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Wykaz skrotow

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

DMEM - zmodyfikowane podtoze 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 — roéznicowa kalorymetria skaningowa (ang. differential scanning calorimetry)
EDTA — kwas wersenowy

EMEM - minimalne podioze podstawowe Eagle’a (ang. Eagle’s Minimum Essential

Medium)

ESIPT — wewnatrzczasteczkowy transfer protonu w stanie wzbudzonym (ang. excited-state

intramolecular proton transfer)
FBS — ptodowa surowica bydlgca (ang. fetal bovine serum)

FT-IR — spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (ang. Fourier transformed

infrared spectroscopy)

ICso — stezenie powodujace zahamowanie w 50% (ang. half-maximal inhibitory

concentration)

MBC — minimalne st¢zenie bakteriobdjcze (ang. minimum bactericidal concentration)
MHA — podtoze agarowe Mueller-Hinton (ang. Mueller-Hinton Agar)

MHB - ptynne podtoze Mueller-Hinton (ang. Mueller-Hinton Broth)

MIC — minimalne stezenie hamujace (ang. minimum inhibitory concentration)
Mn(II)-3HF — kompleks 3-hydroksyflawonu z jonami manganu(II)

Na:EDTA — wersenian disodowy

NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear magnetic

resonanse)



NR — test wychwytu czerwieni obojetnej (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 $wiatla widzialnego (ang. ultraviolet-

visible spectroscopy)

Zn(I1)-3HF — kompleks 3-hydroksyflawonu z jonami cynku(II)



Wstep

Flawonoidy stanowig jedng z najliczniejszych i najbardziej zréznicowanych grup
naturalnych zwigzkow polifenolowych, szeroko rozpowszechnionych w $wiecie roslin.
Ich znaczenie biologiczne wynika zaréwno z pehlionych funkcji fizjologicznych,
jak 1 z udokumentowanego wptywu na organizmy zwierzece i ludzkie. Jako metabolity
wtorne, zwigzki te uczestniczg w regulacji wzrostu i rozwoju roslin, a takze w ochronie
komorek roslinnych przed stresem oksydacyjnym, promieniowaniem UV oraz czynnikami
patogennymi. Odpowiadajag réwniez za nadanie roslinom barwy i1 smaku. Z uwagi
na dowiedzione dziatanie przeciwutleniajace, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe
i przeciwbakteryjne stanowig one obiecujacy punkt wyjscia w projektowaniu nowych

strategii terapeutycznych.

Szczegdlne miejsce w tej grupie zajmuja flawonole, ktorych struktura chemiczna
sprzyja wysokiej reaktywnosci oraz zdolnosci do oddziatywan z biomolekutami. Jednym
z najprostszych przedstawicieli tej klasy jest 3-hydroksyflawon (3HF), ktory stanowi
podstawowa jednostke strukturalng wielu flawonoli wystepujacych w naturze. Obecnos¢
grupy hydroksylowej w pozycji C3 oraz karbonylowej w pozycji C4 nadaje tej czasteczce
zdolno$¢ do chelatowania jonoéw metali, a takze wptywa na jej wtasciwosci spektroskopowe.
Dzigki tym cechom 3HF jest interesujacym ligandem w chemii koordynacyjnej

oraz zwigzkiem o potencjale biologicznym.

Z licznych doniesien wynika, ze 3-hydroksyflawon wykazuje wielokierunkowa
aktywno$¢ biologiczng. W szczego6lnosci podkresla si¢ jego wiasciwosci cytotoksyczne
wobec komorek nowotworowych, zwigzane z indukcja apoptozy, modulacja cyklu
komorkowego oraz wptywem na kluczowe szlaki sygnatowe regulujace przezycie komorek.
Ponadto zwiazek ten wykazuje zdolnos¢ do hamowania produkcji reaktywnych form tlenu,

co wskazuje na jego potencjat przeciwutleniajacy.

Jednym z intensywnie rozwijanych kierunkow badan jest modytikacja wtasciwosci
flawonoidow poprzez kompleksowanie z jonami metali. Obecno$¢ donorowych atomow
tlenu w ich strukturze umozliwia tworzenie zwigzkéw  koordynacyjnych,
ktérych wtasciwosci fizykochemiczne i biologiczne moga rdzni¢ si¢ istotnie od wlasciwosci
wolnych ligandow. W wielu przypadkach wykazano, ze kompleksowanie prowadzi
do poprawy biodostepnosci oraz wzmocnienia aktywnos$ci biologicznej. Szczegdlne

znaczenie maja w tym kontek$cie jony metali biologicznie istotnych, takich jak kobalt,



mangan 1 cynk. Pierwiastki te uczestnicza w licznych procesach enzymatycznych
i regulacyjnych, a ich homeostaza jest kluczowa dla prawidtowego funkcjonowania

organizmu.

Choc¢ liczba badan nad kompleksami flawonoidow stale ro$nie, w literaturze nadal
widoczny jest niedobdr danych dotyczacych komplekséw 3-hydroksyflawonu z wybranymi
jonami metali (w szczego6lnosci kobaltu, manganu i cynku), zwlaszcza w kontekscie
ich kompleksowej charakterystyki biologicznej. Dostgpne prace koncentrujg si¢ gléwnie
na aspektach strukturalnych i teoretycznych analizach uktadow powstajacych w roztworach,

pomijajac szczegdlowa oceng aktywnosci biologicznej in vitro.

Pomimo znaczacego postgpu w zakresie diagnostyki i terapii, choroby nowotworowe
oraz infekcje bakteryjne pozostaja jednymi z wiodacych wyzwan wspotczesnej medycyny.
Gléwnymi barierami w skutecznosci leczenia pozostaja: wysoka toksyczno$¢ stosowanych
lekow, postepujaca lekoopornos¢ mikroorganizméw oraz niewystarczajaca selektywnosé
dziatania, co sklania do poszukiwania nowych zwigzkéw o potencjalnym
zastosowaniu terapeutycznym. Istotnym przykltadem jest rak gruczotu krokowego,
ktory w zaawansowanym stadium wykazuje oporno$¢ na standardowe metody leczenia.
Majac na uwadze powyzsze przestanki oraz niedostatek danych literaturowych, uzasadnione
wydaje si¢ zbadanie wlasciwosci biologicznych nowych kompleksow 3-hydroksyflawonu
z wybranymi jonami metali. Weryfikacja ich potencjatu, opierajaca si¢ na ocenie aktywnosci
przeciwbakteryjnej, badaniu profilu cytotoksycznego oraz okresleniu ogolnego typu
indukowanej $mierci komorkowej, pozwala na wstgpng charakterystyke tych zwigzkow

1 oceng ich przydatnosci w dalszych badaniach.



1 Przeglad literatury

1.1  Flawonoidy — struktura, klasyfikacja i aktywnos¢ biologiczna
Flawonoidy to bardzo obszerna i zréznicowana grupa zwigzkow polifenolowych,
bedacych metabolitami wtornymi roslin. Obecnie zidentyfikowano ponad 10 tysiecy
roznych flawonoidow, a wraz z rozwojem technik izolacyjnych i analitycznych ich liczba
stale rosnie [1]. Sg szeroko rozpowszechnione w $wiecie roslin, ich bogatym zrodiem
w diecie sg warzywa, ziola oraz produkty zbozowe. Wystgpuja rowniez w niektorych
napojach, takich jak herbata czy czerwone wino. Proces ich syntezy i gromadzenie zachodza

w roznych organach roslinnych, m.in w owocach, kwiatach, li§ciach czy nasionach [2,3].

Flawonoidy pelnia w roslinach szereg istotnych funkcji. Odpowiadaja
mig¢dzy innymi za nadanie barwy kwiatom i owocom, co ma kluczowe znaczenie w procesie
zapylania i rozprzestrzeniania nasion. Moga roéwniez nadawac smak i zapach, co ma na celu
zarOwno przycigganie zapylaczy, jak 1 odstraszanie drapieznikéw. Pelnig takze funkcje
fungicydéw 1 insektycydow [4]. Uczestnicza w regulacji wzrostu i rozwoju roslin,
biorgc udzial m.in. w modulacji transportu auksyn. W warunkach stresu §rodowiskowego
(takich jak susza, niekorzystna temperatura czy promieniowanie UV) nast¢puje zwickszona
akumulacja flawonoidow, ktore wykazuja zdolno$¢ do wychwytywania reaktywnych form
tlenu, chronigc komorki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi [5,6]. Dzigki duzej
roznorodnosci strukturalnej moga wigzac si¢ z wieloma biomolekutami, a takze wplywac

na funkcjonowanie licznych szlakow enzymatycznych [7].

Podstawa budowy flawonoidéw jest szkielet weglowy C6—C3—C6, zlozony z dwoch
pierScieni aromatycznych (oznaczanych jako pierScienie A i1 B), polaczonych trzema

atomami wegla, tworzacymi heterocykliczny pierscien C (Rys. 1) [1].

Rys. 1. Podstawowy szkielet weglowy flawonoidow (2-fenylochromen) wraz z numeracja
atomow wegla i oznaczeniem pier§cieni. Opracowanie wtasne w programie ChemSketch

2024.2.0 w oparciu o [8].



Zroéznicowanie strukturalne flawonoidéw wynika przede wszystkim z liczby
1 potozenia podstawnikow, stopnia utlenienia pierscienia C oraz obecno$ci reszt cukrowych.
Wigkszos¢ flawonoidow wystepuje w naturze w postaci glikozydow, co wptywa
na ich wilasciwosci fizykochemiczne i biologiczne, w tym zwigksza ich rozpuszczalno$¢
1 stabilno$¢, ale jednocze$nie moze ogranicza¢ ich bezposrednig aktywno$¢ biologiczng
w poroéwnaniu z aglikonami [9]. Flawonoidy sa syntezowane w roslinach w szlaku
fenylopropanoidowym. Ich bioprekursorem jest aminokwas L-fenyloalanina, ktory pod
wpltywem  enzymu  amoniakoliazy  fenyloalaninowej  ulega  przeksztatceniu
do 4-kumaroilo-CoA. Czasteczka ta ulega nastepnie kondensacji z trzema czasteczkami
malonylo-CoA, co prowadzi do powstania chalkonu, stanowigcego prekursor wielu

flawonoidow [10].

Ze wzgledu na rodzaj 1 polozenie podstawnikéw, flawonoidy mozna podzieli¢
na sze$¢ gtéwnych klas, w tym flawony, flawanony, flawonole, flawanole, izoflawony

oraz antocyjanidyny (Rys. 2).

Flawony Flawanony

Cr

O

Flawonole Flawanole

e 0

Izoflawony Antocyjanidyny

O
O
~
() /

Rys. 2. Gtéwne klasy flawonoidéw, opracowanie wlasne w programie ChemSketch 2024.2.0

w oparciu o [3].
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Flawony posiadaja uktad 2-fenylchromen-4-onu i charakteryzuja si¢ obecnos$cia
podwojnego wigzania C2=C3 oraz grupy karbonylowej przy weglu C4 w pierscieniu C.
Wystepuja najczesciej w postaci 7-O-glikozydow, a znalez¢ je mozna gtownie w lisciach,
kwiatach 1 owocach wielu roslin, takich jak seler, pietruszka i1 czerwona papryka.
Do tej klasy naleza m.in. apigenina i luteolina [11]. Flawanony réznig si¢ od flawonow
brakiem podwoéjnego wigzania w pierScieniu C, ktéry ma uktad nasycony. Wystepuja
gltoéwnie w owocach cytrusowych, a do przedstawicieli tej klasy zalicza si¢ m.in. naringening
1 hesperetyne [12]. Flawonole s3 pochodnymi flawondéw, zawieraja dodatkowa grupe
hydroksylowa w pozycji C3. Obecno$¢ jednocze$nie podwodjnego wigzania, grupy
karbonylowej oraz grupy hydroksylowej zwicksza ich reaktywnos¢ 1 potencjat
antyoksydacyjny, przez co klasa ta jest najczgsciej analizowana pod katem aktywnos$ci
biologicznej 1 wlasciwosci przeciwutleniajacych. Sa szeroko rozpowszechnione w owocach
1 warzywach, przedstawicielami tej klasy sa m.in. kwercetyna i kemferol [3,12]. Flawanole,
okreslane rowniez jako katechiny, r6znig si¢ od pozostalych klas brakiem podwdjnego
wigzania w pierScieniu C, a takze grupy karbonylowej przy weglu C4. PierScien C czgsto
podstawiony jest wieloma grupami hydroksylowymi, co wpltywa na silne wlasciwosci
antyoksydacyjne. Do tej grupy zaliczy¢ mozna na przyktad kateching i epikateching,
wystepujace m.in. w herbacie i kakao [3,13]. [zoflawony wyrozniajg si¢ sposrdd innych klas
odmiennym potozeniem pierScienia B, ktory przylaczony jest do atomu
wegla C3 pierScienia C. Powszechnie gromadza si¢ w ro$linach stragczkowych,
a ich gléwnymi Zroédtami sg soja 1 produkty sojowe, lucerna i ciecierzyca. Izoflawony
wykazuja silne dziatanie estrogenne, mogg przyczynia¢ si¢ do zachowania réwnowagi
hormonalnej u kobiet. Do najlepiej poznanych naleza genisteina i daidzeina [1,14]. Ostatnig
z glownych klas sa antocyjanidyny, zwigzki fitochemiczne w formie aglikonow,
odpowiedzialne za fioletowe, czerwone i niebieskie zabarwienie owocdéw 1 kwiatow.
Ich struktura charakteryzuje si¢ obecnoscig kationu flawyliowego o silnie sprzezonym
uktadzie elektronowym, a obecno$¢ tadunku odroznia je od innych klas flawonoidow.
W naturze zwigzki te najczgsciej wystepuja w postaci glikozydow, okreslanych jako
antocyjany. Jest to bardzo zrdéznicowana grupa, do tej pory zidentyfikowano ponad
650 zwigzkow. Przedstawicielami tej klasy sg cyjanidyna oraz delfinidyna, stosowane

m.in. jako barwniki do zywnosci [1,14].
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W ostatnich latach stale ro$nie zainteresowanie zwigzkami flawonoidowymi,
co zwigzane jest z ich szerokim spektrum aktywno$ci biologicznej. Liczne badania
wskazujg, ze flawonoidy wykazuja istotne dziatanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne,
antymutagenne, przeciwnowotworowe oraz przeciwbakteryjne, a dzigki ich obecnosci
w diecie maleje ryzyko wystapienia chorob przewlektych, w tym chorob uktadu krazenia,

neurodegeneracyjnych oraz schorzen zwigzanych ze stanem zapalnym[15,16].

Antyoksydanty pelig istotng role w utrzymaniu homeostazy redoks organizmu,
chronigc komorki przed wyniszczajagcym dzialaniem reaktywnych form tlenu
(ROS, ang. reactive oxygen species). Nadmierna produkcja tych czasteczek skutkuje
uszkodzeniem DNA, biatek oraz lipidow, co prowadzi mi¢dzy innymi do rozwoju procesow
zapalnych, mutagenezy 1 choréb cywilizacyjnych [17]. Mechanizm dzialania
przeciwutleniaczy polega w gtéwnej mierze na neutralizacji wolnych rodnikéw poprzez
przekazanie elektronu lub atomu wodoru. Prowadzi to do stabilizacji ROS 1 przerwania
reakcji utleniania. Zdolno$¢ flawonoidow do wygaszania reaktywnych form tlenu zwigzana
jest z obecnoscia sprzezonych wigzan podwodjnych, grup hydroksylowych, a takze grupy
karbonylowej w pozycji C4, ktore umozliwiaja delokalizowanie wolnego elektronu [15,17].
Wykazano, ze liczba i polozenie podstawnikow maja istotny wptyw na potencjat
przeciwutleniajacy. Obecnos¢ dodatkowych grup hydroksylowych oraz brak glikozydacji
w pozycji C3 zwigkszaja aktywno$¢ antyoksydacyjna, przy czym szczegolnie korzystne jest
polozenie podstawnikdw w pozycji orto [18]. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca zwigzkow
flawonoidowych potwierdzana jest zar6wno w testach chemicznych (na przyklad testem
z uzyciem rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowego DPPH"), jak 1 w modelach
komorkowych. Ekstrakty z werbezyny (Verbesina sphaerocephala), bogate w zwiazki
fenolowe i1 flawonoidy, w ktorych zidentyfikowano m.in. rutyng, wykazaty zdolno$¢
do wymiatania wolnych rodnikow 1 zwigkszania calkowitego potencjatu
antyoksydacyjnego [19], a ekstrakty z lisci liliowca rdzawego (Hemerocallis fulva),
w ktorych skladzie wykazano obecnos¢ m.in. rutyny, izokwercetyny oraz katechiny,
dodatkowo zmniejszaty poziom ROS w modelach stresu oksydacyjnego indukowanego
H>O, w komorkach HaCaT, jednoczesnie nie wykazujac cytotoksycznosci [20].
W badaniach in vivo zauwazono obnizenie poziomu dialdehydu malonowego i tlenku azotu,
bedacych markerami stresu oksydacyjnego, a takze wzrost aktywno$ci enzymow

antyoksydacyjnych, m.in. dysmutazy ponadtlenkowe;j i katalazy, co wskazuje na ochronne
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dziatanie flawonoidow epikatechiny, epigalokatechiny, procyjanidyny B2, kwercetyny,

taksyfoliny oraz rutyny w warunkach stresu oksydacyjnego [18].

Stan zapalny jest zlozong reakcjg organizmu wobec dziatania czynnikow
chemicznych, fizycznych lub biologicznych. Po rozpoznaniu obcego bodzca przez komorki
ukladu odpornosciowego nastgpuje uruchomienie szlakow prozapalnych, co skutkuje
uwolnieniem cytokin, chemokin oraz innych mediatorow odpowiedzi zapalne;j,
a utrzymujgca si¢ ekspozycja moze doprowadzi¢ do przewleklej reakcji zapalnej [21].
Badania eksperymentalne wykazatly, ze flawonoidy mogg hamowa¢ odpowiedz zapalna.
Ekstrakt z li§ci straczynca oskrzydlonego (Senna alata) istotnie zmniejszat obrzek tapy
w modelu szczurzym, ograniczajac rozwoj stanu zapalnego indukowanego karagening,
a autorzy powigzali ten efekt z wysoka catkowita zawartoscia flawonoidow
(TFC, ang. total flavonoid content) w ekstrakcie [22]. Ten sam model indukowanej
odpowiedzi zapalnej zastosowano w badaniu przeciwzapalnej aktywnosci flawonoidu
fustyny, wyizolowanej z ekstraktu z perukowca podolskiego (Cotinus coggygria) [23].
Ekstrakt metanolowy z kwiatow fiotka wonnego (Viola odorata) wykazywat
zalezng od dawki aktywnos$¢ przeciwzapalng i cytotoksyczno$¢ w badaniach in vitro,
co rowniez przypisano wysokiej zawarto$ci flawonoidow 1 innych polifenoli,

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

Flawonoidy posiadaja rowniez wlasciwo$ci antymutagenne, co zostato potwierdzone
zaroOwno w testach in vitro, jak 1 in vivo. Ekstrakty uzyskane z sumaka lakowego
(Rhus verniciflua), z ktorych wyizolowano m.in takie flawonoidy jak sulfuretyna, fisetyna,
fustyna 1 garbanzol, posiadaty zdolno$¢ do hamowania mutagenno$ci aflatoksyny B,
silnego kancerogenu. Efekt ten byl zwigzany z wychwytywaniem reaktywnych,
elektrofilowych metabolitow posrednich powstajacych w wyniku aktywacji mutagenu [25].
Podobnie ekstrakty z huby pospolitej (Fomes fomentarius), bogate w zwiazki fenolowe
1 flawonoidy oraz z gozdzikow (Dianthus spp.), zawierajace m.in. rutyne i florydzyne,
ograniczaly czesto$¢ wystepowania mutacji indukowanych zwigzkami chemicznymi,
takimi jak azydek sodu czy 4-nitro-o-fenylenodiamina [26,27]. Dodatkowo udowodniono,
ze niektore flawonoidy, takie jak kwercetyna, rutyna, apigenina czy diosmina, wykazuja
dziatanie genoprotekcyjne u myszy po zastosowaniu promieniowania jonizujgcego,
przy czym obecno$¢ grup hydroksylowych w pozycjach C5 1 C7 pierscienia A, a takze grupy

katecholowej w pierscieniu B wzmacnia ten efekt [28].
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Liczne badania in vitro i in vivo wskazuja, ze flawonoidy posiadaja wielokierunkowg
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa, ktéra wynika z oddziatywania na procesy zwigzane
z przezyciem komoérek nowotworowych [29]. Ich mechanizm dziatania oparty jest przede
wszystkim na hamowaniu proliferacji komoérek nowotworowych oraz indukcji $mierci
komorkowej, a takze modulacji cyklu komoérkowego i1 kluczowych szlakéw sygnatowych
zwigzanych z przezyciem komorek. W modelu raka watrobowokomoérkowego apigenina
skutecznie zmniejszata proliferacje komodrek 1 promowata ich $mier¢ zaro6wno in vitro,
jak 1 in vivo, a mechanizm jej dzialania wigzano m.in. z modulacja ekspresji mikroRNA
1 genow zwigzanych ze szlakami kinaz MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase)
oraz PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinase) [30]. Podobne dziatanie wykazala naryngenina,
hamujac proliferacje, inwazyjno$¢ 1 migracje komodrek raka watroby 1 wykazujac silne
dzialanie = proapoptyczne [31]. W badaniach na modelach komorkowych
niedrobnokomorkowego raka ptuca (NSCLC, ang. non-small-cell lung carcinoma) kemferol
hamowat  proliferacje¢ 1 indukowal autofagic = przez hamowanie  szlaku
Met/PI3K/AKT/mTOR!, najczeéciej aktywowanego szlaku sygnatowego w ludzkich
nowotworach [32]. W komodrkach tego samego typu nowotworu sylibinina,
poprzez modulacje szlakéw EGFR/JAK2/STATS5? oraz PI3K/AKT, hamowala angiogeneze,
migracj¢ 1 inwazyjno$¢ komorek [33]. Flawonoidy moga réwniez dziata¢ synergistycznie
z rutynowo stosowanymi substancjami terapeutycznymi, zwigkszajac ich skutecznos$¢.
W mysim modelu raka trzustki, uzyskanym przez podskérne wszczepienie komorek linii
Capan-1, potaczenie kwercetyny 1 kurkuminy skutecznie hamowato wzrost
nowotworu, a skojarzenie z cisplatyng skutkowalo jeszcze wigksza redukcja
masy guza oraz zwigkszeniem obszaru nekrozy [34]. Dzialanie synergistyczne
wykazala réwniez luteolina, ktora w potaczeniu z oksaliplatyng w zwierzecym modelu
raka jelita grubego znaczaco zwigkszata ekspresj¢  markeréw  apoptozy

PARP (ang. poly(ADP-ribose) polymerase) 1 p53 [35].

Flawonoidy = wykazuja =~ wielokierunkowg  aktywnos¢  przeciwbakteryjng
wobec bakterii Gram-dodatnich i1 Gram-ujemnych, wplywajac na procesy zwigzane
z wirulencjg 1 przezywalno$cig komorek. Jednym z istotnych mechanizmow dziatania
jest zaburzenie integralno$ci blony komoérkowej. Potencjat przeciwbakteryjny flawonoidow

czesto zwigzany jest z lipofilowoscia 1 plaska budowg czasteczek, ktore utatwiajg zwigzkom

! (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 przyktad, Zze bajkaleina zwigkszata
przepuszczalno§¢  blony cytoplazmatycznej oraz zewngtrznej blony  bakterii
Gram-ujemnych, co potegowato skuteczno$¢ doksocykliny wobec szczepow
wielolekoopornych [36]. Genisteina z kolei indukowata u Escherichia coli wytwarzanie
tlenku azotu, ktory prowadzit do depolaryzacji blony oraz uszkodzen DNA [37].
Innym istotnym mechanizmem dziatania przeciwbakteryjnego jest modulacja
mechanizmow oporno$ci oraz hamowanie tworzenia biofilmu bakteryjnego. Wykazano,
ze naringina zmniejszata produkcje egzopolisacharydéw i alginianu, czyli sktadnikow
macierzy biofilmu uczestniczacych w adhezji komorek bakteryjnych do powierzchni
oraz ich wzajemnej agregacji. Prowadzilo to do ograniczenia zdolnoS$ci tworzenia biofilmu
przez szczepy z rodzaju Pseudomonas, a takze czg¢sciowej degradacji juz istniejacych
struktur  [38]. Flawonoidy moga réwniez neutralizowaé¢ czynniki zjadliwos$ci
bez bezposredniego zabijania samych bakterii, co sprzyja zmniejszeniu presji selekcyjnej
prowadzacej do powstawania opornosci. Kwercetyna w modelach zwierzgecych wykazata
zdolno$¢ do wigzania si¢ z koagulaza, hamujac jej aktywno$¢, co skutecznie chronito
przed zakazeniami odcewnikowymi wywotanymi przez Staphylococcus aureus [39].
Ograniczenie wirulencji zaobserwowano rowniez po zastosowaniu hesperetyny,
ktoéra hamowata ekspresje gendow zwigzanych z ruchliwos$cia i adhezjg u Helicobacter pylori,
uniemozliwiajac szczepowi kolonizacj¢ [40]. Badania synergistycznych interakcji
zwigzkéw flawonoidowych z antybiotykami (na przyklad katechiny z tetracykling
oraz glabrydyny z norfloksacyng) wykazaly, ze zwigzki te mogg znacznie obnizac
minimalne st¢zenia hamujace antybiotykow (MIC, ang. minimum inhibitory concentration),

zwigkszajac ich skutecznos$¢ nawet wobec opornych szczepow [41,42].
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1.2 3-hydroksyflawon

3-hydroksyflawon (3HF) jest najprostszym przedstawicielem klasy flawonoli,
zbudowanym z dwoch pierscieni aromatycznych (A i B) potaczonych heterocyklicznym
pier§cieniem benzopironu (Rys. 3). W jego strukturze obecna jest grupa hydroksylowa
w pozycji C3 1 grupa karbonylowa w pozycji C4, co umozliwia tworzenie
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego migdzy nimi, a takze warunkuje zdolnos¢
do chelatowania jondéw metali. 3HF nie wystepuje w naturze w postaci wolnej,
ale jest podstawowa czasteczka strukturalng wielu flawonoli wystepujacych

w roslinach [43].

Rys. 3. Struktura chemiczna 3-hydroksyflawonu wraz z numeracjg atomow wegla.

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

Klasyczng metoda otrzymywania flawonoli, w tym 3-hydroksyflawonu, jest reakcja
Algar-Flynn-Oyamanda, polegajaca na cyklizacji odpowiednich 2’-hydroksychalkonow
w $rodowisku zasadowym [45]. Modyfikacje tej procedury, w tym jednoetapowa metoda
zaproponowana przez Gonduz i wsp., umozliwily zwigkszenie wydajnosci procesu
1 skrocenie czasu reakcji [46]. Alternatywa dla syntezy chemicznej sa przemiany
mikrobiologiczne, z wykorzystaniem szczepow grzybow takich jak Aspergillus niger
czy Penicillium chermesinum, umozliwiajace selektywne hydroksylowanie szkieletu

flawonoidowego [47].

3-hydroksyflawon wykazuje zdolno$¢ do wewnatrzczasteczkowego transferu
protonu w stanie wzbudzonym (ESIPT, ang. excited-state intramolecular proton transfer).
Proces ten prowadzi do powstania dwoch form emisyjnych: normalnej enolowej (N*)
oraz tautomerycznej ketonowej (T*), obserwowanych na widmie jako dwa osobne pasma
emisji [48]. Na przebieg procesu ESIPT duzy wplyw ma $rodowisko czasteczki.

W  rozpuszczalnikach  niepolarnych ~ dominuje  emisja  formy  ketonowe;,
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natomiast w rozpuszczalnikach polarnych i protonowych intensywniejsza jest emisja formy
normalnej, co umozliwia wykorzystanie stosunku intensywnosci pasm N*/T* w badaniach
ratiometrycznych. Oprocz oddziatywania z czgsteczkami rozpuszczalnika, na przebieg
procesu ESIPT moze rowniez wplywaé interakcja z roznymi biomolekutami,
a takze koordynacja z jonami metali. Dzigki tym wlasciwosciom, 3-hydroksyflawon
moze by¢ wykorzystywany jako sonda fluorescencyjna do monitorowania zmian
srodowiska, w tym badania r6znych proceséw 1 wykrywania czgsteczek i jonow [49].
Na tej podstawie opracowano m.in. ratiometryczny sensor do wykrywana ludzkiej
karboksyloesterazy 2. Sonda ta ulega hydrolizie pod wplywem badanego enzymu,
co prowadzi do uwolnienia 3HF 1 wyraznej zmiany widma emisji [50]. Zaprojektowano
rowniez boronianowe pochodne 3-hydroksyflawonu przeznaczone do detekcji anionu
nadtlenoazotynowego (ONOOQO"), reaktywne] formy azotu powstajacej w warunkach stresu
oksydacyjnego, ktérej nadmiar zwigzany jest w procesami neurodegeneracyjnymi,
w tym z choroba Alzheimera [51]. W badaniach analitycznych wykorzystano
rowniez zdolno$¢ 3HF do tworzenia komplekséw, opracowano mig¢dzy innymi sonde
do wykrywania aniondw fluorkowych 1 octanowych oparta na kompleksie
3-hydroksyflawonu z glinem, a takze czuly chemosensor fluorescencyjny do oznaczania
kationo6w miedzi i cynku [52,53]. Tworzenie kompleksow z jonami cynku zostalo rowniez
wykorzystane do selektywnego oznaczania tego pierwiastka w probkach wody pitne;j,
szampondw do wilosow oraz produktéw farmaceutycznych, a takze do obrazowania
jego jonow wewnatrz komoérek nowotworowych [54,55]. Ponadto 3-hydroksyflawon
wykazuje powinowactwo do biatek, wigzac si¢ m.in. z albuming surowicy bydlece;,

a uklad oparty na takim kompleksie zostat wykorzystany do oznaczania pepsyny [56].

1.2.1  Aktywnos¢ biologiczna 3-hydroksyflawonu i jego pochodnych
3-hydroksyflawon, dzigki swojej strukturze chemicznej, wykazuje szeroki zakres
aktywno$ci  biologicznych. Zwigzek ten zwraca szczegdlng uwage badaczy
ze wzgledu na swojg aktywnos$¢ antyoksydacyjnag i cytotoksycznos$¢, a w literaturze istnieje
wiele doniesien o jego wlasciwosciach przeciwnowotworowych. Jego zdolno$¢
do hamowania proliferacji komérek 1 indukcji apoptozy wynika z wplywu na kluczowe
szlaki sygnatowe. W badaniach na komorkach ludzkiego kostniakomigsaka zaobserwowano,
ze 3HF hamuje wzrost komorek nowotworowych, co zwigzane jest m.in. z aktywacja
ekspresji biatka ZAKP (ang. Zipper sterile-alpha-motif kinase beta), skutkujaca aktywacja
szlaku apoptozy zaleznego od kinazy JNK (ang. C-Jun N-terminal kinase) [57].
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Wykazano réwniez, ze zwigzek ten oddziatuje na procesy mitotyczne w komorkach
nowotworowych poprzez inhibicj¢ kinazy Aurora B, bedacej jednym z kluczowych
regulatorow podziatow komorkowych, co prowadzi do skutecznego zahamowania
proliferacji komorek [58]. Aktywnos$¢ 3-hydroksyflawonu zwigzana jest rowniez
z modulowaniem szlakéw sygnatowych zwigzanych ze stanem zapalnym. Dowiedziono,
ze moze on hamowac¢ produkcje prostaglandyny E», co jest wynikiem zahamowania kaskady
kinaz aktywowanych mitogenami MAPK oraz ekspresji cyklooksygenazy-2.
W konsekwencji prowadzi to do zahamowania proliferacji komorek indukowane;j
epidermalnym czynnikiem wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor) [59]. Whasciwosci
cytotoksyczne potwierdzono réwniez w badaniach porownawczych z innymi flawonoidami.
W eksperymencie przeprowadzonym na komoérkach nowotworowych 1 $rddbtonka
zaobserwowano, ze 3HF wykazuje znacznie silniejsze dzialanie cytotoksyczne
niz jeden z najczgséciej badanych flawonoidow, jakim jest kwercetyna. W badanych liniach
komorkowych zauwazono znaczne obnizenie przezywalnos$ci komorek i zatrzymanie cyklu
komoérkowego w fazie Go/M, zwigzane z indukcja apoptozy [60]. Poza bezposrednim
dzialaniem cytotoksycznym, 3-hydroksyflawon wykazuje rowniez potencjal w terapiach
skojarzonych z innymi lekami. Jednoczesne zastosowanie 3HF i imatynibu doprowadzito
do znacznego wzrostu liczby komorek ulegajacych apoptozie w linii komoérek biataczki
opornej na ten lek, a efekt ten zwigzany byl z aktywacja kaspaz i obniZzeniem poziomu
onkoproteiny fosfo-Bcr/Abl (ang. breakpoint cluster region / Abelson), odpowiedzialnej
za niekontrolowane namnazanie komorek krwi [61]. Odmienny efekt dzialania
3HF zaobserwowano w przypadku komorek prawidlowych. Wykazano, ze poprzez
oddziatywanie na szlak sygnatlowy ERK (ang. extracellular signal-regulated kinases)
moze on pozytywnie wptywac na proliferacje, przezywalno$¢ oraz roznicowanie komorek
na etapie embriogenezy, znaczaco poprawiajac rozwoj zarodkdw in vitro w modelu
swinskim [62]. Oprocz aktywnos$ci przeciwnowotworowej, 3-hydroksyflawon wykazuje
rowniez wilasciwosci antyoksydacyjne. W badaniach przeprowadzonych na komoérkach
nabtonka kanalikéw nerkowych wykazano, Ze zwigzek ten chronit komorki
przed szkodliwym dziataniem nikotyny. Mechanizm dziatania polegal na hamowaniu
produkcji ROS i aktywacji szlaku PKA/CREB?, prowadzacego do zwigkszonej ekspresji
mitochondrialnej  dysmutazy  ponadtlenkowej, bedacej kluczowym  enzymem

antyoksydacyjnym [63].

3 (ang. protein kinase A / cAMP responsive element-binding protein)
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Znaczny potencjat biologiczny 3-hydroksyflaownu sprawit, Ze stal si¢ on punktem
wyjscia do projektowania licznych nowych pochodnych o zmodyfikowanych
wlasciwosciach. Badania nad  syntetycznymi analogami 3HF  potwierdzity,
ze wybrane zwiazki z tej grupy indukowaty apoptoze i hamowaty proliferacje komorek
raka jelita grubego w badaniach in vitro i in vivo, dzialajac jako inhibitory
deacetylazy histonowej HDACS, pelnigcej istotng role w regulacji ekspresji genow
w komoérkach nowotworowych [64]. Ponadto Znati 1 wsp. zaprojektowali
46 nowych pochodnych 3HF, ktére nastgpnie przebadali pod katem aktywnosci
przeciwnowotworowej. W badaniach tych wykazano, ze niektére ze zwigzkéw pochodnych
wykazaly wysoka cytotoksycznos¢ wobec komorek raka jelita grubego oraz raka jajnika,
jednocze$nie wykazujac zdolno$¢ do hamowania aktywno$ci enzymu 15-lipooksygenazy,

biorgcego udziat w procesach zapalnych [65].

1.2.2  Modyfikacja wlasciwosci flawonoidow po kompleksowaniu z jonami metali
Istotnym kierunkiem badan nad flawonoidami jest modyfikacja ich struktury
1 wlasciwo$ci poprzez kompleksowanie z jonami metali. Ze wzgledu na obecno$¢
w strukturze grup funkcyjnych zdolnych do koordynacji kationdw metali, w szczegdlnosci
grupy karbonylowej oraz grup hydroksylowych, zwiazki te stanowig doskonate ligandy.
W  zaleznosci od polozenia 1 liczby podstawnikow, wigzanie koordynacyjne
moze powstawa¢ w roéznych miejscach czasteczki, w szczegdlnosci pomig¢dzy grupami
4-karbonylowg 1 grupa hydroksylowa w pozycji C3 lub C5 [66]. Przebieg kompleksowania
zalezy nie tylko od budowy liganda 1 wlasciwosci metalu, ale réwniez od warunkow
srodowiska, takich jak pH, temperatura czy rodzaj rozpuszczalnika. W warunkach
laboratoryjnych kompleksy syntetyzuje si¢ najczesciej poprzez potaczenie alkoholowego
lub wodnego roztworu flawonoidu z roztworem soli danego metalu, a nast¢pnie dodanie
roztworu zasady, majacego na celu deprotonacje¢ grup hydroksylowych i utatwienie
koordynacji metalu [67]. Kompleksowanie flawonoidéw z jonami metali moze znacznie
modyfikowaé wlasciwosci zwigzkéw wyjsciowych. Czesto obserwuje si¢ poprawe
wlasciwosci biologicznych, w tym aktywnos$ci przeciwnowotworowej, a takze zmiang
wlasciwosci fizykochemicznych, takich jak rozpuszczalnos$é, stabilno$¢ i biodostepnose

w porownaniu z wolnym ligandem [68].
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W poszukiwaniu nowych zwigzkéw biologicznie aktywnych, bardzo duze znaczenie
ma dobdér odpowiedniego atomu centralnego. Wsrod licznych pierwiastkow szczegdlng
uwage przyciggaja metale pelnigce istotne role biologiczne w organizmie ludzkim,
takie jak kobalt, mangan oraz cynk. Kobalt jest pierwiastkiem §ladowym, bedagcym atomem
centralnym witaminy Bi2 (kobalaminy), ktora jest kluczowa w procesie syntezy DNA
oraz do zachowania prawidlowego funkcjonowania uktadu krwiotwdrczego i nerwowego.
Ciekawg wilasciwoscig jonow Co(I) jest ich zdolno$¢ do nasladowania stanu niedotlenienia
(hipoksji), gltownie poprzez stabilizacj¢ czynnika indukowanego niedotlenieniem
(HIF-1a, ang. hypoxia inducible factor-1a), sprawiajac, ze komorki zachowuja si¢ tak,
jakby znajdowaty si¢ w srodowisku o niskiej zawartosci tlenu. Prowadzi to do aktywacji
gendw zwigzanych z angiogeneza i jest kluczowym mechanizmem regeneracji tkanek.
Oznacza to, ze kompleksowanie z jonami kobaltu moze nie tylko zmienia¢ aktywnos$¢
wolnego liganda, ale takze stymulowaé procesy zwigzane z tworzeniem nowych naczyn
krwionosnych [69]. Mangan jest kluczowym mikroelementem, petnigcym rolg
w utrzymaniu rownowagi redoks w komorkach. Jest kofaktorem licznych metaloenzymow,
w tym dysmutazy ponadtlenkowej (Mn)SOD (ang. manganese superoxide dismutase)
znajdujacej si¢ w mitochondriach. Enzym ten katalizuje przemiang chemiczng
anionorodnika ponadtlenkowego O™ do tlenu i nadtlenku wodoru, co chroni komoérki przed
stresem oksydacyjnym. Zaburzenia homeostazy manganu, a co za tym idzie funkcjonowania
(Mn)SOD, powigzane s3a z rozwojem wielu chorob, m.in. progresja otylosci, dysfunkcji
uktadu sercowo-naczyniowego, schorzen neurodegeneracyjnych oraz nowotworow [70].
Kolejnym niezwykle waznym mikroelementem jest cynk, petnigcy funkcje regulatorowa
1 strukturalng w wielu procesach biologicznych. Szacuje sie, ze jest komponentem
ponad 3 tysigcy bialek, w tym licznych enzyméw i czynnikow transkrypcyjnych.
Jest elementem budulcowym tak zwanych ,palcéw cynkowych”, czyli motywow
strukturalnych ~ bialek  odpowiedzialnych ~ za  regulacj¢  ekspresji  genow.
Ze wzgledu na szerokie spektrum dziatania, wychwyt jonéw cynku, ich dystrybucja,
magazynowanie i wydalanie podlegaja $cislej kontroli. Zaburzenia homeostazy cynku
zwigzane s3 z patogeneza wielu chordb przewleklych, w tym nowotwordéw, cukrzycy,
choroby Alzheimera oraz innych choréb wynikajacych z wieku. Cynk pelni bardzo wazng
role¢ w komorkach prostaty, jego prawidlowy poziom jest niezbedny do wiasciwego
funkcjonowania tego gruczotu. Wykazano, ze w komorkach raka prostaty stezenie cynku
znacznie spada, co jest zwigzane z obnizeniem ekspresji transporteréw cynku,

a zjawisko to koreluje z postepem ztosliwosci nowotworu [71].
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W literaturze naukowej istnieje wiele doniesien dowodzacych, ze kompleksowanie
flawonoidow z wyzej wymienionymi jonami metali moze prowadzi¢ do zmian
ich aktywnosci biologicznej. Zauwazono na przyktad, ze polaczenie chryzyny z jonami
kobaltu skutkowato wzmocnieniem potencjatu przeciwutleniajgcego poprzez zwickszenie
zdolno$ci wychwytywania wolnych rodnikéw, a aktywnos¢ otrzymanych kompleksow byta
porownywalna do dziatania kwasu askorbinowego [72]. Zaobserwowano rowniez,
ze kompleks luteoliny z jonami manganu wykazuje zwigkszong aktywnos$¢
przeciwutleniajacg i przeciwbakteryjng w poréwnaniu z ligandem, a takze posiada zdolnos$¢
do obnizenia poziomu glukozy we krwi. W badaniach tych zauwazono takze, ze zar6wno
luteolina, jak i jej kompleks z manganem wykazujg zdolno§¢ do hamowania aktywno$ci
oksydazy ksantynowej, przy czym po kompleksowaniu efekt ten jest silniejszy [73]. Znaczne
wzmocnienie potencjalu antyoksydacyjnego w porownaniu z wolnym ligandem
udokumentowano réwniez dla kompleksu kemferolu z jonami cynku. Efekt ten
byl szczegodlnie zauwazalny dla kompleksu o stechiomerii 1:1, a thumaczono go migdzy
innymi zwigkszeniem kwasowosci grup fenolowych, co utatwiato ich deprotonacje w
reakcjach neutralizacji rodnikéw [74]. Ponadto wykazano, ze kompleksowanie z jonami
cynku moze znaczaco zmieni¢ aktywnos$¢ biologiczng kwercetyny. W badaniach
przeprowadzonych przez Lee i wsp. otrzymano kompleks utworzony przy udziale grupy
4-karbonylowej 1 3-hydroksylowej, ktory wykazat silniejsze dziatanie cytotoksyczne
wzgledem komorek raka pecherza moczowego, skuteczniej indukujac apoptoze i hamujac
migracje komorek [75]. Z kolei Nakamura i wsp. otrzymali kompleks kwercetyny
z cynkiem, w ktorym koordynacja obejmowata roéwniez grupy hydroksylowe
z pierScienia B. W badaniach przeprowadzonych na liniach komorkowych raka
jelita grubego (HCT116) oraz raka watroby (HepG2) kompleks ten wykazat
zwigkszong skuteczno$¢ przeciwnowotworowa w stosunku do samej kwercetyny,
silniej hamujac proliferacje¢ komorek 1 indukujac apoptoze. Zauwazono rowniez
zwigkszony wewnatrzkomorkowy wychwyt zaré6wno kwercetyny, jak 1 jonoéw cynku,

co wskazuje na poprawe biodostepnosci po kompleksowaniu [76].
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1.2.3  Kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami metali

3-hydroksyflawon, ze wzgledu na swojg budowe, wykazuje zdolno$¢ do tworzenia
stabilnych zwigzkéw koordynacyjnych z jonami rdéznych metali, w szczegodlnosci
metali przejsciowych oraz metali cigzkich. W literaturze przedstawiono szereg
kompleksow, ktére byly badane pod katem  wilasciwosci  biologicznych,
takich jak aktywno$¢ antyoksydacyjna, przeciwbakteryjna czy przeciwnowotworowa.
Wykazano na przyktad, ze zwiazki koordynacyjne 3-hydroksyflawonu z platyna(Il)
charakteryzowatly si¢ zwigkszong aktywnoscia cytotoksyczna wobec linii komorek glejaka
(U87) 1 raka piersi (MCF-7) niz sam ligand [77]. Interesujace wyniki otrzymano
rowniez dla  arenowych  pochodnych  3-hydroksyflawonu z  rutenem(Il),
ktore analizowano pod katem stabilnosci, cytotoksycznosci i potencjalnych oddziatywan
z DNA i aminokwasami. Otrzymane zwigzki wykazaty wysoka cytotoksycznos$¢ wobec linii
komorek raka jajnika (CHI1), raka jelita grubego (SW480) oraz niedrobnokomoérkowego
raka phluica (A549), a dzialanie to powigzano 2z zahamowaniem aktywnosci
topoizomerazy Iloo [78]. W literaturze opisano rowniez alkinylowe kompleksy
3-hydroksyflawonu z jonami =zlota(I), ktéore poprzez hamowanie aktywnos$ci
cyklooksygenazy-1 1 -2, a takze reduktazy tioredoksyny 1 reduktazy glutationu, wykazaty
aktywnos$¢ przeciwko komorkom linii gruczolakoraka okr¢znicy Caco-2, MCF-7
oraz HepG2 [79]. Otrzymano réwniez kompleksy renu(l), ktore w badaniach in vitro
wykazaly cytotoksycznos¢ wobec komorek raka szyjki macicy (HelLa) poréwnywalng
do powszechnie stosowanej cisplatyny, przy jednoczesnej nizszej toksyczno$ci
wobec prawidlowych komodrek nabtonka siatkowki (RPE-1), co sugeruje pewna

selektywno$¢ biologiczng [80].

Przyktadem zwigzkow o odmiennych wilasciwosciach sg kompleksy bizmutu(III)
z flawonoidami, w tym z 3-hydroksyflawonem. Badania przeprowadzone przez Burke 1 wsp.
dowiodly, ze kompleksy skutecznie dzialaly przeciwko bakteriom Gram-dodatnim
1 Gram-ujemnym, a ich aktywno$¢ biologiczna byta §cisle zalezna od struktury [81].
Oprécz aktywnos$ci przeciwnowotworowej 1 przeciwbakteryjnej, badano réwniez
wlasciwos$ci antyoksydacyjne pochodnych 3HF. Przykladem jest zsyntezowany kompleks
3-hydroksyflawonu z wanadem(V), ktérego aktywno$¢ antyutleniajaca potwierdzono
w warunkach in vivo w modelu cukrzycy indukowane;j streptozotocyng u szczuréw. Zwigzek
ten ograniczal stres oksydacyjny wywotany hiperglikemig i1 prowadzit do poprawy

funkcjonowania komorek B trzustki [82].
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W literaturze znalez¢ mozna réwniez prace, w ktorych badacze otrzymali kompleksy
3-hydroksyflawonu z jonami metali przejsciowych w stanie statym, jednak ich uwaga
skupita si¢ na aspektach strukturalnych, fizykochemicznych 1 mechanistycznych,
a nie na poglebionym badaniu aktywnosci biologicznej. Przyktadem moga by¢ kompleksy
z jonami miedzi(Il), badane pod katem modelowania centréw aktywnych enzymow.
Ich struktury potwierdzono krystalograficznie, a nastgpnie przeprowadzono pomiary
kinetyczne, ktore wykazaly, ze otrzymane zwigzki moga uczestniczy¢ w reakcjach
utleniania flawonolanéw w obecnosci tlenu czgsteczkowego [83,84]. Podobne wyniki
uzyskano dla kompleksu z niklem(I), ktorego strukture¢ wyznaczono metoda dyfrakcji
rentgenowskiej. W badaniach modelowych wykazano, ze kompleks moze reagowac
z O2 w sposob przypominajacy dziatanie 2,3-dioksygenazy kwercetyny [85].
Z kolei kompleks 3-hydroksyflawonu z jonami zelaza(Ill) wykazat aktywno$¢ nukleazowa,
poniewaz po zwigzaniu z matym rowkiem DNA i redukcji jonu metalu generowat reaktywne

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

W literaturze dostepnych jest niewiele doniesien dotyczacych kompleksow
3-hydroksyflawonu z jonami kobaltu oraz cynku, brak jest z kolei informacji na temat
komplekséw z manganem. Wigkszo§¢ badan skupia si¢ na analizach strukturalnych
i teoretycznych uktadow powstajacych w roztworach, z pomini¢ciem szczegotowej oceny

aktywnosci biologicznej in vitro.

W przypadku kobaltu przeprowadzono badania dotyczace zdolnoS$ci
3HF do chelatowania jego jonow. Celem analiz byta weryfikacja potencjatu tego flawonoidu
do wylapywania kobaltu uwalnianego z endoprotez, ktory w nadmiernym stg¢zeniu moze
wykazywa¢ toksycznos¢. W tym celu wykorzystano metody spektroskopowe,
ktére potwierdzity mozliwo$¢ koordynacji metalu w warunkach zbliZonych
do fizjologicznych. Badania wykazaty rowniez, ze 3HF nieznacznie hamowal powstawanie

rodnikéw hydroksylowych w reakcji Fentona wywotanej jonami Co?" [87].

Wigcej uwagi poswigcono kompleksom 3-hydroksyflawonu z jonami cynku.
W badaniach prowadzonych przez zesp6t Cornard i wsp., a nastgpnie kontynuowanych
przez Lapouge i wsp. kompleksy syntezowano metoda stosunku molowego (stosujac state
stezenie roztworu liganda, zmienne st¢zenie roztworu chlorku cynku). Wykazano,
ze w roztworze metanolu powstaje kompleks o stechiometrii 1:1, co potwierdzono
metoda Joba. Analizy spektroskopowe potaczone z obliczeniami kwantowo-chemicznymi

potwierdzity, ze jony cynku wigza si¢ przez grupy 3-hydroksylowa i 4-karbonylowa [88,89].
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Analiza widm masowych wykazata, ze kompleksy 3HF z cynkiem moga powstawac
rowniez w stechiometrii 2:1 oraz 3:2. Jednoczesnie w tym samym badaniu widma
spektroskopowe potwierdzily powstanie w roztworze kompleksu o stechiometrii 1:1.
Autorzy wskazali, ze obserwowane réznice moga by¢ wynikiem kondensacji i krystalizacji
analitu na powierzchni stalowej plytki podczas pomiarow spektrometrycznych,
co moze prowadzi¢ do powstania kompleksow o strukturze innej niz w roztworze [90].
Podobne obserwacje przedstawili Sarowar 1 wsp., ktorzy badali oddzialywania
3-hydroksyflawonu z jonami metali przy wykorzystaniu spektrometrii mas
potaczonej z analizatorem typu Orbitrap. W widmach masowych zaobserwowali jony
odpowiadajagce  kompleksom z cynkiem o réznym stosunku ligand:metal,
miedzy 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 mozliwo$¢ powstawania zwigzkoéw
o zrdznicowanej stechiometrii w fazie gazowej [91]. Warto réwniez wspomnie¢ o badaniach
teoretycznych dotyczacych ukladow 3-hydroksyflawonu z jonami rdéznych metali,
w tym jonow cynku. Obliczenia kwantowo-chemiczne wskazuja, ze proces kompleksowania
modyfikuje strukture elektronowa czasteczki, a koordynacja zachodzi najczesciej
przez zdeprotonowany uktad 3-hydroksy-4-karbonylowy. Stabilno$¢ kompleksoéw
zalezy od warunkéw S$rodowiska reakcji, a takze od rodzaju jonu metalu [92].
W nowszych badaniach opisano kompleks 3-hydroksyflawonu z cynkiem, powstajacy
w roztworze, ktory wykorzystano do opracowania spektrofotometrycznej metody
oznaczania tego flawonoidu. Analizy dowiodly, ze w $rodowisku wodno-metanolowym
powstaje stabilny kompleks o stechiometrii 2:1, ktory nast¢pnie badano pod katem
aktywnosci antyoksydacyjnej. Otrzymany zwigzek wykazal si¢ zwigkszonym potencjatem
przeciwutleniajacym w porownaniu z wolnym ligandem [93]. W literaturze opisano jeden
przypadek kompleksu 3HF z cynkiem otrzymanego w postaci ciala statego,
dla ktorego analizy spektroskopowe 1 spektrometria mas potwierdzity stechiometri¢ 1:1.
Badania in vivo potwierdzily brak ostrej toksyczno$ci, a podanie doustne szczurom
z cukrzyca indukowang streptozotocyng prowadzito do obnizenia poziomu glukozy we krwi,
poprawy wydzielania insuliny oraz poprawy parametrow zwigzanych z funkcjonowaniem
nerek 1 watroby. Dziatanie przeciwcukrzycowe kompleksu bylo porownywalne do dziatania

gliklazydu, standardowego leku przeciwcukrzycowego [94].
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1.3 Mechanizmy sSmierci komorkowej

W kazdym zywym organizmie wielokomorkowym zachodzg naturalne procesy
regulacji liczby komorek, obejmujace zarowno ich proliferacje, jak 1 eliminacje. Ich precyzja
jest niezbedna do utrzymania homeostazy tkanek oraz prawidlowego funkcjonowania
organizmu. Smieré komoérkowa umozliwia usuwanie komorek uszkodzonych, zbednych
lub potencjalnie niebezpiecznych, a takze pelni istotng role w regulacji procesow
rozwojowych, odpowiedzi na stres komorkowy i infekcje [95]. Zaburzenia réwnowagi
pomigdzy podziatami komérkowymi a ich obumieraniem sg podstawa patogenezy wielu
chordb, miedzy innymi zaburzen autoimmunologicznych, chordéb neurodegeneracyjnych
oraz chordb nowotworowych, w przypadku ktérych zahamowanie eliminacji komorek

sprzyja ich niekontrolowanemu wzrostowi [96].

Smier¢ komoérkowa moze zachodzi¢é zardwno w  sposob  kontrolowany
1 uporzadkowany, jak i nagly, niekontrolowany. Wspodtczesna klasyfikacja wyrdznia dwa
podstawowe typy tego procesu: smieré przypadkowa (ACD, ang. accidental cell death)
oraz $mieré regulowang (RCD, ang. regulated cell death). Smieré przypadkowa jest
konsekwencja gwattownych uszkodzen fizycznych lub chemicznych, prowadzacych
do natychmiastowej utraty integralnosci komorki. Smieré regulowana z kolei przebiega
z udziatem $ci$le okreSlonych szlakow molekularnych i moze by¢ modulowana
przez czynniki genetyczne lub farmakologiczne [97]. Szczegdlnym rodzajem $mierci
regulowanej jest programowana $mier¢ komorki (PCD, ang. programmed cell death),
obejmujaca procesy zachodzace w warunkach fizjologicznych, na przyktad podczas rozwoju
ptodowego. Do najlepiej poznanych i najwazniejszych form regulowanej smierci komorki
naleza apoptoza, nekroptoza oraz autofagia. W konteks$cie poszukiwania nowych zwigzkow
o dziataniu cytotoksycznym, szczegodlnie w terapii nowotwordéw, najbardziej pozadanym
rodzajem $mierci jest apoptoza, poniewaz pozwala na usuwanie komorek bez wywotywania

gwattownej reakcji zapalnej w otaczajacych tkankach [98].
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1.3.1 Apoptoza

Apoptoza jest najlepiej scharakteryzowang forma programowanej $§mierci komorki,
po raz pierwszy opisang w 1972 roku [99]. Proces ten charakteryzuje si¢ szeregiem zmian
morfologicznych zachodzacych w komorce. Do najbardziej typowych naleza obkurczenie
komorki, kondensacja chromatyny oraz fragmentacja jadra komodrkowego.
W dalszych etapach dochodzi do powstawania charakterystycznych uwypuklen blony
komorkowej, przeksztatcajacych si¢ w tak zwane ciatka apoptotyczne, czyli pecherzyki
otoczone blong bialkowo-lipidowa, zawierajace fragmenty cytoplazmy 1 organelli
komorkowych. Struktury te sg nastgpnie rozpoznawane i usuwane przez komorki
fagocytujace, co =zapobiega uwolnieniu zawarto§ci komorki do  przestrzeni
mi¢dzykomoérkowej, dzigki czemu nie dochodzi do wywotania reakcji zapalnej

oraz uszkodzen w otaczajacych tkankach [100].

Jednym z kluczowych markerow biochemicznych wczesnej apoptozy
jest  zaburzenie asymetrii  blony  komorkowej. W komodrkach  zdrowych
fosfatydyloseryna (PS, ang. phosphatidylserine), jeden z gtéwnych fosfolipidéow blony
komoérkowej, znajduje si¢ niemal wytacznie po wewnetrznej stronie dwuwarstwy lipidowe;.
Stan ten utrzymywany jest dzigki dzialaniu enzymow z grupy flipaz, transportujacych
PS do wnetrza komorki. Podczas indukcji apoptozy dochodzi do aktywacji enzymow z grupy
skramblaz, odpowiedzialnych za dwukierunkowy transport fosfolipidow przez btony,
przy jednoczesnej dezaktywacji flipaz, co skutkuje translokacjga fosfatydyloseryny
do zewngtrznej warstwy btony komodrkowej. Ekspozycja PS pelni wazna funkcje
biologiczna, poniewaz stanowi sygnal umozliwiajacy rozpoznanie i fagocytoze komorek
ulegajacych apoptozie przez makrofagi [101]. Zjawisko to jest wykorzystywane
w diagnostyce laboratoryjnej do wykrywania komorek apoptotycznych, miedzy innymi
w tescie z aneksyna V, czyli biatkiem wykazujacym wysokie powinowactwo

do fosfatydyloseryny w obecnosci jonéw wapnia [102].

Kluczowa role w regulacji 1 inicjacji  apoptozy pelnig kaspazy
(ang. cysteine-aspartic proteases), czyli proteazy posiadajagce w centrum aktywnym
reszty cysteiny. Hydrolizuja one wigzania peptydowe specyficznie po karboksylowej stronie
reszt kwasu asparaginowego, co prowadzi do degradacji licznych biatek regulatorowych
1 strukturalnych komorki. Enzymy te syntezowane sa w komorkach jako nieaktywne

prokaspazy, ulegajace aktywacji w odpowiedzi na sygnaly apoptotyczne [103].
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Kaspazy zaangazowane w proces apoptozy mozna podzieli¢ na inicjatorowe
(kaspaza-2, -8, -9, -10, -12) oraz efektorowe, zwane rowniez wykonawczymi
(kaspaza-3, -6 1 -7). Enzymy nalezace do pierwszej grupy wystgpuja w postaci monomerow
1 ulegajg aktywacji poprzez dimeryzacje w odpowiedzi na sygnaly apoptotyczne, a nastepnie
aktywuja drugg grupe poprzez rozszczepienie proteolityczne. Aktywne kaspazy efektorowe
prowadza do degradacji kluczowych biatek strukturalnych i uniemozliwiaja naprawe DNA,
co skutkuje $miercig komorki [104]. Enzymy te sg mediatorami nie tylko w procesie
apoptozy, ale biorg udziat rowniez w innych formach programowanej $mierci,

a takze w regulacji procesow odpowiedzi immunologicznej 1 standw zapalnych [105].

Istniejg dwa gtowne szlaki sygnalizacyjne prowadzace do aktywacji kaspaz i indukcji
apoptozy: zewngtrzny, zalezny od receptorow obecnych na powierzchni komorki
oraz wewngtrzny, aktywowany w odpowiedzi na stres wewnatrzkomérkowy, zwigzany

z funkcjonowaniem mitochondriow.
Szlak zewnetrzny (receptorowy)

Szlak zewng¢trzny, nazywany rowniez receptorowym, inicjowany jest przez sygnaty
pochodzace z otoczenia komodrki. Proces ten rozpoczyna si¢ w wyniku zwigzania ligandow
zewnatrzkomérkowych z odpowiednimi receptorami $mierci zlokalizowanymi w blonie
komorkowej. Do najlepiej poznanych naleza receptor Fas 1 jego ligand FasL,
receptor czynnika martwicy nowotworow o (TNF-a, ang. tumor necrosis factor-a)
1 jego ligand TNF-a oraz receptory dla liganda TRAIL (ang. tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand) [106]. Receptory z tej rodziny charakteryzuja si¢ obecnoscig
domeny o dlugosci okolo 80 reszt aminokwasowych, zwanej domeng S$mierci.
Po zwigzaniu receptora z ligandem dochodzi do zmian konformacyjnych w jej obrebie,
co umozliwia przylaczenie si¢ bialek adaptacyjnych takich jak na przyktad
FADD (ang. Fas-associated death domain). W ten sposob powstaje kompleks biatkowy
o nazwie DISC (ang. death-inducing signaling complex), ktéry umozliwia aktywacje kaspaz
inicjatorowych, w szczegdlnosci kaspazy-8. Aktywne kaspazy inicjatorowe moga nastgpnie
bezposrednio inicjowa¢ kaskade proteolityczng poprzez zaangazowanie kaspaz
wykonawczych  lub  posredniczy¢ w  aktywacji  szlaku  mitochondrialnego
dzieki przeksztatceniu biatka Bid do jego aktywnej formy tBid, co prowadzi do wzmocnienia

sygnatu apoptotycznego [107,108].
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Szlak wewnetrzny (mitochondrialny)

Szlak wewnetrzny, okreslany jako mitochondrialny, uruchamiany jest gtownie
w odpowiedzi na czynniki stresowe wewnatrz komorki, takie jak uszkodzenia DNA, stres
oksydacyjny, brak czynnikow wzrostu czy zaburzenia funkcjonowania mitochondriéw
[109]. W inicjacji wewngtrznego szlaku apoptozy istotng rol¢ odgrywa biatko p53,
okre§lane jako ,straznik genomu”, ktore w odpowiedzi na stres komorkowy
dziata jako czynnik transkrypcyjny, indukujac ekspresje gendw kodujacych biatka
proapoptotyczne, takie jak Bax, Noxa i Puma. Biatka te ulegajg oligomeryzacji, co prowadzi
do utworzenia poré6w w zewngtrznej blonie mitochondrialnej. Zwigkszenie
przepuszczalnos$ci blony jest kluczowym etapem tego szlaku, gdyz umozliwia uwolnienie
do cytoplazmy czynnikow proapoptotycznych, w tym cytochromu c. Jest to biatko,
ktoére po przedostaniu si¢ do cytozolu taczy sie z biatkiem Apaf-1 (ang. apoptotic protease
activating factor 1)1 ATP lub dATP, tworzac kompleks okreslany jako apoptosom. Struktura
ta odpowiada za rekrutacje i aktywacje kaspazy-9, ktora nastepnie aktywuje kaspazy
efektorowe, w szczegolnosci kaspaze-3. Ostatecznie prowadzi to do degradacji sktadnikow

komoérkowych 1 kontrolowanej fragmentacji komoérki [110,111].

Przebieg apoptozy jest $ciSle kontrolowany na poziomie molekularnym,
a kluczowa role w regulacji wewnetrznego szlaku odgrywa rodzina biatek Bcl-2.
Bialka te dzielg si¢ na dwie grupy o przeciwstawnym dziataniu: proapoptotyczne
(np. Bak, Bax), ktore po aktywacji prowadza do wytworzenia poré6w w blonie
mitochondrialnej oraz  antyapoptotyczne (np.Bcl-2, Bcl-xL), ktére chronig
integralno$¢ btony. Istotng grupa sa rowniez biatka posiadajace domeng BH3
(takie jak Bid, Bad lub Bim), ktérych zadaniem jest wykrywanie czynnikéw stresu
1 modulacja aktywnoS$ci pozostatych czlonkéw rodziny Bcl-2. Stosunek ilosciowy biatek
pro- i antyapoptotycznych moze decydowac o losie komorek, a rdwnowaga miedzy nimi
czgsto ulega zaburzeniu w komodrkach nowotworowych, gdzie nadekspresja bialek
antyapoptotycznych 1 zahamowanie aktywnos$ci bialek proapoptotycznych zaburza proces

apoptozy i prowadzi do zwiekszenia przezywalno$ci komorek [111,112].
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1.3.2  Nekroza

Nieregulowang formg $mierci komoérki jest martwica (nekroza), bedaca zwykle
wynikiem uszkodzen mechanicznych, czynnikéw chemicznych (np. ekstremalne wahania
pH), a takze wysokiego ci$nienia, skrajnych temperatur, promieniowania, zaburzen ci$nienia
osmotycznego czy toksyn, uniemozliwiajacych komorce prawidtowe funkcjonowanie.
W przeciwienstwie do apoptozy, proces ten =zachodzi w sposob gwattowny
i niekontrolowany, wynikajacy z przekroczenia zdolnosci komorki do adaptacji

do czynnikoéw stresowych [113].

Charakterystyczng cechg nekrozy jest obrzek komorki (onkoza), spowodowany
zaburzeniem homeostazy, w tym brakiem réwnowagi jonowej i dysfunkcja pomp jonowych
zaleznych od ATP. Niewydolno$¢ pomp skutkuje gromadzeniem jonéw sodu i wody
w komorce, co prowadzi do zwigkszenia objetosci komorki i organelli otoczonych btonami,
takich jak mitochondria czy siateczka §rodplazmatyczna. Wynikiem tego jest uszkodzenie
1 pekniecie blon komérkowych, a utrata ich integralnosci prowadzi do niekontrolowanego
wydostania si¢ zawarto$ci komoérki do otaczajacego srodowiska. Uwolnione w ten sposéob
sktadniki komoérkowe okreslane sa jako alarminy lub wzorce molekularne zwigzane
z uszkodzeniami (DAMP, ang. damage-associated molecular patterns), ktore stymuluja
lokalne komorki ukladu immunologicznego i prowadza do rozwoju stanu zapalnego,

przyczyniajac si¢ do uszkodzen sgsiadujacych zdrowych tkanek[114,115].

1.3.3  Nekroza wtérna

Nekroza wtdrna to koncowy etap apoptozy zachodzacy w sytuacji, gdy komorki
apoptotyczne nie zostang odpowiednio wczesnie usunigte na drodze fagocytozy.
W warunkach fizjologicznych ciatka apoptotyczne s3 szybko eliminowane,
jednak gdy proces ten nie przebiega prawidtowo, to btony ciatek po pewnym czasie traca
integralno$¢ wskutek wyczerpania rezerw energetycznych. Sytuacja taka moze mieé
roOwniez miejsce w warunkach in vitro, przy braku wyspecjalizowanych komoérek zernych.
Prowadzi to do autolitycznej degradacji komorki i uwolnienia jej sktadnikow do przestrzeni
mi¢dzykomoérkowej [116]. Nekroza wtorna jest wiec naturalnym nastgpstwem apoptozy,
ktéry w przypadku braku zaangazowania fagocytow prowadzi do dezintegracji komorek.
Komorki wulegajace  nekrozie wtornej przechodzg wczesniej szereg zmian
charakterystycznych dla apoptozy, co odréznia ten proces od nekrozy pierwotnej
1 moze wplywa¢ na charakter powstajacych czasteczek. Uwolnione sktadniki,

w tym czasteczki DAMP, moga indukowa¢ odpowiedz zapalng [116,117].
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1.3.4 Nekroptoza

Nekroptoza jest formg regulowanej $§mierci komorki, o cechach morfologicznych
upodabniajacych ja do nekrozy, jednak przebiegajaca w sposdb genetycznie
kontrolowany. Proces ten jest inicjowany najczesciej wtedy, gdy kaskada
apoptotyczna zostaje zahamowana. Szczegélnie istotna jest inhibicja kaspazy-8, ktora
uniemozliwia przebieg apoptozy i kieruje komorke na alternatywng Sciezke eliminacji.
Kluczowa role w nekroptozie odgrywaja kinazy biatkowe oddziatujace z receptorami
RIPK1 i RIPK3 (ang. receptor-interacting protein kinase 1 / 3), ktére oddziatuja ze soba,
tworzac kompleks zwany nekrosomem. W jego obrebie kinaza RIPK3 fosforyluje 1 aktywuje
biatko MLKL (ang. mixed lineage kinase domain-like protein), ktére nastepnie ulega
oligomeryzacji i translokacji do blony komoérkowej, co skutkuje jej destabilizacja [115,118].
W wyniku tego dochodzi do obrzeku komorki i organelli wewnatrzkomorkowych, peknigcia
btony cytoplazmatycznej 1 uwolnienia zawartosci komorki do  $rodowiska
zewnatrzkomoérkowego.  Uwolnione  czasteczki DAMP  powoduja  odpowiedz
immunologiczng 1 wywotanie stanu zapalnego podobnie jak w przypadku nekrozy, proces

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

1.3.5 Autofagia

Autofagia jest procesem degradacji wewnatrzkomorkowej, polegajacym
na dostarczeniu skladnikow cytoplazmatycznych (w tym uszkodzonych organelli,
nieprawidlowych biatek, zbednych makroczasteczek) do lizosomoéw w celu ich rozktadu
1 ponownego wykorzystania, co umozliwia utrzymanie homeostazy komodrkowe;.
Mechanizm ten przebiega wieloetapowo, a rozpoczyna si¢ od formowania w cytozolu
pecherzykow  otoczonych podwodjng blong lipidowa zwanych autofagosomami,
ktore otaczaja sktadniki przeznaczone do degradacji, a nastepnie ulegaja fuzji z lizosomami,
tworzac autolizosomy. We wnetrzu tych struktur, przy udziale enzymoéw hydrolitycznych,
dochodzi do rozktadu zawartosci, a proste sktadniki budulcowe zostaja uwolnione
do cytozolu, gdzie moga by¢ ponownie wykorzystane [120]. Przebieg autofagii jest $cisle
kontrolowany przez biatka zwigzane z autofagia (ATG, ang. AuTophaGy related proteins),
tworzace wyspecjalizowane kompleksy, odpowiedzialne za regulacj¢ poszczegdlnych
etapoOw procesu. Autofagia peini funkcje cytoprotekcyjng, bedac odpowiedzig na warunki
stresowe takie jak niedobor sktadnikéw odzywczych, stres oksydacyjny i1 uszkodzenia
organelli. W kontekscie choréb nowotworowych, proces ten charakteryzuje si¢ podwdjnym

dzialaniem. W poczatkowych stadiach nowotworzenia autofagia moze dziata¢ supresyjnie,
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hamujac rozw6j nowotworu poprzez zapobieganie gromadzeniu si¢ uszkodzonych struktur
komorkowych oraz ograniczajac stres oksydacyjny. W zaawansowanych stadiach choroby
jest to jednak mechanizm adaptacyjny, wspierajacy przezycie komorek przez dostarczenie

substratow energetycznych [121].

1.4 Nowotwory jako problem kliniczny

1.4.1  Ogolne informacje o nowotworach

Nowotwory ztosliwe pozostajg jednym z najpowazniejszych globalnych wyzwan
zdrowotnych, bedac drugg (po chorobach uktadu krazenia) najczestsza przyczyng zgondw
na S$wiecie. Wedlug danych Migdzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem
(IARC, ang. International Agency for Research on Cancer), pochodzacych z projektu
GLOBOCAN (ang. Global Cancer Observatory) w 2022 roku odnotowano
niemal 20 milionéw nowych zachorowan i1 okoto 9,7 miliona zgonéw, a prognozy wskazuja
na dalszy wzrost tych wartosci w kolejnych dekadach. Do czynnikéw zwigkszajacych
ryzyko zachorowania na raka, poza obcigzeniem genetycznym, zaliczy¢ mozna mig¢dzy
innymi niewlasciwy styl zycia (palenie tytoniu, niewlasciwa dieta, nadwaga,
brak aktywnos$ci fizycznej) oraz czynniki Srodowiskowe (narazenie na zanieczyszczenia,

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

Nowotwory powstaja w wyniku modyfikacji genetycznych i epigenetycznych.
Nagromadzenie tych zmian prowadzi do zaburzenia kluczowych procesow komorkowych,
w szczegolnosci proliferacji, rdznicowania, programowanej $mierci komorki oraz naprawy
DNA [125]. Wedlug Hanahana i Weinberga komorki nowotworowe nabywaja pewne
charakterystyczne cechy, obejmujace migdzy innymi zdolno$¢ do nieograniczonej
proliferacji, unikania apoptozy, indukowania angiogenezy oraz tworzenia przerzutow [126].
Koncepcja ta zostala zaktualizowana w 2011 1 2022 roku, wspodtczesnie uwzgledniajac
rowniez rolg¢ deregulacji metabolizmu, niestabilnosci genetycznej oraz unikania odpowiedzi

immunologicznej w rozwoju choroby [127,128].

Pomimo znacznego postgpu w diagnostyce 1 terapii celowanej, skutecznos¢ leczenia
nowotworow jest czesto ograniczona przez wystapienie zjawiska oporno$ci terapeutycznej
1 toksycznosci ogolnoustrojowej stosowanych lekéw. Znanym przyktadem jest cisplatyna,
szeroko stosowana w leczeniu nowotwordéw. Jej dzialanie polega na wigzaniu z DNA
komoérkowym 1 tworzeniu adduktéw, co prowadzi do uszkodzenia jego struktury,

blokowania transkrypcji 1 replikacji, a w konsekwencji indukuje apoptozg.
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Pomimo wysokiej cytotoksyczno$ci wobec wielu typow nowotworow, jej stosowanie czgsto
wigze si¢ z wystagpieniem licznych dzialan niepozadanych oraz mozliwo$cig nabycia
opornosci przez komorki nowotworowe. W zwigzku z tym istnieje realna potrzeba
poszukiwania nowych strategii terapeutycznych, ktéore beda zaréwno skuteczne,

jak 1 bardziej bezpieczne [129,130].

1.4.2 Rak prostaty

Jednym z najcze¢sciej diagnozowanych nowotwordw ztosliwych u mezczyzn jest rak
gruczotu krokowego (prostaty), zajmujacy drugie miejsce pod wzgledem wystepowania
i piate pod wzgledem $miertelnosci [124]. Czestos¢ zachorowan uzalezniona
jest od potozenia geograficznego, najwyzsze wskazniki obserwuje si¢ w rozwinietych
regionach takich jak Australia, Ameryka Pdéinocna i Europa Zachodnia, a najwyzsza
$miertelno$¢ obserwuje si¢ w krajach stabiej rozwinigtych, zwtaszcza wsrdd populacji
Karaibéw 1 Afryki Subsaharyjskiej. Na to zroznicowanie wptywaja zarowno czynniki
genetyczne, jak 1 styl zycia oraz dostgp do badan diagnostycznych. W 2021 roku w Polsce
to wilasnie rak gruczotlu krokowego byt diagnozowany najczesciej, odpowiadajac
za ponad 21% wszystkich przypadkow, przy czym czegstos¢ zachorowan rosta
wraz z wiekiem. Jednoczesnie byl to drugi najbardziej $miertelny nowotwoér ziosliwy

w kraju, bedacy przyczyna 11% zgondéw [131-133].

Rak prostaty we wczesnym stadium moze mie¢ tagodny przebieg
1 by¢ bezobjawowy, w niektérych przypadkach nie wymagajac nawet leczenia. Najczestsze
objawy, takie jak trudno$ci z oddawaniem moczu 1 jego zwigkszona czestotliwosc,
moga rowniez wynika¢ z przerostu prostaty. W bardziej zaawansowanym stadium choroby
moga wystapi¢ przerzuty, gtownie do kosci i weziow chtonnych [134]. Rak prostaty
jest nowotworem hormonozaleznym, co oznacza, ze na jego rozwo0j maja wptyw meskie
hormony, gldéwnie testosteron. Podstawowa metoda leczenia zaawansowanego stadium
choroby jest terapia deprywacji androgenow (ADT, ang. androgen deprivation therapy),
majagca na celu obnizenie stezenia testosteronu w surowicy krwi. Niestety,
pomimo poczatkowej wrazliwosci na leczenie hormonalne, u wielu pacjentdw z czasem
rozwija si¢ opornos$¢ na kastracje (CRPC, ang. castration-resistant prostate cancer) [135].
W zaawansowanych stadiach choroby, szczegolnie w przypadku wystgpienia opornosci
na terapi¢ hormonalna, stosuje si¢ takze chemioterapeutyki. Przyktadem jest docetaksel,
ktérego ~ mechanizm  dzialania  opiera  si¢ na  stabilizacji  mikrotubul,

co skutkuje zahamowaniem podzialow komorkowych 1 indukcjg apoptozy.
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Uzupehienie terapii stanowig leki nowej generacji ukierunkowane na szlak androgenowy,
w tym abirateron (hamujacy biosynteze androgendw) oraz enzalutamid, bedacy silnym
antagonistg receptora androgenowego, a takze terapie ukierunkowane molekularnie,
obejmujgce na przyktad denosumab, czyli ludzkie przeciwcialo monoklonalne stosowane

jako leczenie wspomagajace przy przerzutach do kosci [136,137].

1.4.3 Charakterystyka wybranych linii komérkowych

W celu oceny aktywnosci biologicznej i1 selektywnos$ci otrzymanych kompleksow,
w niniejszej pracy wykorzystano pi¢¢ linii komérkowych, w tym komorki nowotworowe,
modele transformowane oraz komorki prawidtowe, stanowigce punkt odniesienia w analizie

cytotoksycznosci.
DU-145

Linia komorkowa DU-145 zostala wyizolowana z przerzutu raka prostaty do mézgu
u 69-letniego pacjenta [138—140]. Linia ta jest szeroko stosowana jako model in vitro
do badan raka prostaty w stadium zaawansowanym i opornym na kastracj¢. Komorki tej linii
sa androgenoniezalezne, co oznacza ze nie wykazuja wrazliwos$ci na hormony plciowe.
Wbrew pierwotnym zatozeniom o braku receptora androgenowego, badacze odkryli
ekspresje zar6bwno mRNA, jak i1 biatka tego receptora, jednak szlak ten pozostaje

transkrypcyjnie nieaktywny [141].

Na poziomie molekularnym komorki linii DU-145 wykazuja szereg
nieprawidlowosci, typowych dla agresywnego fenotypu raka prostaty. Posiadajg mutacje
genu 7TP53, co skutkuje deregulacja cyklu komodrkowego 1 ostabieniem odpowiedzi
apoptotycznej  [142].  Dodatkowo  wystepuje w  nich ciggla  aktywacja
pro-przezyciowych szlakow sygnalowych, w szczegdlnosci szlakow czynnika
jadrowego NF-xB (ang. nuclear factor kappa B) oraz kinaz PI3K/AKT,
co zwigksza proliferacj¢ komorek, sprzyja nadekspresji biatek antyapoptycznych i obnizeniu
ekspresji biatek proapoptycznych, a takze zapewnia oporno$¢ na terapie [143-146].
W komorkach tej linii wystepuje zwigkszona produkcja reaktywnych form tlenu
w porownaniu z komoérkami prawidlowymi, wraz z zaburzeniami rownowagi redoks.
Wysoki poziom ROS moze doprowadzi¢ do uszkodzenia DNA 1 indukcji apoptozy, jednak
komorki nowotworowe majg zdolno$¢ do zwiekszania potencjatu antyoksydacyjnego,
co moze odgrywa¢ role w ich mechanizmach obronnych i odpowiedzi na zwiazki

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

Linia komoérkowa RWPE-2 stanowi model transformowanego nabtonka prostaty,
pochodzacy z wyizolowanych w 1997 roku histologicznie prawidlowych komorek
prostaty RWPE-1, ktore zostaly wczesniej unie$miertelnione przy wykorzystaniu wirusa
HPV-18 [149-151]. Komoérki RWPE-2 otrzymano poprzez transformacje¢ komorek
RWPE-1 przy uzyciu wirusowego onkogenu v-Ki-ras (ang. viral Kirsten rat sarcoma),
co nadalo im cechy komodrek nowotworowych, przy zachowaniu czg¢$ci wiasciwosci
komorek prawidtowych. Linia ta wykazuje zwiekszong proliferacje i potencjat do tworzenia
guzow niz komorki prawidlowe, jednoczesnie zachowujac ekspresje czesci markerow
nabtonkowych specyficznych dla komodrek zdrowych. Jest wykorzystywana do badania
wczesnej transformacji nowotworowej, a takze jako model porownawczy do badan z liniami

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

Linia komoérkowa BJ pochodzi z normalnych ludzkich fibroblastoéw, wyizolowanych
z naskorka napletka noworodka [154,155]. Komorki tej pierwotnej linii majg ograniczong
zdolno$¢ replikacji 1 wykazuja oznaki starzenia komoérkowego, czyli wchodza w stan
permanentnego zatrzymania cyklu komorkowego. Przed osiggnieciem tego stanu wykazuja
jednak dluzszg zywotnos¢ w poréwnaniu z innymi liniami komoérkowymi ludzkich
fibroblastow, przechodzac nawet 70—90 podzialéw komorkowych w standardowych
warunkach laboratoryjnych [156,157]. Dzigki $cistej regulacji cyklu komodrkowego
1 wolniejszemu tempu proliferacji, linia BJ jest szeroko stosowana jako nieztosliwy model
w badaniach nad starzeniem si¢ komorek 1 cytotoksycznoscig. Komorki tej linii stanowia
dobry punkt odniesienia w ocenie selektywnosci zwigzkéw o potencjalnym dzialaniu
przeciwnowotworowym ze wzgledu na prawidlowe reakcje na uszkodzenia DNA
1 stres oksydacyjny [158-161]. Byly réwniez wykorzystywane jako system modelowy
do badania wplywu infekcji wirusowej na komorki gospodarza, w tym wirusem

brodawczaka ludzkiego, adenowirusem i1 wirusem opryszczki [162—164].
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Caco-2

Linia komodrkowa Caco-2 zostata wyprowadzona z gruczolakoraka okreznicy
wyizolowanego od 72-letniego pacjenta [165-167]. W warunkach hodowlanych
po osiagnigciu konfluencji komorki réznicujg si¢ spontanicznie, w ciggu 15—21 dni tworzac
funkcjonalng monowarstwe¢ z mikrokosmkami, ktora morfologicznie i funkcjonalnie
nasladuje nabtonek jelita cienkiego, stanowigc efektywng barier¢ dla czasteczek
hydrofilowych 1 odzwierciedlajgc cechy nablonka jelitowego w  kontekscie
przepuszczalnosci  [168,169]. Dlatego tez odpowiednio standaryzowany model
oparty o komorki Caco-2 =zostal zatwierdzony przez Europejska Agencje
Lekow (EMA, ang. European Medicines Agency) i Agencje Zywnosci
1 Lekéw (FDA, ang. Food and Drug Administration) jako narzgdzie do oceny przenikania
zwigzkow przez bariere jelitowa, badania biodostgpnosci doustnej u ludzi 1 klasyfikacji
lekéw zgodnie z Systemem Klasyfikacji Biofarmaceutycznej (BCS, ang. Biopharmaceutics
Classification System). Linia ta pelni réwniez rol¢ jako model referencyjny
do oceny bezpieczenstwa farmakologicznego i selektywnosci dziatania nowych zwigzkow

[170-172].
HaCaT

Linia komorkowa HaCat pochodzi od prawidtowych komorek skory 62-letniego
mezczyzny, ktore ulegly spontanicznej transformacji. Dzigki temu zyskaty cechy komorek
nieSmiertelnych, wykazujac nieograniczony potencjat proliferacyjny (>300 pasazy),
jednoczes$nie zachowujac zdolnos¢ do prawidtowego rdéznicowania 1 nie wykazujac
zdolnosci do tworzenia guzow [173-175]. Wykazano, ze linia ta posiada mutacje
w obu allelach genu 7P53, prawdopodobnie zwigzang z uszkodzeniami indukowanymi
promieniowaniem UV, co skutkuje zwigkszonym poziomem ekspresji biatka p53
1 moze wptywac na regulacje proliferacji. Mimo tych zmian, komorki zachowuja stabilny
fenotyp keratynocytow 1 zdolnos¢ do réznicowania [176—178]. Linia ta znajduje szerokie
zastosowanie  jako model w  badaniach  dermatologicznych,  alergicznych
1 toksykologicznych [179-182]. Wykorzystywana byta miedzy innymi do badan
nad tréjwymiarowg rekonstrukcja skoéry, do analizy proceséw roznicowania i odpowiedzi
zapalnej keratynocytow, badan metabolizmu witaminy D3 w skorze, a takze oceny

aktywnosci biologicznej 1 cytotoksycznosci zwigzkow[183—186].
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1.5 Problem narastajacej opornosci bakterii

Jednym z najpowazniejszych wspoiczesnych wyzwan dla zdrowia publicznego,
obok chorob krazenia 1 nowotwordw, jest narastajagca opornos¢ drobnoustrojow
na antybiotyki. Sprawia ona, ze dostgpne terapie przeciwdrobnoustrojowe przestaja
by¢ skuteczne, co wiaze si¢ z wydtuzonym czasem leczenia i zwigkszong $miertelnoscia,

a takze zwigkszonymi kosztami opieki zdrowotnej [187].

Zgodnie z danymi globalnymi z 2019 roku, zakazenia bakteryjne
przyczynity si¢ do okoto 7,7 miliona zgondéw rocznie, przy czym 4,95 miliona
zwigzane bylo z patogenami wykazujacymi lekooporno§¢é, a blisko 1,3 miliona
wynikato bezposrednio z zakazen wywotanych przez szczepy niewrazliwe na znane
1 dostgpne antybiotyki. Najwiekszy udzial miaty patogeny takie jak Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter
baumannii oraz Pseudomonas aeruginosa, odpowiadajac za okoto 73% zgonéw [188,189].
Prognozy Swiatowej Organizacji Zdrowia wskazuja, ze jesli obecny trend sie utrzyma,
to do 2050 roku zakazenia spowodowane opornymi patogenami mogg doprowadzié
do blisko 10 milionow zgondéw rocznie, a rutynowe infekcje stang si¢ trudne

lub wrecz niemozliwe do wyleczenia [188].

Istotng rolg w szybkim rozprzestrzenianiu si¢ lekoopornosci odgrywa narastajgca
presja selekcyjna, wynikajaca przede wszystkim z niewlasciwego i nadmiernego stosowania
antybiotykoéw przez ludzi. Do przyczyn zaliczy¢ mozna nieprawidtowe dawkowanie lekow
przez pacjentow, w tym przedwczesne przerywanie terapii po ustgpieniu pierwszych
objawéw, zle dawkowanie 1 niezachowanie odpowiednich odstepow pomiedzy dawkami,
a takze zjawisko samoleczenia preparatami pozostatymi po poprzednich infekcjach. Czesto
stosuje si¢ rowniez leki przeciwbakteryjne w przypadku infekcji wirusowych,
wobec ktorych sg one nieskuteczne. Problem uwidocznit si¢ podczas pandemii COVID-19,
w trakcie ktérej obserwowano powszechne stosowanie antybiotykéw u pacjentdéw,
pomimo stosunkowo niskiego odsetka jednoczesnych infekcji bakteryjnych. Znaczacy
wplyw ma réwniez wykorzystywane antybiotykow w hodowli zwierzat oraz ich obecno$¢

w $rodowisku, co moze sprzyjac¢ selekcji szczepéw opornych [189,190].
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Opornos¢ bakterii moze by¢ klasyfikowana jako wrodzona (naturalna) oraz nabyta.
Oporno$¢ wrodzona jest uwarunkowana genetycznie i wynika z cech strukturalnych
1 metabolicznych danego mikroorganizmu, obejmujacych miedzy innymi obecnosé
enzymoOw inaktywujacych antybiotyki, brak specyficznego celu molekularnego dla danego
leku, czy niskg przepuszczalno$¢ S$ciany komodrkowej. Roéznice w budowie oston
komoérkowych maja duze znaczenie podczas wnikania czasteczek terapeutycznych
do wnetrza komorki, dlatego tez w badaniach przesiewowych in vitro stosuje si¢ panele
mikrobiologiczne obejmujace zaréwno szczepy Gram-dodatnie, jak i1 Gram-ujemne.
Ten rodzaj oporno$ci nie wymaga wczesniejszego kontaktu z antybiotykiem [191,192].
Wigkszym zagrozeniem jest natomiast oporno$¢ nabyta, ktéra pojawia si¢ u szczepow
pierwotnie wrazliwych na dany lek, jako odpowiedzZ na presj¢ sSrodowiskowa wywierang
przez kontakt z lekiem przeciwdrobnoustrojowym. Ten rodzaj opornosci
moze by¢ wynikiem spontanicznych, punktowych mutacji genetycznych, a takze poziomego
transferu genéw opornosci od innych osobnikéw, nawet pomiedzy rdéznymi gatunkami

[189].

W  wyniku nabywania oporno$ci, mikroorganizmy wyksztalcaja szereg
mechanizméw obronnych, pozwalajagcych im na uniknigcie szkodliwego wplywu
chemioterapeutykow. Jednym z nich jest zmiana miejsca docelowego dziatania antybiotyku
poprzez produkcje zmodyfikowanych biatek, co prowadzi do zmniejszenia powinowactwa
leku do jego celu molekularnego. Innym powszechnym mechanizmem jest enzymatyczna
inaktywacja leku, polegajaca na produkcji przez bakterie wyspecjalizowanych enzymow
(na przyktad pB-laktamaz), ktére rozktadaja lub modyfikuja czasteczke terapeutyku,
zanim dotrze on do wne¢trza komorki. Bakterie moga réwniez fizycznie zapobiegad
dostarczeniu leku do wnetrza komorki, na przyktad poprzez zmiany w strukturze btony
komorkowej, zmniejszajace jej przepuszczalno$¢ dla antybiotykow. Niektore bakterie
rowniez aktywnie wypompowuja lek na zewnatrz komorki przy uzyciu specjalnych biatek
tworzacych pompy wyplywowe (tak zwane pompy efflux), co prowadzi do obnizenia

stezenia leku ponizej poziomu terapeutycznego [189,191,192].
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1.6 Metody stosowane w charakterystyce zwigzkow oraz ocenie ich
aktywnosci biologicznej
W badaniach zwigzkow o potencjalnej aktywnosci biologicznej kluczowe znaczenie
ma zastosowanie odpowiednich metod, umozliwiajacych zarowno zbadanie ich struktury
1 whasciwosci fizykochemicznych, jak i ocen¢ aktywnos$ci biologicznej. W niniejszym
rozdziale zestawiono wybrane techniki wykorzystywane do charakterystyki kompleksow
metali oraz badania ich wlasciwosci przeciwutleniajacych, przeciwbakteryjnych

1 cytotoksycznych.

1.6.1 Metody charakterystyki strukturalnej

Analiza elementarna

Jedng z podstawowych metod stosowanych w charakterystyce zwigzkow
chemicznych jest analiza elementarna, ktora juz od poczatkéw rozwoju chemii organiczne;j
stanowita fundament do identyfikacji substancji i weryfikacji ich wzoréw empirycznych
[193]. Umozliwia ona iloSciowe oznaczenie zawarto$ci podstawowych pierwiastkow
budujacych badane uklady, w szczegdlnosci wegla, wodoru, azotu, a takze siarki.
Wspotczesna technika opiera si¢ na blyskawicznym spalaniu probki w strumieniu czystego
tlenu w  wysokiej  temperaturze  (najczgSciej  przekraczajacej 1000°C).
W wyniku catkowitego spalenia powstaja proste produkty gazowe, takie jak CO2, HO,
N2 czy SO.. Powstale gazy s3a transportowane przez uklad oczyszczajacy,
a nastepnie rozdzielane z wykorzystaniem chromatografii gazowej. Ich ilos$¢ jest oznaczana
przy uzyciu detektora przewodnosci cieplnej (TCD, ang. thermal conductivity detector),

co pozwala na precyzyjne okreslenie sktadu pierwiastkowego badanej probki [194].

W badaniach nad zwigzkami koordynacyjnymi analiza elementarna stanowi
jedno z kluczowych narzedzi weryfikacji proponowanego wzoru sumarycznego nowo
zsyntetyzowanego kompleksu. Poréwnanie obliczonych warto$ci teoretycznych
z uzyskanymi wartoSciami eksperymentalnymi pozwala na okreSlenie liczby
skoordynowanych ligandow 1 czasteczek wody oraz czystosci zwigzku. Metoda ta
nie dostarcza jednak informacji o charakterze strukturalnym ani o sposobie wigzania
ligandow z jonem centralnym, dlatego powinna by¢ stosowana w potaczeniu

z odpowiednimi technikami spektroskopowymi [194].
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Miareczkowanie kompleksometryczne

Uzupehieniem analizy elementarnej jest miareczkowanie kompleksometryczne,
pozwalajagce na precyzyjne oznaczenie ilosci jonow metalu w otrzymanym zwigzku.
W metodzie tej czesto wykorzystuje sie kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA),
zwany réwniez kwasem wersenowym, lub jego s6l sodowg — wersenian disodowy
(Na;EDTA). EDTA jest ligandem posiadajacym sze$¢ atomow donorowych,
zdolnym do tworzenia trwatych komplekséw z wieloma jonami metali,
co pozwala na ich iloSciowe oznaczenie. Stosunek stechiometryczny metalu do liganda
wynosi zawsze 1:1, a reakcja kompleksowania zachodzi w jednym etapie.
Punkt rownowaznikowy miareczkowania wyznacza si¢ z wykorzystaniem wskaznikow
metalochromowych, tworzacych stabsze wigzania z jonami metali niz sam titrant.
Podczas miareczkowania EDTA wypiera jony metali z takich potaczen, a barwnik zmienia

kolor w wyniku przejscia z formy kompleksu w form¢ wolng [195].
Analiza termiczna

Do oceny wlasciwosci 1 stabilnosci substancji w warunkach zmiennej temperatury
stosuje si¢ techniki analizy termicznej, ws$rod ktorych do najczesciej stosowanych
nalezg termograwimetria (TGA, ang. thermogravimetric analysis) oraz skaningowa
kalorymetria ré6znicowa (DSC, ang. differential scanning calorimetry). Termograwimetria
polega na pomiarze zmian masy probki w funkcji temperatury przy uzyciu termowagi,
nazywanej  rowniez  analizatorem  termograwimetrycznym.  Urzadzenie  to,
bedace potaczeniem mikrowagi elektronicznej, programatora temperatury oraz pieca,
umozliwia zautomatyzowane ogrzewanie lub chlodzenie probki z jednoczesnym
jej wazeniem. Metoda ta dostarcza informacji na temat proceséw takich jak dehydratacja,
rozklad termiczny czy utlenianie zwigzkow [196]. Z kolei skaningowa kalorymetria
réznicowa polega na pomiarze roznicy strumienia ciepla pomigdzy badang probka
a materialem odniesienia podczas kontrolowanego wzrostu temperatury. Przemiany
fizyczne lub chemiczne zachodzace w probce rejestrowane sg jako odchylenia od linii
bazowej 1 przyjmuja forme piku endotermicznego lub egzotermicznego na krzywej DSC.
Na podstawie ich analizy mozliwe jest okreslenie temperatur przemian oraz towarzyszacych

im zmian entalpii [196].
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Techniki spektroskopowe

Spektroskopia UV-Vis (ang. ultraviolet-visible spectroscopy) jest technika
instrumentalng oparta na zjawisku absorpcji promieniowania elektromagnetycznego
przez analizowang substancj¢ w zakresie nadfioletu i $wiatta widzialnego. Pochlonigcie
promieniowania powoduje przejécia elektronowe, polegajace na wzbudzeniu elektronow
walencyjnych (najczesciej typu m1 — ©* lub n — n*) ze stanu podstawowego do stanu
wzbudzonego. Intensywno$¢ absorpcji i potozenie jej maksimum zaleza od struktury
zwiazku, w szczegodlnosci od obecnosci chromoforéw, czyli grup atomow, w obrebie
ktorych zachodza przejscia elektronowe. Widma UV-Vis dostarczajg zatem informacji
na temat budowy elektronowej czasteczek oraz umozliwiajg identyfikacje i charakterystyke
zwigzkow, w szczegoOlnosci posiadajacych uktady sprz¢zonych wiazan podwdjnych.
W chemii koordynacyjnej przesuni¢gcia maksimoéw absorpcji na widmach zwigzkow
wskutek procesu kompleksowania wskazuja na zmiany w strukturze elektronowej liganda,

wynikajace z jego koordynacji z jonem metalu [197].

Spektroskopia fluorescencyjna to wysoce czuta metoda analityczna pozwalajaca
na pomiar promieniowania emitowanego przez czasteczki znajdujace si¢ w stanie
wzbudzonym.  Polega na  naswietleniu  probki  wigzka  promieniowania
elektromagnetycznego, co powoduje przejScie czasteczki (fluoroforu) ze stanu
podstawowego do wyzszych stanow wzbudzonych. Elektrony nastepnie wracaja do stanu
podstawowego, czemu towarzyszy emisja $wiatta w postaci fotonu. Czas pomiedzy
wzbudzeniem a emisja jest rzedu nanosekund (zazwyczaj od 10 do 10®s). Wyemitowane
fotony majg z reguly nizsza energi¢ 1 wigksza dtugosc fali niz fotony pierwotnie pochlonigte
przez substancje, a zjawisko to okreslane jest jako przesunigcie Stokesa. W przypadku
zwiazkéw kompleksowych obecno$¢ jonu metalu moze znacznie wptynaé na wlasciwosci
emisyjne liganda, co moze doprowadzi¢ zaréwno do wygaszenia fluorescencji,
jak 1 jej wzmocnienia. Wygaszanie fluorescencji moze zachodzi¢ na drodze réznych
mechanizmow. Wygaszanie kolizyjne nast¢puje, gdy fluorofor w stanie wzbudzonym ulega
dezaktywacji na skutek kontaktu z inng czasteczka w roztworze, natomiast wygaszanie
statyczne jest efektem utworzenia niefluorescencyjnego kompleksu pomiedzy fluoroforem

1 wygaszaczem [198].
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Spektroskopia w podczerwieni (IR, ang. infrared spectroscopy) oparta jest
na drganiach atomoéw czasteczek, spowodowanych absorpcja promieniowania
podczerwonego. Energia, przy ktorej pojawia sie¢ sygnal w widmie absorpcyjnym,
odpowiada czestotliwosci drgan fragmentu czgsteczki 1 zalezy od masy atomow oraz sity
wigzania. Na podstawie potozenia charakterystycznych pasm absorpcyjnych mozliwe jest
zidentyfikowanie grup funkcyjnych w badanej czasteczce. Zastosowanie w spektrometrach
transformacji  Fouriera (FT-IR, ang. Fourier-transform infrared spectroscopy),
czyli algorytmu matematycznego btyskawicznie przeliczajgcego skomplikowany sygnat
na klasyczne widmo, znacznie poprawito jako$¢ widm w podczerwieni i zminimalizowato
czas potrzebny na uzyskanie danych. Metoda ta jest niezwykle uzytecznym narzgdziem
w badaniach zwigzkoéw koordynacyjnych z jonami metali, poniewaz umozliwia analizg
przesuni¢¢ pasm odpowiadajacych grupom donorowym liganda, takich jak grupy
hydroksylowe czy karbonylowe. Zmiany potozenia pasm pochodzacych od grup
funkcyjnych $wiadcza o =zaangazowaniu danej grupy w proces kompleksowania

1 umozliwiaja okreslenie sposobu wigzania liganda z jonem metalu [199].

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR, ang. nuclear magnetic
resonance) to precyzyjna technika analityczna, umozliwiajaca analize $rodowiska
chemicznego jader atomowych, najczeéciej protonéw ('H) lub atoméw wegla (°C),
umieszczonych w silnym, zewne¢trznym polu magnetycznym. W wyniku absorpcji
promieniowania radiowego dochodzi do przej$¢ pomigdzy poziomami energetycznymi
jader. Podstawowe zrodto informacji w widmach NMR stanowig przesunigcia chemiczne,
silnie zalezne od lokalnego otoczenia elektronowego danego jadra. W ukladach
koordynacyjnych moga wystgpowa¢ zmiany przesunie¢ chemicznych wzgledem widma
liganda, wynikajace z zaangazowania konkretnych grup funkcyjnych w wigzanie
z metalem, dzigki czemu mozliwe jest okreSlenie miejsca jego przylaczenia.
Technika ta jednak ma pewne ograniczenia w badaniach komplekséw zawierajacych jony
paramagnetyczne, posiadajace niesparowane elektrony. Ich obecno$¢ powoduje zmiang
polozenia i silne poszerzenie sygnaldw, co znaczaco utrudnia, a czasami catkowicie

uniemozliwia interpretacj¢ widm [197].

41



Spektrometria mas

Spektrometria mas (MS, ang. mass spectrometry) jest technikg polegajaca
na jonizacji czasteczek, a nastgpnie na analizie powstaltych jonow w polu
elektromagnetycznym. Umozliwia to wyznaczenie stosunku masy do tadunku (m/z)

1 identyfikacje analizowanych zwiazkow [200].

Metoda laserowej desorpcji/jonizacji  wspomagana matryca (MALDI),
stosowana w  spektrometrach mas z analizatorem czasu przelotu (ToF),
jest jedng z powszechnie stosowanych metod migkkiej jonizacji, umozliwiajaca
wyznaczanie mas czasteczkowych zwigzkéw bez powodowania ich znaczacej fragmentacji.
Stanowi  cenne  narzgdzie do  analizy  bialek, peptydow,  sacharydéw
1 innych makroczasteczek organicznych. Jako matryce stosuje si¢ czgsto zwiagzki organiczne
o matej masie czasteczkowej, takie jak na przyktad kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy
(CHCA) czy kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy (2,5-DHB). Takie matryce moga jednak
generowac istotne tlo w zakresie niskich mas czgsteczkowych (m/z ponizej 1000 Da),

co stanowi ograniczenie przy badaniu zwigzkéw o matych masach [201].

Alternatywa jest zastosowanie techniki laserowej desorpcji/jonizacji wspomaganej
powierzchnia (SALDI), gdzie -eliminacja matrycy powoduje poprawe czutosci
w zakresie niskich m/z dzigki redukcji tta. W niniejszej pracy zastosowano
technike 'AgNPET (ang. silver-109 nanoparticle enhanced target) LDI MS,
wykorzystujaca nanoczastki srebra-109 do wzmocnienia desorpcji/jonizacji laserowe;.
Modyfikacja ta pozwala na wzmocnienie sygnatéw pochodzacych od jondéw analitu,

a takze zapewnia jednorodny rozktad probki i powtarzalno$¢ pomiaréw [202,203].

1.6.2 Wybrane metody badania aktywnosci przeciwutleniajacej

Jedng z powszechnie stosowanych metod oceny aktywnosci
przeciwutleniajgcej zwigzkow jest test z wykorzystaniem stabilnego rodnika
2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowego (DPPH). Jest to metoda spektrofotometryczna,
opierajaca si¢ na zdolnosci badanych substancji do neutralizacji wolnych rodnikéw poprzez
oddanie atomu wodoru lub elektronu. Rodnik DPPH" w swojej czasteczce posiada
niesparowany elektron 1 charakteryzuje si¢ intensywnym fioletowym zabarwieniem
oraz maksimum absorpcji w zakresie 515-520 nm. W obecnosci zwigzku wykazujacego
aktywnos$¢ przeciwutleniajacag ulega on redukcji do formy nieaktywnej (DPPH-H),

co prowadzi do stopniowego zaniku zabarwienia i spadku absorbancji roztworu,
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proporcjonalnego do zdolno$ci zmiatania wolnych rodnikéw [204]. Metoda DPPH, opisana
po raz pierwszy przez Bloisa w 1958 roku, ze wzgledu na swoja prostotg, szybkosé
1 powtarzalno$¢ wynikow jest szeroko wykorzystywana w ocenie aktywnosci
przeciwutleniajacej. Wyniki oznaczen najczgsciej przedstawia si¢ jako procent inhibicji

rodnika DPPH" wzgledem kontroli [205].

Inng znang metoda badania aktywnos$ci antyoksydacyjnej jest test
TEAC (ang. Trolox equivalent antioxidant capacity), okreslany rowniez jako metoda ABTS.
Pozwala on na ocen¢ zdolnosci badanych zwigzkow do neutralizacji intensywnie
zabarwionego kationorodnika kwasu 2,2'-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego)
(ABTS'), a proces ten, podobnie jak w tescie DPPH, zachodzi na drodze przeniesienia
elektronu lub atomu wodoru. Rodnik ten musi najpierw zosta¢ wygenerowany w roztworze
poprzez utlenienie wyjsciowej, nieaktywnej czasteczki ABTS. Wprowadzenie do ukladu
antyoksydantu powoduje redukcje rodnika 1 mierzalny spadek absorbancji
roztworu. Zdolno$¢ przeciwutleniajaca wyraza si¢ jako rownowaznik Troloxu
(kwasu 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboksylowego) — zwiazku petnigcego

role standardu i uniwersalnego przeciwutleniacza [206].

1.6.3  Wybrane metody badania aktywnoSci przeciwbakteryjnej

Badania  wrazliwosci  drobnoustrojéw na  substancje  przeciwbakteryjne
majag na celu ocene skuteczno$ci danego zwiazku, a takze wyznaczenie stezen
hamujacych wzrost lub zabijajacych komorki bakteryjne. W praktyce laboratoryjnej

metody te dzieli si¢ zazwyczaj na jakosciowe 1 ilosciowe [207].

Wsréd metod jakosciowych najpowszechniej stosowana jest opracowana
w 1944 roku metoda krazkowo-dyfuzyjna. Polega ona na zaszczepieniu podtoza stalego
zawiesing bakteryjng, a nast¢pnie umieszczeniu na powierzchni bibulowych krazkow
nasgczonych badanymi substancjami. Zwigzek promieniscie dyfunduje w glab agaru,
tworzac gradient stezen, co po odpowiednim czasie inkubacji skutkuje pojawieniem si¢ stref
zahamowania wzrostu. Ich $rednica pozwala na klasyfikacje mikroorganizmow

jako wrazliwych, $rednio wrazliwych lub opornych na dziatanie danego czynnika [207,208].
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Wigkszej precyzji dostarczaja metody ilosciowe. Zalicza si¢ do nich m.in. metod¢
seryjnych rozcienczen, wykonywang w probowkach jako makrorozcienczenialub
na 96-dotkowych plytkach jako mikrorozcienczenia. Zgodnie 2z wytycznymi
m.in. Instytutu Norm Klinicznych i Laboratoryjnych [209], metoda mikrorozcienczen
pozwala na precyzyjne wyznaczenie warto§ci MIC, czyli minimalnego st¢zenia hamujacego
widoczny wzrost mikroorganizméw. Im nizsza jest warto$¢ MIC, tym wyzsza aktywnoS$cia

przeciwbakteryjng charakteryzuje si¢ badany zwiazek [207].

Metoda seryjnych rozcienczen moze stanowi¢ rowniez punkt wyjscia
do wyznaczenia minimalnego st¢zenia bakteriobdjczego (MBC, ang. minumum bactericidal
concentration). W tym celu na stale podloze agarowe wykonuje si¢ posiew z probowki
lub dotka, w ktorych nie zaobserwowano widocznego zmetnienia (st¢zenia rowne 1 wyzsze
od MIC). Wartos¢ MBC to stezenie zdolne do zabicia 99,9% wyjSciowe] populacji
mikroorganizméw, co w praktyce laboratoryjnej czesto definiuje si¢ jako wzrost
mniej niz 10 kolonii na ptytce. W celu oceny charakteru dziatania danego czynnika in vitro,
wyznacza si¢ stosunek MBC/MIC. Jezeli warto$¢ ta jest mniejsza badz réwna 4,
preparat uznaje si¢ za bakteriobdjczy, natomiast przy stosunku MBC/MIC > 4 dzialanie
okresla si¢ jako bakteriostatyczne. Substancje o wartosciach MBC zblizonych do MIC
charakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cia bakteriobojcza [210].

1.6.4 Wybrane metody badania cytotoksycznosci

Test wychwytu czerwieni obojetnej (NR, ang. neutral red uptake assay), opracowany
w 1985 roku przez Borenfreund i1 Puernera, jest czulg 1 jedng z najczesciej stosowanych
metod oceny cytotoksycznos$ci in vitro [211]. Zasada metody opiera si¢ na zdolnosci
zywych, aktywnych metabolicznie komoérek do wychwytu i akumulacji tego stabo
zasadowego barwnika w lizosomach. Czerwien obojetna wnika do komdrek na drodze
dyfuzji biernej, a nastgpnie ulega protonacji w kwasnym $rodowisku lizosomow,
co prowadzi do jej zatrzymania 1 gromadzenia w organellach. Akumulacja barwnika zalezy
od zachowanej integralnos$ci bton lizosomalnych oraz utrzymania prawidlowego gradientu
pH pomiedzy wnetrzem lizosomu a cytozolem. Komoérki uszkodzone lub martwe tracg te
zdolnos¢. W celu wykonania pomiaru iloSciowego, po inkubacji z barwnikiem komorki
traktuje si¢ roztworem odbarwiajagcym (zazwyczaj zakwaszonym roztworem etanolu),
co powoduje zmiane pH $rodowiska, zwigkszenie przepuszczalnosci bton i ostatecznie

uwolnienie zgromadzonego barwnika do otoczenia. Intensywno$¢ uzyskanego zabarwienia,
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oznaczana spektrofotometrycznie, jest wprost proporcjonalna do liczby zywych
komorek [212,213].

Inng szeroko stosowang metoda pomiaru aktywnos$ci metabolicznej i zywotnos$ci
jest test wykorzystujacy bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy
(MTT). Zasada metody opiera si¢ na redukcji zoltej, rozpuszczalnej w wodzie soli
tetrazolowej do fioletowego, nierozpuszczalnego produktu (formazanu). Za redukcje MTT
odpowiada gtéwnie zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NADH),
a reakcja zachodzi w mitochondriach, cytozolu i w obrgbie blon komorkowych.
Proces ten zachodzi sprawnie jedynie w zywych komoérkach, a ilo§¢ wytworzonego

formazanu jest wprost proporcjonalna do liczby aktywnych metabolicznie komodrek [214].
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2 Celi zakres pracy

Celem niniejszej pracy byla synteza i1 analiza fizykochemiczna kompleksow
3-hydroksyflawonu z jonami kobaltu(Il), manganu(Il) i cynku(Il) a takze ocena

ich aktywnosci biologicznej: antyoksydacyjnej, antybakteryjnej i antynowotworowe;.

Zakres pracy obejmowat:
1. Przeglad literatury;
2. Synteze kompleksow 3-hydroksyflawonu z jonami metali Co(II), Mn(II) 1 Zn(II);
3. Analize budowy i1 wtasciwosci fizykochemicznych otrzymanych kompleksow;

4. Analize wlasciwosci przeciwutleniajgcych 3-hydroksyflawonu i otrzymanych

kompleksow;
5. Analize aktywno$ci przeciwbakteryjnej 3-hydroksyflawonu i jego pochodnych;

6. Analize cytotoksycznosci uzyskanych pochodnych w uktadzie prawidtowych

1 nowotworowych linii komérkowych;
7. Ocene wptywu kompleksowania na dzialanie zwigzku wyjsciowego;

8. Analize wynikow.
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3 Czes¢ doswiadczalna

W niniejszym rozdziale przedstawiono spis wykorzystywanych odczynnikow,
wykaz sprzetu laboratoryjnego, materiat badawczy oraz opis metod zastosowanych podczas

badan.

3.1 Wykaz stosowanych odczynnikow

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

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

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

e Bigkit trypanu, 0,4% (Bio-Rad, nr kat. 1450021, USA)

e Bromek potasu, do spektroskopii FT-IR (Chempur, nr kat. 617397400, Polska)
e Bufor fosforanowy Dulbecco, DPBS (ATCC, nr kat. 30-2200, USA)

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

e Chlorek kobaltu(Il), cz.d.a. (Chempur, nr kat. 115123404, Polska)

e Chlorek manganu(lIl), cz.d.a. (Avantor, nr kat. 615960115, Polska)

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

e C(isplatyna (Sigma-Aldrich, nr kat. C2210000, USA)

e (zerwien obojetna, 0,33% (Sigma-Aldrich, nr kat. N2889, USA)

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

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

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

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

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

e Minimalne podioze podstawowe Eagle’a, EMEM (ATCC, nr kat. 30-2003, USA)
e Octan sodu, cz.d.a. (Avantor, nr kat. PA-06-805670119, Polska)

e Oksacylina (Merck, nr kat. 46589, Niemcy)
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3.2

Oranz ksylenolowy (Chempur, nr kat. 237045902, Polska)

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

Plodowa surowica bydleca, FBS (ATCC, nr kat. 30-2020, USA)

Plynne podtoze Mueller-Hinton, MHB (Merck, nr kat. 70192, Niemcy)
Podloze agarowe Mueller-Hinton, MHA (Merck, nr kat. 70191, Niemcy)
Podloze CO; Independent Medium (Gibco, nr kat. 18045-054, USA)

Podtoze dla keratynocytow 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)

Roztwor penicyliny i streptomycyny, 10000 U/ml / 10000 pg/ml (ATCC, nr kat. 30-
2300, USA)

Roztwor 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-Glo™ Triplex Assay (Promega, nr kat. G6320, USA)

Zestaw RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay (Promega, nr kat.

JA1011, USA)

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

Aparatura

Analizator elementarny CHN/CHNS EuroEA3000 (EuroVector, Wtochy)
Autoklaw Classic 2100 (Prestige Medical, Wielka Brytania)
Automatyczny licznik komoérek TC20 (Bio-Rad, USA)

Inkubator CO»> Heracell 240 (Thermo Fisher Scientific, USA)

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

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

e Konduktometr CX-505 (Elmetron, Polska)

e laznia wodna Precision GP 05 (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Mieszadlo magnetyczne z grzaniem MS 11 (WIGO, Polska)

e Mikroskop odwrécony DMil (Leica, Niemcy)

e pH-metr CP-551 (Elmetron, Polska)

e Pipety automatyczne

e Spektrofluorymetr F-2710 (Hitachi, Japonia)

e Spektrofotometr FT-IR Alpha (Bruker, Niemcy)

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

e Spektrofotometr VarioskanTM LUX (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Spektrometr masowy UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Niemcy)

e Spektrometr NMR Avance II 500 (Bruker, Niemcy)

e Termograwimetr TGA/DSCI1 (Mettler Toledo, Szwajcaria)

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

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

e Wytrzasarka do mikroptytek PSU-2T (Biosan, Lotwa)

3.3 Material biologiczny

Linie komoérkowe 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 komoérkowa HaCaT (nr kat. 300493) zostala 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 pochodzity z kolekcji
Katedry Biotechnologii 1 Bioinformatyki Wydziatu Chemicznego Politechniki

Rzeszowskiej.
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3.4 Metody badawcze

3.4.1 Synteza kompleksow jonow metali z flawonoidami

W ramach niniejszej pracy otrzymano trzy kompleksy 3-hydroksyflawonu (3HF)
z jonami kobaltu(II), manganu(Il) i cynku(Il), dalej okreslane jako Co(II)-3HF, Mn(II)-3HF
oraz Zn(II)-3HF. Syntezy przeprowadzono na podstawie syntez probnych, wykonanych
przez pracownikow i dyplomantéw Katedry Chemii Nieorganicznej i Analitycznej
Wydziatu Chemicznego Politechniki Rzeszowskiej. Po wybraniu warunkéw optymalnych
przystapiono do syntez wlasciwych, ktére przeprowadzono w stosunku molowym metalu

do liganda 1:2 [215].

Bezposrednio  przed  syntezami  przygotowano  roztwory — wyjsciowe:
3-hydroksyflawonu (3HF) w metanolu, petnigcego role liganda oraz odpowiednich
chlorkow metali — kobaltu(Il), manganu(Il) i cynku(Il) — w wodzie dejonizowane;j,
stanowigce zrodto jondw metali. Roztwory sporzadzono na gorgco (ok. 50°C), a koncowe
stezenie kazdego z nich wynosito 0,01 M. Doktadne masy i objetosci uzytych odczynnikéw

przedstawiono w tabeli 1.

Tab. 1. Sktad roztworow wyjsciowych wykorzystywanych do syntez

Objetos¢ Stezenie

Odczynnik Nawazka [g] Rozpuszczalnik o [M]
3HF 2,382 metanol 1000 0,01
CoCl, 0,595 woda dejonizowana 250 0,01
MnCl, 0,495 woda dejonizowana 250 0,01
ZnCl, 0,341 woda dejonizowana 250 0,01

Wstepnie przygotowane roztwory flawonoidu i soli metali podgrzano do temperatury
ok. 60°C. Nastepnie do zlewki zawierajacej 100 ml roztworu 3-HF, przy ciaglym
intensywnym mieszaniu, dodano 50 ml odpowiedniego roztworu zawierajacego jony
metalu. pH mieszaniny regulowano za pomoca roztworu wodorotlenku sodu
(stezenie 0,1 M 10,01 M) do warto$ci okoto 7,6. Proces prowadzono przy statym mieszaniu
1 ogrzewaniu przez okolo godzing, do momentu wytracenia si¢ osadu. Po zakonczeniu
reakcji, mieszaniny pozostawiono na 24 godziny w ciemno$ci w temperaturze pokojowe;j.
Powstate osady oddzielono przez wirowanie (4000 obr./min, 10 minut), czterokrotnie
przemyto mieszaning metanolu 1 wody w stosunku objetosciowym 1:1 w celu usunigcia
pozostato$ci jonow, a nastgpnie suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej

do uzyskania suchej masy.
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3.4.2  Charakterystyka uzyskanych kompleksow

W celu scharakteryzowania otrzymanych komplekséw zastosowano zestaw metod
analitycznych, obejmujacych analiz¢ elementarng (oznaczenie C, H), miareczkowanie
kompleksometryczne, techniki  analizy  termicznej: termograwimetri¢  (TGA)
oraz  skaningowa kalorymetri¢ roéznicowg (DSC), techniki spektroskopowe:
spektroskopie UV-Vis, spektroskopi¢ fluorescencyjng, spektroskopie w podczerwieni
z transformacjg Fouriera (FT-IR) oraz spektroskopie¢ magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR), a takze spektrometri¢ mas z laserowg desorpcja/jonizacja wspomagang
powierzchnia (SALDI-ToF-MS*). Dodatkowo wykonano pomiary przewodnictwa

elektrycznego roztwordw oraz zbadano rozpuszczalno$¢ kompleksow w metanolu.
Ogolna charakterystyka kompleksow

Zawarto$¢ wegla 1 wodoru w badanych probkach oznaczono metoda elementarne;j
analizy spaleniowej przy uzyciu analizatora elementarnego CHN/CHNS Euro EA3000
(EuroVector), stosujac kapsutki cynowe. Metoda ta polega na bltyskawicznym spaleniu
proébek w strumieniu czystego tlenu w piecu rozgrzanym do temperatury w zakresie
950-1200°C, po ktérym powstate gazy (CO2, H20) sa oczyszczane, rozdzielane
chromatograficznie 1 oznaczane przy uzyciu detektora przewodno$ci cieplnej (TCD).
Do pomiaru odwazano po 2 mg probki. Jako wzorzec kalibracyjny zastosowano acetanilid,

wynik podano jako procentowg zawartos¢ C1 H .

W celu okreslenia procentowej zawartosci metali wykonano miareczkowanie
kompleksometryczne, poprzedzone mineralizacja kompleksow. Jako titrant zastosowano
roztwor wersenianu disodowego (Na;EDTA), natomiast wskaznikiem byl oranz
ksylenolowy. W tym celu przygotowano po dwie nawazki kazdego z kompleksow
(po ok. 25 mg), do ktérych dodano nastgpnie po 10 ml mieszaniny kwasu chlorowego(VII)
(70%) z woda w stosunku objetosciowym 1:1 1 ogrzewano w lazni piaskowej
do prawie catkowitego odparowania roztworu. Pozostalo$ci w zlewkach po odparowaniu
przeniesiono ilosciowo do kolb miarowych o objetosci 25 ml i uzupelniono woda do kreski.
Przygotowano roztwoér buforu octanowego (0,488 M octanu sodu, 0,014 M kwasu octowego
w wodzie, pH 6,3), wodny roztwér Na;EDTA o stezeniu 0,002 M oraz roztwdr amoniaku
w wodzie otrzymany poprzez rozcienczenie st¢zonej wody amoniakalnej (25%)

wodg destylowang w stosunku objetosciowym 1:2.

4 (ang. surface-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectromet
g Y4 g 4 ry
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Nastepnie do kolb stozkowych dodano po 10 ml badanych roztwordéw, 50 ml wody
dejonizowanej oraz 2-3 krople oranzu metylowego (czerwone zabarwienie roztworu).
Roztwory zobojetniono przy uzyciu wczesniej przygotowanego roztworu amoniaku
(z6tte zabarwienie roztworu), a nastepnie dodano po 15 ml buforu octanowego. Do probek
dodano szczypte oranzu ksylenolowego (mieszanina z NaCl w stosunku wagowym 1:100)
(fioletowe zabarwienie roztworu) i miareczkowano roztworem NaEDTA do momentu
zmiany barwy na pomaranczowg. Zawartos¢ metalu w kompleksach obliczono

przy wykorzystaniu wzoru (1):

C % *Mper * 2,5
OVymet = —Na2EDTA NaTZrl;"DTA met 1)
P

gdzie:

%met — procentowa zawartos¢ metalu w kompleksie [%]

Cna2eDT4 — SteZenie roztworu Na2EDTA [M]

VNa2EDTA — Objtos¢ roztworu Na,EDTA uzyta podczas miareczkowania [1]
M e — masa molowa oznaczanego metalu [g/mol]

mp, — masa probki [g]

2,5 — wspotczynnik rozcienczenia probki

Pomiary przewodnictwa w roztworze wykonano za pomoca konduktometru CX-505
(Elmetron). Analizy prowadzono dla roztworéw badanych zwigzkéw o stezeniu 0,001 M
w dimetylosulfotlenku (DMSO). Pomiary przeprowadzono w temperaturze 20°C

po osiaggnieciu stabilnych wskazan aparatu.

W celu okreslenia rozpuszczalnosci otrzymanych komplekséw w metanolu
przygotowano roztwory nasycone. Nadmiar kazdego z badanych zwiazkéw dodano do porcji
metanolu 1 pozostawiono na mieszadle magnetycznym na 24 godziny w temperaturze
pokojowej, celem osiggnigcia stanu nasycenia. Nastepnie roztwory filtrowano przez filtry
strzykawkowe o wielkosci porow 0,22 pm w celu usunigcia nierozpuszczonego osadu.
Pobrano po 5 ml kazdego roztworu i przeniesiono na uprzednio zwazone, suche szalki
Petriego. Roztwory odparowano do sucha, po czym ponownie zwazono szalki

z pozostatoscig osadu 1 obliczono rozpuszczalnos¢ w jednostkach mg/ml.
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Analizy termiczne

Zawartos¢ wody w otrzymanych kompleksach okre§lono za pomoca analizy
termograwimetrycznej (TGA), przeprowadzonej przy uzyciu analizatora TGA/DSCI
(Mettler Toledo). Pomiary wykonano w zakresie temperatur od 25 do 800°C, przy szybkosci

nagrzewania 20°C/minut¢ w atmosferze powietrza.

Skaningowg kalorymetri¢ r6znicowa (DSC) przeprowadzono z uzyciem kalorymetru
DSC-822¢ (Mettler Toledo) w zakresie temperatur od -30 do 250°C, z szybkoscig

nagrzewania 10°C/minute w atmosferze azotu.
Pomiary spektroskopowe

Ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalno$¢ otrzymanych komplekséw w metanolu,
pomiary spektroskopii UV-Vis wykonano dla ich nasyconych roztworéw metanolowych.
Widma 3HF zarejestrowano natomiast dla roztworu o stezeniu 40 pM. Pomiary prowadzono
przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS-NIR V670 (Jasco), w zakresie dlugosci fal
od 200 do 550 nm.

Pomiary fluorescencji roztworéw 3HF i kompleksow w DMSO przeprowadzono
przy wykorzystaniu spektrofluorymetru F-2710 (Hitachi). Widma zostaly zarejestrowane
w zakresie dhugosci fal emisji od 220 do 800 nm, przy trzech dtugosciach fal wzbudzenia

(259 nm, 346 nm 1 418 nm), stezenie roztworéw wynosito 40 uM.

Analizy w podczerwieni wykonano z uzyciem spektrofotometru FT-IR Alpha
(Bruker). Widma zarejestrowano z wykorzystaniem techniki pastylek KBr, przygotowanych
poprzez homogenizacje w mozdzierzu 2 mg probki z okoto 200 mg suchego bromku potasu.
Pomiary wykonano w zakresie czestotliwosci 4000—450 cm™ w trybie transmitancji,
po uprzedniej rejestracji widma tta. W celu sprawdzenia stabilnosci otrzymanych
kompleksow, pomiary powtdérzono po 24 miesigcach od syntezy. Widma analizowano

przy uzyciu programu SpectraGryph 1.2.

Spektroskopie NMR przeprowadzono z wykorzystaniem spektrometru NMR Avance
II 500 (Bruker). Widma 'H-NMR roztworéw w deuterowanym DMSO rejestrowano
w temperaturze pokojowej. Przesunigcia chemiczne 8 podano w ppm wzgledem sygnatu

resztkowego DMSO-ds. Widma opracowane zostaty przy uzyciu programu MestReNova.
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Spektrometria mas

Analizy uzyskanych kompleksow z wykorzystaniem spektrometrii mas
przeprowadzono przy uzyciu spektrometru masowego UltrafleXtreme (Bruker)
posiadajagcego analizator czasu przelotu (ToF, ang. time of flight). Widma rejestrowano
z zastosowaniem techniki SALDI-ToF-MS. Jako matryce zastosowano powierzchni¢
wzbogacong nanoczastkami srebra-109 ('“AgNPET), ktora stanowita aktywna
powierzchni¢ wspomagajaca proces laserowej desorpcji 1 jonizacji analitu. Zastosowanie
nanoczastek umozliwia efektywng jonizacje zwigzkow o matych masach czgsteczkowych,
przy jednoczesnej redukc;ji tta w zakresie niskich warto$ci m/z. Analizy prowadzono w trybie
jonow dodatnich, rejestrujac sygnaty w zakresie m/z 100-2000. Stgzenia badanych
zwigzkow rozpuszczonych w mieszanie wody 1 metanolu w stosunku objgtosciowym 1:1

wynosity 0,1 mg/ml. Uzyskane dane opracowano przy uzyciu programu mMass 5.5.0.

3.4.3 Badanie wlasciwosci przeciwutleniajacych

Wilasciwosci przeciwutleniajace 3-hydroksyflawonu i zsyntezowanych zwigzkow
zbadano w celu oceny ich potencjalu do neutralizacji wolnych rodnikéw oraz okreslenia,
jak kompleksowanie z jonami wptywa na t¢ aktywnos$¢. W badaniu wykorzystano metode
spektrofotometryczna, polegajaca na pomiarze zdolnosci do zmiatania stabilnego rodnika

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

Przygotowano roztwor podstawowy DPPH o st¢zeniu 3,6 mM w metanolu, nastgpnie
rozcienczono go 50-krotnie, uzyskujac roztwor roboczy o stezeniu 72 uM. Roztwory
przygotowano bezposrednio przed pomiarami, w warunkach ograniczonego dostgpu Swiatla,

by zminimalizowa¢ degradacj¢ rodnika.

Badane kompleksy przygotowano w  postaci roztworO6w  nasyconych
poprzez rozpuszczanie ich w metanolu przez 24 godziny, a nastgpnie filtrowanie
w celu pozbycia si¢ nierozpuszczonego osadu. 3-hydroksyflawon rozpuszczono w metanolu,

uzyskujac stezenie 0,5 mM.

Do kuwet pomiarowych dodano po 2,5 ml roztworu roboczego DPPH
oraz 0,5 ml roztworu badanego zwiazku. Probe kontrolng stanowit rozwér DPPH
oraz metanol. Bezposrednio po wymieszaniu sktadnikow rozpoczeto pomiar absorbancji
przy dlugosci fali 517 nm przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS-NIR V670 (Jasco).
Pomiary prowadzono w trybie kinetycznym (pomiar co 1 minutg¢) przez 60 minut,

w temperaturze pokojowej bez dostepu Swiatla.
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Aktywno$¢ przeciwutleniajagca wyrazono jako procent inhibicji rodnika DPPH’,

obliczony wedhug wzoru (2):

Akontrola - Apréba

% inhibicji = -100% )

Akontrola
gdzie:
Arontrola — absorbancja proby kontrolnej

Aproba — absorbancja badanego roztworu po 30 minutach.

Warto$ci inhibicji wyznaczono po 30 minutach reakcji, zgodnie z zaleceniami

literaturowymi dotyczacymi standardowych warunkéw pomiaru [204].

3.44 Badanie wlasciwosci przeciwbakteryjnych

Badanie wlasciwosci przeciwbakteryjnych przeprowadzono w celu oceny potencjatu
biologicznego otrzymanych zwigzkéw oraz okreslenia wptywu kompleksowania z jonami
metali na aktywno$¢ wobec wybranych  mikroorganizméw  referencyjnych.
Oceng aktywno$ci wykonano wobec certyfikowanych szczepow bakterii Gram-dodatnich
(Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Staphylococcus aureus ATCC 6538)
oraz Gram-ujemnych (Escherichia coli ATCC 10536).

3.4.4.1 Minimalne st¢zenie hamujace wzrost bakterii (MIC) i minimalne st¢zenie
bakteriobdjcze (MBC)

Aktywno$¢  przeciwbakteryjng  okreSlono  przy = wykorzystaniu = metody
mikrorozcienczen, opartej na dokumencie MO07-A9 Instytutu Norm Klinicznych
1 Laboratoryjnych (CLSI) [209]. Metoda ta polega na inkubacji zawiesiny mikroorganizmow
z kolejnymi, malejagcymi stezeniami badanego zwigzku 1 pozwala na okresSlenie
minimalnego stezenia hamujacego (MIC). W celu wyznaczenia minimalnego st¢zenia
bakteriobojczego (MBC) zastosowano metod¢ posiewu na stale podloze agarowe
nie zawierajace badanych zwiazkow. Wszystkie czynnosci zwiazane 2z praca
z mikroorganizmami przeprowadzano w warunkach aseptycznych w komorze laminarnej

ESCO Airstream, zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjne;.

Przygotowano ptynne podtoze Mueller-Hinton (MHB, ang. Mueller-Hinton Broth),
odwazajac 21 g firmowego odczynnika (ekstrakt wotowy 2 g/1, hydrolizat kazeiny 17,5 g/1,
skrobia 1,5 g/l) 1 rozpuszczajac nawazke w 1 litrze wody dejonizowanej. Gotowy roztwor

poddano procesowi sterylizacji w autoklawie w temperaturze 121°C przez 30 minut.
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W tak przygotowanej pozywce prowadzono hodowle bakteryjne w temperaturze
37°C, poddajac je co najmniej dwukrotnemu pasazowi. Aby zapewni¢ rownomierny wzrost
wykorzystano inkubator z wytrzgsaniem Innova 40 Shaker (Eppendorf). We wszystkich
eksperymentach wykorzystywano 24-godzinne hodowle bakteryjne, ktore standaryzowano
do wartoéci 0,5 w skali McFarlanda (ok. 108 CFU/ml) na podstawie pomiaru gesto$ci
optycznej przy A = 600 nm za pomoca czytnika mikroplytek Varioskan™ LUX
(Thermo Scientific). Nastgpnie zawiesiny rozcienczano za pomocg pozywki MHB
do koncowej gestosci 10° CFU/ml, uzyskujac hodowle robocze. Badane zwiazki
rozpuszczono w DMSO, a nastgpnie przygotowano ich seryjne dwukrotne rozcienczenia
w pozywce MHB na plytkach 96-dotkowych, w objetosci 100 ul. Do kazdego dotka dodano
100 pl przygotowanej wczesniej roboczej hodowli bakteryjnej, co skutkowato kolejnym,
dwukrotnym rozcienczeniem zawarto$ci dotkow. Koncowe stezenia 3HF 1 jego kompleksow
miescity si¢ w zakresie od 0,024 do 6,25 mg/ml. Dodatkowo oceniano wrazliwo$¢ badanych
szczepdw na antybiotyki referencyjne — oksacyling i rifampicyne (stezenia w zakresie
od 0,004 do 500 pg/ml). Oksacyling rozpuszczono w wodzie dejonizowanej, natomiast
rifampicyng w DMSO. Plytki przygotowano analogicznie jak w przypadku badanych
zwigzkow. W kazdym eksperymencie uwzgledniono kontrole pozytywna (hodowla
bakteryjna), kontrole negatywna (pozywka, kontrola sterylnosci) oraz kontrolg
rozpuszczalnika (DMSO w maksymalnym stezeniu 10% dla badanych zwigzkow
1 rifampicyny oraz woda w przypadku oksacyliny). Po przygotowaniu ptytek 96-dotkowych
przeprowadzono pomiar spektrofotometryczny przy dlugosci fali A = 600 nm, a nastepnie
inkubowano hodowle bakteryjne w obecnosci zwigzkow przez 24 godziny w temperaturze
37°C w atmosferze tlenowej, po tym czasie dokonano wizualnej oceny zmetnienia pozywki
w dotkach oraz powtdrzono pomiar spektrofotometryczny przy dlugosci fali A = 600 nm
w celu potwierdzenia obserwacji wzrokowych. Wartosci MIC wyznaczono
dla dotkéw, w ktorych znajdowalo si¢ najnizsze st¢zenie badanego zwigzku,
przy ktoérym nie obserwowano zme¢tnienia znajdujacej si¢ tam mieszaniny (pozywka MHB,
badany zwiazek, hodowla bakteryjna). Potwierdzenia tej obserwacji dokonano poprzez
odjecie absorbancji poczatkowej (w czasie 0, czyli przed 24-godzinng inkubacjg)
od absorbancji koncowej (po 24 godzinach inkubacji), a za minimalne st¢zenie hamujace
wzrost bakterii uznano najnizsze st¢zenie zwigzku, przy ktorym wzrost absorbancji
nie przekraczal 0,1. Do§wiadczenie przeprowadzono w trzech powtdrzeniach technicznych

1 trzech powtorzeniach biologicznych.
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W celu wyznaczenia MBC przygotowano podtoze agarowe Mueller-Hinton
(MHA, ang. Mueller-Hinton Agar) poprzez rozpuszczenie 38 g firmowego odczynnika
(agar 17 g/l, ekstrakt wotowy 2 g/l, hydrolizat kazeiny 17,5 g/, skrobia 1,5 g/l)
w 1 litrze wody dejonizowanej. Gotowy roztwdr poddano procesowi sterylizacji
w autoklawie w temperaturze 121°C przez 30 minut. Po cz¢sciowym ochtodzeniu roztworu,
pozywke rozlano na sterylne szalki Petriego (o 90 mm) i pozostawiono do zastygnigcia.
W celu wyznaczenia wartosci MBC, na gotowe szalki Petriego zawierajgce state podtoze
MHA naniesiono po 20 ul zawiesiny z dotkow, w ktérych stezenie danego zwigzku wynosito
MIC, 2xMIC oraz 4xMIC. Zawiesing wglaskano w podtoze MHA za pomoca
jednorazowych sterylnych glaszczek 1 pozostawiono na ok. 15 minut w temperaturze
pokojowej, po czym odwrocono szalki do gory dnem i przeniesiono do inkubatora (37°C)
na 24 godziny. Po tym czasie obserwowano pojawienie si¢ (lub brak) kolonii bakteryjnych,
ktore liczono regcznie, a za wartos¢ MBC uznano stezenie badanego zwigzku,

przy ktérym obserwowano pojawienie si¢ <10 kolonii bakteryjnych.

3.4.5 Badanie aktywnosci cytotoksycznej kompleksow

Aktywnos$¢ cytotoksyczng 3HF oraz uzyskanych kompleksow zbadano przy pomocy
testu wychwytu czerwieni obojetnej (NR) [216]. W badaniach wykorzystano nastgpujace
ludzkie linie komodrkowe: prawidtowe fibroblasty skorne (BJ, ATCC CRL-2522),
unie$miertelnione  komorki nabtonka prostaty (RWPE-2, ATCC CRL-3608),
uniesmiertelnione keratynocyty (HaCaT, Cytion 300493), komorki raka prostaty (DU-145,
ATCC HTB-81) oraz komorki gruczolakoraka okreznicy (Caco-2, ATCC HTB-37).
Aktywnos¢ komplekséw poréwnano do aktywnos$ci cytostatyka — cisplatyny. Wszystkie
czynno$ci zwigzane z praca z hodowlami komoérkowymi przeprowadzano w warunkach
aseptycznych z wykorzystaniem komory laminarnej ESCO Airstream, zgodnie z zasadami

dobrej praktyki laboratoryjne;.
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3.4.5.1 Prowadzenie hodowli linii komérkowych

Hodowle komorkowe oraz pasazowanie prowadzono zgodnie z zaleceniami
dostawcow linii komorkowych [139,150,154,166,174]. Wszystkie linie utrzymywano
w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajacej 5% CO», wykorzystujac butelki hodowlane

o powierzchni wzrostu 75 cm? (T-75).

Komoérki linii BJ, DU-145 i Caco-2 hodowano w pozywce EMEM (ang. Eagle’s
Minimum Essential Medium), czyli minimalnym podlozu podstawowym Eagle’a
zawierajagcym: zbilansowany roztwor soli Earle’a, aminokwasy nieegzogenne,
2 mM L-glutaminy, 1 mM pirogronianu sodu, 1500 mg/l wodoroweglanu sodu. Pozywke
wzbogacono o plodowa surowice bydleca (FBS, ang. fetal bovine serum)
(stezenie  koncowe  10%)  oraz  antybiotyki:  penicyline (100  IU/ml)
i streptomycyne (100 pg/ml). Pasaze wykonywano, gdy komorki osiggatly
80-90% konfluencji, przy zachowaniu limitu maksymalnie 10 pasazy w celu zachowania

cech fenotypowych.

W celu oderwania komorek od podtoza, z butelek hodowlanych usuni¢to pozywke,
a  powierzchni¢  dwukrotnie  przeplukano 2 ml  buforu  fosforanowego
Dulbecco (DPBS, ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline). Nastepnie do butelek
dodano 1 rozprowadzono roéwnomiernie 1 ml roztworu trypsyny/EDTA
(0,25%trypsyny/0,53 mM EDTA). Po ok. 10 sekundach nadmiar roztworu trypsyny
usuni¢to, a stopien odklejenia komorek monitorowano przy pomocy mikroskopu
odwroconego DMil (Leica). Po calkowitym odklejeniu komdrek od podtoza, dziatanie
trypsyny zahamowano poprzez dodanie 4 ml pozywki zawierajacej 10% FBS. Zawiesing
komorek delikatnie mieszano poprzez pipetowanie, a nast¢pnie oznaczano ge¢sto$¢ hodowli
z wykorzystaniem automatycznego licznika komorek T20 (Bio-Rad). W tym celu pobierano
10 pl zawiesiny komérkowej 1 zmieszano z réwna objetoscia 0,4% roztworu biekitu trypanu.
Nastepnie 10 pl otrzymanej mieszaniny nanoszono na ptytk¢ pomiarowa i wprowadzano
do licznika. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczano obj¢tos¢ zawiesiny komorkowej
niezbedng do przygotowania hodowli o zalozonej gestosci, przeznaczonej do dalszych
eksperymentdéw. Ostateczna liczba wyjsciowa komoérek w butelce mogta si¢ nieznacznie
r6zni¢ w zalezno$ci od linii komoérkowej 1 planowanego czasu inkubacji przed kolejnym

pasazem (zgodnie z zaleceniami producenta).
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Przykladowo, przy uzyskaniu zawiesiny o gestosci 1,2x10° komérek/ml
po trypsynizacji, pobierano 0,42 ml zawiesiny komorkowej i1 uzupelniano objetos¢
odpowiednia pozywka do 10 ml, co skutkowalo gestoscia okoto 5x10° komoérek/75 cm?
(butelka hodowlana T-75).

Hodowle linii HaCaT prowadzono w analogiczny sposob, wykorzystujac pozywke
DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), czyli podtoze podstawowe Eagle’a
zmodyfikowane tak, by zawieralo: 4 mM L-glutaminy, 4500 mg/l glukozy,

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

Linia RWPE-2 byta hodowana w pozywce K-SFM (ang. Keratinocyte Serum-Free
Medium), czyli podlozu podstawowym, wzbogaconym o L-glutamine, uzupelionym
0 0,05 mg/ml BPE (ang. bovine pituitary extract) oraz 5 ng/ml EGF, bez dodatku surowicy.
Pasaze przeprowadzano na tych samych zasadach jak w przypadku pozostatych linii
(przy konfluencji 80-90% oraz zachowaniu maksymalnie 10 pasazy). W celu oderwania
komorek od podtoza, z butelki hodowlanej usunieto pozywke, a powierzchni¢ przeptukano
dwukrotnie przy wykorzystaniu 2 ml DPBS. Nastepnie dodano 4 ml mieszaniny roztworu
trypsyny/EDTA (0,25% trypsyny/0,53 mM EDTA) i buforu DPBS w stosunku 1:1
1 inkubowano w standardowych warunkach hodowlanych do momentu catkowitego
odklejenia komorek od dna, proces monitorowano przy pomocy mikroskopu odwrdéconego
DMil. Po odklejeniu komorek, do butelki dodano 6 ml 2% roztworu FBS w DPBS w celu
zahamowania dziatania trypsyny 1 przeniesiono do probowki typu Falcon. Zawiesing
nastepnie zwirowano z predkoscig 125 x g przez 7 minut, usuni¢to supernatant, a komorki
zawieszono w $wiezej pozywce. Gesto$¢ uzyskanej zawiesiny komorek zliczono
przy wykorzystaniu automatycznego licznika komorek T20, zgodnie z wczesniejszym
opisem, po czym odpowiednig objeto$¢ zawiesiny przeniesiono do butelki hodowlanej

zawierajacej Swieze medium.
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3.4.5.2 Testy cytotoksycznoSci

W celu zbadania wplywu otrzymanych kompleksow na zywotno$¢ komorek
prawidtowych (BJ, HaCaT, RWPE-2) oraz nowotworowych (Caco-2, DU-145),
przeprowadzono test wychwytu czerwieni obojetnej. Metoda ta opiera si¢ na zdolnosci
zywych, aktywnych metabolicznie komorek do wychwytu 1 akumulacji tego barwnika
w lizosomach. Po zakonczeniu inkubacji z barwnikiem dodaje si¢ roztwor odbarwiajacy
(zakwaszony roztwor etanolu), ktory powoduje zmiang pH $rodowiska i zwigkszenie
przepuszczalnosci blon, prowadzac do uwolnienia zgromadzonego barwnika do pozywki.
Intensywno$¢ zabarwienia — oznaczana spektrofotometrycznie — jest proporcjonalna

do liczby zywych komorek [216].

Procedura przygotowania komorek do testu wychwytu czerwieni obojetnej
obejmowata sporzadzenie zawiesiny o okreslonej gestosci w pozywkach dedykowanych
dla poszczegbdlnych linii (zgodnie z opisem powyzej). Nastepnie na 96-dotkowe
ptytki mikrotitracyjne naniesiono 100 pl hodowli komodrek linii BJ w gestosci
5x10° komorek/dotek oraz komorki pozostalych linii w gestosci 1x10* komorek/dotek.
Tak przygotowane ptytki poddano 24-godzinnej inkubacji w standardowych warunkach
hodowlanych (37°C 1 atmosferze 5% CO;) w celu adhezji komorek do podloza

oraz ich adaptacji i regeneracji poprzez powrdt do rownowagi metabolicznej [217].

Badane zwiazki rozpuszczono w DMSO, cisplatyng rozpuszczono w wodzie
dejonizowanej, a nastgpnie przygotowano ich roztwory robocze w dedykowanych
dla poszczeg6lnych linii komdrkowych pozywkach. W przypadku pozywek EMEM
oraz DMEM medium suplementowano FBS do koncowego stezenia 5%, pozywki K-SFM
nie suplementowano, zgodnie z zaleceniami producenta. Wszystkie roztwory
przygotowywano na $wiezo, bezposrednio przed przeprowadzeniem do$wiadczenia.
Kompleksy testowano w zakresie st¢zen 5-50 pM, a na podstawie wynikoéw uzyskanych
dla kompleksu z cynkiem zakres ten zawezono do wartosci 1-20 uM. Stezenia koncowe
cisplatyny zawieraty si¢ w zakresie 0,125-12,5 uM. Stezenie DMSO w zZadnej z prob
nie przekraczato 0,4%. W kazdym eksperymencie uwzglgdniono kontrolg komorek
nie eksponowanych na zwigzki, kontrole sterylnosci pozywki oraz kontrole
rozpuszczalnikow (DMSO o stezeniu 0,4% oraz woda dejonizowana). Po 24-godzinne;j
inkubacji w warunkach hodowlanych z dotkéw usunigto ostroznie pozywke i dodano
po 100 pl roztwordéw roboczych badanych zwiazkéw. Plytki inkubowano w standardowych

warunkach hodowlanych przez kolejne 48 h. Po tym czasie usunig¢to roztwory zwigzkow,
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do kazdego dotka dodano 100 pl roztworu czerwieni obojetnej (3,3% w pozywce
odpowiedniej dla danej linii). Komorki inkubowano z barwnikiem przez 2 godziny
w standardowych warunkach hodowlanych. Po tym czasie z plytek usuni¢to roztwor
czerwieni obojetnej, przemyto dotki dwukrotnie za pomocg DPBS, a nastepnie do kazdego
z nich dodano po 150 pl roztworu odbarwiajgcego (50% etanolu, 49% wody dejonizowane;,

1% lodowatego kwasu octowego) 1 wytrzasano przez 10 minut.

W wyniku dziatania tego roztworu z komorek zostal uwolniony skumulowany
wczesniej barwnik, ktory nastepnie oznaczono spektrofotometrycznie, mierzac absorbancje

przy dtugosci fali 540 nm.

Zywotno$¢ komorek obliczano jako procent wartosci absorbancji uzyskanej po
traktowaniu 3HF oraz kompleksami w odniesieniu do proby kontrolnej (komorki

nietraktowane badanymi zwigzkami), zgodnie z rOwnaniem (3):

proba

. A
Zywotno$¢ komorek (%] = ———— - 100% ?3)

kontrola

gdzie Aprspa 0znacza Srednig warto$¢ absorbancji dla komorek traktowanych badanym

zwiazkiem, a Aontrola STednia warto$¢ absorbancji w probie kontrolne;.

Aktywnos$¢ cytotoksyczng badanych zwigzkéw okreslano na podstawie wartosci
ICso (ang. half-maximal inhibitory concentration), definiowanej jako stezenie powodujace
zmniejszenie zywotnosci komoérek o 50% w pordwnaniu z proba kontrolna.
Wartosci ICso wyznaczano na podstawie krzywych zalezno$ci dawka-odpowiedz,
przedstawiajacych zmiany zywotnosci komorek, wyrazonej jako procent wartosci
kontrolnej, w funkcji st¢zenia badanego zwigzku. Dopasowanie krzywych przeprowadzono
metoda regresji nieliniowej [218,219].

Analizg istotno$ci statystycznej roznic pomigdzy komorkami traktowanymi réznymi
stezeniami zwigzkéw a proba kontrolng oceniano przy uzyciu dwuczynnikowej analizy
wariancji z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, przyjmujac poziom istotnosci

statystycznej p < 0,05 (oprogramowanie GraphPad Prism (wersja 8.0.1)).
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3.4.5.3 Ocena Kinetyki wzrostu komoérek po usunieciu zwigzkow

Dalsze analizy trwatosci efektu oraz mechanizmu dzialania 3HF oraz badanych
kompleksow przeprowadzono dla linii komdrkowej DU-145, wybranej na podstawie
wstepnych wynikoéw badan cytotoksycznos$ci [220]. W tym celu hodowle linii komérkowe;j
DU-145 oraz badane zwiazki przygotowano tak jak opisano w punktach 3.4.5.1. oraz 3.4.5.2.
Jedyng rd6znicag byla zastosowana gestos¢ komorek wysiewanych do  dotkow,
ktora w tym przypadku wynosita 1,5x10° komorek/dotek w 100 pl pozywki,
co wynikato z wydtuzonego czasu trwania doswiadczenia (do 96 godzin). Stgzenia 3HF,
Co(Il)-3HF oraz Mn(Il)-3HF w DMSO zawieraly si¢ w zakresie 5-25 uM,
a stezenia Zn(II)-3HF w zakresie 2—10 pM.

W kazdym eksperymencie uwzglgdniono kontrole komorek bez ekspozycji
na zwiazki, kontrolg sterylnosci pozywki oraz kontrole  rozpuszczalnika
(DMSO o stezeniu 0,4%). Po 24-godzinnej inkubacji komodrek DU-145
w iloéci 1,5x10% komorek/dotek w 100 pl pozywki w warunkach hodowlanych z dotkow
usunieto ostroznie pozywke i dodano po 100 pl roztwordw roboczych badanych zwigzkow.
Ptytki inkubowano w standardowych warunkach hodowlanych (37°C, 5% CO»)
przez kolejne 48 h. Po tym czasie usunigto roztwory zwiazkéw, do kazdego dotka dodano
100 ul $wiezej pozywki EMEM. Nastepnie ptytki inkubowano w standardowych warunkach
hodowlanych przez kolejne 24 h 1 48 h. Po tym czasie przeprowadzono test czerwieni

obojetnej jak opisano powyzej w punkcie 3.4.5.2.
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3.4.5.4 Test ApoTox-Glo™ Triplex Assay

Test ApoTox-Glo™ Triplex Assay przeprowadzono z wykorzystaniem linii DU-145
zgodnie z instrukcja producenta zestawu. Test ten pozwala na zbadanie cytotoksycznos$ci
1 zywotno$ci komorek, a takze umozliwia ocen¢ apoptozy poprzez pomiar aktywnos$ci
kaspaz-3 1 -7, bedacych kluczowymi enzymami wykonawczymi tego procesu (Rys. 4).
Po inkubacji komorek z badanymi zwigzkami do kazdej studzienki dodaje si¢ odczynnik
Caspase-Glo® 3/7, zawierajacy detergent lizujacy komorki oraz luminogeniczny substrat
specyficzny dla kaspaz-3 i -7 (aminolucyferyna sprze¢zona z tetrapeptydowa sekwencja
DEVD). Aktywne kaspazy katalizujg rozszczepienie substratu, prowadzac do uwolnienia
aminolucyferyny, ktéra w reakcji katalizowanej przez lucyferaze generuje sygnal
luminescencyjny. Luminescencja jest proporcjonalna do poziomu aktywnosci kaspaz-3/7, a

tym samym do stopnia indukcji apoptozy w badanych komorkach [221].

H

Z-DEVD-N
S /NJ/COOH
N/: \ S

I kaspazy-3/7

H)N S N._-COOH
Z-DEVD- + \O:N/>—</ j/ + ATP + O,
S

\lucyﬁ:raza Ultra-Glo™ (Mg?")

luminescencja

Rys. 4. Schemat zasady dziatania testu ApoTox-Glo™ Triplex Assay w zakresie oceny
zaawansowania apoptozy. Kaspazy-3/7 rozszczepiajg substrat luminogeniczny
DEVD-aminolucyferyny, co prowadzi do wygenerowania sygnatu luminescencyjnego.

Opracowano w oparciu o [221].
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Hodowle komorek raka prostaty DU-145 prowadzono jak opisano wyzej w punkcie
3.4.5.1. Przygotowano biate plytki 96-dotkowe, w kazdym dotku umieszczono komorki
w ilosci 1x10* komorek/dotek. Gotowe ptytki inkubowano przez 24 godziny
(37°C, 5% COg). Badane zwiazki rozpuszczono w DMSO, cisplatyn¢ rozpuszczono
w wodzie dejonizowanej, a nastepnie przygotowano ich roztwory robocze w pozywce
EMEM.  Wszystkie roztwory  przygotowywano na  $wiezo, bezposrednio
przed przeprowadzeniem dos§wiadczenia. Stezenie 3HF, Co(I1)-3HF i Mn(II)-3HF zawierato
si¢ w zakresie 10—25 uM, stezenie Zn(II)-3HF w zakresie 5—10 uM, a stezenie cisplatyny
w zakresie 1,56—25 uM. Koncowe stezenie DMSO w dotkach nie przekraczato 0,4%.
Po 24-godzinnej inkubacji komorek DU-145 na plytkach 96-dotkowych w standardowych
warunkach hodowlanych, z dotkdw usunigto ostroznie pozywke, zastgpujac ja roztworami
roboczymi zwigzkoéw. Tak przygotowane ptytki inkubowano przez 8 oraz 24 h

w standardowych warunkach hodowlanych.

Po inkubacji komorek ze zwigzkami do kazdego dotka dodano odczynnik
Caspase-Glo® 3/7, zawarto$¢ dotkéw wymieszano delikatnie na wytrzagsarce i inkubowano
przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie zmierzono sygnat luminescencyjny
przy uzyciu czytnika mikroptytek Varioskan™ LUX (Thermo Scientific), przy czasie

integracji wynoszacym 1 s.

3.4.5.5 Test RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay

Test RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay przeprowadzono
w celu oceny indukcji apoptozy oraz wtornej nekrozy w komorkach linii DU-145,
zgodnie z instrukcja producenta zestawu. Metoda ta jest nielitycznym testem
umozliwiajagcym ciggly pomiar wczesnych 1 péznych etapoéw $mierci komorki w tej same;j
populacji. Podstawa oznaczenia apoptozy jest detekcja ekspozycji markera apoptozy —
fosfatydyloseryny (PS) — na zewngtrznej warstwie btony komorkowej. Detekcje wtornej

nekrozy umozliwia utrata integralnosci btony komoérkowej (Rys. 5) [222].
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Rys. 5. Zasada dzialania testu RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay.

W zdrowej komorce (A.) fosfatydyloseryna (PS) znajduje si¢ wylacznie w wewngtrznej
warstwie blony komorkowej, a integralno$¢ blony jest zachowana; nie obserwuje si¢ sygnatu
luminescencyjnego ani fluorescencyjnego. Podczas wczesnej apoptozy (B.) nastgpuje
translokacja PS do zewngtrznej warstwy, co umozliwia zblizenie biatek fuzyjnych
aneksyny V i podjednostek lucyferazy, przy nienaruszonej blonie komoérkowej obecny jest
sygnat luminescencyjny. W przypadku wtornej nekrozy (C.) dochodzi do zaburzenia
integralnosci btony komoérkowej, barwnik wigzacy DNA przenika do wnetrza komorki —
obserwowany jest jednoczesnie sygnat luminescencyjny i fluorescencyjny.

Opracowano w oparciu o [222].
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Odczynnik detekcyjny testu zawiera dwa bialka fuzyjne aneksyny V, potaczone
z komplementarnymi podjednostkami lucyferazy NanoBiT® (LgBiT oraz SmBiT), substrat
lucyferazy o stopniowym uwalnianiu oraz barwnik fluorescencyjny wigzacy DNA,
nie posiadajacy zdolnosci do przenikania przez blony. Aneksyna V wykazuje
powinowactwo do fosfatydyloseryny, ktora w zdrowych komorkach jest zlokalizowana
wylacznie w wewngtrznej czg¢$ci dwuwarstwy lipidowej, co uniemozliwia wigzanie biatka
1 skutkuje brakiem sygnatu luminescencyjnego. W trakcie wczesnej apoptozy PS ulega
translokacji do zewnetrznej warstwy, co umozliwia polaczenie biatek fuzyjnych aneksyny
V 1 zblizenie podjednostek lucyferazy. Prowadzi to do powstania aktywnego enzymu
katalizujacego reakcje, ktorej efektem jest luminescencja. Intensywnos$¢ luminescencji
jest proporcjonalna do stopnia ekspozycji fosfatydyloseryny, a co za tym idzie
do zaawansowania procesu apoptozy. Natomiast w przypadku, gdy btona komodrkowa
ulegnie uszkodzeniu, zawarty w zestawie barwnik fluorescencyjny przenika do wnetrza
komorki, gdzie wigze si¢ z DNA i generuje sygnat fluorescencyjny, charakterystyczny

dla nekrozy wtoérnej [223].

Hodowle komorek raka prostaty DU-145 prowadzono zgodnie z opisem
przedstawionym wczes$niej w punkcie 3.4.5.1. Komorki wysiewano do biatych ptytek
96-dotkowych w ilo$ci 1x10* komoérek/dotek, ktore nastepnie inkubowano przez 24 godziny
w standardowych warunkach hodowlanych (37°C, 5% COz). Badane zwigzki rozpuszczono
w DMSO, natomiast cisplatyng¢ w wodzie dejonizowanej. Roztwory robocze zwigzkdéw
przygotowano w pozywce CO: Independent Medium, przeznaczonej do hodowli komorek
w warunkach atmosferycznych bez dodatku CO,. Pozywka zawierata pirogronian sodu,
wodoroweglan sodu oraz czerwien fenolowa, a takze system buforujacy
sktadajacy si¢ z jedno- 1 dwuzasadowego fosforanu sodu oraz B-glicerofosforanu. Koncowe
stezenie DMSO w dotkach nie przekraczato 0,4%. Zakresy stezen badanych zwigzkow

obejmowatly wartos$ci ICso oraz 72 ICso, mieszczac si¢ w przedziale 0,31—40 pM.

Po inkubacji wstepnej, z dotkdw usuwano pozywke ze zwigzkami
1 zastgpowano jg 100 pl roztworéw roboczych badanych zwigzkéw. Nastepnie do kazdego
dotka dodawano 100 pl odczynnika detekcyjnego, przygotowanego bezposrednio
przed uzyciem  poprzez  rozcienczenie  wszystkich  skladnikow  zestawu
zgodnie z zaleceniami producenta. Ptytki delikatnie mieszano na wytrzasarce przez okoto
30 sekund, po czym umieszczono w czytniku mikroptytek Varioskan™ LUX wyposazonym

w kontrole temperatury.
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Pomiary  sygnalu  luminescencyjnego  (ekspozycja  fosfatydyloseryny)
oraz fluorescencyjnego (utrata integralnosci btony komoérkowej, dtugos$¢ fali wzbudzenia
Aex = 485 nm, dlugos$¢ fali emisji Aem = 520 nm) prowadzono jednocze$nie w trybie
kinetycznym przez 72 h, w temperaturze 37°C. Uzyskane dane umozliwity oceng dynamiki
procesu apoptozy oraz przejscia do pdznej nekrozy w czasie, bez koniecznos$ci przerywania

eksperymentu.
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4 Analiza i dyskusja wynikow

W ramach niniejszej pracy zsyntezowano i scharakteryzowano trzy nowe kompleksy
3-hydroksyflawonu z jonami metali przejsciowych: kobaltu Co(II), manganu Mn(II)
oraz cynku Zn(II), zbadano ich aktywno$¢ przeciwutleniajaca, a takze przeprowadzono

oceng ich aktywnosci przeciwbakteryjnej 1 cytotoksycznej in vitro.

Dostepne dane literaturowe dotyczace kompleksow  3-hydroksyflawonu
z jonami metali sg ograniczone i dotycza gtownie ukladéw otrzymywanych w roztworach
oraz ich charakterystyki spektroskopowej i teoretycznej. W przypadku jonéw cynku opisano
szereg takich uktadoéw, jednak badania nie obejmowaly oceny aktywnosci biologicznej
w warunkach in vitro [54,88-93]. Wyjatek stanowi praca autorstwa Vijayaraghavan i wsp.,
w ktorej otrzymano kompleks Zn-3HF w postaci ciala statego i wykazano jego aktywnos¢
przeciwcukrzycowa w modelu in vivo. Badany zwigzek charakteryzowat si¢ jednak

odmienng stechiometrig (1:1) niz kompleksy uzyskane w niniejszej pracy [94].

W przypadku jonow kobaltu doniesienia ograniczaja si¢ do badan zdolno$ci
chelatowania w roztworze, bez charakterystyki wlasciwosci biologicznych [87],

brak jest natomiast informacji o kompleksach 3-hydroksyflawonu z jonami manganu.

W przeciwienstwie do dotychczasowych badan, w niniejszej pracy otrzymano
kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami Co(II), Mn(II) i Zn(II) w postaci wyodrebnionych
ciat statych o stechiometrii 1:2, ktére poddano charakterystyce strukturalnej oraz ocenie
aktywnosci biologicznej in vitro. Dodatkowo, state kompleksy z jonami Co(II) 1 Mn(II)
nie byly dotad opisywane w literaturze, co podkre§la nowatorski charakter

przeprowadzonych badan.
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4.1 Charakterystyka kompleksow

Syntezy komplekséw wykorzystywanych w niniejszej pracy przeprowadzono
poprzez wytracenie 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). Wydajno$¢ syntezy
poszczego6lnych kompleksow byta nastepujaca: Co(II)-3HF: 75,13%, Mn(I1)-3HF: 94,07%,
Zn(11)-3HF: 88,19%.

Rys. 6. Kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami metali po syntezie: (A.) probki bezposrednio

po zakonczeniu reakcji (na mokro); (B.) probki po procesie suszenia. Oznaczenia:

(1) Zn(I1)-3HF, (2) Mn(II)-3HF, (3) Co(1I)-3HF.

Wyznaczono  rozpuszczalno$¢ otrzymanych  kompleksow w  metanolu.
3HF charakteryzuje si¢ dobra rozpuszczalnoscia w metanolu (25,6 mg/ml),
w przeciwienstwie do komplekséw, ktorych rozpuszczalno$¢ w poréwnaniu ze zwigzkiem
wyjsciowym obnizyla si¢ okoto 150-krotnie. Ze wzgledu na ograniczong ilo$¢ materiatu
nie przeprowadzono pelnego oznaczenia rozpuszczalno$ci kompleksow w DMSO,
zaobserwowano jednak ich dobra rozpuszczalno$¢ praktyczng. Oznacza to, ze stezenia
mozliwe do uzyskania byty kilkukrotnie wyzsze, niz st¢zenia potrzebne do przeprowadzenia
dalszych analiz. Z tego wzglgdu do badan biologicznych jako rozpuszczalnik wykorzystano

DMSO.
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Zmierzono przewodnictwo rozZtworéw otrzymanych kompleksow.
W pordéwnaniu z danymi literaturowymi dla roztworéow réznych elektrolitow w DMSO
stwierdzono, ze otrzymane kompleksy sg nieelektrolitami [224]. Wtasciwosci kompleksow

przedstawiono w tabeli 2.

Tab. 2. Wiasciwosci otrzymanych komplekséw

Przewodnictwo Rozpuszczalnos$é¢ w metanolu 20+°C

Zwiazek Kolor cm?
[Q.cm] mg/ml mol/dm?
Co(I)-3HF ciemnozolty 4.8 0,18 3,2x10*
Mn(1I)-3HF z6Mo-zielony 6,35 0,17 3,0x10*
Zn(I1)-3HF 70ty 4,15 0,18 3,2x10*

4.1.1  Sklad pierwiastkowy uzyskanych kompleksow
W celu ustalenia sktadu pierwiastkowego i wyznaczenia wzor6w empirycznych
zastosowano takie metody jak analiza elementarna (zawartos¢ C i H), miareczkowanie

kompleksometryczne (zawarto$¢ metalu) 1 analiza termograwimetryczna (zawarto$¢ wody).

W wyniku tych analiz ustalono, Ze otrzymane kompleksy sa mononuklearne,
o wzorze ogdlnym ML;-nH>0, gdzie M to kation Co(Il), Mn(II) lub Zn(Il), L to CisHoO3",
an = 1 dla kompleksu z cynkiem lub n = 2 dla kompleksow z kobaltem 1 manganem.

Szczegolowy skiad kompleksow przedstawiono w tabeli 3.

Tab. 3. Sktad zsyntezowanych kompleksow

Co(I)-3HF Mn(I1)-3HF Zn(I)-3HF
Yomas Yomas. obl.” Yomas Yomas. obl. Yomas Yomas. 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
H,O 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

wzor empiryczny CO(C15H903)2 -2H,0 Mn(C|5H903)2 -2H,0 ZI’I(C15H9O3)2 ‘H,O

masa molowa
[g/mol]

@ wartos$ci obliczone

569,43 565,43 557,85
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4.1.2 Analiza termiczna

Charakterystyke termiczng kompleksow 3-hydroksyflawonu z metalami
przeprowadzono przy uzyciu jednoczesnej termograwimetrycznej 1 skaningowej
kalorymetrii réznicowej (TG/DTG-DSC) w atmosferze powietrza oraz skaningowej
kalorymetrii r6znicowej (DSC) w atmosferze azotu. Badania wykazaly, ze wszystkie trzy
kompleksy ulegaja wieloetapowemu procesowi rozktadu wraz ze wzrostem temperatury

(Rys. 7).
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Rys. 7. Krzywe TG-DTG/DSC, zarejestrowane w atmosferze powietrza dla kompleksu:
(A.) Co(Il)-3HF, (B.) Mn(II)-3HF, (C.) Zn(1l)-3HF.
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Na podstawie analizy krzywych TG-DTG/DSC dla kompleksu Co(II)-3HF wyr6zni¢
mozna sze$¢ etapow degradacji termicznej. W zakresie temperatur 60—160°C na krzywej
DTG zauwazy¢ mozna pik o ubytku masy réwnym 7,04% (obl. 6,32%), co odpowiada
usuni¢ciu dwoch czasteczek wody. Towarzyszy temu efekt endotermiczny. Bezwodny
kompleks jest stabilny w temperaturze 160—200°, a nastgpnie wraz ze wzrostem temperatury
nastepuje pig¢ kolejnych ubytkow mas, bedacych wynikiem rozktadu cze¢sci organicznej
zwigzku 1 jej spalania. Etapom tym towarzyszy silny efekt egzotermiczny.

Na podstawie danych literaturowych, jako koncowy produkt rozktadu przyjeto CozO4 [225].

Dla kompleksu Mn(II)-3HF zauwazono 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 usuni¢ciu dwoch czasteczek wody, a towarzyszy
temu efekt endotermiczny. W etapach II-IV nastepuje rozktad czesci organicznej zwigzku
(efekt egzotermiczny), a jako mozliwy koncowy produkt przemian termicznych

przyjeto Mn2O3 [226].

W przypadku kompleksu Zn(II)-3HF krzywe TG-DTG ukazuja 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 zwigzanemu
z usuni¢ciem jednej czasteczki wody. Nastepujace ptynnie po sobie etapy II 1 III wykazatly
silny efekt egzotermiczny i1 duzy ubytek masy, co pozwala stwierdzi¢, ze nastapit rozktad
czgSci organicznej kompleksu, jako kofcowy produkt spalania przyjeto ZnO,

zgodnie z wczesniej opublikowanymi danymi dotyczacymi podobnych uktadow [227].
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Szczegdtowe wyniki analizy termograwimetrycznej zestawiono w tabeli 4.

Tab. 4. Wyniki analizy termograwimetrycznej dla kompleksow z jonami Co(II), Mn(II), Zn(II)

Etapy degradacji
Zwigzek Parametr Am
I II 11 v \Y VI
Zakres
temperatur  60—160  200—280  300-345  345-420 420-440 440-510
Co(ID)- [°C]
87.81
3HF  Ubvtek a0 000 775 3300 1215 2488
masy [%]
Tunax [°C] 122 | 256 1 330 1 394 1 436 1 458 1
Zakres
temperatur | 60—160 | 230-330 ' 360—400 = 400—560 — -
Mn(1D)- [°C]
87,46
3HF Ubytek 6,76 5,24 17,17 58,29 — -
masy [%]
Tmax [°C] 85 | 293 1 394 1 462 1 - -
Zakres
temperatur 110190  310-460 460-600 — - -
Zn(ID)- [°C]
85,78
3HF  Ubytek 5 4988 | 3229 - - -
masy [%]

Tux [°C] = 168 | 3971 | 5241 = _ _

1 efekt egzotermiczny; | efekt endotermiczny
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W celu monitorowania procesu dehydratacji i okreslenia ilo$ci energii zwigzanej z

rozktadem i spalaniem cze¢$ci organicznej kompleksow przeprowadzono analiz¢ DSC w

atmosferze azotu (Rys. 8).
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Rys. 8. Termogramy DSC, zarejestrowane w atmosferze azotu dla komplekséw:

(A.) Zn(I1)-3HF, (B.) Co(II)-3HF i (C.) Mn(II)-3HF.

Dla kazdego z analizowanych kompleksow obserwuje si¢ zaréwno pik

endotermiczny, jak i1 egzotermiczny w temperaturze do 230°C. Piki endotermiczne,

Zwigz

ane z procesem dehydratacji, wystepuja przy maksymalnych temperaturach

wynoszacych 140°C dla Co(II)-3HF, 121°C dla Mn(II)-3HF 1 172°C dla Zn(II)-3HF.

Obliczone warto$ci entalpii procesu usuwania wody wyniosty 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 jedng czasteczke wody (na podstawie

wynikéw analizy TG/DTG) dato, odpowiednio, 55,4 kJ/mol, 40,6 kJ/mol oraz 66,3 kJ/mol.

Piki egzotermiczne, przypisywane rozktadowi i spalaniu czg$ci organicznej kompleksow,

pojawiaja si¢ przy temperaturach: 198°C (Co(Il)), 193°C (Mn(Il)) i 177°C (Zn(ID)).

Odpowiadajace im wartosci entalpii wynosza: -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 kompleksow z jonami Co(II), Mn(II), Zn(II)

Parametr Co(I)-3HF Mn(II)-3HF Zn(II)-3HF
Zakres temperatur [°C] 65-160 60—-175 110-176
Pik 1 Timax [°C] 140 121 172
Entalpia [kJ/mol) 110,8 | 81,1} 66,3 |
Zakres temperatur [°C] 180210 184—202 176—192
Pik 2 Timax [°C] 198 193 177
Entalpia [kJ/mol) -15,6 1 -10,3 1 -2,91

1 efekt egzotermiczny; | efekt endotermiczny

Na podstawie uzyskanych danych termicznych, w szczego6lno$ci wartosci entalpii
procesu dehydratacji w polaczeniu z temperaturami maksymalnymi pikow
endotermicznych, mozliwe jest wnioskowanie o charakterze czasteczek wody obecnych
w strukturze badanych kompleksow. W literaturze przyjmuje si¢, ze woda krystalizacyjna
(zewngtrzna) jest zwykle usuwana podczas jednego etapu, w temperaturach ponizej 150°C
1 charakteryzuje si¢ stosunkowo niskimi warto§ciami entalpii dehydratacji [228].
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze czasteczki wody koordynacyjnej stabiej zwigzane z jonem
metalu moga by¢ usuwane takze w nizszych temperaturach, dlatego w przypadku
kompleksow metali przejSciowych temperatura utraty wody nie zawsze pozwala
jednoznacznie okresli¢ jej charakter [229]. Z tego wzgledu, innym istotnym parametrem
umozliwiajagcym ocene charakteru czasteczek wody sa wartosci entalpii procesu
dehydratacji. Uzyskane warto$ci przeliczone na jedng czasteczke HoO mieszczg sig
w zakresie typowym dla komplekséw metali przejsciowych (ok. 40—60 kJ/mol H>0),
w ktorych obecno$¢ wody w sferze koordynacyjnej zostala potwierdzona metodami
strukturalnymi. Podobne wartosci entalpii odnotowano m.in. dla komplekséw Co(II), Mn(II)
1 Zn(Il) z ligandami karboksylanowymi, dla ktorych jednoetapowa utrata wody
koordynacyjnej byla obserwowana w poroéwnywalnym zakresie temperatur [230,231].
Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze woda obecna w otrzymanych kompleksach ma

charakter koordynacyjny.
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4.1.3  Spektroskopia UV-Vis
Oceng wtasciwosci spektralnych otrzymanych komplekséw wykonano na podstawie
analizy UV-Vis, przeprowadzonej w zakresie 200-550 nm. Widma UV-Vis roztworéw

metanolowych 3-hydroksyflawonu i jego kompleksow przedstawiono na rysunku 9.

o — 3HF
— Co(IT)-3HF
£ — Mn(II)-3HF
=
2 — Zn(ID)-3HF
S 0.5
=
<
0.0

200 250 300 350 400 450 500 550
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Rys. 9. Widma absorpcyjne 3HF (c = 40 uM) oraz nasyconych roztworéw metanolowych
jego komplekséw z jonami Co(II), Mn(II) 1 Zn(II).

Widma elektronowe flawonoidow zwykle charakteryzuja si¢ wystgpowaniem dwoch
silnych pasm absorpcyjnych. Pierwsze z nich znajduje si¢ w zakresie 240-270 nm
1 przypisywane jest przejsciom m — 7w* pierscienia A uktadu benzoilowego czasteczki,
natomiast drugie wystepuje w zakresie 340 — 380 nm i odpowiada przejsciom nm — w*
pierscienia B uktadu cynamoilowego [232]. Na widmie 3-hydroksyflawonu zauwazy¢
mozna wyrazne pasmo z maksimum absorbancji przy A = 240 nm (pasmo I) oraz podwdjne
pasmo z maksimami przy dlugosciach fal 305 nm i 343 nm (pasmo II). Pasmo absorpcji

o maksimum okoto 305 nm odpowiada pier§cieniowi pironicznemu (pierscien C) [233].

W widmach UV-Vis wszystkich otrzymanych komplekséw zaobserwowano zmiany
w poloZeniu i intensywno$ci pasm absorpcyjnych w poréwnaniu z widmem wolnego
liganda, co odzwierciedla zmiany w  strukturze elektronowej czasteczki.
Pasmo I (ok. 240 nm), zwigzane z pierscieniem A, zostato przesuni¢te w kierunku krétszych
fal dla kompleksow Co(Il) 1 Mn(II) (ok. 2 nm), a w kierunku dtuzszych fal dla kompleksu
Zn(Il) (ok. 4 nm). Jednoczesnie w widmach wszystkich analizowanych kompleksow

intensywno$¢ pasma II (ok. 343 nm) znaczaco zmalata.
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W przypadku wszystkich trzech kompleksow pojawito si¢ nowe pasmo absorpcyjne
w zakresie §wiatta widzialnego przy 412 nm dla Co(Il), 411 nm dla Mn(Il) i 408 nm
dla Zn(II), charakterystyczne dla oddziatywan flawonoidéw z jonami metali [234]. Zmiany
w widmie absorpcyjnym moga wynika¢ z delokalizacji elektrondéw w czasteczce liganda,
indukowanej przez obecnos¢ dodatnio natadowanych jonéw metali. Zjawisko to moze zaj$¢
niezaleznie od zdolnosci danego jonu do udziatu w klasycznym przeniesieniu tadunku
ligand-metal, na przyklad w przypadku jonu Zn** o konfiguracji elektronowej d'° [235].
Zmiany intensywnosci i potozen pasm I 1 II sugeruja, ze w przypadku badanych komplekséw

koordynacja metalu zachodzi przy udziale grup 3-hydroksylowej i 4-karbonylowej [236].

4.1.4  Spektroskopia fluorescencyjna

Analiza fluorescencyjna miata na celu okreslenie wptywu koordynacji jonow Co(Il),
Mn(I) i Zn(IT) na witasciwosci emisyjne 3-hydroksyflawonu, w tym na intensywnos¢
fluorescencji 1 potozenie pasm emisyjnych. Widma fluorescencyjne 3HF
1 jego kompleksow zarejestrowano w DMSO przy trzech dilugosciach fal wzbudzenia
(259 nm, 346 nm 1 418 nm), odpowiadajagcych maksimom absorpcji obserwowanym

w widmach UV-Vis liganda i kompleksow (Rys. 10).
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Rys. 10. Widma emisji fluorescencji 3-hydroksyflawonu i jego kompleksow z jonami Co(II),
Mn(1I) i Zn(II) w DMSO (c = 40 uM), zarejestrowane przy dtugosciach fal wzbudzenia:
(A.) 259 nm, (B.) 346 nm, (C.) 418 nm.
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3-hydroksyflawon nalezy do klasycznych fluoroforow wykazujacych zdolnosé
do wewnatrzczasteczkowego transferu protonu w stanie wzbudzonym (ESIPT),
dzigki czemu  emituje dwa  charakterystyczne  sygnaly  fluorescencyjne.
Pasmo przy krétszych diugosciach fal (okoto 400 nm) pochodzi od wzbudzonej formy
enolowej (N*), natomiast pasmo przy dlugosciach fal w zakresie od 500 do 550 nm
przypisywane jest obecnosci wzbudzonej formy ketonowej (T*), powstajacej
po przeniesieniu protonu. Stosunek intensywnosci tych pasm oraz ich potozenie
zaleza od $rodowiska chemicznego czasteczki, w tym od polarnosci rozpuszczalnika
oraz obecnosci wigzan wodorowych, ktére moga stabilizowa¢ lub zaktocad
wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe odpowiedzialne za zaj$cie procesu

ESIPT [237,238].

Przy wzbudzeniu falg o dlugosci 259 nm (Rys. 10A.) widmo fluorescencyjne
3HF przedstawia dwa wyrazne pasma emisji: stabsze pasmo N* przy A = 403 nm
oraz znacznie intensywniejsze pasmo T* przy A = 535 nm, co wskazuje na wydajny
proces ESIPT. Widma komplekséw Co(Il)-3HF oraz Mn(Il)-3HF charakteryzuja si¢
hipsochromowym przesunigciem pasma N* do dlugosci fali okoto 391 nm,
przy jednoczesnym zachowaniu drugiego pasma w podobnym zakresie dlugosci fali,
jednak ich intensywno$¢ jest wyraznie obnizona w poroOwnaniu z wolnym ligandem.
W przeciwienstwie do komplekséw Co(Il) i Mn(Il), Zn(I1)-3HF wykazat znaczny wzrost

fluorescencji pasma T*, z jednoczesnym przesunigciem hipsochromowym do A = 492 nm.

Po wzbudzeniu falg o dlugosci 346 nm (Rys. 10B.) widmo fluorescencyjne
3HF rowniez charakteryzuje si¢ obecnos$cig dwdch pasm emisji, ktérych maksima
sa nieznacznie przesuni¢te do 408 nm (N*) oraz 537 nm (T%*), przy czym to drugie
osigga najwigksza intensywno$¢ sposrod wszystkich badanych fal wzbudzenia,
co wskazuje na szczegéOlnie efektywny proces ESIPT. Wszystkie badane kompleksy
wykazuja w tych warunkach obnizong intensywno$¢ emisji fluorescencji w porownaniu
z wolnym ligandem. Kompleksy Co(Il) i Mn(II) zachowujag maksimum drugiego pasma
przy dtugosci fali 537 nm, podczas gdy kompleks z cynkiem ponownie wykazal znaczne

przesunigcie hipsochromowe (do warto$ci 493 nm).
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Dla fali wzbudzenia 418 nm (Rys. 10C.) w widmach zar6wno liganda,
jak 1 wszystkich kompleksow zauwazy¢ mozna jedynie pasmo emisji w zakresie
494-499 nm, przypisywane emisji ze stanu wzbudzonego formy ketonowej. Kompleksy
Co(II)-3HF i Mn(II)-3HF wykazuja umiarkowang intensywnos$¢ emisji, nizszg niz wolny
ligand. Najbardziej wyrazny efekt obserwuje si¢ dla kompleksu Zn(Il)-3HF, ktory wykazat

6-krotny wzrost intensywnosci fluorescencji.

Zmiany intensywnosci fluorescencji mozna powigza¢ z mechanizmem
fotoindukowanego transferu elektronu (PeT, ang. photoinduced electron transfer).
Mechanizm ten konkuruje z procesem ESIPT i w przypadku jonow paramagnetycznych
prowadzi do dezaktywacji stanu wzbudzonego. Jony posiadajace czeSciowo wypelnione
podpowloki d (tak jak Co*" (d7) i Mn*" (d°)) s w stanie przyja¢ elektron od wzbudzonej
czasteczki liganda, co prowadzi do wygaszenia fluorescencji. W przypadku jonéw cynku
o konfiguracji d'° proces ten jest energetycznie niekorzystny, a koordynacja z jonem metalu
prowadzi do wusztywnienia struktury liganda, skutkujagc wzmocnieniem sygnatlu
fluorescencyjnego. Zjawisko to jest znane w literaturze jako fluorescencja wzmocniona
chelatowaniem (CHEF, ang. chelation-enhanced fluorescence) [239-241]. Uzyskane wyniki
sa zgodne z doniesieniami literaturowymi potwierdzajacymi potencjal uktadéw opartych
na 3-hydroksyflawonie do wykrywania jonéw metali, w szczegdlnosci cynku.
AL-Kindy i wspoétautorzy wykazali, ze kompleksowanie 3-hydroksyflawonu z jonami Zn**
prowadzi do wyraznych zmian intensywno$ci fluorescencji, co zostalo wykorzystane
do opracowania czute] metody wykrywania tych jonéw w préobkach, takich jak szampony
czy woda pitna [54]. Przyklad sondy opartej na 3-hydroksychromonie polaczonym
z selektywnym chelatorem cynku DPA (ang. Di-(2-picolyl)amine) pokazuje, ze blokada
procesu ESIPT po zwigzaniu jondéw Zn**, w polgczeniu z zahamowaniem proceséw PeT,
moze prowadzi¢ do wysokiej czulosci 1 selektywnosci detekcji jonow cynku w uktadach
modelowych 1 biologicznych [55]. Podobne mechanizmy zmiany emisji zwigzanej
z zahamowaniem procesu ESIPT opisywano rowniez dla innych jonéw metali posiadajacych
wypehione powloki elektronowe, takich jak A1**, gdzie obserwowano zaréwno przesuniecia

potozenia pasm emisyjnych, jak i wzrost fluorescencji [242].
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4.1.5 Spektroskopia w podczerwieni

Widma FT-IR 3-hydroksyflawonu 1 jego kompleksow (Rys. 11) zostaly
zarejestrowane w zakresie 400—4000 cm™' przy wykorzystaniu techniki pastylek KBr.

Na ich podstawie zidentyfikowano charakterystyczne sygnaly zwigzane z grupami
funkcyjnymi.
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Rys. 11. Poréwnanie widm FT-IR 3-hydroksyflawonu i kompleksow z jonami metali.

3-hydroksyflawon w swojej strukturze posiada dwa pierScienie aromatyczne,
potaczone poprzez heterocykliczny pierScien zawierajacy tlen, grupe hydroksylowa
przy weglu C3 oraz grupe karbonylowa przy weglu C4. Na widmie zwiazku zauwazy¢
mozna szerokie pasmo w zakresie 3300-3100 cm’!, pochodzace od drgan rozciagajacych
O-H grupy hydroksylowej przy weglu C3. Pasma przy 1628 i 1607 cm™ odpowiadaja
drganiom rozciggajacym sprz¢zonych wigzan podwojnych C=0, C2=C3 i C9=CI10
piericienia. Pasma w zakresie czestotliwoéci 1440-1600 cm™ pochodza od drgan
rozciggajagcych C=C w pierscieniach aromatycznych. Drgania zwigzane ze zginaniem

wigzan O-H 1 C-H w plaszczyznie oraz drgania rozciggajace C-OH zlokalizowane
sa w zakresie 1420-1100 cm™" [52,243].
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Widma kompleksow sa do siebie podobne, jednocze$nie roéznigc si¢ znacznie
od widma wolnego liganda (Rys. 11). Najwiecej réznic zauwazy¢ mozna w pasmach
odpowiadajacych wigzaniom grup hydroksylowych. W widmach kompleksow zanika pasmo
rozciagajace w zakresie 3300-3100 cm™! oraz pasma zginajace przy czestotliwosciach 1306,
12871 898 cm™'. Zmiany te wskazuja na deprotonacje grupy hydroksylowej przy weglu C3,
co moze $wiadczy¢ o udziale tej grupy w tworzeniu wigzania z jonem metalu. Jednoczes$nie
na kazdym z widm kompleksOw pojawiajg si¢ nowe, szerokie pasma przy czgstotliwosciach
3457 cm™ (Co(II)), 3426 cm™ (Mn(II)) i 3450 cm™ (Zn(II)). Sa one charakterystyczne dla
drgan rozciagajacych O-H w czasteczkach wody, co potwierdza jej obecno$¢ w otrzymanych
kompleksach [244]. Na widmach kompleksow zauwazy¢é mozna przesuni¢cie pasma
pochodzacego od grupy karbonylowej przy weglu C4 (przy 1628 cm™) w kierunku nizszych
czestotliwosei (1614 cm™), co §wiadczy o obniZeniu sity tego wigzania i uczestnictwie
w wigzaniu koordynacyjnym z jonem metalu. Na udzial grupy hydroksylowe;j
1 karbonylowej w wigzaniu metalu moze rowniez wskazywac¢ pojawienie si¢ nowych pasm
przy wartoéciach 1505-1521 cm! (C=0---M-O). Ponadto, widma kompleksoéw
przedstawiaja nowe pasma przy czestotliwosciach ~534 cm™ (Co(Il)), ~531 cm™ (Mn(II))
i ~548 cm™ (Zn(Il)), mogace pochodzi¢ od nowo powstatych wigzan rozciagajacych

pomiedzy metalem a tlenem [234].
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Podsumowanie opisanych wynikéw zestawiono w tabeli 6.

Tab. 6. Rodzaje drgan i polozenie pasm w widmach IR 3-hydroksyflawonu i jego kompleksoéw z
jonami Co(II), Mn(II) i Zn(I)
3HF Co(II)-3HF Mn(I)-3HF Zn(ID)-3HF

Rodzaj drgan
Polozenie pasm [cm™]

v(-OH/H,0) - 3457 3426 3450
v(-0-H) 3216 - - -
v(C-H) - 3053 3052 3054
v(C=0) 1628 1614 1614 1614

1607 1591 1591 1593

1563 1550 1546 1562

1481 1487 1486 1488

vadC=C) 1471 1463 1460 1465
1444 1440 1440 1442

- 1508 1506 1521

§(-OH) 1418 1418 1416 1413

8(-OH)y plaszeryinic 1351 1357 1357 1356
5(-OH) 1306 ~ ~ ~
5(-OH) 1287 — — —

v(C-OH) 1213 1216 1215 1210
5(-OH) 1131 1152 1149 1150
5(-OH) 898,3 ~ ~ ~

S(-CH)poza plaszzyzng 758.9 7534 750,9 753,2

v(C-0-C) 704,9 7113 711,3 711,3
Vas(M-0) - 534, 531,5 547,9

v —rozciagajace; 6 — deformacyjne; Ar — w pierScieniu aromatycznym; as — asymetryczne
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W celu ustalenia stabilnosci otrzymanych komplekséw w stanie statym, pomiary FT-

IR powtorzono po 24 miesigcach od syntezy (Rys. 12).
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Rys. 12. Widma FT-IR otrzymanych kompleksow: (A.) Co(II)-3HF, (B.) Mn(II)-3HF
i (C.) Zn(I)-3HF. Pomaranczowe linie przedstawiaja widma zarejestrowane bezposrednio
po wysuszeniu danego zwiazku, niebieskie linie przedstawiaja widma kompleksow

po 24 miesigcach.
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Porownanie widm IR zwigzkdw bezposrednio po syntezie z widmami
zarejestrowanymi po 24 miesigcach wykazalo brak istotnych zmian w potozeniu
charakterystycznych pasm, co wskazuje na ich stabilno$¢ podczas dlugotrwatego
przechowywania w standardowych warunkach laboratoryjnych (temperatura pokojowa,
suche s$rodowisko, ochrona przed bezposrednim dzialaniem $wiatta slonecznego).
Niewielkie zmiany intensywnosci pasm po czasie moga wynika¢ z réznic w przygotowaniu
probki lub czesciowej degradacji, jednak brak przesunig¢ pasm wskazuje na brak istotnych
zmian strukturalnych. Wzrost intensywnos$ci pasma pochodzacego od drgan rozciggajacych

O-H (~3450 cm™) moze $wiadczy¢ o absorpcji wody z otoczenia [245].
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4.1.6  Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
Widma '"H-NMR 3-hydroksyflawonu i otrzymanych kompleksow zarejestrowano w
deuterowanym DMSO w temperaturze pokojowej (Rys. 13, Rys. 14). Przypisanie protonow

w widmie 3-HF przeprowadzono na podstawie dostgpnych danych literaturowych [246].
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Rys. 13. Widma 'H-NMR: (A.) 3-hydroksyflawonu i (B.) kompleksu Zn(II)-3HF. W ramkach
przedstawiono powigkszony obszar widm obejmujacy wybrane przesunigcia

chemiczne (9, ppm).
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Rys. 14. Widma "H-NMR kompleksow: (A.) Co(I)-3HF i (B.) Mn(1I)-3HF.

W  otrzymanych widmach kompleksow z  kobaltem (Rys. 14A.)
i manganem (Rys. 14B.) i zaobserwowano istotne zmiany w poréwnaniu z widmem wolnego
liganda (Rys. 13A.) Zauwazono silne poszerzenie pasm, ich przesuni¢cia oraz naktadanie
si¢ sygnaldw, co znacznie utrudnialo przypisanie protondw. Zjawiska te przypisa¢ mozna

paramagnetycznym wiasciwosciom jonéw Co?" i Mn?" w kompleksach, posiadajacych
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odpowiednio trzy i pi¢¢ niesparowanych elektronéw w powloce d. Obecnos¢ takich centrow
metalicznych skutkuje przyspieszeniem relaksacji spinu protonu, powoduje znaczne
poszerzenie i zanikanie sygnalow. Efekty paramagnetyczne sg powszechnie obserwowane
w widmach '"H-NMR zwiagzkéw kompleksowych metali przejsciowych i stanowia pewne

ograniczenie w ich pelnej charakterystyce ta metoda [247].

Cynk jest diamagnetykiem i w przeciwienstwie do kobaltu i manganu, ma catkowicie
zapetniong powtoke d. Jego obecnos¢ w kompleksie z 3-hydroksyflawonem ma nieznaczny
wplyw na przesuni¢cia chemiczne. W widmie kompleksu (Rys. 13B.) zanika sygnat
pochodzacy od protonu grupy -OH, co wskazuje na udziat tej grupy w koordynacji jonu
metalu. Sygnaly pochodzace od protonéw H6’ 1 H2’ pierscienia B ulegaja przesunigciu
z 8,23 ppm do 8,69 ppm, co sugeruje obnizenie gestosci elektronowej w ich otoczeniu.
Przesunigcie pasma pochodzacego od protonu znajdujacego si¢ w poblizu grupy
karbonylowej (H5) wskazuje na zmiany elektronowe w obrebie tego miejsca. Obserwacje
te potwierdzaja powstanie kompleksu 3-hydroksyflawonu z cynkiem i obrazuja wplyw

diamagnetycznego jonu Zn*" na otoczenie liganda [94].

4.1.7 Spektrometria mas
Analizy uzyskanych kompleksow =z wykorzystaniem spektrometrii mas
przeprowadzono z zastosowaniem techniki SALDI-ToF-MS. Matryce stanowita

powierzchnia wzbogacona nanoczastkami srebra-109 (! AgNPET).

W widmach masowych SALDI-MS zwigzkoéw metaloorganicznych obserwuje si¢
charakterystyczne szerokie pasma, ztozone z pikow oddalonych od siebie o 1-2 jednostki
masy, co wynika z obecnosci izotopow metali [248]. Analizowane widma otrzymanych

kompleksow przedstawiono na rysunku 15.
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Rys. 15. Widma MS kompleksow: (A.) Co(II)-3HF, (B.) Mn(II)-3HF i (C.) Zn(II)-3HF.



Identyfikacj¢ sygnatow przedstawiono w tabeli 7. W analizowanych widmach
masowych stwierdzono obecno$¢ jondw molekularnych ML," (gdzie M oznacza jon metalu,
a L odpowiada C;sH9Os3) oraz adduktéw z protonem [MLy+H]", jonem srebra-109
[MLx+'®Ag]", a takze kationami sodu [ML>+Na]* i potasu [MLx+K]". Obecno$¢ pikow
pochodzacych od czasteczek ML, potwierdza utworzenie stabilnych komplekséw z jonami
metali. Widma wszystkich kompleksow wykazaly obecnos$¢ sygnatow odpowiadajacych
adduktom 3-hydroksyflawonu z jonem srebra-109 [L+'®Ag]" oraz z protonem [L+H]".
W widmach komplekséw Co(Il)-3HF 1 Mn(II)-3HF zaobserwowano réwniez sygnaty
odpowiadajace jonom typu [ML]", powstate prawdopodobnie z odlgczenia jednej czasteczki
liganda od kompleksu ML,. Tego typu jonéw nie zauwazono w przypadku kompleksu
Zn(II)-3HF. We wszystkich analizowanych widmach kompleksow zauwazono natomiast
serie pikow, ktorych wartos$ci m/z odpowiadajg podwdjnej masie jonow [ML]", co moze
swiadczy¢ o dimeryzacji tych fragmentéw w warunkach jonizacji. Sugeruje to, ze czasteczki
kompleksow ML, moga ulega¢ fragmentacji pod wptywem wiazki lasera, co prowadzi
do powstania jonéw [ML]", ktore nastepnie tworzg dimery 2[ML]". Brak sygnalu
pochodzacego od jonu [ML]" w widmie kompleksu z cynkiem moze wskazywac, ze jony
Zn(Il) wykazuja wigkszg tendencj¢ do tworzenia klastrow, przez co dominujacym

produktem jonizacji jest forma 2[ML]", a jony monomerdw nie zostaty wykryte [249-251].

Intensywne sygnaty przy m/z = 109, 217 i 326 przypisano odpowiednio jonom Ag",
Ag>" i Ags", pochodzacym od ptytki ' AgNPET.

Tab. 7. Wyniki analizy MS dla komplekséw z jonami Co(II), Mn(II), Zn(II)

Co(II)-3HF Mn(ID)-3HF Zn(ID)-3HF
Jon m/z M/Zobl.? 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+'%Ag* 346,967 346,968 346,958 346,968 346,972 346,968
ML* 295,996 295,988 291,963 291,993 - 300,984
ML," 533,046 533,044 529,045 529,048 538,053 538,039
ML,+H* 534,046 534,051 530,049 530,056 539,055 539,047
ML,+Na* 556,038 556,033 551,993 552,038 561,025 561,029
ML,+K* - 572,007 - 568,012 576,985 577,003
ML, +%Ag* 641,898 641,948 637,578 637,953 646,909 646,944

@ wartos$ci obliczone
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Analiza wynikdw powyzszych badan pozwolita na wyznaczenie struktury
komplekséw 3-hydroksyflawonu z jonami Co(Il), Mn(Il) i Zn(II) w stosunku molowym

metalu do liganda 1:2. Zaproponowang strukturg przedstawiono na rysunku 16.
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Rys. 16. Proponowana struktura kompleksow wybranych metali z 3-hydroksyflawonem:

(A.) Co(I)-3HF i Mn(I)-3HF, gdzie M = Co(II) lub Mn(II), (B.) Zn(II)-3HF.
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4.2 Badanie wlasciwosci przeciwutleniajacych

Analize aktywno$ci przeciwutleniajacej przeprowadzono z wykorzystaniem
spektrofotometrycznej metody DPPH. W przypadku obecnosci zwigzku o wiasciwosciach
antyoksydacyjnych rodnik DPPH" ulega redukcji poprzez przyjecie elektronu lub atomu
wodoru, co prowadzi do stopniowego zaniku charakterystycznego fioletowego zabarwienia

roztworu oraz proporcjonalnego spadku absorbancji [204].

Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw spektrofotometrycznych stwierdzono,
ze zarowno 3-hydroksyflawon, jak i jego kompleksy z jonami metali wykazuja zdolno$¢
neutralizowania rodnika DPPH’, a ich aktywno$¢ jest wyraznie zrdznicowana. Wartosci
procentowej inhibicji rodnika DPPH® wzgledem kontroli dla badanych zwigzkow,

wyznaczone po 30 minutach inkubacji, przedstawiono w tabeli 8.

Tab. 8. Wartosci procentowej inhibicji rodnika DPPH" wzgledem kontroli po 30 minutach

inkubacji
Zwiazek % inhibicji
3HF 36,50
Co(II)-3HF 7,12
Mn(ID)-3HF 13,86
Zn(I)-3HF 3,09
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Najwyzszg aktywno$¢ przeciwutleniajaca wykazal wolny ligand, dla ktérego wartos¢
inhibicji po 30 minutach wynosita okoto 37%. W przypadku kompleksow zaobserwowano
wyrazne obnizenie zdolnosci do zmiatania wolnych rodnikow. Przebieg zmian absorbancji

w czasie przedstawiono na rysunku 17.
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Rys. 17. Zmiana absorbancji roztworu rodnika DPPH" w funkcji czasu w obecnosci

3-hydroksyflawonu i jego kompleksow z jonami Co(Il), Mn(II) i Zn(II).

Analiza kinetyki reakcji wykazata, ze proces redukcji rodnika DPPH" przebiegat
stopniowo. W przypadku wolnego 3-hydroksyflawonu zaobserwowano systematyczny
spadek absorbancji w ciggu catego pomiaru, poczatkowo szybki, a nastgpnie wolniejszy,
lecz bez osiggnigcia wyraznego stanu stacjonarnego (plateau) nawet po 60 minutach.
Z kolei kompleksy wykazaly wolniejszy catkowity przebieg reakcji, a ich krzywe

absorbancji ulegaly szybszemu wyptaszczeniu w poréwnaniu z ligandem (Rys. 17).

Uzyskane wyniki wskazaly, ze w wyniku kompleksowania 3-hydroksyflawonu
z jonami metali otrzymano zwigzki o nizszej aktywnos$ci przeciwutleniajgcej niz wyjsciowy
flawonoid. Zjawisko to mozna wytlumaczy¢ zaréwno budowag strukturalng badanych
zwigzkéw, jak 1 mechanizmem reakcji flawonoidow z wolnymi rodnikami. Aktywno$¢
antyoksydacyjna flawonoidéw zalezy przede wszystkim od obecnosci 1 reaktywnosci
wolnych grup hydroksylowych w czasteczce, zdolnych do oddania atomu wodoru lub

elektronu [252].
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Wykazano, ze w rozpuszczalnikach polarnych, takich jak metanol,
wlasciwos$ci przeciwutleniajace zwigzku determinuje kwasowo$¢ grup hydroksylowych
1 zwigzana z nig tatwos$¢ dysocjacji wigzania O-H. Wazng rol¢ odgrywa tu mechanizm
SPLET (ang. sequential proton-loss electron transfer), czyli utrata protonu poprzedzajaca

transfer elektronu [253].

W przypadku flawonoidow zawierajacych grupe hydroksylowa w pozycji
C3 wykazano jej istotny wplyw na aktywnos$¢ przeciwutleniajacg [254]. W zwigzku z tym
grupa ta stanowi kluczowe centrum reaktywne czasteczki 3-hydroksyflawonu,

odpowiedzialne za neutralizacje wolnych rodnikow.

Podczas syntezy kompleksow, jony metali d-elektronowych angazuja w tworzenie
wigzan grupe 3-hydroksylowa (ulegajaca deprotonacji) oraz sasiadujaca z nig grupe
4-karbonylowa, tworzac pigciocztonowy pierscien chelatowy. Brak dostepnej grupy 3-OH
w utworzonych kompleksach powoduje, ze nie s3 w stanie przekaza¢ atomu wodoru,
co tlumaczy niskie wartosci inhibicji rodnika w poréwnaniu z wolnym ligandem.
Jak opisano wczesniej, 3-hydroksyflawon wykazuje zdolno$¢ do wewnatrzczasteczkowego
transferu protonu w stanie wzbudzonym (ESIPT), procesu zaleznego od wigzania
wodorowego pomigdzy grupa 3-OH i 4-karbonylowa. Kompleksowanie zaburza ten uktad,
hamujac proces ESIPT, co wplywa na wlasciwosci elektronowe czasteczki
1 moze przyczynia¢ si¢ do obnizenia aktywnosci antyoksydacyjnej badanych kompleksow

[255,256].

Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze wptyw kompleksowania na wlasciwosci
przeciwutleniajgce flawonoidow jest zroznicowany 1 zalezy od rodzaju jonu metalu, sposobu
koordynacji 1 stosunku molowego metal:ligand [257]. Czesto obserwuje si¢ wzrost
aktywnosci utworzonych kompleksow w pordwnaniu z wolnymi ligandami.
Efekt ten przypisuje si¢ stabilizacji powstajacych rodnikéw oraz obecnosci dodatkowego
centrum metalicznego o wtasciwos$ciach redoks, ktére bierze udziat w unieszkodliwianiu
rodnikoéw [258]. Proces kompleksowania moze zmieni¢ charakter dzialania zwigzku.
Przyktadem sa kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami miedzi(II), dla ktérych w badaniach
in vitro wykazano dziatanie prooksydacyjne [259]. Istnieja rowniez doniesienia wskazujace
na obnizenie aktywnosci antyoksydacyjnej w wyniku koordynacji. Znaczny spadek
zdolnosci do neutralizacji rodnikow odnotowano na przyktad dla kompleksu cyny(II)

z kwercetyng [260].
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Podobny efekt zaobserwowano w przypadku koordynacji luteoliny z jonami
zelaza(Ill), gdzie aktywno$¢ antyoksydacyjna powstatego zwigzku kompleksowego byta

nizsza niz wolnego liganda [261] .

Obserwowany w niniejszych badaniach trend aktywnosci kompleksow
(Mn(IT) > Co(Il) > Zn(Il)) wskazuje na wptyw wlasciwosci redoks samego centrum
metalicznego. Jony metali przejsciowych posiadajace niecatkowicie zapetnione orbitale d,
takie jak Mn(Il) 1 Co(Il), moga wykazywaé wilasng aktywnos$¢ redoks i cze$ciowo
kompensowa¢ utrate¢ zdolnosci liganda do udzialu w reakcji przeniesienia elektronu
lub atomu wodoru. Z kolei jon Zn?>" o konfiguracji elektronowej d'° jest nieaktywny
w procesach redoks, petnigc w uktadzie jedynie funkcje strukturalng, blokujac centrum
aktywne 3-hydroksyflawonu. Podobne obnizenie aktywno$ci antyoksydacyjnej
po kompleksowaniu z jonami cynku(Il) zaobserwowano m.in. dla komplekséw z kwercetyng

[262] oraz kompleksow z kateching [263].

4.3 Badanie wlasciwosci przeciwbakteryjnych

Analize aktywnos$ci przeciwbakteryjnej 3HF 1 jego kompleksow przeprowadzono
wobec  certyfikowanych  szczepéw  bakterii  Gram-dodatnich  (Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984, Staphylococcus aureus ATCC 6538) i Gram-ujemnych
(Escherichia coli ATCC 10536) przy wykorzystaniu metody mikrorozcienczen
na 96-dotkowych ptytkach mikrotitracyjnych, w pozywce MHB, przy 24-godzinnej
inkubacji z badanymi zwigzkami. Na podstawie oceny wizualnej potwierdzonej pomiarami
spektrofotometrycznymi (A = 600 nm) wyznaczono wartosci MIC wobec wszystkich trzech
szczepOw bakteryjnych. Jest to najnizsze st¢zenie badanego zwiazku, przy ktérym wzrost
danego szczepu bakterii zostaje catkowicie zahamowany (Tab. 9). Aktywnos$¢ kompleksow
poréwnano z antybiotykami referencyjnymi, wykazujacymi réozne mechanizmy dzialania
przeciwdrobnoustrojowego: oksacyling oraz rifampicyng. Oksacylina nalezy do grupy
antybiotykow [B-laktamowych, a jej dzialanie polega na hamowaniu syntezy
Sciany komorkowej poprzez kowalencyjne przylaczanie si¢ do biatek wigzacych
penicyline (PBP, ang. penicillin-binding proteins), bioracych udziat w koncowych etapach
sieciowania peptydoglikanow u bakterii [264]. Rifampicyna natomiast nalezy do grupy
ansamycyn 1 blokuje proces transkrypcji poprzez hamowanie bakteryjnej polimerazy RNA
zaleznej od DNA [265]. Badane kompleksy 3HF z jonami metali wykazaty zblizong lub

wyzsza aktywno$¢ przeciwbakteryjng w pordéwnaniu ze zwigzkiem wyjsciowym.
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Tab. 9. Wartosci MIC 3-hydroksyflawonu i jego kompleksow wobec szczepow E. coli, S. aureus i

S. epidermidis

Escherichia coli Staphylococcus Stap.hyloco.c.cus
Zigzek ATIEE 038 ATCC6S8  ATCC 35984
MIC [mg/ml]

3HF 1,563 0,781 0,098
Co(I)-3HF 0,391 0,781 0,049
Mn(1I)-3HF 1,563 0,781 0,049
Zn(11)-3HF 0,156 0,391 0,195
oksacylina 0,125 1,2x10* =
rifampicyna 3,9x1073 1,5x10° 1,5x10°

— brak aktywnos$ci w badanym zakresie stezen

W przypadku szczepu E. coli wolny ligand 3HF wykazywat niska aktywnos$¢
przeciwbakteryjna, charakteryzujac si¢ wysoka wartoscia MIC (1,563 mg/ml).
Kompleksowanie z jonami metali prowadzito w cze$ci przypadkow do poprawy aktywnosci,
przy czym najnizsze wartosci MIC wyznaczono dla kompleksow Zn(II)-3HF

(MIC = 0,156 mg/ml) oraz Co(II)-3HF (MIC = 0,391 mg/ml).

Oksacylina 1 rifampicyna charakteryzowaly si¢ zréznicowanym dziataniem wobec
E. coli. Oksacylina wykazata wartos¢ MIC réwna 0,125 mg/ml, co jest wynikiem zblizonym
do aktywnosci kompleksu z cynkiem, natomiast warto$¢ dla rifampicyny byta zdecydowanie
nizsza (3,910 mg/ml). Roznice w skuteczno$ci poszczegdlnych zwigzkéw wobec E. coli
wynikaja ze specyficznej budowy komorek bakterii Gram-ujemnych, a kluczowa rolg
odgrywa blona zewngtrzna, stanowigca wybidrcza barier¢ przepuszczalno$ci [266].
Ze wzgledu na obecnos$¢ szkieletu hydrofilowego, oksacylina z trudem penetruje btong
zewngtrzng bakterii Gram-ujemnych, co ogranicza jej dostgp do biatek PBP i obniza
skuteczno$¢ wobec tych drobnoustrojow. Z kolei rifampicyna, ze wzgledu na lipofilowa
strukture, wykazuje zdolno$¢ do skuteczniejszego przenikania przez btong 1 oddzialywania
z wewnatrzkomorkowym celem molekularnym (RNA). Zjawisko to pozwala przypuszczac,
ze wyzsza aktywno$¢ kompleksow wzgledem wolnego 3HF moze wynika¢ ze zmiany
ich wlasciwos$ci fizykochemicznych, w tym ze wzrostu lipofilowosci, co moze ulatwié
im pokonanie bariery blonowej. Na obnizong wrazliwos¢ bakterii Gram-ujemnych
na ksenobiotyki wpywaja rowniez mechanizmy opornosci takie jak pompy wyptywowe
(ang. efflux pumps), ktore ograniczaja kumulacj¢ wielu zwigzkow wewnatrz

komérki [267,268].
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Wobec S. aureus wolny ligand oraz kompleksy Co(II)-3HF i1 Mn(II)-3HF
charakteryzowaty si¢ taka samg aktywnos$cig antybakteryjng (MIC = 0,781 mg/ml),
natomiast kompleks Zn(II)-3HF wykazal nizszag warto§¢ MIC réwng 0,391 mg/ml,
co wskazuje, ze rodzaj jonu metalu moze wplywaé¢ na aktywno$¢ przeciwbakteryjng.
Aktywno$¢ badanych zwigzkéw byla znacznie nizsza w pordwnaniu z antybiotykami
referencyjnymi.  Wartoé¢ MIC dla  oksacyliny wyniosta 1,2x10*  mg/ml,
co jest zgodne z danymi literaturowymi dla  szczepow = wrazliwych
na metyciling (MSSA, ang. methicillin-sensitive Staphylococcus aureus) [269].
Rifampicyna réwniez charakteryzowala si¢ wysoka aktywnos$cig (MIC = 1,5x10° mg/ml),
typowa dla bakterii Gram-dodatnich [269]. Uzyskane wyniki wskazuja, ze kompleksy 3HF
wykazuja mierzalng aktywno$¢ przeciwbakteryjng, jednak ich skutecznos$¢ jest nizsza
w pordéwnaniu z klasycznymi antybiotykami stosowanymi w terapii zakazen wywolanych

przez S. aureus.

W badaniach wobec szczepu S. epidermidis kompleksy Co(Il)-3HF oraz Mn(II)-3HF
wykazaly dwukrotnie wyzsza aktywnoS$¢ przeciwbakteryjng (MIC = 0,049 mg/ml)
w porownaniu z wolnym ligandem (MIC = 0,098 mg/ml). Z kolei kompleks Zn(II)-3HF
charakteryzowat si¢ stabszym dziataniem, o czym $wiadczy dwukrotnie wyzsza warto$¢
MIC (0,195 mg/ml) wzgledem 3HF. S. epidermidis cechuje si¢ obnizong wrazliwoscia
na antybiotyki [-laktamowe, co potwierdzaja doniesienia literaturowe wskazujace
na wartosci MIC  oksacyliny wynoszace okoto 0,032 mg/ml [269].
W  przeprowadzonych badaniach szczep ten wykazat catkowita opornos¢
na oksacyling w testowanym zakresie stgzen. Rifampicyna wykazata wysokg aktywno$¢
(MIC = 1,5%10° mg/ml), co jest porownywalne z dostepnymi danymi literaturowymi,
dla ktérych wartosci MIC mieszcza sie w zakresie od 3x107 do 8x10® mg/ml [270,271].
W  poréwnaniu do tych danych aktywno$¢ komplekséw jest wyraznie nizsza,
jednak obserwowane hamowanie wzrostu w przypadku szczepu niewrazliwego na
oksacyling wskazuje na potencjat badanych zwigzkow do zastosowania w terapii

przeciwbakteryjnej.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze kompleksowanie 3-hydroksyflawonu z jonami metali
przejsciowych moze modyfikowacé jego aktywno$¢ przeciwbakteryjng w sposob zalezny
zarbwno od rodzaju jonu, jak 1 badanego szczepu bakteryjnego. Wyrazny efekt
obserwowano wobec Staphylococcus epidermidis, gdzie kompleksy Co(II)-3HF i Mn(II)-

3HF hamowaty wzrost bakterii, podczas gdy oksacylina okazala si¢ nieskuteczna.
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W przypadku bakterii Gram-ujemnych badane zwigzki charakteryzowaly si¢
wyzszymi wartoSciami MIC, co jest zgodne z opisywang w literaturze rola blony

zewngtrznej jako bariery dla przenikania zwigzkow chemicznych [272].

Zgodnie z doniesieniami literaturowymi, koordynacja jonow metali przez ligandy
flawonoidowe moze prowadzi¢ do zmiany ich struktury elektronowej, zmniejszenia
polarnos$ci oraz wzrostu lipofilowosci, co moze sprzyja¢ przenikaniu zwigzkow
przez blony komoérkowe mikroorganizmoéw oraz oddziatywaniom ze strukturami
wewnatrzkomorkowymi [273,274]. Dodatkowo, z danych literaturowych wynika,
ze kompleksy metali przejsciowych, w szczegdlnosci zawierajace jony Co(Il) i Mn(Il),
moga wykazywaé aktywnos$¢ biologiczng zwigzang z procesami redoks, prowadzacymi
do generowania reaktywnych form tlenu 1 wtérnych uszkodzen biatek, lipidow oraz kwasow
nukleinowych w komorkach bakteryjnych, co moze stanowi¢ jedno z mozliwych wyjasnien

obserwowanych réznic pomi¢dzy wolnym ligandem a jego kompleksami [275,276].
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W celu okre$lenia charakteru dziatania badanych zwiazkéw przeprowadzono
dodatkowo oznaczenia minimalnego stg¢zenia bakteriobdjczego (MBC) poprzez posiew
zawarto$ci dotkéw odpowiadajacych stezeniom MIC, 2xMIC oraz 4xMIC na podioze
agarowe Mueller-Hinton (MHA). Wyniki oznaczenia MBC dla szczepu S. epidermidis
przedstawiono na rysunku 18. W badanym zakresie st¢zen zaobserwowano wzrost kolonii
bakteryjnych, co wskazuje na brak dzialania bakteriobojczego analizowanych zwigzkow.
Analogiczne wyniki uzyskano réwniez dla pozostatych badanych szczepow, co potwierdza,

ze zarowno wolny ligand, jak 1 jego kompleksy wykazujg wlasciwos$ci bakteriostatyczne.

Rys. 18. Wzrost kolonii bakterii Staphylococcus epidermidis na podtozu MHA po posiewie
zawartosci dotkow odpowiadajacych stezeniom MIC, 2xMIC oraz 4xMIC badanych zwigzkow:
(A.) 3HF, (B.) Co(II)-3HF, (C.) Mn(II)-3HF i (D.) Zn(Il)-3HF.
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4.4 Badanie cytotoksycznosci zwigzkow

4.4.1 Wiyniki testu z czerwienia oboj¢tng

Aktywno$¢ cytotoksyczng 3-hydroksyflawonu (3HF), jego komplekséw z jonami
Co(II), Mn(Il) 1 Zn(II) oraz cisplatyny oceniano przy wykorzystaniu testu z czerwienig
obojetng po 48 godzinach inkubacji. Test ten opiera si¢ na zdolnosci zywych, aktywnych

metabolicznie komoérek do gromadzenia barwnika w lizosomach.

Prawidtowy wzrost komoérek w kazdym eksperymencie zostat potwierdzony kontrolg
pozytywng (komorki w odpowiednim medium bez dodatku zwigzkow), natomiast kontrole
negatywne wykluczyly zanieczyszczenie pozywki. Uzyskane wyniki zostaly przedstawione
jako procentowa zywotno$¢ w stosunku do kontroli pozytywnej. Zalezno$¢ odpowiedzi
komoérkowej od stezenia zastosowanego zwigzku analizowano za pomoca regresji
nieliniowej przy uzyciu programu GraphPad Prism, a warto$ci ICso obliczano tylko wtedy,
gdy zywotnos¢ komorek spadta ponizej 50% w badanym zakresie st¢zen i gdy model regresji
nieliniowe] wykazal satysfakcjonujace parametry dopasowania. Uzyskane wartosci 1Cso
podsumowano w tabeli 10. W niektorych przypadkach wyliczona warto$¢ 1Cso wynikata
z matematycznego dopasowania krzywej do niepetnego zakresu odpowiedzi komérkowe;,
a w zwiazku z tym nie odpowiadala bezposrednio stezeniu powodujacemu 50% redukcje

przezywalnosci wzgledem kontroli.

Tab. 10. Wartosci ICso [pM] badanych zwigzkéw po 48-godzinnej inkubacji wyznaczone przy

uzyciu testu z czerwienig obojetna.

DU-145 RWPE-2 BJ Caco-2 HaCaT
Zwiazek 1Coo [uM]
RZ
20,99 16,62
Ll 0,988 0,940 - - -
17.44
Co(IT)-3HF 0o _ _ _ _
20,20 19,66 15,22
Mn(IT)-3HF )03 e ~ 152 )
4.08
Zn(IT)-3HF o8 ~ - B )
cisplatyna 2,39 ~ 10,27 2.58 )
platy 0,988 0,956 0,980

— nie okreslono ICso
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Rys. 19. Wplyw zwiazkoéw na zywotno$¢ komorek po 48-godzinnej inkubacji z roznymi
stezeniami: (A.) 3HF, (B.) Co(II)-3HF, (C.) Mn(II)-3HF, (D.) Zn(II)-3HF, (E.): cisplatyna.

Dane przedstawiono jako $rednie + SD. Istotno$¢ statystyczng wzgledem kontroli oceniano

z wykorzystaniem analizy wariancji (ANOVA) oraz testu Dunnetta do poréwnan z grupa

kontrolng (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001; wyniki nicoznaczone sg

nieistotne statystycznie). Analizy wykonano przy uzyciu programu GraphPad Prism 8.0.1.
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Przeprowadzone analizy wykazaly zalezny od st¢zenia spadek zywotnosci komorek
pod wplywem badanych zwigzkéw, przy czym najbardziej znaczacy efekt cytotoksyczny
odnotowano w przypadku linii komorkowej raka gruczotu krokowego DU-145.
Wolny ligand, 3-hydroksyflawon (3HF), w najwyzszym badanym stezeniu obnizyt
zywotno$¢ komoérek do poziomu 2,88% wzgledem kontroli, osiggajac wartos¢ ICso réwna

20,99 uM (Rys. 20A.).

Proces kompleksowania z jonami metali w zr6znicowany sposoéb modyfikowat
aktywno$¢ biologiczng 3HF. Wobec linii DU-145 kompleks Co(Il)-3HF wykazat
nieznacznie wyzszg aktywno$¢ niz wolny ligand (ICso = 17,44 uM), redukujac
przezywalno$¢ komoérek do 1,02% w stezeniu 50 uM (Rys. 20B.). Z kolei dla kompleksu
Mn(II)-3HF odnotowano niemal catkowitg redukcj¢ zywotno$ci w najwyzszym stgzeniu,
mimo ze wyznaczona warto$¢ ICso (20,20 pM) byta zblizona do wyniku uzyskanego
dla wolnego 3HF (Rys. 20C.). Kluczowa zmiang¢ aktywnos$ci zaobserwowano w przypadku
kompleksu Zn(I1)-3HF, dla ktorego warto$§¢ ICso wobec komodrek DU-145 wyniosta
4,08 uM (Rys. 20D.). Juz przy stezeniu 10 pM zywotno$¢ populacji spadla ponizej
1% wzgledem kontroli, co potwierdza silny potencjat cytotoksyczny tego zwigzku.
Cisplatyna, pelnigca role leku referencyjnego, wykazata  warto§¢  ICso
na poziomie 2,39 uM (Rys. 20E.). Jest to wynik spdjny z danymi literaturowymi,
przypisujacymi jej dzialanie mechanizmom generowania reaktywnych form tlenu oraz
indukowania uszkodzen DNA i mitochondriéw [277]. Wysoka aktywno$¢ kompleksu
Zn(I1)-3HF, poréwnywalna z dzialaniem cisplatyny, wskazuje na jego istotny potencjat

w aspekcie poszukiwania nowych srodkéw przeciwnowotworowych.
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Rys. 20. Zywotno$é¢ komoérek linii DU-145 w zaleznoéci od stezenia: (A.) 3HF, (B.) Co(Il)-
3HF, (C.) Mn(1I)-3HF, (D.) Zn(I)-3HF, (E.): cisplatyny. Dane przedstawiono jako warto$ci
$rednie + SD. Linia ciggla przedstawia dopasowanie krzywej regresji nieliniowej, na podstawie
ktorej wyznaczono warto$¢ ICso. Analizg przeprowadzono przy uzyciu programu GraphPad

Prism 8.0.1.
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Wykazana wrazliwo$¢ komorek linii DU-145 na dziatanie badanego kompleksu
z cynkiem(Il) znajduje istotne uzasadnienie w specyfice metabolizmu tego pierwiastka
w  obrebie gruczotu  krokowego. W  warunkach fizjologicznych  prostata
charakteryzuje si¢ unikalng zdolnoscig do akumulacji cynku, ktorego st¢zenie moze byc¢
nawet dziesigciokrotnie wyzsze niz w pozostalych tkankach migkkich [278]. Proces
karcynogenezy wigze si¢ jednak z drastycznym spadkiem wewnatrzkomorkowej puli jonow
Zn**, ktorej poziom w tkance nowotworowej wynosi zaledwie 10-25% wartosci
obserwowanych w komoérkach zdrowych. Zjawisko to wynika bezposrednio z rearanzacji
ekspresji specyficznych transporterow cynku oraz metabolicznego przeprogramowania
komoérek — przejscia z fenotypu wydzielajacego cytryniany na fenotyp zdolny

do ich utleniania, co promuje progresj¢ nowotworu [279].

Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze przywrocenie homeostazy cynku moze
indukowac¢ supresje proliferacji oraz szlak apoptozy w komodrkach raka prostaty [280].
Uzzo i wsp. wykazali, ze suplementacja cynkiem w liniach DU-145 i PC-3 prowadzi do
inhibicji szlaku sygnatowego czynnika jadrowego NF-kB, bedacego kluczowym
regulatorem odpowiedzi zapalnej i przezywalno$ci komorek. Ponadto zaobserwowano
obnizenie ekspresji markerow zwigzanych z angiogeneza i potencjatem metastatycznym,
takich jak czynnik wzrostu $rédblonka 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 koreluja z powyzszymi doniesieniami, sugerujac, ze kompleks Zn(II)-3HF
aktywnie interferuje z zaleznymi od cynku szlakami sygnatowymi, specyficznymi

dla ztos§liwego fenotypu komorek prostaty.

Wazna kwestig podczas poszukiwania nowych §rodkéw o dzialaniu cytotoksycznym
jest ich selektywno$¢ wobec komorek nowotworowych. W niniejszej pracy wykorzystano
linie komodrkowe: prawidtowych ludzkich fibroblastow (BJ, ATCC CRL-2522),
prawidlowych komorek epitelialnych  prostaty (RWPE-2, ATCC CRL-3608)
oraz spontanicznie uniesmiertelniong ludzka lini¢ keratynocytéw (HaCaT, Cytion 300493)

w celu poroéwnania wptywu badanych zwigzkoéw na komorki prawidtowe 1 nowotworowe.
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W przeciwienstwie do komorek linii raka gruczotu krokowego DU-145, komorki
linii referencyjnych BJ, RWPE-2 i HaCaT wykazaly znaczaco nizsza wrazliwos¢
na dzialanie badanych zwigzkow. W przypadku ekspozycji na 3HF oraz jego kompleksy,
zywotno$¢ komorek linii BJ 1 HaCaT nie spadta ponizej poziomu 60% w calym badanym
zakresie stezen, co uniemozliwito wyznaczenie wartosci ICso. Co istotne, kompleks Zn(II)-
3HF nie obnizyt przezywalnos$ci komorek linit RWPE-2, BJ oraz HaCaT ponizej 50% nawet
przy zastosowaniu maksymalnego stezenia roboczego. Wynik ten wskazuje na korzystny
profil bezpieczenstwa badanych substancji oraz sugeruje ich wysokg selektywnos$¢
cytotoksyczna wzgledem komodrek nowotworowych prostaty. Analogiczng selektywno$¢
dziatania kompleksow cynku(Il) wobec linii nowotworowych udokumentowano juz w
literaturze przedmiotu [282]. Ponadto ograniczona cytotoksyczno$¢ wzgledem HaCaT
koresponduje z doniesieniami wskazujacymi, ze w keratynocytach flawonoidy indukuja

czesciej efekt regulacyjny lub cytostatyczny anizeli bezposredni szlak apoptozy [283,284].

W badaniach cytotoksycznosci wobec linii RWPE-2 wyznaczono wartosci ICso
dla 3HF oraz kompleksu z manganem(1I), niemniej jednak przy zastosowaniu najwyzszego
stezenia roboczego przezywalno$¢ wynosita odpowiednio ok. 37% 1 18,5% (Rys. 21).
Sugeruje to niepelny zakres odpowiedzi biologicznej w badanym ukladzie
eksperymentalnym. W przypadku kompleksow kobaltu(Il) i cynku(Il) nie odnotowano
spadku Zywotno$ci ponizej poziomu 50%. Uzyskane dane wskazuja na ograniczong
toksyczno§¢ wobec niezlo§liwego modelu komorek nablonkowych  prostaty,

co w zestawieniu z wynikami dla linii nowotworowych moze §wiadczy¢ o ich selektywnosci.
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Rys. 21. Zywotno$¢ komorek linii RWPE-2 w zalezno$ci od stezenia: (A.) 3HF,
(B.) Mn(II)-3HF. Dane przedstawiono jako warto$ci $rednie + SD. Linia ciggla przedstawia
dopasowanie krzywej regresji nieliniowej, na podstawie ktorej wyznaczono wartos¢ 1Cs.

Analizg przeprowadzono przy uzyciu programu GraphPad Prism 8.0.1.
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Analogiczng zalezno$¢ odnotowano w przypadku linii Caco-2. Cho¢ dla kompleksu
Mn(II)-3HF oraz cisplatyny matematyczna estymacja wartosci ICso byta mozliwa,
minimalna przezywalno$¢ komorek przy najwyzszych stezeniach utrzymywata si¢
w zakresie 24-40%, co sugeruje, ze wygenerowane modele regresji nie odzwierciedlaja

w pelni profilu odpowiedzi cytotoksycznej w badanym zakresie stezen (Rys. 22A., B.).
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Rys. 22. Zywotno$¢ komoérek linii Caco-2 w zaleznosci od stezenia: (A.) Mn(II)-3HF
i (B.) cisplatyny oraz linii BJ w zaleznosci od stezenia: (C.) cisplatyny. Dane przedstawiono
jako wartosci $rednie + SD. Linia ciagta przedstawia dopasowanie krzywej regresji nieliniowej,
na podstawie ktorej wyznaczono warto$¢ 1Cso. Analize przeprowadzono przy uzyciu programu

GraphPad Prism 8.0.1.

Warto podkresli¢, iz w odniesieniu do selektywnos$ci dzialania, cisplatyna wykazata
istotnie wyzszg aktywno$¢ wobec linii nowotworowej DU-145 w poréwnaniu z liniami
nienowotworowymi. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze mimo matematycznej korelacji
umozliwiajacej wyznaczenie relatywnie niskich wartosci ICso dla linii BJ oraz Caco-2,
rzeczywisty efekt biologiczny w przypadku komorek prawidtowych byl mniej wyrazny
niz w modelu nowotworowym (Rys. 22C.). Sugeruje to, ze wyznaczone parametry

nie odzwierciedlajg pelnego profilu odpowiedzi cytotoksyczne;.
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Analiza zgromadzonego materialu badawczego wskazuje, ze kompleksy
3-hydroksyflawonu (3HF) z jonami metali d-elektronowych wykazujg istotnie odmienng
aktywnos$¢ biologiczng w poréwnaniu z wolnym ligandem. Sposrod zsyntetyzowanych
zwiazkoOw, najbardziej obiecujagcym profilem farmakologicznym charakteryzowat
si¢ kompleks Zn(I)-3HF. Wykazano jego wysoka cytotoksyczno$§¢ wobec komorek raka
gruczotu krokowego przy jednoczesnym zachowaniu ograniczonej toksycznosci wzgledem
komorek prawidlowych, co determinuje korzystny indeks terapeutyczny. Mimo wystgpienia
w wybranych uktadach niepeinej odpowiedzi komérkowej (plateau zywotnosci), ogdlny
profil aktywnos$ci badanych pochodnych 3HF wskazuje na ich wysoki potencjat aplikacyjny

w projektowaniu nowych strategii chemoterapeutycznych.

4.4.2  Ocena kinetyki wzrostu komorek po usunieciu zwiazkow

W celu uzupehienia wynikow testow cytotoksycznos$ci oraz rozrdznienia efektu
cytostatycznego od trwatego, nieodwracalnego uszkodzenia komorek, przeprowadzono
analiz¢ potencjatu proliferacyjnego komorek linii DU-145 po zakonczeniu inkubacji.
Doswiadczenie  obejmowato  48-godzinng ekspozycje komoérek na  dziatanie
3-hydroksyflawonu oraz jego komplekséw metalicznych w zakresach stgzen 5-25 uM
dla 3HF, Co(II)-3HF i Mn(II)-3HF oraz 2-8 uM dla Zn(II)-3HF. Po upltywie 48-godzin,
badane zwiazki zostaly usunigte przez aspiracj¢ 1 zastgpione $wiezym podlozem
hodowlanym. Dalsza obserwacja zdolnosci komodrek do re-populacji oraz regeneracji
metabolicznej pozwolita na oceng trwatosci indukowanych uszkodzen komorkowych oraz
okreslenie, czy zahamowanie wzrostu komorek linii DU-145 ma charakter staly,

czy tez jest efektem przejSciowej supresji cyklu komorkowego [220].

W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano, iz charakter oddziatywania
3-hydroksyflawonu na linie DU-145 jest SciSle zwigzany z zastosowanym stezeniem
zwiazku. Trwaty, nieodwracalny efekt cytotoksyczny odnotowano po ekspozycji komorek
na 3HF w stezeniach przekraczajacych wartos¢ ICso (tj. powyzej 20,99 uM) (Rys. 23A.).
W przypadku zastosowania nizszych dawek (w zakresie 5-20 uM), po usunigciu czynnika
badanego 1 wprowadzeniu $wiezej pozywki, zaobserwowano statystycznie istotng zdolnos¢
populacji komoérkowej do cze$ciowej regeneracji metabolicznej. Analogiczng zalezno$¢
stwierdzono dla kompleksu Zn(II)-3HF, pomimo jego znaczaco wyzsze] aktywnos$ci

pierwotnej wykazanej w tescie z czerwienig obojetng (NR) (Rys. 23D.).
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Wyniki te sugeruja, ze mechanizm dziatania badanych zwiazkéw, cho¢ wysoce
efektywny, moze mie¢ charakter odwracalny przy stezeniach nizszych od wyznaczonych
wartosci I1Cso, co wskazuje na dominacj¢ efektu cytostatycznego nad proapoptotycznym

w tym zakresie stezen [285].
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Rys. 23. Zywotno$¢ komorek linii DU-145 w wybranych punktach czasowych po usunieciu
badanych zwigzkow: (A.) 3HF, (B.) Co(II)-3HF, (C.) Mn(Il)-3HF, (D.) Zn(Il)-3HF, okreslona
przy uzyciu testu z czerwienig obojetng. Dane przedstawiono jako $rednie = SD

(GraphPad Prism 8.0.1).

Uzyskane dane koreluja z doniesieniami literaturowymi dotyczacymi modulacji
zywotno$ci komoérek przez zwigzki cynku. Przyktadowo, w badaniach nad wplywem
nanoczastek ZnO na mysig lini¢ spermatogonialng GC-1 spg (ATCC CRL-2053) wykazano,
ze po eliminacji ksenobiotyku z mikro$rodowiska hodowli, komorki zachowywaty zdolno$¢
do dalszej proliferacji. Niemniej jednak, podobnie jak w niniejszej pracy, powrdt zywotnosci
do poziomu grupy kontrolnej byt niepelny, co moze swiadczy¢ o trwalym uposledzeniu

wybranych szlakéw metabolicznych lub indukcji starzenia komorkowego [286].
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Odmienny profil aktywnos$ci biologicznej odnotowano w przypadku kompleksoéw
Co(II)-3HF oraz Mn(II)-3HF (Rys. 23B.,C.). W przeciwienstwie do efektow
obserwowanych dla liganda i kompleksu z cynkiem, oba te zwigzki indukowaly trwate
obnizenie zywotnosci komorek linii DU-145, ktére utrzymywato si¢ po usunigciu czynnika
cytotoksycznego z medium hodowlanego. Co szczegolnie istotne, efekt ten odnotowano juz
przy stezeniu 15 pM, a wigc ponizej wyznaczonych warto$ci ICso (wynoszacych
odpowiednio 17,44 uM dla kompleksu kobaltu oraz 20,20 uM dla kompleksu manganu).
Catkowity brak zdolno$ci komorek do regeneracji metabolicznej sugeruje, ze zwiazki
te inicjuja kaskade zdarzen molekularnych prowadzacych do nieodwracalnej $mierci
komoérkowej w krotkim czasie od momentu ekspozycji. Obserwacja ta znajduje
potwierdzenie w literaturze dotyczacej kompleksow flawonoidéw z jonami metali
przejsciowych. Utrzymujacy si¢ efekt cytotoksyczny tych zwigzkéw koordynacyjnych jest
czesto wigzany z zaburzeniem wewnatrzkomorkowej homeostazy redoks [287]. Zjawisko
to moze wynika¢ z wilasciwosci redoks jonow metali przejsciowych, sprzyjajacych
generowaniu nadmiaru reaktywnych form tlenu, co prowadzi do permanentnego stresu
oksydacyjnego [288,289]. W konsekwencji dochodzi do aktywacji szlakow efektorowych
programowanej $mierci komorki, w szczegdlnosci apoptozy zaleznej od mitochondriow,

wywolanej uszkodzeniami DNA i peroksydacja lipidéw btonowych [290].

4.43  Wyniki testu ApoTox-Glo™ Triplex Assay

Test ApoTox-Glo™ Triplex Assay umozliwia jednoczesna ocene Zywotnosci,
cytotoksyczno$ci oraz aktywacji apoptozy w tej samej populacji komorek. W niniejszej
pracy skupiono si¢ na aktywnosci kluczowych efektorowych kaspaz -3 1 -7, aktywowanych
przez inicjatorowe kaspazy-8 Iub -9, w odpowiedzi zarowno na sygnaly
zewnatrzkomorkowe (cytokiny), jak 1 sygnaty stresu wewnatrzkomorkowego. Badania
przeprowadzono dla komérek linii raka prostaty DU-145, po inkubacji komorek z cisplatyng

oraz badanymi zwigzkami przez 8 1 24 godziny.

Po inkubacji, do dotkéw dodano odczynnik Caspase-Glo® 3/7, powodujacy lize
komorek. W swoim sktadzie zawiera on substrat sprzezony z sekwencja DEVD,
specyficznie rozpoznawang przez kaspazy-3 i -7. Rozszczepienie substratu przez kaspazy
powoduje uwolnienie aminolucyferyny, ktora w reakcji katalizowanej przez lucyferazg
generuje sygnal luminescencyjny, proporcjonalny do aktywnos$ci kaspaz-3 1 -7 [221].

Wyniki przeprowadzonego testu przedstawiono na rysunku 24.
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Rys. 24. Aktywno$¢ kaspaz-3 i -7 w komorkach raka prostaty DU-145 po (A.) 8-godzinnej
i (B.) 24-godzinnej inkubacji z cisplatyng (Cpt) i badanymi zwigzkami, oznaczona przy uzyciu
testu ApoTox-Glo™ Triplex Assay. Dane przedstawiono jako $rednie warto$ci sygnatu
luminescencyjnego (RLU) + SD. Istotno$¢ statystyczng pomiedzy grupami traktowanymi
badanym zwigzkiem a grupg kontrolng oceniano przy uzyciu testu t dla prob niezaleznych
z korekta Holm-Sidak (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001; wyniki
nieoznaczone sg nieistotne statystycznie). Czerwona linia pozioma oznacza aktywno$¢ kaspaz
w kontroli. Krzywe przedstawiaja pogladowy, wygtadzony trend danych. Analizy wykonano
przy uzyciu programu GraphPad Prism 8.0.1.
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Po 8-godzinnej ekspozycji komorek na dziatanie cisplatyny odnotowano zalezny
od dawki wzrost poziomu luminescencji (Rys. 24A.). Obserwowana zalezno$¢ koreluje
z powszechnie uznanym mechanizmem cytotoksycznosci tego zwigzku, obejmujacym
indukcje stresu oksydacyjnego, generowanie trwatych uszkodzen w obrebie jadrowego
1 mitochondrialnego DNA oraz dysfunkcj¢ mitochondriow, co w konsekwencji prowadzi
do kaskadowej aktywacji programowanej $mierci komoérki na drodze apoptozy [291,292].
W przeciwienstwie do cytostatyka, 3-hydroksyflawon oraz jego kompleksy metaliczne
indukowaty niewielkie zmiany w aktywnos$ci kaspaz, oscylujgce na poziomie zblizonym
do grupy kontrolnej. Najnizsza warto$¢ sygnatu luminescencyjnego odnotowano
w przypadku kompleksu Zn(II)-3HF. Brak aktywacji kaspaz sugeruje, iz w badanym
punkcie czasowym (8 godzin) apoptoza nie stanowi dominujacego mechanizmu
cytotoksyczno$ci tych zwigzkéw, a inicjacja odpowiedzi komorkowej moze wymagac

dhuzszego czasu ekspozycji lub by¢ zwigzana ze szlakami niezaleznymi od kaspaz.

Po 24-godzinnej inkubacji profile aktywnosci kaspaz ulegly zmianie w zalezno$ci
od rodzaju zwigzku (Rys. 24B.). Po zastosowaniu cisplatyny aktywno$¢ kaspaz-3/7 wcigz
byla wysoka, przy czym maksymalny sygnal luminescencji zaobserwowano przy st¢zeniu
nizszym, niz po krétszej inkubacji. Spadek sygnatu przy wysokim stezeniu zwigzku moze
$wiadczy¢ o szybkim przej$ciu komorek w nekroze wtorng, podczas ktorej dochodzi
do utraty integralnosci blony komorkowej 1 wygasnigcia aktywnosci kaspaz [293].
Kompleksy Co(II)-3HF 1 Mn(Il)-3HF wykazaty zwigkszong zdolno$¢ do aktywacji kaspaz
-3 1 -7 w sposob zalezny od stezenia w pordwnaniu z wolnym ligandem, przy czym efekt
jest szczegdlnie widoczny dla kompleksu z manganem(Il). Wynik wskazuje na udziat
klasycznej apoptozy, co jest zgodne z doniesieniami o zdolno$ci kompleksow tego metalu
do generowania reaktywnych form tlenu, uszkodzen mitochondriow i aktywacji szlakéw
zwigzanych z kaspazami, przy czym mozliwy jest rowniez udzial autofagii [289,294].
Kompleks Co(Il)-3HF spowodowal nieznaczny wzrost aktywnosci kaspaz, co moze
wskazywaé, ze mimo zdolno$ci jonéw tego metalu do indukcji stresu oksydacyjnego
1 zaburzen mitochondrialnych, proces $mierci komoérkowej moze przebiega¢ z udziatem

szlakéw niezaleznych od kaspaz [295].

Najbardziej charakterystyczny profil odpowiedzi komoérkowej wykazat kompleks
Zn(II)-3HF (Rys. 24), dla ktorego zaobserwowano znaczny spadek sygnatlu
luminescencyjnego wraz ze wzrostem stezenia, mimo wykazywanej wczesniej

cytotoksyczno$ci w tescie z czerwienig obojetna.

111



Jest to zgodne z udokumentowang zdolnoscig jondéw cynku do hamowania
aktywnosci kaspaz inicjatorowych i wykonawczych poprzez konkurowanie z ich centrami
aktywnymi. Niski sygnat nie §wiadczy o braku indukcji $mierci komorkowej, lecz moze

wskazywac na udziat mechanizmow niezaleznych od aktywnosci kaspaz [296,297].

4.4.4  Wyniki testu RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay
Zastosowanie testu RealTime-GloTM Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay
umozliwito kinetyczng ocen¢ przebiegu $mierci komorek linii raka prostaty DU-145,
z rozréznieniem wczesnej apoptozy oraz wtdrnej nekrozy. Nielityczny charakter tej metody
pozwolil na jednoczesny pomiar luminescencji, zwigzanej z translokacja fosfatydyloseryny
(PS) do zewng¢trznej blony komdrkowej oraz fluorescencji, bedacej wynikiem przenikania
barwnika fluorescencyjnego wigzacego DNA do wnetrza komorki po utracie integralno$ci

btony [298]. Wyniki pomiaréw przedstawiono na rysunku 25.
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Rys. 25. Profile kinetyczne ekspozycji PS (luminescencja) i utraty integralnosci btony
komorkowej (fluorescencja) dla: (A.) 2 uM cisplatyny, (B.) 10 uM 3HF,
(C.) 10 uM Co(1D)-3HF, (D.) 10 uM Mn(II)-3HF, (E.) 2 uM Zn(11)-3HF.
Dane przedstawiono jako §rednia + SD (GraphPad Prism 8.0.1).
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Jako zwigzek referencyjny zastosowano cisplatyng, ktéra w stezeniu zblizonym
do "2 1Cso wykazata klasyczny, apoptotyczny profil odpowiedzi komorkowej (Rys. 25A.).
Wazrost sygnatu luminescencji nastapit szybko, po okoto 3 godzinach od rozpoczgcia testu,
osiggajac maksimum po okoto 15 h. Po tym czasie sygnat zaczat spadac, a jednoczesnie
zaobserwowano wzrost fluorescencji. Obserwowana luka czasowa pomiedzy tymi dwoma
sygnatami wskazuje na indukcje apoptozy, ktéra nastepnie przechodzi w etap wtdrnej
nekrozy [223]. Obserwacja ta potwierdza udokumentowany mechanizm dziatania
cisplatyny, ktéra w komorkach nowotworowych powoduje uszkodzenia DNA oraz indukuje
stres oksydacyjny, co prowadzi do aktywacji szlakow apoptotycznych, a nastepnie

do rozpadu komorek [292].

W przeciwienstwie do cisplatyny, 3-hydroksyflawon i1 jego kompleksy wywotaty
mierzalng odpowiedz komorkowa znacznie pozniej, po okoto 14 godzinach od ekspozycji.
Sugeruje to odmienny, wydtuzony w czasie mechanizm inicjacji $mierci komorkowej,
przypuszczalnie zwigzany z powolniejsza kinetyka dzialania i stopniowym narastaniem
wewnatrzkomorkowych zmian (np. zaburzen rdéwnowagi redoks), co jest zgodne
z doniesieniami literaturowymi wskazujacymi, ze dzialanie flawonoidow ma charakter
zalezny od czasu, a wyrazne efekty cytotoksyczne zauwazalne s3 dopiero po dluzszej

inkubacji komorek [299].

3HF i kompleks Co(Il)-3HF wykazaly zblizony profil odpowiedzi komorkowej
(Rys. 25B,C). W obu przypadkach zaobserwowano niewielki i krotkotrwaty wzrost sygnatu
luminescencyjnego, ktory nastgpnie ustgpowal wyraznemu 1 utrzymujacemu si¢ sygnatowi
fluorescencyjnemu. Taki przebieg wskazuje, Zze apoptoza nie jest dominujagcym
mechanizmem indukowanym przez te zwigzki, a proces prowadzi raczej do nekrozy
lub nekroptozy. Powyzszy profil koresponduje z wtasciwosciami opisanymi dla polifenoli
oraz wybranych kompleksow kobaltu, ktorych aktywnos¢ biologiczna nie zawsze zwigzana
jest z aktywacja klasycznych szlakow apoptotycznych, a ktora silnie zalezy od rodzaju

liganda 1 struktury kompleksu [300,301].

Odmienny profil odpowiedzi wykazat kompleks =z  manganem(Il),
dla ktérego zauwazono gwattowny wzrost sygnalu luminescencyjnego (Rys. 25D.).
Krétko po osiggnieciu maksimum luminescencja zaczeta spadac, a niemal rownoczesnie
zauwazono wzrost sygnatu fluorescencyjnego. Taki przebieg procesu wskazuje na indukcje
apoptozy, ktoéra jednak szybko przechodzi w nekroz¢ wtoérna. Zjawisko to thumaczy

udowodniona zdolno$§¢ kompleksow manganu do wywotania zwigkszonej produkcji
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reaktywnych form tlenu, co prowadzi do uszkodzen mitochondriow, aktywacji szlakow

apoptozy oraz rozpadu bton komoérkowych [302].

Dla kompleksu Zn(II)-3HF zauwazono profil odpowiedzi komdrkowej zblizony
do dzialania cisplatyny (Rys. 25E.). Zauwazono wyrazny wzrost zardwno luminescencji,
jak 1 fluorescencji, a opoznienie (okoto 4,5 h) pomigedzy maksimum luminescencji
a gwaltownym wzrostem sygnatu fluorescencji wskazuje na sekwencyjny przebieg procesu
apoptozy zakonczony wtorng nekroza, co jest charakterystyczne dla zaprogramowanej
smierci komoérkowej [223]. Podobny efekt opisywano wczesniej w badaniach,
w ktérych naruszenie homeostazy cynku prowadzito do indukcji stresu oksydacyjnego,

dysfunkcji mitochondriéw oraz indukcji apoptozy w komodrkach nowotworowych [303].

Liczne badania dowodza, ze flawonoidy i ich pochodne moga indukowa¢ apoptoze
w komorkach raka prostaty DU-145, miedzy innymi poprzez modulacje szlakow
zwigzanych z przezyciem komorki [304-306], aktywacje kaskad prowadzacych
do zaprogramowanej $mierci oraz regulacje biatek z rodziny Bcl-2 [307-309]. Apoptoza
uwazana jest za pozadany mechanizm, poniewaz umozliwia eliminacje komorek
nowotworowych bez wywotywania reakcji zapalnej, charakterystycznej dla nekrozy [310].
Uzyskane wyniki pozwalaja na wstepne rozrdznienie procesOw apoptozy i nekrozy,
jednak do jednoznacznej identyfikacji szlakoéw molekularnych niezbedne bytoby wykonanie
dalszych badan, takich jak na przykltad analiza poziomu ekspresji biatek
pro- 1 antyapoptycznych, precyzyjne réznicowanie stadiow $mierci komorkowej za pomoca
cytometrii przeplywowej czy tez bezposredni pomiar wewnatrzkomorkowego stezenia

reaktywnych form tlenu [97].
Podsumowanie wynikow testow ApoTox-Glo™ oraz RealTime-Glo™ Annexin V

Porownanie wynikéw uzyskanych dzigki zastosowaniu testow ApoTox-Glo™
Triplex Assay oraz RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis & Necrosis Assay wykazato,
ze badane kompleksy indukujg odmienne mechanizmy $mierci komorkowej w komorkach
linii DU-145. W przypadku cisplatyny oba testy wykazaly zgodny profil odpowiedzi
komorkowej, $wiadczacy o aktywacji kaspaz-3 i -7 oraz o sekwencyjnym przejsciu apoptozy
w nekroz¢ wtorng, co stanowi klasyczny obraz dziatania tego cytostatyka [311].
3-hydroksyflawon 1 jego kompleks z kobaltem nie wykazaly aktywacji kaspaz-3 1 -7,
przy jednoczesnych zmianach fenotypowych w tescie z aneksyng V, co sugeruje dominacj¢

mechanizméw $mierci komoérkowej niezaleznych od kaspaz. Kompleks Mn(II)-3HF
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indukowat krotkotrwatg aktywacje apoptozy, szybko przechodzaca w nekroze wtdrna, przy
zwickszonej aktywno$ci kaspaz-3/7, co jest charakterystyczne dla silnego stresu
oksydacyjnego i1 dysfunkcji mitochondriéow. Interesujaca odpowiedz komédrkowa wykazat
kompleks Zn(II)-3HF, dla ktérego wyniki testu z aneksyng V wskazaty na indukcje
apoptozy, podczas gdy aktywno$¢ kaspaz-3 i -7 pozostawata niska. Wyjasnieniem tego
zjawiska moze by¢ udowodniona w literaturze zdolno§¢ jonow cynku do hamowania
aktywnosci kaspaz efektorowych [296,297]. Analiza wynikéw obu testow wskazuje, ze
badane kompleksy réznig si¢ nie tylko silg dzialania cytotoksycznego, ale rowniez

mechanizmem indukowanej $mierci komorkowe;.
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5 Podsumowanie

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta synteza oraz ocena fizykochemiczna i
biologiczna nowych kompleksow 3-hydroksyflawonu z wybranymi jonami metali
przejsciowych. Przeprowadzone badania umoztiwily realizacj¢ zalozonych celow, a na ich

podstawie sformutowano nastepujace wnioski:

1. Potwierdzono skuteczng syntez¢ nowych kompleksow o charakterze
mononuklearnym i ogélnym wzorze ML;'nH,O (M = Co(Il), Mn(Il) lub Zn(Il); L =
Ci5sHo0O3"), przy czym liczba czasteczek wody wynosi n = 2 dla komplekséw kobaltu(Il) i
manganu(Il) oraz n = 1 dla kompleksu cynku(II).

2. Wyniki analiz spektroskopowych (UV-Vis, FT-IR, NMR) wskazaty, ze
koordynacja jonéw metali zachodzi poprzez uktad 3-hydroksy-4-karbonylowy liganda.

3. Analiza widm masowych potwierdzila obecno$¢ jonow molekularnych typu MLo,

co jest zgodne z proponowang stechiometrig kompleksow.

4. Badania aktywnoS$ci przeciwutleniajacej wykazaly, ze kompleksowanie 3-
hydroksyflawonu z jonami metali prowadzi do obnizenia zdolnos$ci zmiatania rodnikow
DPPHe, co mozna wigza¢ z zaangazowaniem grupy hydroksylowej w proces koordynacji.

Efekt ten byl najbardziej widoczny dla kompleksu cynku(II).

5. Wykazano, ze kompleksowanie wptywa na aktywno$¢ przeciwbakteryjng 3-
hydroksyflawonu w sposob zalezny od jonu metalu oraz badanego szczepu. Wobec
Escherichia coli najwigksza poprawe wlasciwosci zaobserwowano dla komplekséw Zn(I1)-
3HF 1 Co(II)-3HF, natomiast w przypadku bakterii Gram-dodatnich wyrazny efekt
odnotowano dla szczepu Staphylococcus epidermidis, wobec ktorego kompleksy Co(II)-
3HF i Mn(II)-3HF wykazaty wyzsza aktywno$¢ niz wolny ligand, rowniez wobec szczepu
niewrazliwego na oksacyling. Wszystkie badane zwigzki wykazaly dzialanie

bakteriostatyczne.

6. Kompleksy wykazaty zalezng od stezenia aktywnos$¢ cytotoksyczna, przy czym
najwiekszy efekt odnotowano wobec linii komoérek raka prostaty DU-145. Badane zwiazki
nie wykazaly istotnej cytotoksycznosci wobec komodrek nienowotworowych, co wskazuje
na wysokg selektywnos$¢ dziatania. Najwyzszg aktywnos$¢, a zarazem najbardziej obiecujacy

profil terapeutyczny wykazat kompleks Zn(II)-3HF.
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7. Analiza regeneracji komorek po ekspozycji na zwiazki wykazata, ze 3HF 1 Zn(II)-
3HF wywoluja efekt czgsciowo odwracalny (cytostatyczny przy nizszych stezeniach),

natomiast kompleksy Co(II)-3HF i Mn(II)-3HF powoduja trwate uszkodzenie komorek.

8. Wykazano, ze badane kompleksy indukujg rézne mechanizmy $mierci
komorkowej: wolny ligand i kompleks Co(I)-3HF wywotujg glownie $mieré
nieapoptyczng, Mn(II)-3HF wywoluje apoptozg przechodzaca w nekroze wtdrng, natomiast

Zn(I1)-3HF apoptoze niezalezng od kaspaz.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazujg, ze po raz pierwszy zsyntetyzowano
kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami kobaltu(IT), manganu(II) i cynku(II), ktére poddano
kompleksowej charakterystyce fizykochemicznej, umozliwiajacej okreslenie ich struktury
oraz wlasciwosci. Przeprowadzone badania biologiczne wykazaly, ze kompleksowanie
wptywa na aktywnos¢ przeciwbakteryjng badanych zwigzkow, a uzyskane efekty wskazuja
na ich potencjalne znaczenie aplikacyjne. Najbardziej istotne rezultaty uzyskano w
badaniach cytotoksycznosci, w ktorych wykazano wysoka aktywno$¢ oraz selektywnosc
dzialania kompleksow wzgledem komodrek nowotworowych, szczegdlnie dla kompleksu
Zn(II)-3HF. Otrzymane wyniki wskazuja, ze badane zwigzki stanowig interesujaca grupg
uktadéow koordynacyjnych o potencjale biologicznym, a dalsze badania, obejmujace
poglebiong analize mechanizméw dziatania oraz modyfikacje struktury ligandow, moga

przyczynic¢ si¢ do zwigkszenia ich aktywnosci i poszerzenia mozliwosci zastosowan.
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Rys. 6. Kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami metali po syntezie: (A.) probki bezposrednio po
zakonczeniu reakcji (na mokro); (B.) probki po procesie suszenia. Oznaczenia: (1) Zn(Il)-3HF, (2)
Mn(ID)-3HF, (3) COID)-3HE. ....oreieieeeeeeeete ettt ettt ettt et se e e seeneenseeneenes 69

Rys. 7. Krzywe TG-DTG/DSC, zarejestrowane w atmosferze powietrza dla kompleksu: (A.)
Co(IT)-3HF, (B.) Mn(II)-3HF, (C.) ZN(I1)-3HF. .....ccteieierieririeieieieieieeetee et 71

Rys. 8. Termogramy DSC, zarejestrowane w atmosferze azotu dla kompleksow: (A.) Zn(Il)-3HF,
(B.) Co(I1)-3HF 1 (C.) MI(I1)-3HF. ...cuiiitiieiiieiiieieeese ettt 74

Rys. 9. Widma absorpcyjne 3HF (¢ =40 uM) oraz nasyconych roztworéw metanolowych jego
kompleksow z jonami Co(I1), MN(IL) 1 ZN(I1)....ccovviiierienierieeiieieeieeeesee et sene e e 76

Rys. 10. Widma emisji fluorescencji 3-hydroksyflawonu i jego kompleksow z jonami Co(1l),
Mn(1l) i Zn(II) w DMSO (c = 40 uM), zarejestrowane przy dtugosciach fal wzbudzenia: (A.) 259
nm, (B.) 346 M, (C.) 418 NIML..cccuviiiiiiiiiie ettt tee et e e s ae e e b e e s veeebaeesaseeessseessseeanes 78
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Streszczenie

Flawonoidy, ze wzgledu na szerokie spektrum aktywnos$ci biologicznej, stanowig
istotng grup¢ zwigzkow o potencjalnym zastosowaniu w medycynie, a ich kompleksowanie
z jonami metali moze prowadzi¢ do modyfikacji wlasciwosci fizykochemicznych
i biologicznych. W zwigzku z tym potencjalem, w ramach niniejszej pracy zsyntetyzowano
oraz scharakteryzowano kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami kobaltu(Il), manganu(II)

1 cynku(Il).

Strukturg¢ otrzymanych zwigzkéw potwierdzono z wykorzystaniem analizy
elementarnej, miareczkowania kompleksometrycznego, metod spektroskopowych (UV-Vis,
FT-IR, NMR), spektrometrii mas (SALDI-ToF-MS) oraz technik analizy termiczne;.
Wykazano, ze kompleksy maja charakter mononuklearny i wzér ogoélny ML>-nH>O
(M = Co(Il), Mn(II) lub Zn(Il)), a koordynacja jondw metali zachodzi poprzez uktad
3-hydroksy-4-karbonylowy liganda.

Ocena aktywno$ci biologicznej wykazata, ze kompleksowanie modyfikuje
wlasciwosci przeciwutleniajace, przeciwbakteryjne i cytotoksyczne 3-hydroksyflawonu.
W testach z rodnikiem DPPH® zaobserwowano obnizenie aktywnos$ci przeciwutleniajacej
kompleksow w poréwnaniu z wolnym ligandem. Aktywno$¢ przeciwbakteryjng badano
wobec  wybranych  szczepow  bakterii  Gram-dodatnich 1 Gram-ujemnych
poprzez wyznaczenie minimalnego stg¢zenia hamujgcego metoda mikrorozcienczen.
Wszystkie badane zwiazki wykazaty dzialanie bakteriostatyczne, ale nie bakteriobdjcze,
a kompleksowanie wptyneto na aktywno$¢ przeciwbakteryjng w sposob zalezny od metalu
1 szczepu. Najbardziej wyrazny wzrost aktywnosci wzgledem wolnego liganda odnotowano
dla kompleksow Zn(II) 1 Co(Il) wobec E. coli oraz kompleksow Co(Il) 1 Mn(II)

wobec S. epidermidis.

Oceny aktywnos$ci cytotoksycznej dokonano z wykorzystaniem testu wychwytu
czerwieni obojetnej, ktory wykazat zalezny od stgzenia spadek zywotnosci komorek.
Najwigksza wrazliwos¢ odnotowano wobec komorek raka prostaty DU-145. Kompleks
Zn(Il)-3HF odznaczatl si¢ najwyzsza cytotoksyczno$cia oraz korzystnym profilem
selektywno$ci wzgledem komorek nienowotworowych. Analiza mechanizmoéw dziatania
wykazata, ze badane zwigzki indukujg rézne typy $mierci komérkowej, w tym apoptoze

oraz procesy niezalezne od kaspaz.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze kompleksy 3-hydroksyflawonu z jonami metali
przejsciowych wykazuja zréznicowang aktywno$¢ biologiczna, przy czym najbardziej
korzystny profil dzialania, obejmujacy wysoka cytotoksycznos¢ oraz selektywnos¢
wzgledem komoérek nowotworowych, zaobserwowano dla kompleksu Zn(II)-3HF, co czyni

go interesujacym obiektem dalszych badan.
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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(Il), manganese(Il),

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 ML>-nH>O
M = Co(l), Mn(Il) or Zn(Il)), 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(Il) 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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