apoptozy, ale biorą udział również w innych formach programowanej śmierci,  

a także w regulacji procesów odpowiedzi immunologicznej i stanów zapalnych [105]. 

Istnieją dwa główne szlaki sygnalizacyjne prowadzące do aktywacji kaspaz i indukcji 

apoptozy: zewnętrzny, zależny od receptorów obecnych na powierzchni komórki  

oraz wewnętrzny, aktywowany w odpowiedzi na stres wewnątrzkomórkowy, związany  

z funkcjonowaniem mitochondriów. 

Szlak zewnętrzny (receptorowy) 

Szlak zewnętrzny, nazywany również receptorowym, inicjowany jest przez sygnały 

pochodzące z otoczenia komórki. Proces ten rozpoczyna się w wyniku związania ligandów 

zewnątrzkomórkowych z odpowiednimi receptorami śmierci zlokalizowanymi w błonie 

komórkowej. Do najlepiej poznanych należą receptor Fas i jego ligand FasL,  

receptor czynnika martwicy nowotworów α (TNF-α, ang. tumor necrosis factor-α)  

i jego ligand TNF-α oraz receptory dla liganda TRAIL (ang. tumor necrosis factor-related 

apoptosis-inducing ligand) [106]. Receptory z tej rodziny charakteryzują się obecnością 

domeny o długości około 80 reszt aminokwasowych, zwanej domeną śmierci.  

Po związaniu receptora z ligandem dochodzi do zmian konformacyjnych w jej obrębie,  

co umożliwia przyłączenie się białek adaptacyjnych takich jak na przykład  

FADD (ang. Fas-associated death domain). W ten sposób powstaje kompleks białkowy  

o nazwie DISC (ang. death-inducing signaling complex), który umożliwia aktywację kaspaz 

inicjatorowych, w szczególności kaspazy-8. Aktywne kaspazy inicjatorowe mogą następnie 

bezpośrednio inicjować kaskadę proteolityczną poprzez zaangażowanie kaspaz 

wykonawczych lub pośredniczyć w aktywacji szlaku mitochondrialnego  

dzięki przekształceniu białka Bid do jego aktywnej formy tBid, co prowadzi do wzmocnienia 

sygnału apoptotycznego [107,108]. 
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Szlak wewnętrzny (mitochondrialny) 

Szlak wewnętrzny, określany jako mitochondrialny, uruchamiany jest głównie  

w odpowiedzi na czynniki stresowe wewnątrz komórki, takie jak uszkodzenia DNA, stres 

oksydacyjny, brak czynników wzrostu czy zaburzenia funkcjonowania mitochondriów 

[109]. W inicjacji wewnętrznego szlaku apoptozy istotną rolę odgrywa białko p53,  

określane jako „strażnik genomu”, które w odpowiedzi na stres komórkowy  

działa jako czynnik transkrypcyjny, indukując ekspresję genów kodujących białka 

proapoptotyczne, takie jak Bax, Noxa i Puma. Białka te ulegają oligomeryzacji, co prowadzi 

do utworzenia porów w zewnętrznej błonie mitochondrialnej. Zwiększenie 

przepuszczalności błony jest kluczowym etapem tego szlaku, gdyż umożliwia uwolnienie 

do cytoplazmy czynników proapoptotycznych, w tym cytochromu c. Jest to białko,  

które po przedostaniu się do cytozolu łączy się z białkiem Apaf-1 (ang. apoptotic protease 

activating factor 1) i ATP lub dATP, tworząc kompleks określany jako apoptosom. Struktura 

ta odpowiada za rekrutację i aktywację kaspazy-9, która następnie aktywuje kaspazy 

efektorowe, w szczególności kaspazę-3. Ostatecznie prowadzi to do degradacji składników 

komórkowych i kontrolowanej fragmentacji komórki [110,111].  

Przebieg apoptozy jest ściśle kontrolowany na poziomie molekularnym,  

a kluczową rolę w regulacji wewnętrznego szlaku odgrywa rodzina białek Bcl-2.  

Białka te dzielą się na dwie grupy o przeciwstawnym działaniu: proapoptotyczne  

(np. Bak, Bax), które po aktywacji prowadzą do wytworzenia porów w błonie 

mitochondrialnej oraz antyapoptotyczne (np.Bcl-2, Bcl-xL), które chronią  

integralność błony. Istotną grupą są również białka posiadające domenę BH3  

(takie jak Bid, Bad lub Bim), których zadaniem jest wykrywanie czynników stresu  

i modulacja aktywności pozostałych członków rodziny Bcl-2. Stosunek ilościowy białek 

pro- i antyapoptotycznych może decydować o losie komórek, a równowaga między nimi 

często ulega zaburzeniu w komórkach nowotworowych, gdzie nadekspresja białek 

antyapoptotycznych i zahamowanie aktywności białek proapoptotycznych zaburza proces 

apoptozy i prowadzi do zwiększenia przeżywalności komórek [111,112].  
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1.3.2 Nekroza 

Nieregulowaną formą śmierci komórki jest martwica (nekroza), będąca zwykle 

wynikiem uszkodzeń mechanicznych, czynników chemicznych (np. ekstremalne wahania 

pH), a także wysokiego ciśnienia, skrajnych temperatur, promieniowania, zaburzeń ciśnienia 

osmotycznego czy toksyn, uniemożliwiających komórce prawidłowe funkcjonowanie.  

W przeciwieństwie do apoptozy, proces ten zachodzi w sposób gwałtowny  

i niekontrolowany, wynikający z przekroczenia zdolności komórki do adaptacji  

do czynników stresowych [113].  

Charakterystyczną cechą nekrozy jest obrzęk komórki (onkoza), spowodowany 

zaburzeniem homeostazy, w tym brakiem równowagi jonowej i dysfunkcją pomp jonowych 

zależnych od ATP. Niewydolność pomp skutkuje gromadzeniem jonów sodu i wody  

w komórce, co prowadzi do zwiększenia objętości komórki i organelli otoczonych błonami, 

takich jak mitochondria czy siateczka śródplazmatyczna. Wynikiem tego jest uszkodzenie  

i pęknięcie błon komórkowych, a utrata ich integralności prowadzi do niekontrolowanego 

wydostania się zawartości komórki do otaczającego środowiska. Uwolnione w ten sposób 

składniki komórkowe określane są jako alarminy lub wzorce molekularne związane  

z uszkodzeniami (DAMP, ang. damage-associated molecular patterns), które stymulują 

lokalne komórki układu immunologicznego i prowadzą do rozwoju stanu zapalnego, 

przyczyniając się do uszkodzeń sąsiadujących zdrowych tkanek[114,115]. 

1.3.3 Nekroza wtórna 

Nekroza wtórna to końcowy etap apoptozy zachodzący w sytuacji, gdy komórki 

apoptotyczne nie zostaną odpowiednio wcześnie usunięte na drodze fagocytozy.  

W warunkach fizjologicznych ciałka apoptotyczne są szybko eliminowane,  

jednak gdy proces ten nie przebiega prawidłowo, to błony ciałek po pewnym czasie tracą 

integralność wskutek wyczerpania rezerw energetycznych. Sytuacja taka może mieć 

również miejsce w warunkach in vitro, przy braku wyspecjalizowanych komórek żernych. 

Prowadzi to do autolitycznej degradacji komórki i uwolnienia jej składników do przestrzeni 

międzykomórkowej [116]. Nekroza wtórna jest więc naturalnym następstwem apoptozy, 

który w przypadku braku zaangażowania fagocytów prowadzi do dezintegracji komórek. 

Komórki ulegające nekrozie wtórnej przechodzą wcześniej szereg zmian 

charakterystycznych dla apoptozy, co odróżnia ten proces od nekrozy pierwotnej  

i może wpływać na charakter powstających cząsteczek. Uwolnione składniki,  

w tym cząsteczki DAMP, mogą indukować odpowiedź zapalną [116,117]. 
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1.3.4 Nekroptoza  

Nekroptoza jest formą regulowanej śmierci komórki, o cechach morfologicznych 

upodabniających ją do nekrozy, jednak przebiegającą w sposób genetycznie  

kontrolowany. Proces ten jest inicjowany najczęściej wtedy, gdy kaskada  

apoptotyczna zostaje zahamowana. Szczególnie istotna jest inhibicja kaspazy-8, która 

uniemożliwia przebieg apoptozy i kieruje komórkę na alternatywną ścieżkę eliminacji. 

Kluczową rolę w nekroptozie odgrywają kinazy białkowe oddziałujące z receptorami  

RIPK1 i RIPK3 (ang. receptor-interacting protein kinase 1 / 3), które oddziałują ze sobą, 

tworząc kompleks zwany nekrosomem. W jego obrębie kinaza RIPK3 fosforyluje i aktywuje 

białko MLKL (ang. mixed lineage kinase domain-like protein), które następnie ulega 

oligomeryzacji i translokacji do błony komórkowej, co skutkuje jej destabilizacją [115,118]. 

W wyniku tego dochodzi do obrzęku komórki i organelli wewnątrzkomórkowych, pęknięcia 

błony cytoplazmatycznej i uwolnienia zawartości komórki do środowiska 

zewnątrzkomórkowego. Uwolnione cząsteczki DAMP powodują odpowiedź 

immunologiczną i wywołanie stanu zapalnego podobnie jak w przypadku nekrozy, proces 

ten jednak jest ściśle regulowany na poziomie molekularnym [115,119]. 

1.3.5 Autofagia 

Autofagia jest procesem degradacji wewnątrzkomórkowej, polegającym  

na dostarczeniu składników cytoplazmatycznych (w tym uszkodzonych organelli, 

nieprawidłowych białek, zbędnych makrocząsteczek) do lizosomów w celu ich rozkładu  

i ponownego wykorzystania, co umożliwia utrzymanie homeostazy komórkowej. 

Mechanizm ten przebiega wieloetapowo, a rozpoczyna się od formowania w cytozolu 

pęcherzyków otoczonych podwójną błoną lipidową zwanych autofagosomami,  

które otaczają składniki przeznaczone do degradacji, a następnie ulegają fuzji z lizosomami, 

tworząc autolizosomy. We wnętrzu tych struktur, przy udziale enzymów hydrolitycznych, 

dochodzi do rozkładu zawartości, a proste składniki budulcowe zostają uwolnione  

do cytozolu, gdzie mogą być ponownie wykorzystane [120]. Przebieg autofagii jest ściśle 

kontrolowany przez białka związane z autofagią (ATG, ang. AuTophaGy related proteins), 

tworzące wyspecjalizowane kompleksy, odpowiedzialne za regulację poszczególnych 

etapów procesu. Autofagia pełni funkcję cytoprotekcyjną, będąc odpowiedzią na warunki 

stresowe takie jak niedobór składników odżywczych, stres oksydacyjny i uszkodzenia 

organelli. W kontekście chorób nowotworowych, proces ten charakteryzuje się podwójnym 

działaniem. W początkowych stadiach nowotworzenia autofagia może działać supresyjnie, 
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hamując rozwój nowotworu poprzez zapobieganie gromadzeniu się uszkodzonych struktur 

komórkowych oraz ograniczając stres oksydacyjny. W zaawansowanych stadiach choroby 

jest to jednak mechanizm adaptacyjny, wspierający przeżycie komórek przez dostarczenie 

substratów energetycznych [121]. 

1.4 Nowotwory jako problem kliniczny 

1.4.1 Ogólne informacje o nowotworach 

Nowotwory złośliwe pozostają jednym z najpoważniejszych globalnych wyzwań 

zdrowotnych, będąc drugą (po chorobach układu krążenia) najczęstszą przyczyną zgonów 

na świecie. Według danych Międzynarodowej Agencji Badań nad Rakiem  

(IARC, ang. International Agency for Research on Cancer), pochodzących z projektu 

GLOBOCAN (ang. Global Cancer Observatory) w 2022 roku odnotowano  

niemal 20 milionów nowych zachorowań i około 9,7 miliona zgonów, a prognozy wskazują 

na dalszy wzrost tych wartości w kolejnych dekadach. Do czynników zwiększających 

ryzyko zachorowania na raka, poza obciążeniem genetycznym, zaliczyć można między 

innymi niewłaściwy styl życia (palenie tytoniu, niewłaściwa dieta, nadwaga,  

brak aktywności fizycznej) oraz czynniki środowiskowe (narażenie na zanieczyszczenia, 

substancje chemiczne, promieniowanie UV) [122–124]. 

Nowotwory powstają w wyniku modyfikacji genetycznych i epigenetycznych. 

Nagromadzenie tych zmian prowadzi do zaburzenia kluczowych procesów komórkowych, 

w szczególności proliferacji, różnicowania, programowanej śmierci komórki oraz naprawy 

DNA [125]. Według Hanahana i Weinberga komórki nowotworowe nabywają pewne 

charakterystyczne cechy, obejmujące między innymi zdolność do nieograniczonej 

proliferacji, unikania apoptozy, indukowania angiogenezy oraz tworzenia przerzutów [126]. 

Koncepcja ta została zaktualizowana w 2011 i 2022 roku, współcześnie uwzględniając 

również rolę deregulacji metabolizmu, niestabilności genetycznej oraz unikania odpowiedzi 

immunologicznej w rozwoju choroby [127,128]. 

Pomimo znacznego postępu w diagnostyce i terapii celowanej, skuteczność leczenia 

nowotworów jest często ograniczona przez wystąpienie zjawiska oporności terapeutycznej  

i toksyczności ogólnoustrojowej stosowanych leków. Znanym przykładem jest cisplatyna, 

szeroko stosowana w leczeniu nowotworów. Jej działanie polega na wiązaniu z DNA 

komórkowym i tworzeniu adduktów, co prowadzi do uszkodzenia jego struktury, 

blokowania transkrypcji i replikacji, a w konsekwencji indukuje apoptozę.  
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Pomimo wysokiej cytotoksyczności wobec wielu typów nowotworów, jej stosowanie często 

wiąże się z wystąpieniem licznych działań niepożądanych oraz możliwością nabycia 

oporności przez komórki nowotworowe. W związku z tym istnieje realna potrzeba 

poszukiwania nowych strategii terapeutycznych, które będą zarówno skuteczne,  

jak i bardziej bezpieczne [129,130]. 

1.4.2 Rak prostaty 

Jednym z najczęściej diagnozowanych nowotworów złośliwych u mężczyzn jest rak 

gruczołu krokowego (prostaty), zajmujący drugie miejsce pod względem występowania  

i piąte pod względem śmiertelności [124]. Częstość zachorowań uzależniona  

jest od położenia geograficznego, najwyższe wskaźniki obserwuje się w rozwiniętych 

regionach takich jak Australia, Ameryka Północna i Europa Zachodnia, a najwyższą 

śmiertelność obserwuje się w krajach słabiej rozwiniętych, zwłaszcza wśród populacji 

Karaibów i Afryki Subsaharyjskiej. Na to zróżnicowanie wpływają zarówno czynniki 

genetyczne, jak i styl życia oraz dostęp do badań diagnostycznych. W 2021 roku w Polsce 

to właśnie rak gruczołu krokowego był diagnozowany najczęściej, odpowiadając  

za ponad 21% wszystkich przypadków, przy czym częstość zachorowań rosła  

wraz z wiekiem. Jednocześnie był to drugi najbardziej śmiertelny nowotwór złośliwy  

w kraju, będący przyczyną 11% zgonów [131–133].  

Rak prostaty we wczesnym stadium może mieć łagodny przebieg  

i być bezobjawowy, w niektórych przypadkach nie wymagając nawet leczenia. Najczęstsze 

objawy, takie jak trudności z oddawaniem moczu i jego zwiększona częstotliwość,  

mogą również wynikać z przerostu prostaty. W bardziej zaawansowanym stadium choroby 

mogą wystąpić przerzuty, głównie do kości i węzłów chłonnych [134]. Rak prostaty  

jest nowotworem hormonozależnym, co oznacza, że na jego rozwój mają wpływ męskie 

hormony, głównie testosteron. Podstawową metodą leczenia zaawansowanego stadium 

choroby jest terapia deprywacji androgenów (ADT, ang. androgen deprivation therapy), 

mająca na celu obniżenie stężenia testosteronu w surowicy krwi. Niestety,  

pomimo początkowej wrażliwości na leczenie hormonalne, u wielu pacjentów z czasem 

rozwija się oporność na kastrację (CRPC, ang. castration-resistant prostate cancer) [135]. 

W zaawansowanych stadiach choroby, szczególnie w przypadku wystąpienia oporności  

na terapię hormonalną, stosuje się także chemioterapeutyki. Przykładem jest docetaksel, 

którego mechanizm działania opiera się na stabilizacji mikrotubul,  

co skutkuje zahamowaniem podziałów komórkowych i indukcją apoptozy.  
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Uzupełnienie terapii stanowią leki nowej generacji ukierunkowane na szlak androgenowy, 

w tym abirateron (hamujący biosyntezę androgenów) oraz enzalutamid, będący silnym 

antagonistą receptora androgenowego, a także terapie ukierunkowane molekularnie, 

obejmujące na przykład denosumab, czyli ludzkie przeciwciało monoklonalne stosowane 

jako leczenie wspomagające przy przerzutach do kości [136,137]. 

1.4.3 Charakterystyka wybranych linii komórkowych 

W celu oceny aktywności biologicznej i selektywności otrzymanych kompleksów,  

w niniejszej pracy wykorzystano pięć linii komórkowych, w tym komórki nowotworowe, 

modele transformowane oraz komórki prawidłowe, stanowiące punkt odniesienia w analizie 

cytotoksyczności. 

DU-145 

Linia komórkowa DU-145 została wyizolowana z przerzutu raka prostaty do mózgu 

u 69-letniego pacjenta [138–140]. Linia ta jest szeroko stosowana jako model in vitro  

do badań raka prostaty w stadium zaawansowanym i opornym na kastrację. Komórki tej linii 

są androgenoniezależne, co oznacza że nie wykazują wrażliwości na hormony płciowe. 

Wbrew pierwotnym założeniom o braku receptora androgenowego, badacze odkryli 

ekspresję zarówno mRNA, jak i białka tego receptora, jednak szlak ten pozostaje 

transkrypcyjnie nieaktywny [141]. 

Na poziomie molekularnym komórki linii DU-145 wykazują szereg 

nieprawidłowości, typowych dla agresywnego fenotypu raka prostaty. Posiadają mutację 

genu TP53, co skutkuje deregulacją cyklu komórkowego i osłabieniem odpowiedzi 

apoptotycznej [142]. Dodatkowo występuje w nich ciągła aktywacja  

pro-przeżyciowych szlaków sygnałowych, w szczególności szlaków czynnika  

jądrowego NF-κB (ang. nuclear factor kappa B) oraz kinaz PI3K/AKT,  

co zwiększa proliferację komórek, sprzyja nadekspresji białek antyapoptycznych i obniżeniu 

ekspresji białek proapoptycznych, a także zapewnia oporność na terapie [143–146].  

W komórkach tej linii występuje zwiększona produkcja reaktywnych form tlenu  

w porównaniu z komórkami prawidłowymi, wraz z zaburzeniami równowagi redoks. 

Wysoki poziom ROS może doprowadzić do uszkodzenia DNA i indukcji apoptozy, jednak 

komórki nowotworowe mają zdolność do zwiększania potencjału antyoksydacyjnego,  

co może odgrywać rolę w ich mechanizmach obronnych i odpowiedzi na związki  

o potencjalnym działaniu prooksydacyjnym [147,148]. 
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RWPE-2 

Linia komórkowa RWPE-2 stanowi model transformowanego nabłonka prostaty, 

pochodzący z wyizolowanych w 1997 roku histologicznie prawidłowych komórek  

prostaty RWPE-1, które zostały wcześniej unieśmiertelnione przy wykorzystaniu wirusa 

HPV-18 [149–151]. Komórki RWPE-2 otrzymano poprzez transformację komórek  

RWPE-1 przy użyciu wirusowego onkogenu v-Ki-ras (ang. viral Kirsten rat sarcoma),  

co nadało im cechy komórek nowotworowych, przy zachowaniu części właściwości 

komórek prawidłowych. Linia ta wykazuje zwiększoną proliferację i potencjał do tworzenia 

guzów niż komórki prawidłowe, jednocześnie zachowując ekspresję części markerów 

nabłonkowych specyficznych dla komórek zdrowych. Jest wykorzystywana do badania 

wczesnej transformacji nowotworowej, a także jako model porównawczy do badań z liniami 

nowotworowymi, takimi jak DU-145 [152,153]. 

BJ 

Linia komórkowa BJ pochodzi z normalnych ludzkich fibroblastów, wyizolowanych 

z naskórka napletka noworodka [154,155]. Komórki tej pierwotnej linii mają ograniczoną 

zdolność replikacji i wykazują oznaki starzenia komórkowego, czyli wchodzą w stan 

permanentnego zatrzymania cyklu komórkowego. Przed osiągnięciem tego stanu wykazują 

jednak dłuższą żywotność w porównaniu z innymi liniami komórkowymi ludzkich 

fibroblastów, przechodząc nawet 70−90 podziałów komórkowych w standardowych 

warunkach laboratoryjnych [156,157]. Dzięki ścisłej regulacji cyklu komórkowego  

i wolniejszemu tempu proliferacji, linia BJ jest szeroko stosowana jako niezłośliwy model 

w badaniach nad starzeniem się komórek i cytotoksycznością. Komórki tej linii stanowią 

dobry punkt odniesienia w ocenie selektywności związków o potencjalnym działaniu 

przeciwnowotworowym ze względu na prawidłowe reakcje na uszkodzenia DNA  

i stres oksydacyjny [158–161]. Były również wykorzystywane jako system modelowy  

do badania wpływu infekcji wirusowej na komórki gospodarza, w tym wirusem 

brodawczaka ludzkiego, adenowirusem i wirusem opryszczki [162–164]. 
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Caco-2 

Linia komórkowa Caco-2 została wyprowadzona z gruczolakoraka okrężnicy 

wyizolowanego od 72-letniego pacjenta [165–167]. W warunkach hodowlanych  

po osiągnięciu konfluencji komórki różnicują się spontanicznie, w ciągu 15−21 dni tworząc 

funkcjonalną monowarstwę z mikrokosmkami, która morfologicznie i funkcjonalnie 

naśladuje nabłonek jelita cienkiego, stanowiąc efektywną barierę dla cząsteczek 

hydrofilowych i odzwierciedlając cechy nabłonka jelitowego w kontekście 

przepuszczalności [168,169]. Dlatego też odpowiednio standaryzowany model  

oparty o komórki Caco-2 został zatwierdzony przez Europejską Agencję  

Leków (EMA, ang. European Medicines Agency) i Agencję Żywności  

i Leków (FDA, ang. Food and Drug Administration) jako narzędzie do oceny przenikania 

związków przez barierę jelitową, badania biodostępności doustnej u ludzi i klasyfikacji 

leków zgodnie z Systemem Klasyfikacji Biofarmaceutycznej (BCS, ang. Biopharmaceutics 

Classification System). Linia ta pełni również rolę jako model referencyjny  

do oceny bezpieczeństwa farmakologicznego i selektywności działania nowych związków 

[170–172]. 

HaCaT 

Linia komórkowa HaCat pochodzi od prawidłowych komórek skóry 62-letniego 

mężczyzny, które uległy spontanicznej transformacji. Dzięki temu zyskały cechy komórek 

nieśmiertelnych, wykazując nieograniczony potencjał proliferacyjny (>300 pasaży), 

jednocześnie zachowując zdolność do prawidłowego różnicowania i nie wykazując 

zdolności do tworzenia guzów [173–175]. Wykazano, że linia ta posiada mutację  

w obu allelach genu TP53, prawdopodobnie związaną z uszkodzeniami indukowanymi 

promieniowaniem UV, co skutkuje zwiększonym poziomem ekspresji białka p53  

i może wpływać na regulację proliferacji. Mimo tych zmian, komórki zachowują stabilny 

fenotyp keratynocytów i zdolność do różnicowania [176–178]. Linia ta znajduje szerokie 

zastosowanie jako model w badaniach dermatologicznych, alergicznych  

i toksykologicznych [179–182]. Wykorzystywana była między innymi do badań  

nad trójwymiarową rekonstrukcją skóry, do analizy procesów różnicowania i odpowiedzi 

zapalnej keratynocytów, badań metabolizmu witaminy D3 w skórze, a także oceny 

aktywności biologicznej i cytotoksyczności związków[183–186]. 
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1.5 Problem narastającej oporności bakterii 

Jednym z najpoważniejszych współczesnych wyzwań dla zdrowia publicznego,  

obok chorób krążenia i nowotworów, jest narastająca oporność drobnoustrojów  

na antybiotyki. Sprawia ona, że dostępne terapie przeciwdrobnoustrojowe przestają  

być skuteczne, co wiąże się z wydłużonym czasem leczenia i zwiększoną śmiertelnością,  

a także zwiększonymi kosztami opieki zdrowotnej [187]. 

Zgodnie z danymi globalnymi z 2019 roku, zakażenia bakteryjne  

przyczyniły się do około 7,7 miliona zgonów rocznie, przy czym 4,95 miliona  

związane było z patogenami wykazującymi lekooporność, a blisko 1,3 miliona  

wynikało bezpośrednio z zakażeń wywołanych przez szczepy niewrażliwe na znane  

i dostępne antybiotyki. Największy udział miały patogeny takie jak Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii oraz Pseudomonas aeruginosa, odpowiadając za około 73% zgonów [188,189]. 

Prognozy Światowej Organizacji Zdrowia wskazują, że jeśli obecny trend się utrzyma,  

to do 2050 roku zakażenia spowodowane opornymi patogenami mogą doprowadzić  

do blisko 10 milionów zgonów rocznie, a rutynowe infekcje staną się trudne  

lub wręcz niemożliwe do wyleczenia [188]. 

Istotną rolę w szybkim rozprzestrzenianiu się lekooporności odgrywa narastająca 

presja selekcyjna, wynikająca przede wszystkim z niewłaściwego i nadmiernego stosowania 

antybiotyków przez ludzi. Do przyczyn zaliczyć można nieprawidłowe dawkowanie leków 

przez pacjentów, w tym przedwczesne przerywanie terapii po ustąpieniu pierwszych 

objawów, złe dawkowanie i niezachowanie odpowiednich odstępów pomiędzy dawkami,  

a także zjawisko samoleczenia preparatami pozostałymi po poprzednich infekcjach. Często 

stosuje się również leki przeciwbakteryjne w przypadku infekcji wirusowych,  

wobec których są one nieskuteczne. Problem uwidocznił się podczas pandemii COVID-19, 

w trakcie której obserwowano powszechne stosowanie antybiotyków u pacjentów,  

pomimo stosunkowo niskiego odsetka jednoczesnych infekcji bakteryjnych. Znaczący 

wpływ ma również wykorzystywane antybiotyków w hodowli zwierząt oraz ich obecność 

w środowisku, co może sprzyjać selekcji szczepów opornych [189,190]. 
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Oporność bakterii może być klasyfikowana jako wrodzona (naturalna) oraz nabyta. 

Oporność wrodzona jest uwarunkowana genetycznie i wynika z cech strukturalnych  

i metabolicznych danego mikroorganizmu, obejmujących między innymi obecność 

enzymów inaktywujących antybiotyki, brak specyficznego celu molekularnego dla danego 

leku, czy niską przepuszczalność ściany komórkowej. Różnice w budowie osłon 

komórkowych mają duże znaczenie podczas wnikania cząsteczek terapeutycznych  

do wnętrza komórki, dlatego też w badaniach przesiewowych in vitro stosuje się panele 

mikrobiologiczne obejmujące zarówno szczepy Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne.  

Ten rodzaj oporności nie wymaga wcześniejszego kontaktu z antybiotykiem [191,192]. 

Większym zagrożeniem jest natomiast oporność nabyta, która pojawia się u szczepów 

pierwotnie wrażliwych na dany lek, jako odpowiedź na presję środowiskową wywieraną 

przez kontakt z lekiem przeciwdrobnoustrojowym. Ten rodzaj oporności  

może być wynikiem spontanicznych, punktowych mutacji genetycznych, a także poziomego 

transferu genów oporności od innych osobników, nawet pomiędzy różnymi gatunkami 

[189].  

W wyniku nabywania oporności, mikroorganizmy wykształcają szereg 

mechanizmów obronnych, pozwalających im na uniknięcie szkodliwego wpływu 

chemioterapeutyków. Jednym z nich jest zmiana miejsca docelowego działania antybiotyku 

poprzez produkcję zmodyfikowanych białek, co prowadzi do zmniejszenia powinowactwa 

leku do jego celu molekularnego. Innym powszechnym mechanizmem jest enzymatyczna 

inaktywacja leku, polegająca na produkcji przez bakterie wyspecjalizowanych enzymów  

(na przykład β-laktamaz), które rozkładają lub modyfikują cząsteczkę terapeutyku,  

zanim dotrze on do wnętrza komórki. Bakterie mogą również fizycznie zapobiegać 

dostarczeniu leku do wnętrza komórki, na przykład poprzez zmiany w strukturze błony 

komórkowej, zmniejszające jej przepuszczalność dla antybiotyków. Niektóre bakterie 

również aktywnie wypompowują lek na zewnątrz komórki przy użyciu specjalnych białek 

tworzących pompy wypływowe (tak zwane pompy efflux), co prowadzi do obniżenia 

stężenia leku poniżej poziomu terapeutycznego [189,191,192]. 

 



38 

 

1.6 Metody stosowane w charakterystyce związków oraz ocenie ich 

aktywności biologicznej 

W badaniach związków o potencjalnej aktywności biologicznej kluczowe znaczenie 

ma zastosowanie odpowiednich metod, umożliwiających zarówno zbadanie ich struktury  

i właściwości fizykochemicznych, jak i ocenę aktywności biologicznej. W niniejszym 

rozdziale zestawiono wybrane techniki wykorzystywane do charakterystyki kompleksów 

metali oraz badania ich właściwości przeciwutleniających, przeciwbakteryjnych  

i cytotoksycznych. 

1.6.1 Metody charakterystyki strukturalnej 

Analiza elementarna 

Jedną z podstawowych metod stosowanych w charakterystyce związków 

chemicznych jest analiza elementarna, która już od początków rozwoju chemii organicznej 

stanowiła fundament do identyfikacji substancji i weryfikacji ich wzorów empirycznych 

[193]. Umożliwia ona ilościowe oznaczenie zawartości podstawowych pierwiastków 

budujących badane układy, w szczególności węgla, wodoru, azotu, a także siarki. 

Współczesna technika opiera się na błyskawicznym spalaniu próbki w strumieniu czystego 

tlenu w wysokiej temperaturze (najczęściej przekraczającej 1000°C).  

W wyniku całkowitego spalenia powstają proste produkty gazowe, takie jak CO2, H2O,  

N2 czy SO2. Powstałe gazy są transportowane przez układ oczyszczający,  

a następnie rozdzielane z wykorzystaniem chromatografii gazowej. Ich ilość jest oznaczana 

przy użyciu detektora przewodności cieplnej (TCD, ang. thermal conductivity detector),  

co pozwala na precyzyjne określenie składu pierwiastkowego badanej próbki [194]. 

W badaniach nad związkami koordynacyjnymi analiza elementarna stanowi  

jedno z kluczowych narzędzi weryfikacji proponowanego wzoru sumarycznego nowo 

zsyntetyzowanego kompleksu. Porównanie obliczonych wartości teoretycznych  

z uzyskanymi wartościami eksperymentalnymi pozwala na określenie liczby 

skoordynowanych ligandów i cząsteczek wody oraz czystości związku. Metoda ta  

nie dostarcza jednak informacji o charakterze strukturalnym ani o sposobie wiązania 

ligandów z jonem centralnym, dlatego powinna być stosowana w połączeniu  

z odpowiednimi technikami spektroskopowymi [194]. 
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Miareczkowanie kompleksometryczne 

Uzupełnieniem analizy elementarnej jest miareczkowanie kompleksometryczne, 

pozwalające na precyzyjne oznaczenie ilości jonów metalu w otrzymanym związku.  

W metodzie tej często wykorzystuje się kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA),  

zwany również kwasem wersenowym, lub jego sól sodową – wersenian disodowy 

(Na2EDTA). EDTA jest ligandem posiadającym sześć atomów donorowych,  

zdolnym do tworzenia trwałych kompleksów z wieloma jonami metali,  

co pozwala na ich ilościowe oznaczenie. Stosunek stechiometryczny metalu do liganda 

wynosi zawsze 1:1, a reakcja kompleksowania zachodzi w jednym etapie.  

Punkt równoważnikowy miareczkowania wyznacza się z wykorzystaniem wskaźników 

metalochromowych, tworzących słabsze wiązania z jonami metali niż sam titrant.  

Podczas miareczkowania EDTA wypiera jony metali z takich połączeń, a barwnik zmienia 

kolor w wyniku przejścia z formy kompleksu w formę wolną [195].  

Analiza termiczna 

Do oceny właściwości i stabilności substancji w warunkach zmiennej temperatury 

stosuje się techniki analizy termicznej, wśród których do najczęściej stosowanych  

należą termograwimetria (TGA, ang. thermogravimetric analysis) oraz skaningowa 

kalorymetria różnicowa (DSC, ang. differential scanning calorimetry). Termograwimetria 

polega na pomiarze zmian masy próbki w funkcji temperatury przy użyciu termowagi, 

nazywanej również analizatorem termograwimetrycznym. Urządzenie to,  

będące połączeniem mikrowagi elektronicznej, programatora temperatury oraz pieca, 

umożliwia zautomatyzowane ogrzewanie lub chłodzenie próbki z jednoczesnym  

jej ważeniem. Metoda ta dostarcza informacji na temat procesów takich jak dehydratacja, 

rozkład termiczny czy utlenianie związków [196]. Z kolei skaningowa kalorymetria 

różnicowa polega na pomiarze różnicy strumienia ciepła pomiędzy badaną próbką  

a materiałem odniesienia podczas kontrolowanego wzrostu temperatury. Przemiany 

fizyczne lub chemiczne zachodzące w próbce rejestrowane są jako odchylenia od linii 

bazowej i przyjmują formę piku endotermicznego lub egzotermicznego na krzywej DSC.  

Na podstawie ich analizy możliwe jest określenie temperatur przemian oraz towarzyszących 

im zmian entalpii [196]. 
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Techniki spektroskopowe 

Spektroskopia UV-Vis (ang. ultraviolet-visible spectroscopy) jest techniką 

instrumentalną opartą na zjawisku absorpcji promieniowania elektromagnetycznego  

przez analizowaną substancję w zakresie nadfioletu i światła widzialnego. Pochłonięcie 

promieniowania powoduje przejścia elektronowe, polegające na wzbudzeniu elektronów 

walencyjnych (najczęściej typu π → π* lub n → π*) ze stanu podstawowego do stanu 

wzbudzonego. Intensywność absorpcji i położenie jej maksimum zależą od struktury 

związku, w szczególności od obecności chromoforów, czyli grup atomów, w obrębie 

których zachodzą przejścia elektronowe. Widma UV-Vis dostarczają zatem informacji  

na temat budowy elektronowej cząsteczek oraz umożliwiają identyfikację i charakterystykę 

związków, w szczególności posiadających układy sprzężonych wiązań podwójnych.  

W chemii koordynacyjnej przesunięcia maksimów absorpcji na widmach związków 

wskutek procesu kompleksowania wskazują na zmiany w strukturze elektronowej liganda, 

wynikające z jego koordynacji z jonem metalu [197]. 

Spektroskopia fluorescencyjna to wysoce czuła metoda analityczna pozwalająca  

na pomiar promieniowania emitowanego przez cząsteczki znajdujące się w stanie 

wzbudzonym. Polega na naświetleniu próbki wiązką promieniowania 

elektromagnetycznego, co powoduje przejście cząsteczki (fluoroforu) ze stanu 

podstawowego do wyższych stanów wzbudzonych. Elektrony następnie wracają do stanu 

podstawowego, czemu towarzyszy emisja światła w postaci fotonu. Czas pomiędzy 

wzbudzeniem a emisją jest rzędu nanosekund (zazwyczaj od 10-9 do 10-8 s). Wyemitowane 

fotony mają z reguły niższą energię i większą długość fali niż fotony pierwotnie pochłonięte 

przez substancję, a zjawisko to określane jest jako przesunięcie Stokesa. W przypadku 

związków kompleksowych obecność jonu metalu może znacznie wpłynąć na właściwości 

emisyjne liganda, co może doprowadzić zarówno do wygaszenia fluorescencji,  

jak i jej wzmocnienia. Wygaszanie fluorescencji może zachodzić na drodze różnych 

mechanizmów. Wygaszanie kolizyjne następuje, gdy fluorofor w stanie wzbudzonym ulega 

dezaktywacji na skutek kontaktu z inną cząsteczką w roztworze, natomiast wygaszanie 

statyczne jest efektem utworzenia niefluorescencyjnego kompleksu pomiędzy fluoroforem  

i wygaszaczem [198].  
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Spektroskopia w podczerwieni (IR, ang. infrared spectroscopy) oparta jest  

na drganiach atomów cząsteczek, spowodowanych absorpcją promieniowania 

podczerwonego. Energia, przy której pojawia się sygnał w widmie absorpcyjnym, 

odpowiada częstotliwości drgań fragmentu cząsteczki i zależy od masy atomów oraz siły 

wiązania. Na podstawie położenia charakterystycznych pasm absorpcyjnych możliwe jest 

zidentyfikowanie grup funkcyjnych w badanej cząsteczce. Zastosowanie w spektrometrach 

transformacji Fouriera (FT-IR, ang. Fourier-transform infrared spectroscopy),  

czyli algorytmu matematycznego błyskawicznie przeliczającego skomplikowany sygnał  

na klasyczne widmo, znacznie poprawiło jakość widm w podczerwieni i zminimalizowało 

czas potrzebny na uzyskanie danych. Metoda ta jest niezwykle użytecznym narzędziem  

w badaniach związków koordynacyjnych z jonami metali, ponieważ umożliwia analizę 

przesunięć pasm odpowiadających grupom donorowym liganda, takich jak grupy 

hydroksylowe czy karbonylowe. Zmiany położenia pasm pochodzących od grup 

funkcyjnych świadczą o zaangażowaniu danej grupy w proces kompleksowania  

i umożliwiają określenie sposobu wiązania liganda z jonem metalu [199]. 

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR, ang. nuclear magnetic 

resonance) to precyzyjna technika analityczna, umożliwiająca analizę środowiska 

chemicznego jąder atomowych, najczęściej protonów (1H) lub atomów węgla (13C), 

umieszczonych w silnym, zewnętrznym polu magnetycznym. W wyniku absorpcji 

promieniowania radiowego dochodzi do przejść pomiędzy poziomami energetycznymi 

jąder. Podstawowe źródło informacji w widmach NMR stanowią przesunięcia chemiczne, 

silnie zależne od lokalnego otoczenia elektronowego danego jądra. W układach 

koordynacyjnych mogą występować zmiany przesunięć chemicznych względem widma 

liganda, wynikające z zaangażowania konkretnych grup funkcyjnych w wiązanie  

z metalem, dzięki czemu możliwe jest określenie miejsca jego przyłączenia.  

Technika ta jednak ma pewne ograniczenia w badaniach kompleksów zawierających jony 

paramagnetyczne, posiadające niesparowane elektrony. Ich obecność powoduje zmianę 

położenia i silne poszerzenie sygnałów, co znacząco utrudnia, a czasami całkowicie 

uniemożliwia interpretację widm [197]. 
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Spektrometria mas 

Spektrometria mas (MS, ang. mass spectrometry) jest techniką polegającą  

na jonizacji cząsteczek, a następnie na analizie powstałych jonów w polu 

elektromagnetycznym. Umożliwia to wyznaczenie stosunku masy do ładunku (m/z)  

i identyfikację analizowanych związków [200]. 

Metoda laserowej desorpcji/jonizacji wspomagana matrycą (MALDI),  

stosowana w spektrometrach mas z analizatorem czasu przelotu (ToF),  

jest jedną z powszechnie stosowanych metod miękkiej jonizacji, umożliwiającą 

wyznaczanie mas cząsteczkowych związków bez powodowania ich znaczącej fragmentacji. 

Stanowi cenne narzędzie do analizy białek, peptydów, sacharydów  

i innych makrocząsteczek organicznych. Jako matryce stosuje się często związki organiczne 

o małej masie cząsteczkowej, takie jak na przykład kwas α-cyjano-4-hydroksycynamonowy 

(CHCA) czy kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy (2,5-DHB). Takie matryce mogą jednak 

generować istotne tło w zakresie niskich mas cząsteczkowych (m/z poniżej 1000 Da),  

co stanowi ograniczenie przy badaniu związków o małych masach [201].  

Alternatywą jest zastosowanie techniki laserowej desorpcji/jonizacji wspomaganej 

powierzchnią (SALDI), gdzie eliminacja matrycy powoduje poprawę czułości  

w zakresie niskich m/z dzięki redukcji tła. W niniejszej pracy zastosowano  

technikę 109AgNPET (ang. silver-109 nanoparticle enhanced target) LDI MS, 

wykorzystującą nanocząstki srebra-109 do wzmocnienia desorpcji/jonizacji laserowej. 

Modyfikacja ta pozwala na wzmocnienie sygnałów pochodzących od jonów analitu,  

a także zapewnia jednorodny rozkład próbki i powtarzalność pomiarów [202,203]. 

1.6.2 Wybrane metody badania aktywności przeciwutleniającej 

Jedną z powszechnie stosowanych metod oceny aktywności  

przeciwutleniającej związków jest test z wykorzystaniem stabilnego rodnika  

2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowego (DPPH•). Jest to metoda spektrofotometryczna, 

opierająca się na zdolności badanych substancji do neutralizacji wolnych rodników poprzez 

oddanie atomu wodoru lub elektronu. Rodnik DPPH• w swojej cząsteczce posiada 

niesparowany elektron i charakteryzuje się intensywnym fioletowym zabarwieniem  

oraz maksimum absorpcji w zakresie 515–520 nm. W obecności związku wykazującego 

aktywność przeciwutleniającą ulega on redukcji do formy nieaktywnej (DPPH-H),  

co prowadzi do stopniowego zaniku zabarwienia i spadku absorbancji roztworu, 
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proporcjonalnego do zdolności zmiatania wolnych rodników [204]. Metoda DPPH, opisana 

po raz pierwszy przez Bloisa w 1958 roku, ze względu na swoją prostotę, szybkość  

i powtarzalność wyników jest szeroko wykorzystywana w ocenie aktywności 

przeciwutleniającej. Wyniki oznaczeń najczęściej przedstawia się jako procent inhibicji 

rodnika DPPH• względem kontroli [205]. 

Inną znaną metodą badania aktywności antyoksydacyjnej jest test  

TEAC (ang. Trolox equivalent antioxidant capacity), określany również jako metoda ABTS. 

Pozwala on na ocenę zdolności badanych związków do neutralizacji intensywnie 

zabarwionego kationorodnika kwasu 2,2'-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) 

(ABTS•+), a proces ten, podobnie jak w teście DPPH, zachodzi na drodze przeniesienia 

elektronu lub atomu wodoru. Rodnik ten musi najpierw zostać wygenerowany w roztworze 

poprzez utlenienie wyjściowej, nieaktywnej cząsteczki ABTS. Wprowadzenie do układu 

antyoksydantu powoduje redukcję rodnika i mierzalny spadek absorbancji  

roztworu. Zdolność przeciwutleniającą wyraża się jako równoważnik Troloxu  

(kwasu 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboksylowego) – związku pełniącego 

rolę standardu i uniwersalnego przeciwutleniacza [206]. 

1.6.3 Wybrane metody badania aktywności przeciwbakteryjnej 

Badania wrażliwości drobnoustrojów na substancje przeciwbakteryjne 

 mają na celu ocenę skuteczności danego związku, a także wyznaczenie stężeń  

hamujących wzrost lub zabijających komórki bakteryjne. W praktyce laboratoryjnej  

metody te dzieli się zazwyczaj na jakościowe i ilościowe [207].  

Wśród metod jakościowych najpowszechniej stosowana jest opracowana  

w 1944 roku metoda krążkowo-dyfuzyjna. Polega ona na zaszczepieniu podłoża stałego 

zawiesiną bakteryjną, a następnie umieszczeniu na powierzchni bibułowych krążków 

nasączonych badanymi substancjami. Związek promieniście dyfunduje w głąb agaru, 

tworząc gradient stężeń, co po odpowiednim czasie inkubacji skutkuje pojawieniem się stref 

zahamowania wzrostu. Ich średnica pozwala na klasyfikację mikroorganizmów  

jako wrażliwych, średnio wrażliwych lub opornych na działanie danego czynnika [207,208]. 
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Większej precyzji dostarczają metody ilościowe. Zalicza się do nich m.in. metodę 

seryjnych rozcieńczeń, wykonywaną w probówkach jako makrorozcieńczenialub  

na 96-dołkowych płytkach jako mikrorozcieńczenia. Zgodnie z wytycznymi  

m.in. Instytutu Norm Klinicznych i Laboratoryjnych [209], metoda mikrorozcieńczeń 

pozwala na precyzyjne wyznaczenie wartości MIC, czyli minimalnego stężenia hamującego 

widoczny wzrost mikroorganizmów. Im niższa jest wartość MIC, tym wyższą aktywnością 

przeciwbakteryjną charakteryzuje się badany związek [207]. 

Metoda seryjnych rozcieńczeń może stanowić również punkt wyjścia  

do wyznaczenia minimalnego stężenia bakteriobójczego (MBC, ang. minumum bactericidal 

concentration). W tym celu na stałe podłoże agarowe wykonuje się posiew z probówki  

lub dołka, w których nie zaobserwowano widocznego zmętnienia (stężenia równe i wyższe 

od MIC). Wartość MBC to stężenie zdolne do zabicia 99,9% wyjściowej populacji 

mikroorganizmów, co w praktyce laboratoryjnej często definiuje się jako wzrost  

mniej niż 10 kolonii na płytce. W celu oceny charakteru działania danego czynnika in vitro, 

wyznacza się stosunek MBC/MIC. Jeżeli wartość ta jest mniejsza bądź równa 4,  

preparat uznaje się za bakteriobójczy, natomiast przy stosunku MBC/MIC > 4 działanie 

określa się jako bakteriostatyczne. Substancje o wartościach MBC zbliżonych do MIC 

charakteryzują się wysoką aktywnością bakteriobójczą [210]. 

1.6.4 Wybrane metody badania cytotoksyczności 

Test wychwytu czerwieni obojętnej (NR, ang. neutral red uptake assay), opracowany 

w 1985 roku przez Borenfreund i Puernera, jest czułą i jedną z najczęściej stosowanych 

metod oceny cytotoksyczności in vitro [211]. Zasada metody opiera się na zdolności 

żywych, aktywnych metabolicznie komórek do wychwytu i akumulacji tego słabo 

zasadowego barwnika w lizosomach. Czerwień obojętna wnika do komórek na drodze 

dyfuzji biernej, a następnie ulega protonacji w kwaśnym środowisku lizosomów,  

co prowadzi do jej zatrzymania i gromadzenia w organellach. Akumulacja barwnika zależy 

od zachowanej integralności błon lizosomalnych oraz utrzymania prawidłowego gradientu 

pH pomiędzy wnętrzem lizosomu a cytozolem. Komórki uszkodzone lub martwe tracą tę 

zdolność. W celu wykonania pomiaru ilościowego, po inkubacji z barwnikiem komórki 

traktuje się roztworem odbarwiającym (zazwyczaj zakwaszonym roztworem etanolu),  

co powoduje zmianę pH środowiska, zwiększenie przepuszczalności błon i ostatecznie 

uwolnienie zgromadzonego barwnika do otoczenia. Intensywność uzyskanego zabarwienia, 
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oznaczana spektrofotometrycznie, jest wprost proporcjonalna do liczby żywych  

komórek [212,213]. 

Inną szeroko stosowaną metodą pomiaru aktywności metabolicznej i żywotności  

jest test wykorzystujący bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy 

(MTT). Zasada metody opiera się na redukcji żółtej, rozpuszczalnej w wodzie soli 

tetrazolowej do fioletowego, nierozpuszczalnego produktu (formazanu). Za redukcję MTT 

odpowiada głównie zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NADH),  

a reakcja zachodzi w mitochondriach, cytozolu i w obrębie błon komórkowych.  

Proces ten zachodzi sprawnie jedynie w żywych komórkach, a ilość wytworzonego 

formazanu jest wprost proporcjonalna do liczby aktywnych metabolicznie komórek [214]. 
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2 Cel i zakres pracy 

Celem niniejszej pracy była synteza i analiza fizykochemiczna kompleksów  

3-hydroksyflawonu z jonami kobaltu(II), manganu(II) i cynku(II) a także ocena  

ich aktywności biologicznej: antyoksydacyjnej, antybakteryjnej i antynowotworowej. 

 

Zakres pracy obejmował: 

1. Przegląd literatury; 

2. Syntezę kompleksów 3-hydroksyflawonu z jonami metali Co(II), Mn(II) i Zn(II); 

3. Analizę budowy i właściwości fizykochemicznych otrzymanych kompleksów; 

4. Analizę właściwości przeciwutleniających 3-hydroksyflawonu i otrzymanych 

kompleksów; 

5. Analizę aktywności przeciwbakteryjnej 3-hydroksyflawonu i jego pochodnych; 

6. Analizę cytotoksyczności uzyskanych pochodnych w układzie prawidłowych  

i nowotworowych linii komórkowych; 

7. Ocenę wpływu kompleksowania na działanie związku wyjściowego; 

8. Analizę wyników. 
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3 Część doświadczalna 

W niniejszym rozdziale przedstawiono spis wykorzystywanych odczynników, 

wykaz sprzętu laboratoryjnego, materiał badawczy oraz opis metod zastosowanych podczas 

badań. 

3.1 Wykaz stosowanych odczynników 

• 3-hydroksyflawon (Alfa Aesar, nr kat. A18110-03, USA) 

• Acetanilid, cz.d.a. (Chempur, nr kat. 111009706, Polska) 

• Amoniak, 25%, cz.d.a. (Avantor, nr kat. PA-06-134965119, Polska) 

• Błękit trypanu, 0,4% (Bio-Rad, nr kat. 1450021, USA) 

• Bromek potasu, do spektroskopii FT-IR (Chempur, nr kat. 617397400, Polska) 

• Bufor fosforanowy Dulbecco, DPBS (ATCC, nr kat. 30-2200, USA) 

• Chlorek cynku(II), cz.d.a. (Avantor, nr kat. PA-06-264170420, Polska) 

• Chlorek kobaltu(II), cz.d.a. (Chempur, nr kat. 115123404, Polska) 

• Chlorek manganu(II), cz.d.a. (Avantor, nr kat. 615960115, Polska) 

• Chlorek sodu, cz.d.a. (Chempur, nr kat. 117941206, Polska) 

• Cisplatyna (Sigma-Aldrich, nr kat. C2210000, USA) 

• Czerwień obojętna, 0,33% (Sigma-Aldrich, nr kat. N2889, USA) 

• Dimetylosulfotlenek, DMSO, ≥95,5% (Carl ROTH, nr kat. A994.2, Niemcy) 

• Etanol, 99,9%, cz.d.a. (Pol-Aura, nr kat. PA-01-0400-W, Polska) 

• Kwas chlorowy(VII), 70%, cz.d.a. (Chempur, nr kat. 115649708, Polska) 

• Kwas octowy, 99,5%, cz.d.a. (Chempur, nr kat. 115687607, Polska) 

• Metanol, cz.d.a. (Chempur, nr kat. 116219904, Polska) 

• Minimalne podłoże podstawowe Eagle’a, EMEM (ATCC, nr kat. 30-2003, USA) 

• Octan sodu, cz.d.a. (Avantor, nr kat. PA-06-805670119, Polska) 

• Oksacylina (Merck, nr kat. 46589, Niemcy) 



48 

 

• Oranż ksylenolowy (Chempur, nr kat. 237045902, Polska) 

• Oranż metylowy (Pol-Aura, nr kat. PA-01-0222-A, Polska) 

• Płodowa surowica bydlęca, FBS (ATCC, nr kat. 30-2020, USA) 

• Płynne podłoże Mueller-Hinton, MHB (Merck, nr kat. 70192, Niemcy) 

• Podłoże agarowe Mueller-Hinton, MHA (Merck, nr kat. 70191, Niemcy) 

• Podłoże CO2 Independent Medium (Gibco, nr kat. 18045-054, USA) 

• Podłoże dla keratynocytów pozbawione surowicy, K-SFM (Gibco, nr kat. 17005-

042, USA) 

• Rifampicyna (Sigma-Aldrich, nr kat. 557303, USA) 

• Rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowy, DPPH• (Sigma-Aldrich, nr kat. D9132, 

USA) 

• Roztwór penicyliny i streptomycyny, 10000 U/ml / 10000 µg/ml (ATCC, nr kat. 30-

2300, USA) 

• Roztwór trypsyny/EDTA, 0,25% (w/v) / 0,53 mM (ATCC, nr kat. 30-2101, USA) 

• Wersenian disodowy, cz.d.a. (Avantor, nr kat. PA-06-879810112, Polska) 

• Wodorotlenek sodu, cz.d.a. (Chempur, nr kat. 118109252, Polska) 

• Zestaw ApoTox-GloTM Triplex Assay (Promega, nr kat. G6320, USA) 

• Zestaw RealTime-GloTM Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay (Promega, nr kat. 

JA1011, USA) 

• Zmodyfikowane podłoże Dulbecco Eagle’a, DMEM (ATCC, nr kat. 30-2002, USA) 

3.2 Aparatura 

• Analizator elementarny CHN/CHNS EuroEA3000 (EuroVector, Włochy) 

• Autoklaw Classic 2100 (Prestige Medical, Wielka Brytania) 

• Automatyczny licznik komórek TC20 (Bio-Rad, USA) 

• Inkubator CO2 Heracell 240 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

• Inkubator z wytrząsaniem Innova 40 Shaker (Eppendorf, Niemcy) 
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• Kalorymetr DSC-822e (Mettler Toledo, Szwajcaria) 

• Komora laminarna klasy II Airstream Max (ESCO, Singapur) 

• Konduktometr CX-505 (Elmetron, Polska) 

• Łaźnia wodna Precision GP 05 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

• Mieszadło magnetyczne z grzaniem MS 11 (WIGO, Polska) 

• Mikroskop odwrócony DMi1 (Leica, Niemcy) 

• pH-metr CP-551 (Elmetron, Polska) 

• Pipety automatyczne 

• Spektrofluorymetr F-2710 (Hitachi, Japonia) 

• Spektrofotometr FT-IR Alpha (Bruker, Niemcy) 

• Spektrofotometr UV-VIS-NIR V-670 (Jasco, Japonia) 

• Spektrofotometr VarioskanTM LUX (Thermo Fisher Scientific, USA) 

• Spektrometr masowy UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Niemcy) 

• Spektrometr NMR Avance II 500 (Bruker, Niemcy) 

• Termograwimetr TGA/DSC1 (Mettler Toledo, Szwajcaria) 

• Waga analityczna AS 62.R2 Plus (Radwag, Polska) 

• Wirówka laboratoryjna MPW-223e (MPW Med. Instruments, Polska) 

• Wytrząsarka do mikropłytek PSU-2T (Biosan, Łotwa) 

3.3 Materiał biologiczny 

Linie komórkowe BJ (CRL-2522), RWPE-2 (CRL-3608), DU-145 (HTB-81),  

Caco-2 (HTB-37) uzyskano z ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, 

USA). Linia komórkowa HaCaT (nr kat. 300493) została pozyskana z firmy Cytion  

(Cytion Biotech GmbH, Monachium, Niemcy). 

Certyfikowane szczepy bakteryjne Escherichia coli ATCC 10536, Staphylococcus 

epidermidis ATCC 35984 oraz Staphylococcus aureus ATCC 6538 pochodziły z kolekcji 

Katedry Biotechnologii i Bioinformatyki Wydziału Chemicznego Politechniki 

Rzeszowskiej. 
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3.4 Metody badawcze 

3.4.1 Synteza kompleksów jonów metali z flawonoidami 

W ramach niniejszej pracy otrzymano trzy kompleksy 3-hydroksyflawonu (3HF)  

z jonami kobaltu(II), manganu(II) i cynku(II), dalej określane jako Co(II)-3HF, Mn(II)-3HF 

oraz Zn(II)-3HF. Syntezy przeprowadzono na podstawie syntez próbnych, wykonanych 

przez pracowników i dyplomantów Katedry Chemii Nieorganicznej i Analitycznej 

Wydziału Chemicznego Politechniki Rzeszowskiej. Po wybraniu warunków optymalnych 

przystąpiono do syntez właściwych, które przeprowadzono w stosunku molowym metalu  

do liganda 1:2 [215]. 

Bezpośrednio przed syntezami przygotowano roztwory wyjściowe:  

3-hydroksyflawonu (3HF) w metanolu, pełniącego rolę liganda oraz odpowiednich 

chlorków metali – kobaltu(II), manganu(II) i cynku(II) – w wodzie dejonizowanej, 

stanowiące źródło jonów metali. Roztwory sporządzono na gorąco (ok. 50°C), a końcowe 

stężenie każdego z nich wynosiło 0,01 M. Dokładne masy i objętości użytych odczynników 

przedstawiono w tabeli 1. 

Tab. 1. Skład roztworów wyjściowych wykorzystywanych do syntez 

Odczynnik Naważka [g] Rozpuszczalnik 
Objętość 

końcowa [ml] 

Stężenie 

[M] 

3HF 2,382 metanol 1000 0,01 

CoCl2 0,595 woda dejonizowana 250 0,01 

MnCl2 0,495 woda dejonizowana 250 0,01 

ZnCl2 0,341 woda dejonizowana 250 0,01 

Wstępnie przygotowane roztwory flawonoidu i soli metali podgrzano do temperatury 

ok. 60°C. Następnie do zlewki zawierającej 100 ml roztworu 3-HF, przy ciągłym 

intensywnym mieszaniu, dodano 50 ml odpowiedniego roztworu zawierającego jony 

metalu. pH mieszaniny regulowano za pomocą roztworu wodorotlenku sodu  

(stężenie 0,1 M i 0,01 M) do wartości około 7,6. Proces prowadzono przy stałym mieszaniu 

i ogrzewaniu przez około godzinę, do momentu wytrącenia się osadu. Po zakończeniu 

reakcji, mieszaniny pozostawiono na 24 godziny w ciemności w temperaturze pokojowej. 

Powstałe osady oddzielono przez wirowanie (4000 obr./min, 10 minut), czterokrotnie 

przemyto mieszaniną metanolu i wody w stosunku objętościowym 1:1 w celu usunięcia 

pozostałości jonów, a następnie suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej  

do uzyskania suchej masy. 
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3.4.2 Charakterystyka uzyskanych kompleksów 

W celu scharakteryzowania otrzymanych kompleksów zastosowano zestaw metod 

analitycznych, obejmujących analizę elementarną (oznaczenie C, H), miareczkowanie 

kompleksometryczne, techniki analizy termicznej: termograwimetrię (TGA)  

oraz skaningową kalorymetrię różnicową (DSC), techniki spektroskopowe:  

spektroskopię UV-Vis, spektroskopię fluorescencyjną, spektroskopię w podczerwieni  

z transformacją Fouriera (FT-IR) oraz spektroskopię magnetycznego rezonansu jądrowego 

(NMR), a także spektrometrię mas z laserową desorpcją/jonizacją wspomaganą 

powierzchnią (SALDI-ToF-MS4). Dodatkowo wykonano pomiary przewodnictwa 

elektrycznego roztworów oraz zbadano rozpuszczalność kompleksów w metanolu. 

Ogólna charakterystyka kompleksów 

Zawartość węgla i wodoru w badanych próbkach oznaczono metodą elementarnej 

analizy spaleniowej przy użyciu analizatora elementarnego CHN/CHNS Euro EA3000 

(EuroVector), stosując kapsułki cynowe. Metoda ta polega na błyskawicznym spaleniu 

próbek w strumieniu czystego tlenu w piecu rozgrzanym do temperatury w zakresie  

950–1200°C, po którym powstałe gazy (CO2, H2O) są oczyszczane, rozdzielane 

chromatograficznie i oznaczane przy użyciu detektora przewodności cieplnej (TCD).  

Do pomiaru odważano po 2 mg próbki. Jako wzorzec kalibracyjny zastosowano acetanilid, 

wynik podano jako procentową zawartość C i H .  

W celu określenia procentowej zawartości metali wykonano miareczkowanie 

kompleksometryczne, poprzedzone mineralizacją kompleksów. Jako titrant zastosowano 

roztwór wersenianu disodowego (Na2EDTA), natomiast wskaźnikiem był oranż 

ksylenolowy. W tym celu przygotowano po dwie naważki każdego z kompleksów  

(po ok. 25 mg), do których dodano następnie po 10 ml mieszaniny kwasu chlorowego(VII) 

(70%) z wodą w stosunku objętościowym 1:1 i ogrzewano w łaźni piaskowej  

do prawie całkowitego odparowania roztworu. Pozostałości w zlewkach po odparowaniu 

przeniesiono ilościowo do kolb miarowych o objętości 25 ml i uzupełniono wodą do kreski. 

Przygotowano roztwór buforu octanowego (0,488 M octanu sodu, 0,014 M kwasu octowego 

w wodzie, pH 6,3), wodny roztwór Na2EDTA o stężeniu 0,002 M oraz roztwór amoniaku  

w wodzie otrzymany poprzez rozcieńczenie stężonej wody amoniakalnej (25%)  

wodą destylowaną w stosunku objętościowym 1:2.  

 
4  (ang. surface-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) 
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Następnie do kolb stożkowych dodano po 10 ml badanych roztworów, 50 ml wody 

dejonizowanej oraz 2–3 krople oranżu metylowego (czerwone zabarwienie roztworu). 

Roztwory zobojętniono przy użyciu wcześniej przygotowanego roztworu amoniaku  

(żółte zabarwienie roztworu), a następnie dodano po 15 ml buforu octanowego. Do próbek 

dodano szczyptę oranżu ksylenolowego (mieszanina z NaCl w stosunku wagowym 1:100) 

(fioletowe zabarwienie roztworu) i miareczkowano roztworem Na2EDTA do momentu 

zmiany barwy na pomarańczową. Zawartość metalu w kompleksach obliczono  

przy wykorzystaniu wzoru (1): 

 %𝑚𝑒𝑡 =
𝐶𝑁𝑎2𝐸𝐷𝑇𝐴 ∙ 𝑉𝑁𝑎2𝐸𝐷𝑇𝐴 ∙ 𝑀𝑚𝑒𝑡 ∙ 2,5

𝑚𝑝
 (1) 

gdzie: 

%met – procentowa zawartość metalu w kompleksie [%] 

CNa2EDTA – stężenie roztworu Na2EDTA [M] 

VNa2EDTA – objętość roztworu Na2EDTA użyta podczas miareczkowania [l] 

Mmet – masa molowa oznaczanego metalu [g/mol] 

mp – masa próbki [g] 

2,5 – współczynnik rozcieńczenia próbki  

Pomiary przewodnictwa w roztworze wykonano za pomocą konduktometru CX-505 

(Elmetron). Analizy prowadzono dla roztworów badanych związków o stężeniu 0,001 M  

w dimetylosulfotlenku (DMSO). Pomiary przeprowadzono w temperaturze 20°C  

po osiągnięciu stabilnych wskazań aparatu. 

W celu określenia rozpuszczalności otrzymanych kompleksów w metanolu 

przygotowano roztwory nasycone. Nadmiar każdego z badanych związków dodano do porcji 

metanolu i pozostawiono na mieszadle magnetycznym na 24 godziny w temperaturze 

pokojowej, celem osiągnięcia stanu nasycenia. Następnie roztwory filtrowano przez filtry 

strzykawkowe o wielkości porów 0,22 µm w celu usunięcia nierozpuszczonego osadu. 

Pobrano po 5 ml każdego roztworu i przeniesiono na uprzednio zważone, suche szalki 

Petriego. Roztwory odparowano do sucha, po czym ponownie zważono szalki  

z pozostałością osadu i obliczono rozpuszczalność w jednostkach mg/ml. 
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Analizy termiczne 

Zawartość wody w otrzymanych kompleksach określono za pomocą analizy 

termograwimetrycznej (TGA), przeprowadzonej przy użyciu analizatora TGA/DSC1 

(Mettler Toledo). Pomiary wykonano w zakresie temperatur od 25 do 800°C, przy szybkości 

nagrzewania 20°C/minutę w atmosferze powietrza. 

Skaningową kalorymetrię różnicową (DSC) przeprowadzono z użyciem kalorymetru 

DSC-822e (Mettler Toledo) w zakresie temperatur od -30 do 250°C, z szybkością 

nagrzewania 10°C/minutę w atmosferze azotu. 

Pomiary spektroskopowe 

Ze względu na ograniczoną rozpuszczalność otrzymanych kompleksów w metanolu, 

pomiary spektroskopii UV-Vis wykonano dla ich nasyconych roztworów metanolowych. 

Widma 3HF zarejestrowano natomiast dla roztworu o stężeniu 40 µM. Pomiary prowadzono 

przy użyciu spektrofotometru UV-VIS-NIR V670 (Jasco), w zakresie długości fal  

od 200 do 550 nm. 

Pomiary fluorescencji roztworów 3HF i kompleksów w DMSO przeprowadzono 

przy wykorzystaniu spektrofluorymetru F-2710 (Hitachi). Widma zostały zarejestrowane  

w zakresie długości fal emisji od 220 do 800 nm, przy trzech długościach fal wzbudzenia 

(259 nm, 346 nm i 418 nm), stężenie roztworów wynosiło 40 µM. 

Analizy w podczerwieni wykonano z użyciem spektrofotometru FT-IR Alpha 

(Bruker). Widma zarejestrowano z wykorzystaniem techniki pastylek KBr, przygotowanych 

poprzez homogenizację w moździerzu 2 mg próbki z około 200 mg suchego bromku potasu. 

Pomiary wykonano w zakresie częstotliwości 4000−450 cm-1 w trybie transmitancji,  

po uprzedniej rejestracji widma tła. W celu sprawdzenia stabilności otrzymanych 

kompleksów, pomiary powtórzono po 24 miesiącach od syntezy. Widma analizowano  

przy użyciu programu SpectraGryph 1.2. 

Spektroskopię NMR przeprowadzono z wykorzystaniem spektrometru NMR Avance 

II 500 (Bruker). Widma 1H-NMR roztworów w deuterowanym DMSO rejestrowano  

w temperaturze pokojowej. Przesunięcia chemiczne δ podano w ppm względem sygnału 

resztkowego DMSO-d6. Widma opracowane zostały przy użyciu programu MestReNova. 
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Spektrometria mas 

Analizy uzyskanych kompleksów z wykorzystaniem spektrometrii mas 

przeprowadzono przy użyciu spektrometru masowego UltrafleXtreme (Bruker) 

posiadającego analizator czasu przelotu (ToF, ang. time of flight). Widma rejestrowano  

z zastosowaniem techniki SALDI-ToF-MS. Jako matrycę zastosowano powierzchnię 

wzbogaconą nanocząstkami srebra-109 (109AgNPET), która stanowiła aktywną 

powierzchnię wspomagającą proces laserowej desorpcji i jonizacji analitu. Zastosowanie 

nanocząstek umożliwia efektywną jonizację związków o małych masach cząsteczkowych, 

przy jednoczesnej redukcji tła w zakresie niskich wartości m/z. Analizy prowadzono w trybie 

jonów dodatnich, rejestrując sygnały w zakresie m/z 100–2000. Stężenia badanych 

związków rozpuszczonych w mieszanie wody i metanolu w stosunku objętościowym 1:1 

wynosiły 0,1 mg/ml. Uzyskane dane opracowano przy użyciu programu mMass 5.5.0. 

3.4.3 Badanie właściwości przeciwutleniających 

Właściwości przeciwutleniające 3-hydroksyflawonu i zsyntezowanych związków 

zbadano w celu oceny ich potencjału do neutralizacji wolnych rodników oraz określenia,  

jak kompleksowanie z jonami wpływa na tę aktywność. W badaniu wykorzystano metodę 

spektrofotometryczną, polegającą na pomiarze zdolności do zmiatania stabilnego rodnika 

2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowego (DPPH•). 

Przygotowano roztwór podstawowy DPPH o stężeniu 3,6 mM w metanolu, następnie 

rozcieńczono go 50-krotnie, uzyskując roztwór roboczy o stężeniu 72 µM. Roztwory 

przygotowano bezpośrednio przed pomiarami, w warunkach ograniczonego dostępu światła, 

by zminimalizować degradację rodnika. 

Badane kompleksy przygotowano w postaci roztworów nasyconych  

poprzez rozpuszczanie ich w metanolu przez 24 godziny, a następnie filtrowanie  

w celu pozbycia się nierozpuszczonego osadu. 3-hydroksyflawon rozpuszczono w metanolu, 

uzyskując stężenie 0,5 mM.  

Do kuwet pomiarowych dodano po 2,5 ml roztworu roboczego DPPH  

oraz 0,5 ml roztworu badanego związku. Próbę kontrolną stanowił rozwór DPPH  

oraz metanol. Bezpośrednio po wymieszaniu składników rozpoczęto pomiar absorbancji 

przy długości fali 517 nm przy użyciu spektrofotometru UV-VIS-NIR V670 (Jasco). 

Pomiary prowadzono w trybie kinetycznym (pomiar co 1 minutę) przez 60 minut,  

w temperaturze pokojowej bez dostępu światła. 
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Aktywność przeciwutleniającą wyrażono jako procent inhibicji rodnika DPPH•, 

obliczony według wzoru (2): 

 % 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑗𝑖 =
𝐴𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎 − 𝐴𝑝𝑟ó𝑏𝑎

𝐴𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎
∙ 100% (2) 

gdzie: 

Akontrola – absorbancja próby kontrolnej 

Apróba – absorbancja badanego roztworu po 30 minutach. 

Wartości inhibicji wyznaczono po 30 minutach reakcji, zgodnie z zaleceniami 

literaturowymi dotyczącymi standardowych warunków pomiaru [204]. 

3.4.4 Badanie właściwości przeciwbakteryjnych 

Badanie właściwości przeciwbakteryjnych przeprowadzono w celu oceny potencjału 

biologicznego otrzymanych związków oraz określenia wpływu kompleksowania z jonami 

metali na aktywność wobec wybranych mikroorganizmów referencyjnych.  

Ocenę aktywności wykonano wobec certyfikowanych szczepów bakterii Gram-dodatnich 

(Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Staphylococcus aureus ATCC 6538)  

oraz Gram-ujemnych (Escherichia coli ATCC 10536). 

3.4.4.1 Minimalne stężenie hamujące wzrost bakterii (MIC) i minimalne stężenie 

bakteriobójcze (MBC) 

Aktywność przeciwbakteryjną określono przy wykorzystaniu metody 

mikrorozcieńczeń, opartej na dokumencie M07-A9 Instytutu Norm Klinicznych  

i Laboratoryjnych (CLSI) [209]. Metoda ta polega na inkubacji zawiesiny mikroorganizmów 

z kolejnymi, malejącymi stężeniami badanego związku i pozwala na określenie 

minimalnego stężenia hamującego (MIC). W celu wyznaczenia minimalnego stężenia 

bakteriobójczego (MBC) zastosowano metodę posiewu na stałe podłoże agarowe  

nie zawierające badanych związków. Wszystkie czynności związane z pracą  

z mikroorganizmami przeprowadzano w warunkach aseptycznych w komorze laminarnej 

ESCO Airstream, zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej. 

Przygotowano płynne podłoże Mueller-Hinton (MHB, ang. Mueller-Hinton Broth), 

odważając 21 g firmowego odczynnika (ekstrakt wołowy 2 g/l, hydrolizat kazeiny 17,5 g/l, 

skrobia 1,5 g/l) i rozpuszczając naważkę w 1 litrze wody dejonizowanej. Gotowy roztwór 

poddano procesowi sterylizacji w autoklawie w temperaturze 121°C przez 30 minut.  
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W tak przygotowanej pożywce prowadzono hodowle bakteryjne w temperaturze 

37°C, poddając je co najmniej dwukrotnemu pasażowi. Aby zapewnić równomierny wzrost 

wykorzystano inkubator z wytrząsaniem Innova 40 Shaker (Eppendorf). We wszystkich 

eksperymentach wykorzystywano 24-godzinne hodowle bakteryjne, które standaryzowano 

do wartości 0,5 w skali McFarlanda (ok. 108 CFU/ml) na podstawie pomiaru gęstości 

optycznej przy λ = 600 nm za pomocą czytnika mikropłytek Varioskan™ LUX  

(Thermo Scientific). Następnie zawiesiny rozcieńczano za pomocą pożywki MHB  

do końcowej gęstości 105 CFU/ml, uzyskując hodowle robocze. Badane związki 

rozpuszczono w DMSO, a następnie przygotowano ich seryjne dwukrotne rozcieńczenia  

w pożywce MHB na płytkach 96-dołkowych, w objętości 100 µl. Do każdego dołka dodano 

100 µl przygotowanej wcześniej roboczej hodowli bakteryjnej, co skutkowało kolejnym, 

dwukrotnym rozcieńczeniem zawartości dołków. Końcowe stężenia 3HF i jego kompleksów 

mieściły się w zakresie od 0,024 do 6,25 mg/ml. Dodatkowo oceniano wrażliwość badanych 

szczepów na antybiotyki referencyjne – oksacylinę i rifampicynę (stężenia w zakresie  

od 0,004 do 500 µg/ml). Oksacylinę rozpuszczono w wodzie dejonizowanej, natomiast 

rifampicynę w DMSO. Płytki przygotowano analogicznie jak w przypadku badanych 

związków. W każdym eksperymencie uwzględniono kontrolę pozytywną (hodowla 

bakteryjna), kontrolę negatywną (pożywka, kontrola sterylności) oraz kontrolę 

rozpuszczalnika (DMSO w maksymalnym stężeniu 10% dla badanych związków  

i rifampicyny oraz woda w przypadku oksacyliny). Po przygotowaniu płytek 96-dołkowych 

przeprowadzono pomiar spektrofotometryczny przy długości fali λ = 600 nm, a następnie 

inkubowano hodowle bakteryjne w obecności związków przez 24 godziny w temperaturze 

37°C w atmosferze tlenowej, po tym czasie dokonano wizualnej oceny zmętnienia pożywki 

w dołkach oraz powtórzono pomiar spektrofotometryczny przy długości fali λ = 600 nm  

w celu potwierdzenia obserwacji wzrokowych. Wartości MIC wyznaczono  

dla dołków, w których znajdowało się najniższe stężenie badanego związku,  

przy którym nie obserwowano zmętnienia znajdującej się tam mieszaniny (pożywka MHB, 

badany związek, hodowla bakteryjna). Potwierdzenia tej obserwacji dokonano poprzez 

odjęcie absorbancji początkowej (w czasie 0, czyli przed 24-godzinną inkubacją)  

od absorbancji końcowej (po 24 godzinach inkubacji), a za minimalne stężenie hamujące 

wzrost bakterii uznano najniższe stężenie związku, przy którym wzrost absorbancji  

nie przekraczał 0,1. Doświadczenie przeprowadzono w trzech powtórzeniach technicznych 

i trzech powtórzeniach biologicznych.  
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W celu wyznaczenia MBC przygotowano podłoże agarowe Mueller-Hinton  

(MHA, ang. Mueller-Hinton Agar) poprzez rozpuszczenie 38 g firmowego odczynnika  

(agar 17 g/l, ekstrakt wołowy 2 g/l, hydrolizat kazeiny 17,5 g/l, skrobia 1,5 g/l)  

w 1 litrze wody dejonizowanej. Gotowy roztwór poddano procesowi sterylizacji  

w autoklawie w temperaturze 121°C przez 30 minut. Po częściowym ochłodzeniu roztworu, 

pożywkę rozlano na sterylne szalki Petriego (ø 90 mm) i pozostawiono do zastygnięcia.  

W celu wyznaczenia wartości MBC, na gotowe szalki Petriego zawierające stałe podłoże 

MHA naniesiono po 20 µl zawiesiny z dołków, w których stężenie danego związku wynosiło 

MIC, 2×MIC oraz 4×MIC. Zawiesinę wgłaskano w podłoże MHA za pomocą 

jednorazowych sterylnych głaszczek i pozostawiono na ok. 15 minut w temperaturze 

pokojowej, po czym odwrócono szalki do góry dnem i przeniesiono do inkubatora (37°C) 

na 24 godziny. Po tym czasie obserwowano pojawienie się (lub brak) kolonii bakteryjnych, 

które liczono ręcznie, a za wartość MBC uznano stężenie badanego związku,  

przy którym obserwowano pojawienie się <10 kolonii bakteryjnych.  

3.4.5 Badanie aktywności cytotoksycznej kompleksów 

Aktywność cytotoksyczną 3HF oraz uzyskanych kompleksów zbadano przy pomocy 

testu wychwytu czerwieni obojętnej (NR) [216]. W badaniach wykorzystano następujące 

ludzkie linie komórkowe: prawidłowe fibroblasty skórne (BJ, ATCC CRL-2522), 

unieśmiertelnione komórki nabłonka prostaty (RWPE-2, ATCC CRL-3608), 

unieśmiertelnione keratynocyty (HaCaT, Cytion 300493), komórki raka prostaty (DU-145, 

ATCC HTB-81) oraz komórki gruczolakoraka okrężnicy (Caco-2, ATCC HTB-37). 

Aktywność kompleksów porównano do aktywności cytostatyka – cisplatyny. Wszystkie 

czynności związane z pracą z hodowlami komórkowymi przeprowadzano w warunkach 

aseptycznych z wykorzystaniem komory laminarnej ESCO Airstream, zgodnie z zasadami 

dobrej praktyki laboratoryjnej. 
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3.4.5.1 Prowadzenie hodowli linii komórkowych  

Hodowle komórkowe oraz pasażowanie prowadzono zgodnie z zaleceniami 

dostawców linii komórkowych [139,150,154,166,174]. Wszystkie linie utrzymywano  

w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierającej 5% CO2, wykorzystując butelki hodowlane 

o powierzchni wzrostu 75 cm2 (T-75).  

Komórki linii BJ, DU-145 i Caco-2 hodowano w pożywce EMEM (ang. Eagle’s 

Minimum Essential Medium), czyli minimalnym podłożu podstawowym Eagle’a 

zawierającym: zbilansowany roztwór soli Earle’a, aminokwasy nieegzogenne,  

2 mM L-glutaminy, 1 mM pirogronianu sodu, 1500 mg/l wodorowęglanu sodu. Pożywkę 

wzbogacono o płodową surowicę bydlęcą (FBS, ang. fetal bovine serum)  

(stężenie końcowe 10%) oraz antybiotyki: penicylinę (100 IU/ml)  

i streptomycynę (100 µg/ml). Pasaże wykonywano, gdy komórki osiągały  

80-90% konfluencji, przy zachowaniu limitu maksymalnie 10 pasaży w celu zachowania 

cech fenotypowych. 

W celu oderwania komórek od podłoża, z butelek hodowlanych usunięto pożywkę, 

a powierzchnię dwukrotnie przepłukano 2 ml buforu fosforanowego  

Dulbecco (DPBS, ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline). Następnie do butelek 

dodano i rozprowadzono równomiernie 1 ml roztworu trypsyny/EDTA  

(0,25%trypsyny/0,53 mM EDTA). Po ok. 10 sekundach nadmiar roztworu trypsyny 

usunięto, a stopień odklejenia komórek monitorowano przy pomocy mikroskopu 

odwróconego DMi1 (Leica). Po całkowitym odklejeniu komórek od podłoża, działanie 

trypsyny zahamowano poprzez dodanie 4 ml pożywki zawierającej 10% FBS. Zawiesinę 

komórek delikatnie mieszano poprzez pipetowanie, a następnie oznaczano gęstość hodowli 

z wykorzystaniem automatycznego licznika komórek T20 (Bio-Rad). W tym celu pobierano 

10 µl zawiesiny komórkowej i zmieszano z równą objętością 0,4% roztworu błękitu trypanu. 

Następnie 10 µl otrzymanej mieszaniny nanoszono na płytkę pomiarową i wprowadzano  

do licznika. Na podstawie uzyskanych wyników obliczano objętość zawiesiny komórkowej 

niezbędną do przygotowania hodowli o założonej gęstości, przeznaczonej do dalszych 

eksperymentów. Ostateczna liczba wyjściowa komórek w butelce mogła się nieznacznie 

różnić w zależności od linii komórkowej i planowanego czasu inkubacji przed kolejnym 

pasażem (zgodnie z zaleceniami producenta).  
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Przykładowo, przy uzyskaniu zawiesiny o gęstości 1,2×106 komórek/ml  

po trypsynizacji, pobierano 0,42 ml zawiesiny komórkowej i uzupełniano objętość 

odpowiednią pożywką do 10 ml, co skutkowało gęstością około 5×105 komórek/75 cm2 

(butelka hodowlana T-75). 

Hodowlę linii HaCaT prowadzono w analogiczny sposób, wykorzystując pożywkę 

DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), czyli podłoże podstawowe Eagle’a 

zmodyfikowane tak, by zawierało: 4 mM L-glutaminy, 4500 mg/l glukozy,  

1 mM pirogronianu sodu i 1500 mg/l wodorowęglanu sodu. 

Linia RWPE-2 była hodowana w pożywce K-SFM (ang. Keratinocyte Serum-Free 

Medium), czyli podłożu podstawowym, wzbogaconym o L-glutaminę, uzupełnionym  

o 0,05 mg/ml BPE (ang. bovine pituitary extract) oraz 5 ng/ml EGF, bez dodatku surowicy. 

Pasaże przeprowadzano na tych samych zasadach jak w przypadku pozostałych linii  

(przy konfluencji 80-90% oraz zachowaniu maksymalnie 10 pasaży). W celu oderwania 

komórek od podłoża, z butelki hodowlanej usunięto pożywkę, a powierzchnię przepłukano 

dwukrotnie przy wykorzystaniu 2 ml DPBS. Następnie dodano 4 ml mieszaniny roztworu 

trypsyny/EDTA (0,25% trypsyny/0,53 mM EDTA) i buforu DPBS w stosunku 1:1  

i inkubowano w standardowych warunkach hodowlanych do momentu całkowitego 

odklejenia komórek od dna, proces monitorowano przy pomocy mikroskopu odwróconego 

DMi1. Po odklejeniu komórek, do butelki dodano 6 ml 2% roztworu FBS w DPBS w celu 

zahamowania działania trypsyny i przeniesiono do probówki typu Falcon. Zawiesinę 

następnie zwirowano z prędkością 125 × g przez 7 minut, usunięto supernatant, a komórki 

zawieszono w świeżej pożywce. Gęstość uzyskanej zawiesiny komórek zliczono  

przy wykorzystaniu automatycznego licznika komórek T20, zgodnie z wcześniejszym 

opisem, po czym odpowiednią objętość zawiesiny przeniesiono do butelki hodowlanej 

zawierającej świeże medium. 
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3.4.5.2 Testy cytotoksyczności 

W celu zbadania wpływu otrzymanych kompleksów na żywotność komórek 

prawidłowych (BJ, HaCaT, RWPE-2) oraz nowotworowych (Caco-2, DU-145), 

przeprowadzono test wychwytu czerwieni obojętnej. Metoda ta opiera się na zdolności 

żywych, aktywnych metabolicznie komórek do wychwytu i akumulacji tego barwnika  

w lizosomach. Po zakończeniu inkubacji z barwnikiem dodaje się roztwór odbarwiający 

(zakwaszony roztwór etanolu), który powoduje zmianę pH środowiska i zwiększenie 

przepuszczalności błon, prowadząc do uwolnienia zgromadzonego barwnika do pożywki. 

Intensywność zabarwienia – oznaczana spektrofotometrycznie – jest proporcjonalna  

do liczby żywych komórek [216]. 

Procedura przygotowania komórek do testu wychwytu czerwieni obojętnej 

obejmowała sporządzenie zawiesiny o określonej gęstości w pożywkach dedykowanych  

dla poszczególnych linii (zgodnie z opisem powyżej). Następnie na 96-dołkowe  

płytki mikrotitracyjne naniesiono 100 µl hodowli komórek linii BJ w gęstości  

5×103 komórek/dołek oraz komórki pozostałych linii w gęstości 1×104 komórek/dołek.  

Tak przygotowane płytki poddano 24-godzinnej inkubacji w standardowych warunkach 

hodowlanych (37°C i atmosferze 5% CO2) w celu adhezji komórek do podłoża  

oraz ich adaptacji i regeneracji poprzez powrót do równowagi metabolicznej [217]. 

Badane związki rozpuszczono w DMSO, cisplatynę rozpuszczono w wodzie 

dejonizowanej, a następnie przygotowano ich roztwory robocze w dedykowanych  

dla poszczególnych linii komórkowych pożywkach. W przypadku pożywek EMEM  

oraz DMEM medium suplementowano FBS do końcowego stężenia 5%, pożywki K-SFM 

nie suplementowano, zgodnie z zaleceniami producenta. Wszystkie roztwory 

przygotowywano na świeżo, bezpośrednio przed przeprowadzeniem doświadczenia. 

Kompleksy testowano w zakresie stężeń 5–50 µM, a na podstawie wyników uzyskanych  

dla kompleksu z cynkiem zakres ten zawężono do wartości 1–20 µM. Stężenia końcowe 

cisplatyny zawierały się w zakresie 0,125–12,5 µM. Stężenie DMSO w żadnej z prób  

nie przekraczało 0,4%. W każdym eksperymencie uwzględniono kontrolę komórek  

nie eksponowanych na związki, kontrolę sterylności pożywki oraz kontrole 

rozpuszczalników (DMSO o stężeniu 0,4% oraz woda dejonizowana). Po 24-godzinnej 

inkubacji w warunkach hodowlanych z dołków usunięto ostrożnie pożywkę i dodano  

po 100 µl roztworów roboczych badanych związków. Płytki inkubowano w standardowych 

warunkach hodowlanych przez kolejne 48 h. Po tym czasie usunięto roztwory związków,  
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do każdego dołka dodano 100 µl roztworu czerwieni obojętnej (3,3% w pożywce 

odpowiedniej dla danej linii). Komórki inkubowano z barwnikiem przez 2 godziny  

w standardowych warunkach hodowlanych. Po tym czasie z płytek usunięto roztwór 

czerwieni obojętnej, przemyto dołki dwukrotnie za pomocą DPBS, a następnie do każdego 

z nich dodano po 150 µl roztworu odbarwiającego (50% etanolu, 49% wody dejonizowanej, 

1% lodowatego kwasu octowego) i wytrząsano przez 10 minut.  

W wyniku działania tego roztworu z komórek został uwolniony skumulowany 

wcześniej barwnik, który następnie oznaczono spektrofotometrycznie, mierząc absorbancję 

przy długości fali 540 nm. 

Żywotność komórek obliczano jako procent wartości absorbancji uzyskanej po 

traktowaniu 3HF oraz kompleksami w odniesieniu do próby kontrolnej (komórki 

nietraktowane badanymi związkami), zgodnie z równaniem (3): 

 Ż𝑦𝑤𝑜𝑡𝑛𝑜ść 𝑘𝑜𝑚ó𝑟𝑒𝑘 [%]  =  
𝐴𝑝𝑟ó𝑏𝑎

𝐴𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎
 ∙  100% (3) 

gdzie Apróba oznacza średnią wartość absorbancji dla komórek traktowanych badanym 

związkiem, a Akontrola średnią wartość absorbancji w próbie kontrolnej. 

Aktywność cytotoksyczną badanych związków określano na podstawie wartości  

IC50 (ang. half-maximal inhibitory concentration), definiowanej jako stężenie powodujące 

zmniejszenie żywotności komórek o 50% w porównaniu z próbą kontrolną.  

Wartości IC50 wyznaczano na podstawie krzywych zależności dawka-odpowiedź, 

przedstawiających zmiany żywotności komórek, wyrażonej jako procent wartości 

kontrolnej, w funkcji stężenia badanego związku. Dopasowanie krzywych przeprowadzono 

metodą regresji nieliniowej [218,219]. 

Analizę istotności statystycznej różnic pomiędzy komórkami traktowanymi różnymi 

stężeniami związków a próbą kontrolną oceniano przy użyciu dwuczynnikowej analizy 

wariancji z testem wielokrotnych porównań Dunnetta, przyjmując poziom istotności 

statystycznej p < 0,05 (oprogramowanie GraphPad Prism (wersja 8.0.1)). 
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3.4.5.3 Ocena kinetyki wzrostu komórek po usunięciu związków 

Dalsze analizy trwałości efektu oraz mechanizmu działania 3HF oraz badanych 

kompleksów przeprowadzono dla linii komórkowej DU-145, wybranej na podstawie 

wstępnych wyników badań cytotoksyczności [220]. W tym celu hodowlę linii komórkowej 

DU-145 oraz badane związki przygotowano tak jak opisano w punktach 3.4.5.1. oraz 3.4.5.2. 

Jedyną różnicą była zastosowana gęstość komórek wysiewanych do dołków,  

która w tym przypadku wynosiła 1,5×103 komórek/dołek w 100 µl pożywki,  

co wynikało z wydłużonego czasu trwania doświadczenia (do 96 godzin). Stężenia 3HF, 

Co(II)-3HF oraz Mn(II)-3HF w DMSO zawierały się w zakresie 5−25 µM,  

a stężenia Zn(II)-3HF w zakresie 2−10 µM.  

W każdym eksperymencie uwzględniono kontrolę komórek bez ekspozycji  

na związki, kontrolę sterylności pożywki oraz kontrolę rozpuszczalnika  

(DMSO o stężeniu 0,4%). Po 24-godzinnej inkubacji komórek DU-145  

w ilości 1,5×103 komórek/dołek w 100 µl pożywki w warunkach hodowlanych z dołków 

usunięto ostrożnie pożywkę i dodano po 100 µl roztworów roboczych badanych związków. 

Płytki inkubowano w standardowych warunkach hodowlanych (37°C, 5% CO2)  

przez kolejne 48 h. Po tym czasie usunięto roztwory związków, do każdego dołka dodano 

100 µl świeżej pożywki EMEM. Następnie płytki inkubowano w standardowych warunkach 

hodowlanych przez kolejne 24 h i 48 h. Po tym czasie przeprowadzono test czerwieni 

obojętnej jak opisano powyżej w punkcie 3.4.5.2. 
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3.4.5.4 Test ApoTox-GloTM Triplex Assay 

Test ApoTox-GloTM Triplex Assay przeprowadzono z wykorzystaniem linii DU-145 

zgodnie z instrukcją producenta zestawu. Test ten pozwala na zbadanie cytotoksyczności  

i żywotności komórek, a także umożliwia ocenę apoptozy poprzez pomiar aktywności 

kaspaz-3 i -7, będących kluczowymi enzymami wykonawczymi tego procesu (Rys. 4).  

Po inkubacji komórek z badanymi związkami do każdej studzienki dodaje się odczynnik 

Caspase-Glo® 3/7, zawierający detergent lizujący komórki oraz luminogeniczny substrat 

specyficzny dla kaspaz-3 i -7 (aminolucyferyna sprzężona z tetrapeptydową sekwencją 

DEVD). Aktywne kaspazy katalizują rozszczepienie substratu, prowadząc do uwolnienia 

aminolucyferyny, która w reakcji katalizowanej przez lucyferazę generuje sygnał 

luminescencyjny. Luminescencja jest proporcjonalna do poziomu aktywności kaspaz-3/7, a 

tym samym do stopnia indukcji apoptozy w badanych komórkach [221].  

 

Rys. 4. Schemat zasady działania testu ApoTox-GloTM Triplex Assay w zakresie oceny 

zaawansowania apoptozy. Kaspazy-3/7 rozszczepiają substrat luminogeniczny  

DEVD-aminolucyferyny, co prowadzi do wygenerowania sygnału luminescencyjnego. 

Opracowano w oparciu o [221]. 
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Hodowlę komórek raka prostaty DU-145 prowadzono jak opisano wyżej w punkcie 

3.4.5.1. Przygotowano białe płytki 96-dołkowe, w każdym dołku umieszczono komórki  

w ilości 1×104 komórek/dołek. Gotowe płytki inkubowano przez 24 godziny  

(37°C, 5% CO2). Badane związki rozpuszczono w DMSO, cisplatynę rozpuszczono  

w wodzie dejonizowanej, a następnie przygotowano ich roztwory robocze w pożywce 

EMEM. Wszystkie roztwory przygotowywano na świeżo, bezpośrednio  

przed przeprowadzeniem doświadczenia. Stężenie 3HF, Co(II)-3HF i Mn(II)-3HF zawierało 

się w zakresie 10−25 µM, stężenie Zn(II)-3HF w zakresie 5−10 µM, a stężenie cisplatyny  

w zakresie 1,56−25 µM. Końcowe stężenie DMSO w dołkach nie przekraczało 0,4%.  

Po 24-godzinnej inkubacji komórek DU-145 na płytkach 96-dołkowych w standardowych 

warunkach hodowlanych, z dołków usunięto ostrożnie pożywkę, zastępując ją roztworami 

roboczymi związków. Tak przygotowane płytki inkubowano przez 8 oraz 24 h  

w standardowych warunkach hodowlanych. 

Po inkubacji komórek ze związkami do każdego dołka dodano odczynnik  

Caspase-Glo® 3/7, zawartość dołków wymieszano delikatnie na wytrząsarce i inkubowano  

przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Następnie zmierzono sygnał luminescencyjny 

przy użyciu czytnika mikropłytek Varioskan™ LUX (Thermo Scientific), przy czasie 

integracji wynoszącym 1 s. 

3.4.5.5 Test RealTime-GloTM Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 

Test RealTime-GloTM Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay przeprowadzono  

w celu oceny indukcji apoptozy oraz wtórnej nekrozy w komórkach linii DU-145,  

zgodnie z instrukcją producenta zestawu. Metoda ta jest nielitycznym testem 

umożliwiającym ciągły pomiar wczesnych i późnych etapów śmierci komórki w tej samej 

populacji. Podstawą oznaczenia apoptozy jest detekcja ekspozycji markera apoptozy – 

fosfatydyloseryny (PS) – na zewnętrznej warstwie błony komórkowej. Detekcję wtórnej 

nekrozy umożliwia utrata integralności błony komórkowej (Rys. 5) [222]. 
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Rys. 5. Zasada działania testu RealTime-GloTM Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay.  

W zdrowej komórce (A.) fosfatydyloseryna (PS) znajduje się wyłącznie w wewnętrznej 

warstwie błony komórkowej, a integralność błony jest zachowana; nie obserwuje się sygnału 

luminescencyjnego ani fluorescencyjnego. Podczas wczesnej apoptozy (B.) następuje 

translokacja PS do zewnętrznej warstwy, co umożliwia zbliżenie białek fuzyjnych  

aneksyny V i podjednostek lucyferazy, przy nienaruszonej błonie komórkowej obecny jest 

sygnał luminescencyjny. W przypadku wtórnej nekrozy (C.) dochodzi do zaburzenia 

integralności błony komórkowej, barwnik wiążący DNA przenika do wnętrza komórki – 

obserwowany jest jednocześnie sygnał luminescencyjny i fluorescencyjny.  

Opracowano w oparciu o [222]. 
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Odczynnik detekcyjny testu zawiera dwa białka fuzyjne aneksyny V, połączone  

z komplementarnymi podjednostkami lucyferazy NanoBiT® (LgBiT oraz SmBiT), substrat 

lucyferazy o stopniowym uwalnianiu oraz barwnik fluorescencyjny wiążący DNA,  

nie posiadający zdolności do przenikania przez błony. Aneksyna V wykazuje 

powinowactwo do fosfatydyloseryny, która w zdrowych komórkach jest zlokalizowana 

wyłącznie w wewnętrznej części dwuwarstwy lipidowej, co uniemożliwia wiązanie białka  

i skutkuje brakiem sygnału luminescencyjnego. W trakcie wczesnej apoptozy PS ulega 

translokacji do zewnętrznej warstwy, co umożliwia połączenie białek fuzyjnych aneksyny 

V i zbliżenie podjednostek lucyferazy. Prowadzi to do powstania aktywnego enzymu 

katalizującego reakcję, której efektem jest luminescencja. Intensywność luminescencji  

jest proporcjonalna do stopnia ekspozycji fosfatydyloseryny, a co za tym idzie  

do zaawansowania procesu apoptozy. Natomiast w przypadku, gdy błona komórkowa 

ulegnie uszkodzeniu, zawarty w zestawie barwnik fluorescencyjny przenika do wnętrza 

komórki, gdzie wiąże się z DNA i generuje sygnał fluorescencyjny, charakterystyczny  

dla nekrozy wtórnej [223]. 

Hodowlę komórek raka prostaty DU-145 prowadzono zgodnie z opisem 

przedstawionym wcześniej w punkcie 3.4.5.1. Komórki wysiewano do białych płytek  

96-dołkowych w ilości 1×104 komórek/dołek, które następnie inkubowano przez 24 godziny 

w standardowych warunkach hodowlanych (37°C, 5% CO2). Badane związki rozpuszczono 

w DMSO, natomiast cisplatynę w wodzie dejonizowanej. Roztwory robocze związków 

przygotowano w pożywce CO2 Independent Medium, przeznaczonej do hodowli komórek 

w warunkach atmosferycznych bez dodatku CO2. Pożywka zawierała pirogronian sodu, 

wodorowęglan sodu oraz czerwień fenolową, a także system buforujący 

 składający się z jedno- i dwuzasadowego fosforanu sodu oraz β-glicerofosforanu. Końcowe 

stężenie DMSO w dołkach nie przekraczało 0,4%. Zakresy stężeń badanych związków 

obejmowały wartości IC50 oraz ½ IC50, mieszcząc się w przedziale 0,31−40 µM. 

Po inkubacji wstępnej, z dołków usuwano pożywkę ze związkami  

i zastępowano ją 100 µl roztworów roboczych badanych związków. Następnie do każdego 

dołka dodawano 100 µl odczynnika detekcyjnego, przygotowanego bezpośrednio  

przed użyciem poprzez rozcieńczenie wszystkich składników zestawu  

zgodnie z zaleceniami producenta. Płytki delikatnie mieszano na wytrząsarce przez około 

30 sekund, po czym umieszczono w czytniku mikropłytek Varioskan™ LUX wyposażonym 

w kontrolę temperatury.  
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Pomiary sygnału luminescencyjnego (ekspozycja fosfatydyloseryny)  

oraz fluorescencyjnego (utrata integralności błony komórkowej, długość fali wzbudzenia  

λex = 485 nm, długość fali emisji λem = 520 nm) prowadzono jednocześnie w trybie 

kinetycznym przez 72 h, w temperaturze 37°C. Uzyskane dane umożliwiły ocenę dynamiki 

procesu apoptozy oraz przejścia do późnej nekrozy w czasie, bez konieczności przerywania 

eksperymentu. 
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4 Analiza i dyskusja wyników 

W ramach niniejszej pracy zsyntezowano i scharakteryzowano trzy nowe kompleksy 

3-hydroksyflawonu z jonami metali przejściowych: kobaltu Co(II), manganu Mn(II)  

oraz cynku Zn(II), zbadano ich aktywność przeciwutleniającą, a także przeprowadzono 

ocenę ich aktywności przeciwbakteryjnej i cytotoksycznej in vitro.  

Dostępne dane literaturowe dotyczące kompleksów 3-hydroksyflawonu  

z jonami metali są ograniczone i dotyczą głównie układów otrzymywanych w roztworach 

oraz ich charakterystyki spektroskopowej i teoretycznej. W przypadku jonów cynku opisano 

szereg takich układów, jednak badania nie obejmowały oceny aktywności biologicznej  

w warunkach in vitro [54,88–93]. Wyjątek stanowi praca autorstwa Vijayaraghavan i wsp., 

w której otrzymano kompleks Zn-3HF w postaci ciała stałego i wykazano jego aktywność 

przeciwcukrzycową w modelu in vivo. Badany związek charakteryzował się jednak 

odmienną stechiometrią (1:1) niż kompleksy uzyskane w niniejszej pracy [94]. 

W przypadku jonów kobaltu doniesienia ograniczają się do badań zdolności 

chelatowania w roztworze, bez charakterystyki właściwości biologicznych [87],  

brak jest natomiast informacji o kompleksach 3-hydroksyflawonu z jonami manganu. 

W przeciwieństwie do dotychczasowych badań, w niniejszej pracy otrzymano 

kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami Co(II), Mn(II) i Zn(II) w postaci wyodrębnionych 

ciał stałych o stechiometrii 1:2, które poddano charakterystyce strukturalnej oraz ocenie 

aktywności biologicznej in vitro. Dodatkowo, stałe kompleksy z jonami Co(II) i Mn(II)  

nie były dotąd opisywane w literaturze, co podkreśla nowatorski charakter 

przeprowadzonych badań. 
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4.1 Charakterystyka kompleksów 

Syntezy kompleksów wykorzystywanych w niniejszej pracy przeprowadzono 

poprzez wytrącenie ich z roztworu wodno-metanolowego w stosunku molowym metalu  

do liganda 1:2 w temperaturze ok. 60°C i przy pH ≈ 7,6 (Rys. 6). Wydajność syntezy 

poszczególnych kompleksów była następująca: Co(II)-3HF: 75,13%, Mn(II)-3HF: 94,07%, 

Zn(II)-3HF: 88,19%.  

 

Rys. 6. Kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami metali po syntezie: (A.) próbki bezpośrednio 

po zakończeniu reakcji (na mokro); (B.) próbki po procesie suszenia. Oznaczenia:  

(1) Zn(II)-3HF, (2) Mn(II)-3HF, (3) Co(II)-3HF. 

Wyznaczono rozpuszczalność otrzymanych kompleksów w metanolu.  

3HF charakteryzuje się dobrą rozpuszczalnością w metanolu (25,6 mg/ml),  

w przeciwieństwie do kompleksów, których rozpuszczalność w porównaniu ze związkiem 

wyjściowym obniżyła się około 150-krotnie. Ze względu na ograniczoną ilość materiału  

nie przeprowadzono pełnego oznaczenia rozpuszczalności kompleksów w DMSO, 

zaobserwowano jednak ich dobrą rozpuszczalność praktyczną. Oznacza to, że stężenia 

możliwe do uzyskania były kilkukrotnie wyższe, niż stężenia potrzebne do przeprowadzenia 

dalszych analiz. Z tego względu do badań biologicznych jako rozpuszczalnik wykorzystano 

DMSO.  
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Zmierzono przewodnictwo roztworów otrzymanych kompleksów.  

W porównaniu z danymi literaturowymi dla roztworów różnych elektrolitów w DMSO 

stwierdzono, że otrzymane kompleksy są nieelektrolitami [224]. Właściwości kompleksów 

przedstawiono w tabeli 2. 

Tab. 2. Właściwości otrzymanych kompleksów 

Związek Kolor 
Przewodnictwo 

[
𝐜𝐦𝟐

𝛀∙𝐜𝐦
] 

Rozpuszczalność w metanolu 20±°C  

mg/ml mol/dm3 

Co(II)-3HF ciemnożółty 4,8 0,18 3,2×10-4 

Mn(II)-3HF żółto-zielony 6,35 0,17 3,0×10-4 

Zn(II)-3HF żółty 4,15 0,18 3,2×10-4 

4.1.1 Skład pierwiastkowy uzyskanych kompleksów 

W celu ustalenia składu pierwiastkowego i wyznaczenia wzorów empirycznych 

zastosowano takie metody jak analiza elementarna (zawartość C i H), miareczkowanie 

kompleksometryczne (zawartość metalu) i analiza termograwimetryczna (zawartość wody).  

W wyniku tych analiz ustalono, że otrzymane kompleksy są mononuklearne,  

o wzorze ogólnym ML2·nH2O, gdzie M to kation Co(II), Mn(II) lub Zn(II), L to C15H9O3
-, 

a n = 1 dla kompleksu z cynkiem lub n = 2 dla kompleksów z kobaltem i manganem. 

Szczegółowy skład kompleksów przedstawiono w tabeli 3. 

Tab. 3. Skład zsyntezowanych kompleksów 

 
Co(II)-3HF Mn(II)-3HF Zn(II)-3HF 

%mas %mas. obl.
a %mas %mas. obl. %mas %mas. obl. 

C 63,43 63,28 64,07 63,73 64,24 64,59 

H 3,96 3,89 3,91 3,82 3,67 3,61 

H2O 7,04 6,32 6,76 6,37 3,61 3,22 

metal 10,31 10,35 9,97 9,72 11,30 11,72 

wzór empiryczny Co(C15H9O3)2·2H2O Mn(C15H9O3)2·2H2O Zn(C15H9O3)2·H2O 

masa molowa 

[g/mol] 
569,43 565,43 557,85 

a wartości obliczone 
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4.1.2 Analiza termiczna 

Charakterystykę termiczną kompleksów 3-hydroksyflawonu z metalami 

przeprowadzono przy użyciu jednoczesnej termograwimetrycznej i skaningowej 

kalorymetrii różnicowej (TG/DTG-DSC) w atmosferze powietrza oraz skaningowej 

kalorymetrii różnicowej (DSC) w atmosferze azotu. Badania wykazały, że wszystkie trzy 

kompleksy ulegają wieloetapowemu procesowi rozkładu wraz ze wzrostem temperatury 

(Rys. 7).  

 

Rys. 7. Krzywe TG-DTG/DSC, zarejestrowane w atmosferze powietrza dla kompleksu:  

(A.) Co(II)-3HF, (B.) Mn(II)-3HF, (C.) Zn(II)-3HF. 
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Na podstawie analizy krzywych TG-DTG/DSC dla kompleksu Co(II)-3HF wyróżnić 

można sześć etapów degradacji termicznej. W zakresie temperatur 60−160°C na krzywej 

DTG zauważyć można pik o ubytku masy równym 7,04% (obl. 6,32%), co odpowiada 

usunięciu dwóch cząsteczek wody. Towarzyszy temu efekt endotermiczny. Bezwodny 

kompleks jest stabilny w temperaturze 160−200°, a następnie wraz ze wzrostem temperatury 

następuje pięć kolejnych ubytków mas, będących wynikiem rozkładu części organicznej 

związku i jej spalania. Etapom tym towarzyszy silny efekt egzotermiczny.  

Na podstawie danych literaturowych, jako końcowy produkt rozkładu przyjęto Co3O4 [225]. 

Dla kompleksu Mn(II)-3HF zauważono cztery etapy degradacji. W pierwszym  

z nich, w zakresie temperatur 60−160°C, zaobserwowano ubytek masy na poziomie  

6,76% (obl. 6,13%), co odpowiada usunięciu dwóch cząsteczek wody, a towarzyszy  

temu efekt endotermiczny. W etapach II−IV następuje rozkład części organicznej związku 

(efekt egzotermiczny), a jako możliwy końcowy produkt przemian termicznych  

przyjęto Mn2O3 [226]. 

W przypadku kompleksu Zn(II)-3HF krzywe TG-DTG ukazują trzy etapy 

degradacji. Pierwszy z nich zachodzi w zakresie temperatur 110−190°C, ubytek masy 

wynosi 3,61% (obl. 3,22%), co odpowiada efektowi endotermicznemu związanemu  

z usunięciem jednej cząsteczki wody. Następujące płynnie po sobie etapy II i III wykazały 

silny efekt egzotermiczny i duży ubytek masy, co pozwala stwierdzić, że nastąpił rozkład 

części organicznej kompleksu, jako końcowy produkt spalania przyjęto ZnO,  

zgodnie z wcześniej opublikowanymi danymi dotyczącymi podobnych układów [227]. 
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Szczegółowe wyniki analizy termograwimetrycznej zestawiono w tabeli 4. 

Tab. 4. Wyniki analizy termograwimetrycznej dla kompleksów z jonami Co(II), Mn(II), Zn(II) 

Związek Parametr 
Etapy degradacji 

Δm 
I II III IV V VI 

Co(II)-

3HF 

Zakres 

temperatur 

[°C] 

60−160 200−280 300−345 345−420 420−440 440−510 

87,81 Ubytek 

masy [%] 
7,04 2,99 7,75 33,10 12,15 24,88 

Tmax [°C] 122 ↓ 256 ↑ 330 ↑ 394 ↑ 436 ↑ 458 ↑ 

Mn(II)-

3HF 

Zakres 

temperatur 

[°C] 

60−160 230−330 360−400 400−560 − − 

87,46 Ubytek 

masy [%] 
6,76 5,24 17,17 58,29 − − 

Tmax [°C] 85 ↓ 293 ↑ 394 ↑ 462 ↑ − − 

Zn(II)-

3HF 

Zakres 

temperatur 

[°C] 

110−190 310−460 460−600 − − − 

85,78 Ubytek 

masy [%] 
3,61 49,88 32,29 − − − 

Tmax [°C] 168 ↓ 397 ↑ 524 ↑ − − − 

↑ efekt egzotermiczny; ↓ efekt endotermiczny 
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W celu monitorowania procesu dehydratacji i określenia ilości energii związanej z 

rozkładem i spalaniem części organicznej kompleksów przeprowadzono analizę DSC w 

atmosferze azotu (Rys. 8). 

 

Rys. 8. Termogramy DSC, zarejestrowane w atmosferze azotu dla kompleksów:  

(A.) Zn(II)-3HF, (B.) Co(II)-3HF i (C.) Mn(II)-3HF. 

Dla każdego z analizowanych kompleksów obserwuje się zarówno pik 

endotermiczny, jak i egzotermiczny w temperaturze do 230°C. Piki endotermiczne, 

związane z procesem dehydratacji, występują przy maksymalnych temperaturach 

wynoszących 140°C dla Co(II)-3HF, 121°C dla Mn(II)-3HF i 172°C dla Zn(II)-3HF. 

Obliczone wartości entalpii procesu usuwania wody wyniosły odpowiednio 110,8 kJ/mol 

dla kompleksu z kobaltem, 81,1 kJ/mol dla kompleksu z manganem oraz 66,3 kJ/mol  

dla kompleksu z cynkiem, co w przeliczeniu na jedną cząsteczkę wody (na podstawie 

wyników analizy TG/DTG) dało, odpowiednio, 55,4 kJ/mol, 40,6 kJ/mol oraz 66,3 kJ/mol. 

Piki egzotermiczne, przypisywane rozkładowi i spalaniu części organicznej kompleksów, 

pojawiają się przy temperaturach: 198°C (Co(II)), 193°C (Mn(II)) i 177°C (Zn(II)). 

Odpowiadające im wartości entalpii wynoszą: -15,6 kJ/mol, -10,3 kJ/mol i -2,9 kJ/mol. 
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Wyniki analizy DSC zestawiono w tabeli 5. 

Tab. 5. Wyniki analizy DSC dla kompleksów z jonami Co(II), Mn(II), Zn(II) 

 Parametr Co(II)-3HF Mn(II)-3HF Zn(II)-3HF 

Pik 1 

Zakres temperatur [°C] 65−160 60−175 110−176 

Tmax [°C] 140 121 172 

Entalpia [kJ/mol) 110,8 ↓ 81,1 ↓ 66,3 ↓ 

Pik 2 

Zakres temperatur [°C] 180−210 184−202 176−192 

Tmax [°C] 198 193 177 

Entalpia [kJ/mol) -15,6 ↑ -10,3 ↑ -2,9 ↑ 

↑ efekt egzotermiczny; ↓ efekt endotermiczny 

Na podstawie uzyskanych danych termicznych, w szczególności wartości entalpii 

procesu dehydratacji w połączeniu z temperaturami maksymalnymi pików 

endotermicznych, możliwe jest wnioskowanie o charakterze cząsteczek wody obecnych  

w strukturze badanych kompleksów. W literaturze przyjmuje się, że woda krystalizacyjna 

(zewnętrzna) jest zwykle usuwana podczas jednego etapu, w temperaturach poniżej 150°C  

i charakteryzuje się stosunkowo niskimi wartościami entalpii dehydratacji [228].  

Należy jednak zaznaczyć, że cząsteczki wody koordynacyjnej słabiej związane z jonem 

metalu mogą być usuwane także w niższych temperaturach, dlatego w przypadku 

kompleksów metali przejściowych temperatura utraty wody nie zawsze pozwala 

jednoznacznie określić jej charakter [229]. Z tego względu, innym istotnym parametrem 

umożliwiającym ocenę charakteru cząsteczek wody są wartości entalpii procesu 

dehydratacji. Uzyskane wartości przeliczone na jedną cząsteczkę H2O mieszczą się  

w zakresie typowym dla kompleksów metali przejściowych (ok. 40−60 kJ/mol H2O),  

w których obecność wody w sferze koordynacyjnej została potwierdzona metodami 

strukturalnymi. Podobne wartości entalpii odnotowano m.in. dla kompleksów Co(II), Mn(II) 

i Zn(II) z ligandami karboksylanowymi, dla których jednoetapowa utrata wody 

koordynacyjnej była obserwowana w porównywalnym zakresie temperatur [230,231].  

Na tej podstawie można stwierdzić, że woda obecna w otrzymanych kompleksach ma 

charakter koordynacyjny. 
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4.1.3 Spektroskopia UV-Vis 

Ocenę właściwości spektralnych otrzymanych kompleksów wykonano na podstawie 

analizy UV-Vis, przeprowadzonej w zakresie 200–550 nm. Widma UV-Vis roztworów 

metanolowych 3-hydroksyflawonu i jego kompleksów przedstawiono na rysunku 9. 

 

Rys. 9. Widma absorpcyjne 3HF (c = 40 µM) oraz nasyconych roztworów metanolowych  

jego kompleksów z jonami Co(II), Mn(II) i Zn(II). 

Widma elektronowe flawonoidów zwykle charakteryzują się występowaniem dwóch 

silnych pasm absorpcyjnych. Pierwsze z nich znajduje się w zakresie 240–270 nm  

i przypisywane jest przejściom π → π* pierścienia A układu benzoilowego cząsteczki, 

natomiast drugie występuje w zakresie 340 – 380 nm i odpowiada przejściom π → π* 

pierścienia B układu cynamoilowego [232]. Na widmie 3-hydroksyflawonu zauważyć 

można wyraźne pasmo z maksimum absorbancji przy λ = 240 nm (pasmo I) oraz podwójne 

pasmo z maksimami przy długościach fal 305 nm i 343 nm (pasmo II). Pasmo absorpcji  

o maksimum około 305 nm odpowiada pierścieniowi pironicznemu (pierścień C) [233]. 

W widmach UV-Vis wszystkich otrzymanych kompleksów zaobserwowano zmiany 

w położeniu i intensywności pasm absorpcyjnych w porównaniu z widmem wolnego 

liganda, co odzwierciedla zmiany w strukturze elektronowej cząsteczki.  

Pasmo I (ok. 240 nm), związane z pierścieniem A, zostało przesunięte w kierunku krótszych 

fal dla kompleksów Co(II) i Mn(II) (ok. 2 nm), a w kierunku dłuższych fal dla kompleksu 

Zn(II) (ok. 4 nm). Jednocześnie w widmach wszystkich analizowanych kompleksów 

intensywność pasma II (ok. 343 nm) znacząco zmalała. 
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W przypadku wszystkich trzech kompleksów pojawiło się nowe pasmo absorpcyjne 

w zakresie światła widzialnego przy 412 nm dla Co(II), 411 nm dla Mn(II) i 408 nm  

dla Zn(II), charakterystyczne dla oddziaływań flawonoidów z jonami metali [234]. Zmiany 

w widmie absorpcyjnym mogą wynikać z delokalizacji elektronów w cząsteczce liganda, 

indukowanej przez obecność dodatnio naładowanych jonów metali. Zjawisko to może zajść 

niezależnie od zdolności danego jonu do udziału w klasycznym przeniesieniu ładunku 

ligand-metal, na przykład w przypadku jonu Zn2+ o konfiguracji elektronowej d10 [235]. 

Zmiany intensywności i położeń pasm I i II sugerują, że w przypadku badanych kompleksów 

koordynacja metalu zachodzi przy udziale grup 3-hydroksylowej i 4-karbonylowej [236]. 

4.1.4 Spektroskopia fluorescencyjna 

Analiza fluorescencyjna miała na celu określenie wpływu koordynacji jonów Co(II), 

Mn(II) i Zn(II) na właściwości emisyjne 3-hydroksyflawonu, w tym na intensywność 

fluorescencji i położenie pasm emisyjnych. Widma fluorescencyjne 3HF  

i jego kompleksów zarejestrowano w DMSO przy trzech długościach fal wzbudzenia  

(259 nm, 346 nm i 418 nm), odpowiadających maksimom absorpcji obserwowanym  

w widmach UV-Vis liganda i kompleksów (Rys. 10). 
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Rys. 10. Widma emisji fluorescencji 3-hydroksyflawonu i jego kompleksów z jonami Co(II), 

Mn(II) i Zn(II) w DMSO (c = 40 µM), zarejestrowane przy długościach fal wzbudzenia:  

(A.) 259 nm, (B.) 346 nm, (C.) 418 nm. 
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3-hydroksyflawon należy do klasycznych fluoroforów wykazujących zdolność  

do wewnątrzcząsteczkowego transferu protonu w stanie wzbudzonym (ESIPT),  

dzięki czemu emituje dwa charakterystyczne sygnały fluorescencyjne.  

Pasmo przy krótszych długościach fal (około 400 nm) pochodzi od wzbudzonej formy 

enolowej (N*), natomiast pasmo przy długościach fal w zakresie od 500 do 550 nm 

przypisywane jest obecności wzbudzonej formy ketonowej (T*), powstającej  

po przeniesieniu protonu. Stosunek intensywności tych pasm oraz ich położenie  

zależą od środowiska chemicznego cząsteczki, w tym od polarności rozpuszczalnika  

oraz obecności wiązań wodorowych, które mogą stabilizować lub zakłócać 

wewnątrzcząsteczkowe wiązanie wodorowe odpowiedzialne za zajście procesu  

ESIPT [237,238].  

Przy wzbudzeniu falą o długości 259 nm (Rys. 10A.) widmo fluorescencyjne  

3HF przedstawia dwa wyraźne pasma emisji: słabsze pasmo N* przy λ = 403 nm  

oraz znacznie intensywniejsze pasmo T* przy λ = 535 nm, co wskazuje na wydajny  

proces ESIPT. Widma kompleksów Co(II)-3HF oraz Mn(II)-3HF charakteryzują się 

hipsochromowym przesunięciem pasma N* do długości fali około 391 nm,  

przy jednoczesnym zachowaniu drugiego pasma w podobnym zakresie długości fali,  

jednak ich intensywność jest wyraźnie obniżona w porównaniu z wolnym ligandem.  

W przeciwieństwie do kompleksów Co(II) i Mn(II), Zn(II)-3HF wykazał znaczny wzrost 

fluorescencji pasma T*, z jednoczesnym przesunięciem hipsochromowym do λ = 492 nm.  

Po wzbudzeniu falą o długości 346 nm (Rys. 10B.) widmo fluorescencyjne  

3HF również charakteryzuje się obecnością dwóch pasm emisji, których maksima  

są nieznacznie przesunięte do 408 nm (N*) oraz 537 nm (T*), przy czym to drugie  

osiąga największą intensywność spośród wszystkich badanych fal wzbudzenia,  

co wskazuje na szczególnie efektywny proces ESIPT. Wszystkie badane kompleksy 

wykazują w tych warunkach obniżoną intensywność emisji fluorescencji w porównaniu  

z wolnym ligandem. Kompleksy Co(II) i Mn(II) zachowują maksimum drugiego pasma  

przy długości fali 537 nm, podczas gdy kompleks z cynkiem ponownie wykazał znaczne 

przesunięcie hipsochromowe (do wartości 493 nm).  
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Dla fali wzbudzenia 418 nm (Rys. 10C.) w widmach zarówno liganda,  

jak i wszystkich kompleksów zauważyć można jedynie pasmo emisji w zakresie  

494–499 nm, przypisywane emisji ze stanu wzbudzonego formy ketonowej. Kompleksy 

Co(II)-3HF i Mn(II)-3HF wykazują umiarkowaną intensywność emisji, niższą niż wolny 

ligand. Najbardziej wyraźny efekt obserwuje się dla kompleksu Zn(II)-3HF, który wykazał 

6-krotny wzrost intensywności fluorescencji. 

Zmiany intensywności fluorescencji można powiązać z mechanizmem 

fotoindukowanego transferu elektronu (PeT, ang. photoinduced electron transfer). 

Mechanizm ten konkuruje z procesem ESIPT i w przypadku jonów paramagnetycznych 

prowadzi do dezaktywacji stanu wzbudzonego. Jony posiadające częściowo wypełnione 

podpowłoki d (tak jak Co2+ (d7) i Mn2+ (d5)) są w stanie przyjąć elektron od wzbudzonej 

cząsteczki liganda, co prowadzi do wygaszenia fluorescencji. W przypadku jonów cynku  

o konfiguracji d10 proces ten jest energetycznie niekorzystny, a koordynacja z jonem metalu 

prowadzi do usztywnienia struktury liganda, skutkując wzmocnieniem sygnału 

fluorescencyjnego. Zjawisko to jest znane w literaturze jako fluorescencja wzmocniona 

chelatowaniem (CHEF, ang. chelation-enhanced fluorescence) [239–241]. Uzyskane wyniki 

są zgodne z doniesieniami literaturowymi potwierdzającymi potencjał układów opartych  

na 3-hydroksyflawonie do wykrywania jonów metali, w szczególności cynku.  

AL-Kindy i współautorzy wykazali, że kompleksowanie 3-hydroksyflawonu z jonami Zn2+ 

prowadzi do wyraźnych zmian intensywności fluorescencji, co zostało wykorzystane  

do opracowania czułej metody wykrywania tych jonów w próbkach, takich jak szampony 

czy woda pitna [54]. Przykład sondy opartej na 3-hydroksychromonie połączonym  

z selektywnym chelatorem cynku DPA (ang. Di-(2-picolyl)amine) pokazuje, że blokada 

procesu ESIPT po związaniu jonów Zn2+, w połączeniu z zahamowaniem procesów PeT, 

może prowadzić do wysokiej czułości i selektywności detekcji jonów cynku w układach 

modelowych i biologicznych [55]. Podobne mechanizmy zmiany emisji związanej  

z zahamowaniem procesu ESIPT opisywano również dla innych jonów metali posiadających 

wypełnione powłoki elektronowe, takich jak Al3+, gdzie obserwowano zarówno przesunięcia 

położenia pasm emisyjnych, jak i wzrost fluorescencji [242]. 
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4.1.5 Spektroskopia w podczerwieni 

Widma FT-IR 3-hydroksyflawonu i jego kompleksów (Rys. 11) zostały 

zarejestrowane w zakresie 400−4000 cm-1 przy wykorzystaniu techniki pastylek KBr.  

Na ich podstawie zidentyfikowano charakterystyczne sygnały związane z grupami 

funkcyjnymi. 

 

Rys. 11. Porównanie widm FT-IR 3-hydroksyflawonu i kompleksów z jonami metali. 

3-hydroksyflawon w swojej strukturze posiada dwa pierścienie aromatyczne, 

połączone poprzez heterocykliczny pierścień zawierający tlen, grupę hydroksylową  

przy węglu C3 oraz grupę karbonylową przy węglu C4. Na widmie związku zauważyć 

można szerokie pasmo w zakresie 3300–3100 cm-1, pochodzące od drgań rozciągających  

O–H grupy hydroksylowej przy węglu C3. Pasma przy 1628 i 1607 cm-1 odpowiadają 

drganiom rozciągającym sprzężonych wiązań podwójnych C=O, C2=C3 i C9=C10 

pierścienia. Pasma w zakresie częstotliwości 1440–1600 cm-1 pochodzą od drgań 

rozciągających C=C w pierścieniach aromatycznych. Drgania związane ze zginaniem 

wiązań O-H i C-H w płaszczyźnie oraz drgania rozciągające C-OH zlokalizowane  

są w zakresie 1420–1100 cm-1 [52,243]. 
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Widma kompleksów są do siebie podobne, jednocześnie różniąc się znacznie  

od widma wolnego liganda (Rys. 11). Najwięcej różnic zauważyć można w pasmach 

odpowiadających wiązaniom grup hydroksylowych. W widmach kompleksów zanika pasmo 

rozciągające w zakresie 3300–3100 cm-1 oraz pasma zginające przy częstotliwościach 1306, 

1287 i 898 cm-1. Zmiany te wskazują na deprotonację grupy hydroksylowej przy węglu C3, 

co może świadczyć o udziale tej grupy w tworzeniu wiązania z jonem metalu. Jednocześnie 

na każdym z widm kompleksów pojawiają się nowe, szerokie pasma przy częstotliwościach 

3457 cm-1 (Co(II)), 3426 cm-1 (Mn(II)) i 3450 cm-1 (Zn(II)). Są one charakterystyczne dla 

drgań rozciągających O-H w cząsteczkach wody, co potwierdza jej obecność w otrzymanych 

kompleksach [244]. Na widmach kompleksów zauważyć można przesunięcie pasma 

pochodzącego od grupy karbonylowej przy węglu C4 (przy 1628 cm-1) w kierunku niższych 

częstotliwości (1614 cm-1), co świadczy o obniżeniu siły tego wiązania i uczestnictwie  

w wiązaniu koordynacyjnym z jonem metalu. Na udział grupy hydroksylowej  

i karbonylowej w wiązaniu metalu może również wskazywać pojawienie się nowych pasm 

przy wartościach 1505–1521 cm-1 (C=O---M-O). Ponadto, widma kompleksów 

przedstawiają nowe pasma przy częstotliwościach ~534 cm-1 (Co(II)), ~531 cm-1 (Mn(II))  

i ~548 cm-1 (Zn(II)), mogące pochodzić od nowo powstałych wiązań rozciągających 

pomiędzy metalem a tlenem [234].  
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Podsumowanie opisanych wyników zestawiono w tabeli 6. 

Tab. 6. Rodzaje drgań i położenie pasm w widmach IR 3-hydroksyflawonu i jego kompleksów z 

jonami Co(II), Mn(II) i Zn(II) 

Rodzaj drgań 
3HF Co(II)-3HF Mn(II)-3HF Zn(II)-3HF 

Położenie pasm [cm-1] 

ν(-OH/H2O) − 3457 3426 3450 

ν(-O-H) 3216 − − − 

ν(C-H) − 3053 3052 3054 

ν(C=O) 1628 1614 1614 1614 

νAr(C=C) 

1607 

1563 

1481 

1471 

1444 

− 

1591 

1550 

1487 

1463 

1440 

1508 

1591 

1546 

1486 

1460 

1440 

1506 

1593 

1562 

1488 

1465 

1442 

1521 

δ(-OH) 1418 1418 1416 1413 

δ(-OH)w płaszczyźnie 1351 1357 1357 1356 

δ(-OH) 1306 − − − 

δ(-OH) 1287 − − − 

ν(C-OH) 1213 1216 1215 1210 

δ(-OH) 1131 1152 1149 1150 

δ(-OH) 898,3 − − − 

δ(-CH)poza płaszczyzną 758,9 753,4 750,9 753,2 

ν(C-O-C) 704,9 711,3 711,3 711,3 

νas(M-O) − 534,2 531,5 547,9 

ν – rozciągające; δ – deformacyjne; Ar – w pierścieniu aromatycznym; as – asymetryczne  
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W celu ustalenia stabilności otrzymanych kompleksów w stanie stałym, pomiary FT-

IR powtórzono po 24 miesiącach od syntezy (Rys. 12). 

 

Rys. 12. Widma FT-IR otrzymanych kompleksów: (A.) Co(II)-3HF, (B.) Mn(II)-3HF  

i (C.) Zn(II)-3HF. Pomarańczowe linie przedstawiają widma zarejestrowane bezpośrednio  

po wysuszeniu danego związku, niebieskie linie przedstawiają widma kompleksów  

po 24 miesiącach. 
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Porównanie widm IR związków bezpośrednio po syntezie z widmami 

zarejestrowanymi po 24 miesiącach wykazało brak istotnych zmian w położeniu 

charakterystycznych pasm, co wskazuje na ich stabilność podczas długotrwałego 

przechowywania w standardowych warunkach laboratoryjnych (temperatura pokojowa, 

suche środowisko, ochrona przed bezpośrednim działaniem światła słonecznego). 

Niewielkie zmiany intensywności pasm po czasie mogą wynikać z różnic w przygotowaniu 

próbki lub częściowej degradacji, jednak brak przesunięć pasm wskazuje na brak istotnych 

zmian strukturalnych. Wzrost intensywności pasma pochodzącego od drgań rozciągających 

O-H (~3450 cm-1) może świadczyć o absorpcji wody z otoczenia [245]. 
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4.1.6 Spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego 

Widma 1H-NMR 3-hydroksyflawonu i otrzymanych kompleksów zarejestrowano w 

deuterowanym DMSO w temperaturze pokojowej (Rys. 13, Rys. 14). Przypisanie protonów 

w widmie 3-HF przeprowadzono na podstawie dostępnych danych literaturowych [246]. 

 

Rys. 13. Widma 1H-NMR: (A.) 3-hydroksyflawonu i (B.) kompleksu Zn(II)-3HF. W ramkach 

przedstawiono powiększony obszar widm obejmujący wybrane przesunięcia  

chemiczne (δ, ppm). 
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Rys. 14. Widma 1H-NMR kompleksów: (A.) Co(II)-3HF i (B.) Mn(II)-3HF. 

W otrzymanych widmach kompleksów z kobaltem (Rys. 14A.)  

i manganem (Rys. 14B.) i zaobserwowano istotne zmiany w porównaniu z widmem wolnego 

liganda (Rys. 13A.) Zauważono silne poszerzenie pasm, ich przesunięcia oraz nakładanie 

się sygnałów, co znacznie utrudniało przypisanie protonów. Zjawiska te przypisać można 

paramagnetycznym właściwościom jonów Co2+ i Mn2+ w kompleksach, posiadających 
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odpowiednio trzy i pięć niesparowanych elektronów w powłoce d. Obecność takich centrów 

metalicznych skutkuje przyspieszeniem relaksacji spinu protonu, powoduje znaczne 

poszerzenie i zanikanie sygnałów. Efekty paramagnetyczne są powszechnie obserwowane 

w widmach 1H-NMR związków kompleksowych metali przejściowych i stanowią pewne 

ograniczenie w ich pełnej charakterystyce tą metodą [247].  

Cynk jest diamagnetykiem i w przeciwieństwie do kobaltu i manganu, ma całkowicie 

zapełnioną powłokę d. Jego obecność w kompleksie z 3-hydroksyflawonem ma nieznaczny 

wpływ na przesunięcia chemiczne. W widmie kompleksu (Rys. 13B.) zanika sygnał 

pochodzący od protonu grupy -OH, co wskazuje na udział tej grupy w koordynacji jonu 

metalu. Sygnały pochodzące od protonów H6’ i H2’ pierścienia B ulegają przesunięciu  

z 8,23 ppm do 8,69 ppm, co sugeruje obniżenie gęstości elektronowej w ich otoczeniu. 

Przesunięcie pasma pochodzącego od protonu znajdującego się w pobliżu grupy 

karbonylowej (H5) wskazuje na zmiany elektronowe w obrębie tego miejsca. Obserwacje  

te potwierdzają powstanie kompleksu 3-hydroksyflawonu z cynkiem i obrazują wpływ 

diamagnetycznego jonu Zn2+ na otoczenie liganda [94]. 

4.1.7 Spektrometria mas 

Analizy uzyskanych kompleksów z wykorzystaniem spektrometrii mas 

przeprowadzono z zastosowaniem techniki SALDI-ToF-MS. Matrycę stanowiła 

powierzchnia wzbogacona nanocząstkami srebra-109 (109AgNPET). 

W widmach masowych SALDI-MS związków metaloorganicznych obserwuje się 

charakterystyczne szerokie pasma, złożone z pików oddalonych od siebie o 1-2 jednostki 

masy, co wynika z obecności izotopów metali [248]. Analizowane widma otrzymanych 

kompleksów przedstawiono na rysunku 15. 
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Rys. 15. Widma MS kompleksów: (A.) Co(II)-3HF, (B.) Mn(II)-3HF i (C.) Zn(II)-3HF. 
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Identyfikację sygnałów przedstawiono w tabeli 7. W analizowanych widmach 

masowych stwierdzono obecność jonów molekularnych ML2
+ (gdzie M oznacza jon metalu, 

a L odpowiada C15H9O3) oraz adduktów z protonem [ML2+H]+, jonem srebra-109 

[ML2+
109Ag]+, a także kationami sodu [ML2+Na]+ i potasu [ML2+K]+. Obecność pików 

pochodzących od cząsteczek ML2 potwierdza utworzenie stabilnych kompleksów z jonami 

metali. Widma wszystkich kompleksów wykazały obecność sygnałów odpowiadających 

adduktom 3-hydroksyflawonu z jonem srebra-109 [L+109Ag]+ oraz z protonem [L+H]+.  

W widmach kompleksów Co(II)-3HF i Mn(II)-3HF zaobserwowano również sygnały 

odpowiadające jonom typu [ML]+, powstałe prawdopodobnie z odłączenia jednej cząsteczki 

liganda od kompleksu ML2. Tego typu jonów nie zauważono w przypadku kompleksu 

Zn(II)-3HF. We wszystkich analizowanych widmach kompleksów zauważono natomiast 

serię pików, których wartości m/z odpowiadają podwójnej masie jonów [ML]+, co może 

świadczyć o dimeryzacji tych fragmentów w warunkach jonizacji. Sugeruje to, że cząsteczki 

kompleksów ML2 mogą ulegać fragmentacji pod wpływem wiązki lasera, co prowadzi  

do powstania jonów [ML]+, które następnie tworzą dimery 2[ML]+. Brak sygnału 

pochodzącego od jonu [ML]+ w widmie kompleksu z cynkiem może wskazywać, że jony 

Zn(II) wykazują większą tendencję do tworzenia klastrów, przez co dominującym 

produktem jonizacji jest forma 2[ML]+, a jony monomerów nie zostały wykryte [249–251]. 

Intensywne sygnały przy m/z ≈ 109, 217 i 326 przypisano odpowiednio jonom Ag+, 

Ag2
+ i Ag3

+, pochodzącym od płytki 109AgNPET. 

Tab. 7. Wyniki analizy MS dla kompleksów z jonami Co(II), Mn(II), Zn(II) 

Jon 
Co(II)-3HF Mn(II)-3HF Zn(II)-3HF 

m/z m/zobl.
a m/z m/zobl. m/z m/zobl. 

L+H+ 239,067 239,071 239,067 239,071 − 239,071 

L+K+ 277,014 277,026 − 277,026 − 277,026 

L+109Ag+ 346,967 346,968 346,958 346,968 346,972 346,968 

ML+ 295,996 295,988 291,963 291,993 − 300,984 

ML2
+ 533,046 533,044 529,045 529,048 538,053 538,039 

ML2+H+ 534,046 534,051 530,049 530,056 539,055 539,047 

ML2+Na+ 556,038 556,033 551,993 552,038 561,025 561,029 

ML2+K+ − 572,007 − 568,012 576,985 577,003 

ML2+109Ag+ 641,898 641,948 637,578 637,953 646,909 646,944 
a wartości obliczone 
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Analiza wyników powyższych badań pozwoliła na wyznaczenie struktury 

kompleksów 3-hydroksyflawonu z jonami Co(II), Mn(II) i Zn(II) w stosunku molowym 

metalu do liganda 1:2. Zaproponowaną strukturę przedstawiono na rysunku 16. 

 

Rys. 16. Proponowana struktura kompleksów wybranych metali z 3-hydroksyflawonem:  

(A.) Co(II)-3HF i Mn(II)-3HF, gdzie M = Co(II) lub Mn(II), (B.) Zn(II)-3HF. 
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4.2 Badanie właściwości przeciwutleniających 

Analizę aktywności przeciwutleniającej przeprowadzono z wykorzystaniem 

spektrofotometrycznej metody DPPH. W przypadku obecności związku o właściwościach 

antyoksydacyjnych rodnik DPPH• ulega redukcji poprzez przyjęcie elektronu lub atomu 

wodoru, co prowadzi do stopniowego zaniku charakterystycznego fioletowego zabarwienia 

roztworu oraz proporcjonalnego spadku absorbancji [204].  

Na podstawie przeprowadzonych pomiarów spektrofotometrycznych stwierdzono, 

że zarówno 3-hydroksyflawon, jak i jego kompleksy z jonami metali wykazują zdolność 

neutralizowania rodnika DPPH•, a ich aktywność jest wyraźnie zróżnicowana. Wartości 

procentowej inhibicji rodnika DPPH• względem kontroli dla badanych związków, 

wyznaczone po 30 minutach inkubacji, przedstawiono w tabeli 8. 

Tab. 8. Wartości procentowej inhibicji rodnika DPPH• względem kontroli po 30 minutach 

inkubacji 

Związek % inhibicji 

3HF 36,50 

Co(II)-3HF 7,12 

Mn(II)-3HF 13,86 

Zn(II)-3HF 3,09 
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Najwyższą aktywność przeciwutleniającą wykazał wolny ligand, dla którego wartość 

inhibicji po 30 minutach wynosiła około 37%. W przypadku kompleksów zaobserwowano 

wyraźne obniżenie zdolności do zmiatania wolnych rodników. Przebieg zmian absorbancji 

w czasie przedstawiono na rysunku 17. 

 

Rys. 17. Zmiana absorbancji roztworu rodnika DPPH• w funkcji czasu w obecności  

3-hydroksyflawonu i jego kompleksów z jonami Co(II), Mn(II) i Zn(II). 

Analiza kinetyki reakcji wykazała, że proces redukcji rodnika DPPH• przebiegał 

stopniowo. W przypadku wolnego 3-hydroksyflawonu zaobserwowano systematyczny 

spadek absorbancji w ciągu całego pomiaru, początkowo szybki, a następnie wolniejszy, 

lecz bez osiągnięcia wyraźnego stanu stacjonarnego (plateau) nawet po 60 minutach.  

Z kolei kompleksy wykazały wolniejszy całkowity przebieg reakcji, a ich krzywe 

absorbancji ulegały szybszemu wypłaszczeniu w porównaniu z ligandem (Rys. 17). 

Uzyskane wyniki wskazały, że w wyniku kompleksowania 3-hydroksyflawonu  

z jonami metali otrzymano związki o niższej aktywności przeciwutleniającej niż wyjściowy 

flawonoid. Zjawisko to można wytłumaczyć zarówno budową strukturalną badanych 

związków, jak i mechanizmem reakcji flawonoidów z wolnymi rodnikami. Aktywność 

antyoksydacyjna flawonoidów zależy przede wszystkim od obecności i reaktywności 

wolnych grup hydroksylowych w cząsteczce, zdolnych do oddania atomu wodoru lub 

elektronu [252].  
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Wykazano, że w rozpuszczalnikach polarnych, takich jak metanol,  

właściwości przeciwutleniające związku determinuje kwasowość grup hydroksylowych  

i związana z nią łatwość dysocjacji wiązania O-H. Ważną rolę odgrywa tu mechanizm 

SPLET (ang. sequential proton-loss electron transfer), czyli utrata protonu poprzedzająca 

transfer elektronu [253]. 

W przypadku flawonoidów zawierających grupę hydroksylową w pozycji  

C3 wykazano jej istotny wpływ na aktywność przeciwutleniającą [254]. W związku z tym 

grupa ta stanowi kluczowe centrum reaktywne cząsteczki 3-hydroksyflawonu, 

odpowiedzialne za neutralizację wolnych rodników.  

Podczas syntezy kompleksów, jony metali d-elektronowych angażują w tworzenie 

wiązań grupę 3-hydroksylową (ulegającą deprotonacji) oraz sąsiadującą z nią grupę  

4-karbonylową, tworząc pięcioczłonowy pierścień chelatowy. Brak dostępnej grupy 3-OH 

w utworzonych kompleksach powoduje, że nie są w stanie przekazać atomu wodoru,  

co tłumaczy niskie wartości inhibicji rodnika w porównaniu z wolnym ligandem.  

Jak opisano wcześniej, 3-hydroksyflawon wykazuje zdolność do wewnątrzcząsteczkowego 

transferu protonu w stanie wzbudzonym (ESIPT), procesu zależnego od wiązania 

wodorowego pomiędzy grupą 3-OH i 4-karbonylową. Kompleksowanie zaburza ten układ, 

hamując proces ESIPT, co wpływa na właściwości elektronowe cząsteczki  

i może przyczyniać się do obniżenia aktywności antyoksydacyjnej badanych kompleksów 

[255,256]. 

Dostępne dane literaturowe wskazują, że wpływ kompleksowania na właściwości 

przeciwutleniające flawonoidów jest zróżnicowany i zależy od rodzaju jonu metalu, sposobu 

koordynacji i stosunku molowego metal:ligand [257]. Często obserwuje się wzrost 

aktywności utworzonych kompleksów w porównaniu z wolnymi ligandami.  

Efekt ten przypisuje się stabilizacji powstających rodników oraz obecności dodatkowego 

centrum metalicznego o właściwościach redoks, które bierze udział w unieszkodliwianiu 

rodników [258]. Proces kompleksowania może zmienić charakter działania związku. 

Przykładem są kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami miedzi(II), dla których w badaniach 

in vitro wykazano działanie prooksydacyjne [259]. Istnieją również doniesienia wskazujące 

na obniżenie aktywności antyoksydacyjnej w wyniku koordynacji. Znaczny spadek 

zdolności do neutralizacji rodników odnotowano na przykład dla kompleksu cyny(II)  

z kwercetyną [260].  
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Podobny efekt zaobserwowano w przypadku koordynacji luteoliny z jonami 

żelaza(III), gdzie aktywność antyoksydacyjna powstałego związku kompleksowego była 

niższa niż wolnego liganda [261] . 

Obserwowany w niniejszych badaniach trend aktywności kompleksów  

(Mn(II) > Co(II) > Zn(II)) wskazuje na wpływ właściwości redoks samego centrum 

metalicznego. Jony metali przejściowych posiadające niecałkowicie zapełnione orbitale d, 

takie jak Mn(II) i Co(II), mogą wykazywać własną aktywność redoks i częściowo 

kompensować utratę zdolności liganda do udziału w reakcji przeniesienia elektronu  

lub atomu wodoru. Z kolei jon Zn2+ o konfiguracji elektronowej d10 jest nieaktywny  

w procesach redoks, pełniąc w układzie jedynie funkcję strukturalną, blokując centrum 

aktywne 3-hydroksyflawonu. Podobne obniżenie aktywności antyoksydacyjnej  

po kompleksowaniu z jonami cynku(II) zaobserwowano m.in. dla kompleksów z kwercetyną 

[262] oraz kompleksów z katechiną [263]. 

4.3 Badanie właściwości przeciwbakteryjnych 

Analizę aktywności przeciwbakteryjnej 3HF i jego kompleksów przeprowadzono 

wobec certyfikowanych szczepów bakterii Gram-dodatnich (Staphylococcus  

epidermidis ATCC 35984, Staphylococcus aureus ATCC 6538) i Gram-ujemnych  

(Escherichia coli ATCC 10536) przy wykorzystaniu metody mikrorozcieńczeń  

na 96-dołkowych płytkach mikrotitracyjnych, w pożywce MHB, przy 24-godzinnej 

inkubacji z badanymi związkami. Na podstawie oceny wizualnej potwierdzonej pomiarami 

spektrofotometrycznymi (λ = 600 nm) wyznaczono wartości MIC wobec wszystkich trzech 

szczepów bakteryjnych. Jest to najniższe stężenie badanego związku, przy którym wzrost 

danego szczepu bakterii zostaje całkowicie zahamowany (Tab. 9). Aktywność kompleksów 

porównano z antybiotykami referencyjnymi, wykazującymi różne mechanizmy działania 

przeciwdrobnoustrojowego: oksacyliną oraz rifampicyną. Oksacylina należy do grupy 

antybiotyków β-laktamowych, a jej działanie polega na hamowaniu syntezy  

ściany komórkowej poprzez kowalencyjne przyłączanie się do białek wiążących  

penicylinę (PBP, ang. penicillin-binding proteins), biorących udział w końcowych etapach 

sieciowania peptydoglikanów u bakterii [264]. Rifampicyna natomiast należy do grupy 

ansamycyn i blokuje proces transkrypcji poprzez hamowanie bakteryjnej polimerazy RNA 

zależnej od DNA [265]. Badane kompleksy 3HF z jonami metali wykazały zbliżoną lub 

wyższą aktywność przeciwbakteryjną w porównaniu ze związkiem wyjściowym. 
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Tab. 9. Wartości MIC 3-hydroksyflawonu i jego kompleksów wobec szczepów E. coli, S. aureus i 

S. epidermidis 

Związek 

Escherichia coli 

ATCC 10536 

Staphylococcus 

aureus 

ATCC 6538 

Staphylococcus 

epidermidis 

ATCC 35984 

MIC [mg/ml] 

3HF 1,563 0,781 0,098 

Co(II)-3HF 0,391 0,781 0,049 

Mn(II)-3HF 1,563 0,781 0,049 

Zn(II)-3HF 0,156 0,391 0,195 

oksacylina 0,125 1,2×10-4 − 

rifampicyna 3,9×10-3 1,5×10-5 1,5×10-5 

− brak aktywności w badanym zakresie stężeń 

W przypadku szczepu E. coli wolny ligand 3HF wykazywał niską aktywność 

przeciwbakteryjną, charakteryzując się wysoką wartością MIC (1,563 mg/ml). 

Kompleksowanie z jonami metali prowadziło w części przypadków do poprawy aktywności, 

przy czym najniższe wartości MIC wyznaczono dla kompleksów Zn(II)-3HF  

(MIC = 0,156 mg/ml) oraz Co(II)-3HF (MIC = 0,391 mg/ml).  

Oksacylina i rifampicyna charakteryzowały się zróżnicowanym działaniem wobec 

E. coli. Oksacylina wykazała wartość MIC równą 0,125 mg/ml, co jest wynikiem zbliżonym 

do aktywności kompleksu z cynkiem, natomiast wartość dla rifampicyny była zdecydowanie 

niższa (3,9×10-3 mg/ml). Różnice w skuteczności poszczególnych związków wobec E. coli 

wynikają ze specyficznej budowy komórek bakterii Gram-ujemnych, a kluczową rolę 

odgrywa błona zewnętrzna, stanowiąca wybiórczą barierę przepuszczalności [266].  

Ze względu na obecność szkieletu hydrofilowego, oksacylina z trudem penetruje błonę 

zewnętrzną bakterii Gram-ujemnych, co ogranicza jej dostęp do białek PBP i obniża 

skuteczność wobec tych drobnoustrojów. Z kolei rifampicyna, ze względu na lipofilową 

strukturę, wykazuje zdolność do skuteczniejszego przenikania przez błonę i oddziaływania 

z wewnątrzkomórkowym celem molekularnym (RNA). Zjawisko to pozwala przypuszczać, 

że wyższa aktywność kompleksów względem wolnego 3HF może wynikać ze zmiany  

ich właściwości fizykochemicznych, w tym ze wzrostu lipofilowości, co może ułatwić  

im pokonanie bariery błonowej. Na obniżoną wrażliwość bakterii Gram-ujemnych  

na ksenobiotyki wpywają również mechanizmy oporności takie jak pompy wypływowe 

(ang. efflux pumps), które ograniczają kumulację wielu związków wewnątrz  

komórki [267,268].  
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Wobec S. aureus wolny ligand oraz kompleksy Co(II)-3HF i Mn(II)-3HF 

charakteryzowały się taką samą aktywnością antybakteryjną (MIC = 0,781 mg/ml), 

natomiast kompleks Zn(II)-3HF wykazał niższą wartość MIC równą 0,391 mg/ml,  

co wskazuje, że rodzaj jonu metalu może wpływać na aktywność przeciwbakteryjną. 

Aktywność badanych związków była znacznie niższa w porównaniu z antybiotykami 

referencyjnymi. Wartość MIC dla oksacyliny wyniosła 1,2×10-4 mg/ml,  

co jest zgodne z danymi literaturowymi dla szczepów wrażliwych  

na metycilinę (MSSA, ang. methicillin-sensitive Staphylococcus aureus) [269].  

Rifampicyna również charakteryzowała się wysoką aktywnością (MIC = 1,5×10-5 mg/ml), 

typową dla bakterii Gram-dodatnich [269]. Uzyskane wyniki wskazują, że kompleksy 3HF 

wykazują mierzalną aktywność przeciwbakteryjną, jednak ich skuteczność jest niższa  

w porównaniu z klasycznymi antybiotykami stosowanymi w terapii zakażeń wywołanych 

przez S. aureus. 

W badaniach wobec szczepu S. epidermidis kompleksy Co(II)-3HF oraz Mn(II)-3HF 

wykazały dwukrotnie wyższą aktywność przeciwbakteryjną (MIC = 0,049 mg/ml)  

w porównaniu z wolnym ligandem (MIC = 0,098 mg/ml). Z kolei kompleks Zn(II)-3HF 

charakteryzował się słabszym działaniem, o czym świadczy dwukrotnie wyższa wartość 

MIC (0,195 mg/ml) względem 3HF. S. epidermidis cechuje się obniżoną wrażliwością  

na antybiotyki β-laktamowe, co potwierdzają doniesienia literaturowe wskazujące  

na wartości MIC oksacyliny wynoszące około 0,032 mg/ml [269].  

W przeprowadzonych badaniach szczep ten wykazał całkowitą oporność  

na oksacylinę w testowanym zakresie stężeń. Rifampicyna wykazała wysoką aktywność 

(MIC = 1,5×10-5 mg/ml), co jest porównywalne z dostępnymi danymi literaturowymi,  

dla których wartości MIC mieszczą się w zakresie od 3×10-7 do 8×10-8 mg/ml [270,271].  

W porównaniu do tych danych aktywność kompleksów jest wyraźnie niższa,  

jednak obserwowane hamowanie wzrostu w przypadku szczepu niewrażliwego na 

oksacylinę wskazuje na potencjał badanych związków do zastosowania w terapii 

przeciwbakteryjnej. 

Uzyskane wyniki wskazują, że kompleksowanie 3-hydroksyflawonu z jonami metali 

przejściowych może modyfikować jego aktywność przeciwbakteryjną w sposób zależny 

zarówno od rodzaju jonu, jak i badanego szczepu bakteryjnego. Wyraźny efekt 

obserwowano wobec Staphylococcus epidermidis, gdzie kompleksy Co(II)-3HF i Mn(II)-

3HF hamowały wzrost bakterii, podczas gdy oksacylina okazała się nieskuteczna.  
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W przypadku bakterii Gram-ujemnych badane związki charakteryzowały się 

wyższymi wartościami MIC, co jest zgodne z opisywaną w literaturze rolą błony 

zewnętrznej jako bariery dla przenikania związków chemicznych [272]. 

Zgodnie z doniesieniami literaturowymi, koordynacja jonów metali przez ligandy 

flawonoidowe może prowadzić do zmiany ich struktury elektronowej, zmniejszenia 

polarności oraz wzrostu lipofilowości, co może sprzyjać przenikaniu związków  

przez błony komórkowe mikroorganizmów oraz oddziaływaniom ze strukturami 

wewnątrzkomórkowymi [273,274]. Dodatkowo, z danych literaturowych wynika,  

że kompleksy metali przejściowych, w szczególności zawierające jony Co(II) i Mn(II),  

mogą wykazywać aktywność biologiczną związaną z procesami redoks, prowadzącymi  

do generowania reaktywnych form tlenu i wtórnych uszkodzeń białek, lipidów oraz kwasów 

nukleinowych w komórkach bakteryjnych, co może stanowić jedno z możliwych wyjaśnień 

obserwowanych różnic pomiędzy wolnym ligandem a jego kompleksami [275,276]. 
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W celu określenia charakteru działania badanych związków przeprowadzono 

dodatkowo oznaczenia minimalnego stężenia bakteriobójczego (MBC) poprzez posiew 

zawartości dołków odpowiadających stężeniom MIC, 2×MIC oraz 4×MIC na podłoże 

agarowe Mueller-Hinton (MHA). Wyniki oznaczenia MBC dla szczepu S. epidermidis 

przedstawiono na rysunku 18. W badanym zakresie stężeń zaobserwowano wzrost kolonii 

bakteryjnych, co wskazuje na brak działania bakteriobójczego analizowanych związków. 

Analogiczne wyniki uzyskano również dla pozostałych badanych szczepów, co potwierdza, 

że zarówno wolny ligand, jak i jego kompleksy wykazują właściwości bakteriostatyczne. 

 

Rys. 18. Wzrost kolonii bakterii Staphylococcus epidermidis na podłożu MHA po posiewie 

zawartości dołków odpowiadających stężeniom MIC, 2×MIC oraz 4×MIC badanych związków: 

(A.) 3HF, (B.) Co(II)-3HF, (C.) Mn(II)-3HF i (D.) Zn(II)-3HF. 
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4.4 Badanie cytotoksyczności związków 

4.4.1 Wyniki testu z czerwienią obojętną 

Aktywność cytotoksyczną 3-hydroksyflawonu (3HF), jego kompleksów z jonami 

Co(II), Mn(II) i Zn(II) oraz cisplatyny oceniano przy wykorzystaniu testu z czerwienią 

obojętną po 48 godzinach inkubacji. Test ten opiera się na zdolności żywych, aktywnych 

metabolicznie komórek do gromadzenia barwnika w lizosomach. 

Prawidłowy wzrost komórek w każdym eksperymencie został potwierdzony kontrolą 

pozytywną (komórki w odpowiednim medium bez dodatku związków), natomiast kontrole 

negatywne wykluczyły zanieczyszczenie pożywki. Uzyskane wyniki zostały przedstawione 

jako procentowa żywotność w stosunku do kontroli pozytywnej. Zależność odpowiedzi 

komórkowej od stężenia zastosowanego związku analizowano za pomocą regresji 

nieliniowej przy użyciu programu GraphPad Prism, a wartości IC50 obliczano tylko wtedy, 

gdy żywotność komórek spadła poniżej 50% w badanym zakresie stężeń i gdy model regresji 

nieliniowej wykazał satysfakcjonujące parametry dopasowania. Uzyskane wartości IC50 

podsumowano w tabeli 10. W niektórych przypadkach wyliczona wartość IC50 wynikała  

z matematycznego dopasowania krzywej do niepełnego zakresu odpowiedzi komórkowej,  

a w związku z tym nie odpowiadała bezpośrednio stężeniu powodującemu 50% redukcję 

przeżywalności względem kontroli. 

Tab. 10. Wartości IC50 [µM] badanych związków po 48-godzinnej inkubacji wyznaczone przy 

użyciu testu z czerwienią obojętną. 

Związek 

DU-145 

 

RWPE-2 

 

BJ 

 

Caco-2 

 

HaCaT 

 

IC50 [µM] 

R2 

3HF 
20,99 

0,988 

16,62 

0,940 
– – – 

Co(II)-3HF 
17,44 

0,989 
– – – – 

Mn(II)-3HF 
20,20 

0,993 

19,66 

0,983 
– 

15,22 

0,909 
– 

Zn(II)-3HF 
4,08 

0,980 
– – – – 

cisplatyna 
2,39 

0,988 
– 

10,27 

0,956 

2,58 

0,980 
– 

– nie określono IC₅₀ 
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Zbiorcze wyniki przeżywalności komórek przedstawiono na rysunku 19. 

 

Rys. 19. Wpływ związków na żywotność komórek po 48-godzinnej inkubacji z różnymi 

stężeniami: (A.) 3HF, (B.) Co(II)-3HF, (C.) Mn(II)-3HF, (D.) Zn(II)-3HF, (E.): cisplatyna. 

Dane przedstawiono jako średnie ± SD. Istotność statystyczną względem kontroli oceniano  

z wykorzystaniem analizy wariancji (ANOVA) oraz testu Dunnetta do porównań z grupą 

kontrolną (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001; wyniki nieoznaczone są 

nieistotne statystycznie). Analizy wykonano przy użyciu programu GraphPad Prism 8.0.1. 
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Przeprowadzone analizy wykazały zależny od stężenia spadek żywotności komórek 

pod wpływem badanych związków, przy czym najbardziej znaczący efekt cytotoksyczny 

odnotowano w przypadku linii komórkowej raka gruczołu krokowego DU-145.  

Wolny ligand, 3-hydroksyflawon (3HF), w najwyższym badanym stężeniu obniżył 

żywotność komórek do poziomu 2,88% względem kontroli, osiągając wartość IC50 równą 

20,99 µM (Rys. 20A.).  

Proces kompleksowania z jonami metali w zróżnicowany sposób modyfikował 

aktywność biologiczną 3HF. Wobec linii DU-145 kompleks Co(II)-3HF wykazał 

nieznacznie wyższą aktywność niż wolny ligand (IC50 = 17,44 µM), redukując 

przeżywalność komórek do 1,02% w stężeniu 50 µM (Rys. 20B.). Z kolei dla kompleksu 

Mn(II)-3HF odnotowano niemal całkowitą redukcję żywotności w najwyższym stężeniu, 

mimo że wyznaczona wartość IC50 (20,20 µM) była zbliżona do wyniku uzyskanego  

dla wolnego 3HF (Rys. 20C.). Kluczową zmianę aktywności zaobserwowano w przypadku 

kompleksu Zn(II)-3HF, dla którego wartość IC50 wobec komórek DU-145 wyniosła  

4,08 µM (Rys. 20D.). Już przy stężeniu 10 µM żywotność populacji spadła poniżej  

1% względem kontroli, co potwierdza silny potencjał cytotoksyczny tego związku. 

Cisplatyna, pełniąca rolę leku referencyjnego, wykazała wartość IC50  

na poziomie 2,39 µM (Rys. 20E.). Jest to wynik spójny z danymi literaturowymi, 

przypisującymi jej działanie mechanizmom generowania reaktywnych form tlenu oraz 

indukowania uszkodzeń DNA i mitochondriów [277]. Wysoka aktywność kompleksu 

Zn(II)-3HF, porównywalna z działaniem cisplatyny, wskazuje na jego istotny potencjał  

w aspekcie poszukiwania nowych środków przeciwnowotworowych.  
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Rys. 20. Żywotność komórek linii DU-145 w zależności od stężenia: (A.) 3HF, (B.) Co(II)-

3HF, (C.) Mn(II)-3HF, (D.) Zn(II)-3HF, (E.): cisplatyny. Dane przedstawiono jako wartości 

średnie ± SD. Linia ciągła przedstawia dopasowanie krzywej regresji nieliniowej, na podstawie 

której wyznaczono wartość IC50. Analizę przeprowadzono przy użyciu programu GraphPad 

Prism 8.0.1. 
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Wykazana wrażliwość komórek linii DU-145 na działanie badanego kompleksu  

z cynkiem(II) znajduje istotne uzasadnienie w specyfice metabolizmu tego pierwiastka  

w obrębie gruczołu krokowego. W warunkach fizjologicznych prostata  

charakteryzuje się unikalną zdolnością do akumulacji cynku, którego stężenie może być 

nawet dziesięciokrotnie wyższe niż w pozostałych tkankach miękkich [278]. Proces 

karcynogenezy wiąże się jednak z drastycznym spadkiem wewnątrzkomórkowej puli jonów 

Zn²⁺, której poziom w tkance nowotworowej wynosi zaledwie 10–25% wartości 

obserwowanych w komórkach zdrowych. Zjawisko to wynika bezpośrednio z rearanżacji 

ekspresji specyficznych transporterów cynku oraz metabolicznego przeprogramowania 

komórek – przejścia z fenotypu wydzielającego cytryniany na fenotyp zdolny  

do ich utleniania, co promuje progresję nowotworu [279]. 

Dostępne dane literaturowe wskazują, że przywrócenie homeostazy cynku może 

indukować supresję proliferacji oraz szlak apoptozy w komórkach raka prostaty [280].  

Uzzo i wsp. wykazali, że suplementacja cynkiem w liniach DU-145 i PC-3 prowadzi do 

inhibicji szlaku sygnałowego czynnika jądrowego NF-κB, będącego kluczowym 

regulatorem odpowiedzi zapalnej i przeżywalności komórek. Ponadto zaobserwowano 

obniżenie ekspresji markerów związanych z angiogenezą i potencjałem metastatycznym, 

takich jak czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial 

growth factor), interleukina 6 (IL-6, ang. interleukin 6) oraz metaloproteinaza  

macierzy 9 (MMP-9, ang. matrix metalloproteinase 9) [281]. Wyniki uzyskane w niniejszej 

rozprawie korelują z powyższymi doniesieniami, sugerując, że kompleks Zn(II)-3HF 

aktywnie interferuje z zależnymi od cynku szlakami sygnałowymi, specyficznymi  

dla złośliwego fenotypu komórek prostaty.  

Ważną kwestią podczas poszukiwania nowych środków o działaniu cytotoksycznym 

jest ich selektywność wobec komórek nowotworowych. W niniejszej pracy wykorzystano 

linie komórkowe: prawidłowych ludzkich fibroblastów (BJ, ATCC CRL-2522), 

prawidłowych komórek epitelialnych prostaty (RWPE-2, ATCC CRL-3608)  

oraz spontanicznie unieśmiertelnioną ludzką linię keratynocytów (HaCaT, Cytion 300493) 

w celu porównania wpływu badanych związków na komórki prawidłowe i nowotworowe.  
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W przeciwieństwie do komórek linii raka gruczołu krokowego DU-145, komórki 

linii referencyjnych BJ, RWPE-2 i HaCaT wykazały znacząco niższą wrażliwość  

na działanie badanych związków. W przypadku ekspozycji na 3HF oraz jego kompleksy, 

żywotność komórek linii BJ i HaCaT nie spadła poniżej poziomu 60% w całym badanym 

zakresie stężeń, co uniemożliwiło wyznaczenie wartości IC50. Co istotne, kompleks Zn(II)-

3HF nie obniżył przeżywalności komórek linii RWPE-2, BJ oraz HaCaT poniżej 50% nawet 

przy zastosowaniu maksymalnego stężenia roboczego. Wynik ten wskazuje na korzystny 

profil bezpieczeństwa badanych substancji oraz sugeruje ich wysoką selektywność 

cytotoksyczną względem komórek nowotworowych prostaty. Analogiczną selektywność 

działania kompleksów cynku(II) wobec linii nowotworowych udokumentowano już w 

literaturze przedmiotu [282]. Ponadto ograniczona cytotoksyczność względem HaCaT 

koresponduje z doniesieniami wskazującymi, że w keratynocytach flawonoidy indukują 

częściej efekt regulacyjny lub cytostatyczny aniżeli bezpośredni szlak apoptozy [283,284]. 

W badaniach cytotoksyczności wobec linii RWPE-2 wyznaczono wartości IC50  

dla 3HF oraz kompleksu z manganem(II), niemniej jednak przy zastosowaniu najwyższego 

stężenia roboczego przeżywalność wynosiła odpowiednio ok. 37% i 18,5% (Rys. 21). 

Sugeruje to niepełny zakres odpowiedzi biologicznej w badanym układzie 

eksperymentalnym. W przypadku kompleksów kobaltu(II) i cynku(II) nie odnotowano 

spadku żywotności poniżej poziomu 50%. Uzyskane dane wskazują na ograniczoną 

toksyczność wobec niezłośliwego modelu komórek nabłonkowych prostaty,  

co w zestawieniu z wynikami dla linii nowotworowych może świadczyć o ich selektywności. 

 

Rys. 21. Żywotność komórek linii RWPE-2 w zależności od stężenia: (A.) 3HF,  

(B.) Mn(II)-3HF. Dane przedstawiono jako wartości średnie ± SD. Linia ciągła przedstawia 

dopasowanie krzywej regresji nieliniowej, na podstawie której wyznaczono wartość IC50. 

Analizę przeprowadzono przy użyciu programu GraphPad Prism 8.0.1. 
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Analogiczną zależność odnotowano w przypadku linii Caco-2. Choć dla kompleksu 

Mn(II)-3HF oraz cisplatyny matematyczna estymacja wartości IC50 była możliwa, 

minimalna przeżywalność komórek przy najwyższych stężeniach utrzymywała się  

w zakresie 24–40%, co sugeruje, że wygenerowane modele regresji nie odzwierciedlają  

w pełni profilu odpowiedzi cytotoksycznej w badanym zakresie stężeń (Rys. 22A., B.).  

 

Rys. 22. Żywotność komórek linii Caco-2 w zależności od stężenia: (A.) Mn(II)-3HF  

i (B.) cisplatyny oraz linii BJ w zależności od stężenia: (C.) cisplatyny. Dane przedstawiono 

jako wartości średnie ± SD. Linia ciągła przedstawia dopasowanie krzywej regresji nieliniowej, 

na podstawie której wyznaczono wartość IC50. Analizę przeprowadzono przy użyciu programu 

GraphPad Prism 8.0.1. 

Warto podkreślić, iż w odniesieniu do selektywności działania, cisplatyna wykazała 

istotnie wyższą aktywność wobec linii nowotworowej DU-145 w porównaniu z liniami 

nienowotworowymi. Należy jednak zaznaczyć, że mimo matematycznej korelacji 

umożliwiającej wyznaczenie relatywnie niskich wartości IC50 dla linii BJ oraz Caco-2, 

rzeczywisty efekt biologiczny w przypadku komórek prawidłowych był mniej wyraźny  

niż w modelu nowotworowym (Rys. 22C.). Sugeruje to, że wyznaczone parametry  

nie odzwierciedlają pełnego profilu odpowiedzi cytotoksycznej. 
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Analiza zgromadzonego materiału badawczego wskazuje, że kompleksy  

3-hydroksyflawonu (3HF) z jonami metali d-elektronowych wykazują istotnie odmienną 

aktywność biologiczną w porównaniu z wolnym ligandem. Spośród zsyntetyzowanych 

związków, najbardziej obiecującym profilem farmakologicznym charakteryzował  

się kompleks Zn(II)-3HF. Wykazano jego wysoką cytotoksyczność wobec komórek raka 

gruczołu krokowego przy jednoczesnym zachowaniu ograniczonej toksyczności względem 

komórek prawidłowych, co determinuje korzystny indeks terapeutyczny. Mimo wystąpienia 

w wybranych układach niepełnej odpowiedzi komórkowej (plateau żywotności), ogólny 

profil aktywności badanych pochodnych 3HF wskazuje na ich wysoki potencjał aplikacyjny 

w projektowaniu nowych strategii chemoterapeutycznych. 

4.4.2 Ocena kinetyki wzrostu komórek po usunięciu związków 

W celu uzupełnienia wyników testów cytotoksyczności oraz rozróżnienia efektu 

cytostatycznego od trwałego, nieodwracalnego uszkodzenia komórek, przeprowadzono 

analizę potencjału proliferacyjnego komórek linii DU-145 po zakończeniu inkubacji. 

Doświadczenie obejmowało 48-godzinną ekspozycję komórek na działanie  

3-hydroksyflawonu oraz jego kompleksów metalicznych w zakresach stężeń 5–25 µM  

dla 3HF, Co(II)-3HF i Mn(II)-3HF oraz 2–8 µM dla Zn(II)-3HF. Po upływie 48-godzin, 

badane związki zostały usunięte przez aspirację i zastąpione świeżym podłożem 

hodowlanym. Dalsza obserwacja zdolności komórek do re-populacji oraz regeneracji 

metabolicznej pozwoliła na ocenę trwałości indukowanych uszkodzeń komórkowych oraz 

określenie, czy zahamowanie wzrostu komórek linii DU-145 ma charakter stały,  

czy też jest efektem przejściowej supresji cyklu komórkowego [220].  

W wyniku przeprowadzonych badań zaobserwowano, iż charakter oddziaływania  

3-hydroksyflawonu na linię DU-145 jest ściśle związany z zastosowanym stężeniem 

związku. Trwały, nieodwracalny efekt cytotoksyczny odnotowano po ekspozycji komórek 

na 3HF w stężeniach przekraczających wartość IC50 (tj. powyżej 20,99 µM) (Rys. 23A.).  

W przypadku zastosowania niższych dawek (w zakresie 5–20 µM), po usunięciu czynnika 

badanego i wprowadzeniu świeżej pożywki, zaobserwowano statystycznie istotną zdolność 

populacji komórkowej do częściowej regeneracji metabolicznej. Analogiczną zależność 

stwierdzono dla kompleksu Zn(II)-3HF, pomimo jego znacząco wyższej aktywności 

pierwotnej wykazanej w teście z czerwienią obojętną (NR) (Rys. 23D.).  
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Wyniki te sugerują, że mechanizm działania badanych związków, choć wysoce 

efektywny, może mieć charakter odwracalny przy stężeniach niższych od wyznaczonych 

wartości IC50, co wskazuje na dominację efektu cytostatycznego nad proapoptotycznym  

w tym zakresie stężeń [285].  

 

Rys. 23. Żywotność komórek linii DU-145 w wybranych punktach czasowych po usunięciu 

badanych związków: (A.) 3HF, (B.) Co(II)-3HF, (C.) Mn(II)-3HF, (D.) Zn(II)-3HF, określona 

przy użyciu testu z czerwienią obojętną. Dane przedstawiono jako średnie ± SD  

(GraphPad Prism 8.0.1). 

Uzyskane dane korelują z doniesieniami literaturowymi dotyczącymi modulacji 

żywotności komórek przez związki cynku. Przykładowo, w badaniach nad wpływem 

nanocząstek ZnO na mysią linię spermatogonialną GC-1 spg (ATCC CRL-2053) wykazano, 

że po eliminacji ksenobiotyku z mikrośrodowiska hodowli, komórki zachowywały zdolność 

do dalszej proliferacji. Niemniej jednak, podobnie jak w niniejszej pracy, powrót żywotności 

do poziomu grupy kontrolnej był niepełny, co może świadczyć o trwałym upośledzeniu 

wybranych szlaków metabolicznych lub indukcji starzenia komórkowego [286]. 
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Odmienny profil aktywności biologicznej odnotowano w przypadku kompleksów 

Co(II)-3HF oraz Mn(II)-3HF (Rys. 23B.,C.). W przeciwieństwie do efektów 

obserwowanych dla liganda i kompleksu z cynkiem, oba te związki indukowały trwałe 

obniżenie żywotności komórek linii DU-145, które utrzymywało się po usunięciu czynnika 

cytotoksycznego z medium hodowlanego. Co szczególnie istotne, efekt ten odnotowano już 

przy stężeniu 15 µM, a więc poniżej wyznaczonych wartości IC50 (wynoszących 

odpowiednio 17,44 µM dla kompleksu kobaltu oraz 20,20 µM dla kompleksu manganu). 

Całkowity brak zdolności komórek do regeneracji metabolicznej sugeruje, że związki  

te inicjują kaskadę zdarzeń molekularnych prowadzących do nieodwracalnej śmierci 

komórkowej w krótkim czasie od momentu ekspozycji. Obserwacja ta znajduje 

potwierdzenie w literaturze dotyczącej kompleksów flawonoidów z jonami metali 

przejściowych. Utrzymujący się efekt cytotoksyczny tych związków koordynacyjnych jest 

często wiązany z zaburzeniem wewnątrzkomórkowej homeostazy redoks [287]. Zjawisko  

to może wynikać z właściwości redoks jonów metali przejściowych, sprzyjających 

generowaniu nadmiaru reaktywnych form tlenu, co prowadzi do permanentnego stresu 

oksydacyjnego [288,289]. W konsekwencji dochodzi do aktywacji szlaków efektorowych 

programowanej śmierci komórki, w szczególności apoptozy zależnej od mitochondriów, 

wywołanej uszkodzeniami DNA i peroksydacją lipidów błonowych [290]. 

4.4.3 Wyniki testu ApoTox-GloTM Triplex Assay 

Test ApoTox-GloTM Triplex Assay umożliwia jednoczesną ocenę żywotności, 

cytotoksyczności oraz aktywacji apoptozy w tej samej populacji komórek. W niniejszej 

pracy skupiono się na aktywności kluczowych efektorowych kaspaz -3 i -7, aktywowanych 

przez inicjatorowe kaspazy-8 lub -9, w odpowiedzi zarówno na sygnały 

zewnątrzkomórkowe (cytokiny), jak i sygnały stresu wewnątrzkomórkowego. Badania 

przeprowadzono dla komórek linii raka prostaty DU-145, po inkubacji komórek z cisplatyną 

oraz badanymi związkami przez 8 i 24 godziny. 

Po inkubacji, do dołków dodano odczynnik Caspase-Glo® 3/7, powodujący lizę 

komórek. W swoim składzie zawiera on substrat sprzężony z sekwencją DEVD, 

specyficznie rozpoznawaną przez kaspazy-3 i -7. Rozszczepienie substratu przez kaspazy 

powoduje uwolnienie aminolucyferyny, która w reakcji katalizowanej przez lucyferazę 

generuje sygnał luminescencyjny, proporcjonalny do aktywności kaspaz-3 i -7 [221]. 

Wyniki przeprowadzonego testu przedstawiono na rysunku 24. 
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Rys. 24. Aktywność kaspaz-3 i -7 w komórkach raka prostaty DU-145 po (A.) 8-godzinnej  

i (B.) 24-godzinnej inkubacji z cisplatyną (Cpt) i badanymi związkami, oznaczona przy użyciu 

testu ApoTox-GloTM Triplex Assay. Dane przedstawiono jako średnie wartości sygnału 

luminescencyjnego (RLU) ± SD. Istotność statystyczną pomiędzy grupami traktowanymi 

badanym związkiem a grupą kontrolną oceniano przy użyciu testu t dla prób niezależnych  

z korektą Holm-Sidak (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001; wyniki 

nieoznaczone są nieistotne statystycznie). Czerwona linia pozioma oznacza aktywność kaspaz  

w kontroli. Krzywe przedstawiają poglądowy, wygładzony trend danych. Analizy wykonano 

przy użyciu programu GraphPad Prism 8.0.1. 
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Po 8-godzinnej ekspozycji komórek na działanie cisplatyny odnotowano zależny  

od dawki wzrost poziomu luminescencji (Rys. 24A.). Obserwowana zależność koreluje  

z powszechnie uznanym mechanizmem cytotoksyczności tego związku, obejmującym 

indukcję stresu oksydacyjnego, generowanie trwałych uszkodzeń w obrębie jądrowego  

i mitochondrialnego DNA oraz dysfunkcję mitochondriów, co w konsekwencji prowadzi  

do kaskadowej aktywacji programowanej śmierci komórki na drodze apoptozy [291,292]. 

W przeciwieństwie do cytostatyka, 3-hydroksyflawon oraz jego kompleksy metaliczne 

indukowały niewielkie zmiany w aktywności kaspaz, oscylujące na poziomie zbliżonym  

do grupy kontrolnej. Najniższą wartość sygnału luminescencyjnego odnotowano  

w przypadku kompleksu Zn(II)-3HF. Brak aktywacji kaspaz sugeruje, iż w badanym 

punkcie czasowym (8 godzin) apoptoza nie stanowi dominującego mechanizmu 

cytotoksyczności tych związków, a inicjacja odpowiedzi komórkowej może wymagać 

dłuższego czasu ekspozycji lub być związana ze szlakami niezależnymi od kaspaz. 

Po 24-godzinnej inkubacji profile aktywności kaspaz uległy zmianie w zależności  

od rodzaju związku (Rys. 24B.). Po zastosowaniu cisplatyny aktywność kaspaz-3/7 wciąż 

była wysoka, przy czym maksymalny sygnał luminescencji zaobserwowano przy stężeniu 

niższym, niż po krótszej inkubacji. Spadek sygnału przy wysokim stężeniu związku może 

świadczyć o szybkim przejściu komórek w nekrozę wtórną, podczas której dochodzi  

do utraty integralności błony komórkowej i wygaśnięcia aktywności kaspaz [293]. 

Kompleksy Co(II)-3HF i Mn(II)-3HF wykazały zwiększoną zdolność do aktywacji kaspaz 

-3 i -7 w sposób zależny od stężenia w porównaniu z wolnym ligandem, przy czym efekt 

jest szczególnie widoczny dla kompleksu z manganem(II). Wynik wskazuje na udział 

klasycznej apoptozy, co jest zgodne z doniesieniami o zdolności kompleksów tego metalu 

do generowania reaktywnych form tlenu, uszkodzeń mitochondriów i aktywacji szlaków 

związanych z kaspazami, przy czym możliwy jest również udział autofagii [289,294]. 

Kompleks Co(II)-3HF spowodował nieznaczny wzrost aktywności kaspaz, co może 

wskazywać, że mimo zdolności jonów tego metalu do indukcji stresu oksydacyjnego  

i zaburzeń mitochondrialnych, proces śmierci komórkowej może przebiegać z udziałem 

szlaków niezależnych od kaspaz [295].  

Najbardziej charakterystyczny profil odpowiedzi komórkowej wykazał kompleks 

Zn(II)-3HF (Rys. 24), dla którego zaobserwowano znaczny spadek sygnału 

luminescencyjnego wraz ze wzrostem stężenia, mimo wykazywanej wcześniej 

cytotoksyczności w teście z czerwienią obojętną.  
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Jest to zgodne z udokumentowaną zdolnością jonów cynku do hamowania 

aktywności kaspaz inicjatorowych i wykonawczych poprzez konkurowanie z ich centrami 

aktywnymi. Niski sygnał nie świadczy o braku indukcji śmierci komórkowej, lecz może 

wskazywać na udział mechanizmów niezależnych od aktywności kaspaz [296,297]. 

4.4.4 Wyniki testu RealTime-GloTM Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 

Zastosowanie testu RealTime-GloTM Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 

umożliwiło kinetyczną ocenę przebiegu śmierci komórek linii raka prostaty DU-145,  

z rozróżnieniem wczesnej apoptozy oraz wtórnej nekrozy. Nielityczny charakter tej metody 

pozwolił na jednoczesny pomiar luminescencji, związanej z translokacją fosfatydyloseryny 

(PS) do zewnętrznej błony komórkowej oraz fluorescencji, będącej wynikiem przenikania 

barwnika fluorescencyjnego wiążącego DNA do wnętrza komórki po utracie integralności 

błony [298]. Wyniki pomiarów przedstawiono na rysunku 25. 

 

Rys. 25. Profile kinetyczne ekspozycji PS (luminescencja) i utraty integralności błony 

komórkowej (fluorescencja) dla: (A.) 2 µM cisplatyny, (B.) 10 µM 3HF,  

(C.) 10 µM Co(II)-3HF, (D.) 10 µM Mn(II)-3HF, (E.) 2 µM Zn(II)-3HF.  

Dane przedstawiono jako średnia ± SD (GraphPad Prism 8.0.1). 
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Jako związek referencyjny zastosowano cisplatynę, która w stężeniu zbliżonym  

do ½ IC50 wykazała klasyczny, apoptotyczny profil odpowiedzi komórkowej (Rys. 25A.). 

Wzrost sygnału luminescencji nastąpił szybko, po około 3 godzinach od rozpoczęcia testu, 

osiągając maksimum po około 15 h. Po tym czasie sygnał zaczął spadać, a jednocześnie 

zaobserwowano wzrost fluorescencji. Obserwowana luka czasowa pomiędzy tymi dwoma 

sygnałami wskazuje na indukcję apoptozy, która następnie przechodzi w etap wtórnej 

nekrozy [223]. Obserwacja ta potwierdza udokumentowany mechanizm działania 

cisplatyny, która w komórkach nowotworowych powoduje uszkodzenia DNA oraz indukuje 

stres oksydacyjny, co prowadzi do aktywacji szlaków apoptotycznych, a następnie  

do rozpadu komórek [292].  

W przeciwieństwie do cisplatyny, 3-hydroksyflawon i jego kompleksy wywołały 

mierzalną odpowiedź komórkową znacznie później, po około 14 godzinach od ekspozycji. 

Sugeruje to odmienny, wydłużony w czasie mechanizm inicjacji śmierci komórkowej, 

przypuszczalnie związany z powolniejszą kinetyką działania i stopniowym narastaniem 

wewnątrzkomórkowych zmian (np. zaburzeń równowagi redoks), co jest zgodne  

z doniesieniami literaturowymi wskazującymi, że działanie flawonoidów ma charakter 

zależny od czasu, a wyraźne efekty cytotoksyczne zauważalne są dopiero po dłuższej 

inkubacji komórek [299]. 

3HF i kompleks Co(II)-3HF wykazały zbliżony profil odpowiedzi komórkowej  

(Rys. 25B,C). W obu przypadkach zaobserwowano niewielki i krótkotrwały wzrost sygnału 

luminescencyjnego, który następnie ustępował wyraźnemu i utrzymującemu się sygnałowi 

fluorescencyjnemu. Taki przebieg wskazuje, że apoptoza nie jest dominującym 

mechanizmem indukowanym przez te związki, a proces prowadzi raczej do nekrozy  

lub nekroptozy. Powyższy profil koresponduje z właściwościami opisanymi dla polifenoli 

oraz wybranych kompleksów kobaltu, których aktywność biologiczna nie zawsze związana 

jest z aktywacją klasycznych szlaków apoptotycznych, a która silnie zależy od rodzaju 

liganda i struktury kompleksu [300,301]. 

Odmienny profil odpowiedzi wykazał kompleks z manganem(II),  

dla którego zauważono gwałtowny wzrost sygnału luminescencyjnego (Rys. 25D.).  

Krótko po osiągnięciu maksimum luminescencja zaczęła spadać, a niemal równocześnie 

zauważono wzrost sygnału fluorescencyjnego. Taki przebieg procesu wskazuje na indukcję 

apoptozy, która jednak szybko przechodzi w nekrozę wtórną. Zjawisko to tłumaczy 

udowodniona zdolność kompleksów manganu do wywołania zwiększonej produkcji 
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reaktywnych form tlenu, co prowadzi do uszkodzeń mitochondriów, aktywacji szlaków 

apoptozy oraz rozpadu błon komórkowych [302]. 

Dla kompleksu Zn(II)-3HF zauważono profil odpowiedzi komórkowej zbliżony  

do działania cisplatyny (Rys. 25E.). Zauważono wyraźny wzrost zarówno luminescencji,  

jak i fluorescencji, a opóźnienie (około 4,5 h) pomiędzy maksimum luminescencji  

a gwałtownym wzrostem sygnału fluorescencji wskazuje na sekwencyjny przebieg procesu 

apoptozy zakończony wtórną nekrozą, co jest charakterystyczne dla zaprogramowanej 

śmierci komórkowej [223]. Podobny efekt opisywano wcześniej w badaniach,  

w których naruszenie homeostazy cynku prowadziło do indukcji stresu oksydacyjnego, 

dysfunkcji mitochondriów oraz indukcji apoptozy w komórkach nowotworowych [303]. 

Liczne badania dowodzą, że flawonoidy i ich pochodne mogą indukować apoptozę 

w komórkach raka prostaty DU-145, między innymi poprzez modulację szlaków 

związanych z przeżyciem komórki [304–306], aktywację kaskad prowadzących  

do zaprogramowanej śmierci oraz regulację białek z rodziny Bcl-2 [307–309]. Apoptoza 

uważana jest za pożądany mechanizm, ponieważ umożliwia eliminację komórek 

nowotworowych bez wywoływania reakcji zapalnej, charakterystycznej dla nekrozy [310]. 

Uzyskane wyniki pozwalają na wstępne rozróżnienie procesów apoptozy i nekrozy,  

jednak do jednoznacznej identyfikacji szlaków molekularnych niezbędne byłoby wykonanie 

dalszych badań, takich jak na przykład analiza poziomu ekspresji białek  

pro- i antyapoptycznych, precyzyjne różnicowanie stadiów śmierci komórkowej za pomocą 

cytometrii przepływowej czy też bezpośredni pomiar wewnątrzkomórkowego stężenia 

reaktywnych form tlenu [97]. 

Podsumowanie wyników testów ApoTox-GloTM oraz RealTime-GloTM Annexin V 

Porównanie wyników uzyskanych dzięki zastosowaniu testów ApoTox-Glo™ 

Triplex Assay oraz RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis & Necrosis Assay wykazało,  

że badane kompleksy indukują odmienne mechanizmy śmierci komórkowej w komórkach 

linii DU-145. W przypadku cisplatyny oba testy wykazały zgodny profil odpowiedzi 

komórkowej, świadczący o aktywacji kaspaz-3 i -7 oraz o sekwencyjnym przejściu apoptozy 

w nekrozę wtórną, co stanowi klasyczny obraz działania tego cytostatyka [311].  

3-hydroksyflawon i jego kompleks z kobaltem nie wykazały aktywacji kaspaz-3 i -7,  

przy jednoczesnych zmianach fenotypowych w teście z aneksyną V, co sugeruje dominację 

mechanizmów śmierci komórkowej niezależnych od kaspaz. Kompleks Mn(II)-3HF 
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indukował krótkotrwałą aktywację apoptozy, szybko przechodzącą w nekrozę wtórną, przy 

zwiększonej aktywności kaspaz-3/7, co jest charakterystyczne dla silnego stresu 

oksydacyjnego i dysfunkcji mitochondriów. Interesującą odpowiedź komórkową wykazał 

kompleks Zn(II)-3HF, dla którego wyniki testu z aneksyną V wskazały na indukcję 

apoptozy, podczas gdy aktywność kaspaz-3 i -7 pozostawała niska. Wyjaśnieniem tego 

zjawiska może być udowodniona w literaturze zdolność jonów cynku do hamowania 

aktywności kaspaz efektorowych [296,297]. Analiza wyników obu testów wskazuje, że 

badane kompleksy różnią się nie tylko siłą działania cytotoksycznego, ale również 

mechanizmem indukowanej śmierci komórkowej. 
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5 Podsumowanie 

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej była synteza oraz ocena fizykochemiczna i 

biologiczna nowych kompleksów 3-hydroksyflawonu z wybranymi jonami metali 

przejściowych. Przeprowadzone badania umożłiwiły realizację założonych celów, a na ich 

podstawie sformułowano następujące wnioski: 

1. Potwierdzono skuteczną syntezę nowych kompleksów o charakterze 

mononuklearnym i ogólnym wzorze ML2·nH2O (M = Co(II), Mn(II) lub Zn(II); L = 

C15H9O3
-), przy czym liczba cząsteczek wody wynosi n = 2 dla kompleksów kobaltu(II) i 

manganu(II) oraz n = 1 dla kompleksu cynku(II). 

2. Wyniki analiz spektroskopowych (UV-Vis, FT-IR, NMR) wskazały, że 

koordynacja jonów metali zachodzi poprzez układ 3-hydroksy-4-karbonylowy liganda. 

3. Analiza widm masowych potwierdziła obecność jonów molekularnych typu ML2, 

co jest zgodne z proponowaną stechiometrią kompleksów. 

4. Badania aktywności przeciwutleniającej wykazały, że kompleksowanie 3-

hydroksyflawonu z jonami metali prowadzi do obniżenia zdolności zmiatania rodników 

DPPH•, co można wiązać z zaangażowaniem grupy hydroksylowej w proces koordynacji. 

Efekt ten był najbardziej widoczny dla kompleksu cynku(II). 

5. Wykazano, że kompleksowanie wpływa na aktywność przeciwbakteryjną 3-

hydroksyflawonu w sposób zależny od jonu metalu oraz badanego szczepu. Wobec 

Escherichia coli największą poprawę właściwości zaobserwowano dla kompleksów Zn(II)-

3HF i Co(II)-3HF, natomiast w przypadku bakterii Gram-dodatnich wyraźny efekt 

odnotowano dla szczepu Staphylococcus epidermidis, wobec którego kompleksy Co(II)-

3HF i Mn(II)-3HF wykazały wyższą aktywność niż wolny ligand, również wobec szczepu 

niewrażliwego na oksacylinę. Wszystkie badane związki wykazały działanie 

bakteriostatyczne. 

6. Kompleksy wykazały zależną od stężenia aktywność cytotoksyczną, przy czym 

największy efekt odnotowano wobec linii komórek raka prostaty DU-145. Badane związki 

nie wykazały istotnej cytotoksyczności wobec komórek nienowotworowych, co wskazuje 

na wysoką selektywność działania. Najwyższą aktywność, a zarazem najbardziej obiecujący 

profil terapeutyczny wykazał kompleks Zn(II)-3HF. 
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7. Analiza regeneracji komórek po ekspozycji na związki wykazała, że 3HF i Zn(II)-

3HF wywołują efekt częściowo odwracalny (cytostatyczny przy niższych stężeniach), 

natomiast kompleksy Co(II)-3HF i Mn(II)-3HF powodują trwałe uszkodzenie komórek. 

8. Wykazano, że badane kompleksy indukują różne mechanizmy śmierci 

komórkowej: wolny ligand i kompleks Co(II)-3HF wywołują głównie śmierć 

nieapoptyczną, Mn(II)-3HF wywołuje apoptozę przechodzącą w nekrozę wtórną, natomiast 

Zn(II)-3HF apoptozę niezależną od kaspaz. 

Podsumowując, uzyskane wyniki wskazują, że po raz pierwszy zsyntetyzowano 

kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami kobaltu(II), manganu(II) i cynku(II), które poddano 

kompleksowej charakterystyce fizykochemicznej, umożliwiającej określenie ich struktury 

oraz właściwości. Przeprowadzone badania biologiczne wykazały, że kompleksowanie 

wpływa na aktywność przeciwbakteryjną badanych związków, a uzyskane efekty wskazują 

na ich potencjalne znaczenie aplikacyjne. Najbardziej istotne rezultaty uzyskano w 

badaniach cytotoksyczności, w których wykazano wysoką aktywność oraz selektywność 

działania kompleksów względem komórek nowotworowych, szczególnie dla kompleksu 

Zn(II)-3HF. Otrzymane wyniki wskazują, że badane związki stanowią interesującą grupę 

układów koordynacyjnych o potencjale biologicznym, a dalsze badania, obejmujące 

pogłębioną analizę mechanizmów działania oraz modyfikację struktury ligandów, mogą 

przyczynić się do zwiększenia ich aktywności i poszerzenia możliwości zastosowań. 
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PS do zewnętrznej warstwy, co umożliwia zbliżenie białek fuzyjnych  aneksyny V i podjednostek 

lucyferazy, przy nienaruszonej błonie komórkowej obecny jest sygnał luminescencyjny. W 

przypadku wtórnej nekrozy (C.) dochodzi do zaburzenia integralności błony komórkowej, barwnik 

wiążący DNA przenika do wnętrza komórki – obserwowany jest jednocześnie sygnał 

luminescencyjny i fluorescencyjny.  Opracowano w oparciu o [222]. ............................................. 65 
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Streszczenie 

Flawonoidy, ze względu na szerokie spektrum aktywności biologicznej, stanowią 

istotną grupę związków o potencjalnym zastosowaniu w medycynie, a ich kompleksowanie 

z jonami metali może prowadzić do modyfikacji właściwości fizykochemicznych  

i biologicznych. W związku z tym potencjałem, w ramach niniejszej pracy zsyntetyzowano 

oraz scharakteryzowano kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami kobaltu(II), manganu(II)  

i cynku(II). 

Strukturę otrzymanych związków potwierdzono z wykorzystaniem analizy 

elementarnej, miareczkowania kompleksometrycznego, metod spektroskopowych (UV-Vis, 

FT-IR, NMR), spektrometrii mas (SALDI-ToF-MS) oraz technik analizy termicznej. 

Wykazano, że kompleksy mają charakter mononuklearny i wzór ogólny ML2·nH2O  

(M = Co(II), Mn(II) lub Zn(II)), a koordynacja jonów metali zachodzi poprzez układ  

3-hydroksy-4-karbonylowy liganda. 

Ocena aktywności biologicznej wykazała, że kompleksowanie modyfikuje 

właściwości przeciwutleniające, przeciwbakteryjne i cytotoksyczne 3-hydroksyflawonu.  

W testach z rodnikiem DPPH• zaobserwowano obniżenie aktywności przeciwutleniającej 

kompleksów w porównaniu z wolnym ligandem. Aktywność przeciwbakteryjną badano 

wobec wybranych szczepów bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych  

poprzez wyznaczenie minimalnego stężenia hamującego metodą mikrorozcieńczeń. 

Wszystkie badane związki wykazały działanie bakteriostatyczne, ale nie bakteriobójcze,  

a kompleksowanie wpłynęło na aktywność przeciwbakteryjną w sposób zależny od metalu 

i szczepu. Najbardziej wyraźny wzrost aktywności względem wolnego liganda odnotowano 

dla kompleksów Zn(II) i Co(II) wobec E. coli oraz kompleksów Co(II) i Mn(II)  

wobec S. epidermidis. 

Oceny aktywności cytotoksycznej dokonano z wykorzystaniem testu wychwytu 

czerwieni obojętnej, który wykazał zależny od stężenia spadek żywotności komórek. 

Największą wrażliwość odnotowano wobec komórek raka prostaty DU-145. Kompleks 

Zn(II)-3HF odznaczał się najwyższą cytotoksycznością oraz korzystnym profilem 

selektywności względem komórek nienowotworowych. Analiza mechanizmów działania 

wykazała, że badane związki indukują różne typy śmierci komórkowej, w tym apoptozę  

oraz procesy niezależne od kaspaz. 
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Uzyskane wyniki wskazują, że kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami metali 

przejściowych wykazują zróżnicowaną aktywność biologiczną, przy czym najbardziej 

korzystny profil działania, obejmujący wysoką cytotoksyczność oraz selektywność 

względem komórek nowotworowych, zaobserwowano dla kompleksu Zn(II)-3HF, co czyni 

go interesującym obiektem dalszych badań.  
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Abstract 

Due to their broad spectrum of biological activity, flavonoids constitute an important 

group of compounds with potential applications in medicine, and their complexation  

with metal ions can lead to modifications in physicochemical and biological properties.  

In view of this potential, complexes of 3-hydroxyflavone with cobalt(II), manganese(II),  

and zinc(II) ions were synthesized and characterized. 

The structures of the obtained compounds were confirmed using elemental analysis, 

complexometric titration, spectroscopic methods (UV-Vis, FT-IR, NMR),  

mass spectrometry (SALDI-ToF-MS), and thermal analysis techniques. The complexes  

were shown to be mononuclear and to have the general formula ML2·nH2O  

(M = Co(II), Mn(II) or Zn(II)), and the coordination of metal ions occurs  

through the 3-hydroxy-4-carbonyl system of the ligand. 

Assessment of biological activity showed that complexation modifies  

the antioxidant, antibacterial, and cytotoxic properties of 3-hydroxyflavone. In tests  

with the DPPH• radical, a decrease in the antioxidant activity of the complexes was observed 

compared to the free ligand. Antibacterial activity was assessed against selected strains  

of Gram-positive and Gram-negative bacteria by determining the minimum inhibitory 

concentration using the microdilution method. All tested compounds demonstrated 

bacteriostatic, but not bactericidal, activity, and complexation influenced antibacterial 

activity in a metal- and strain-dependent manner. The most pronounced increase in activity 

relative to the free ligand was noted for Zn(II) and Co(II) complexes against E. coli  

and Co(II) and Mn(II) complexes against S. epidermidis. 

Cytotoxic activity was assessed using a neutral red uptake assay, which demonstrated 

a concentration-dependent decrease in cell viability. The highest sensitivity was observed 

against DU-145 prostate cancer cells. The Zn(II)-3HF complex demonstrated the highest 

cytotoxicity and a favorable selectivity profile against non-cancerous cells. Analysis  

of the mechanisms of action demonstrated that the tested compounds induce various types 

of cell death, including apoptosis and caspase-independent processes. 

The obtained results indicate that complexes of 3-hydroxyflavone with transition 

metal ions exhibit diverse biological activity, with the most favorable profile of action, 

including high cytotoxicity and selectivity towards cancer cells, observed for the Zn(II)-3HF 

complex, making it an interesting subject for further research. 
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