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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW I SYMBOLI: 

A549 linia komórkowa gruczolakoraka płuc (ang. lung 

adenocarcinoma) 

ACT artemizyna (ang. artemisin)  

Agaroza LMP agaroza o niskim punkcie topnienia (ang. low melting point 

agarose)  

Agaroza NMP agaroza o normalnym punkcie topnienia (ang. normal melting 

point agarose) 

ATP adenozynotrifosforan (ang. Adenosine triphosphate)  

Bak białko proapoptotyczne należące do rodziny białek Bcl-2 (ang. 

Bcl-2 homologous antagonist killer) 

Bax białko proapoptotyczne należące do rodziny białek Bcl-2 (ang. 

Bcl-2-associated X protein)  

Bcl-2 produkt protoonkogenu Bcl-2, wykryty w białaczkach i 

chłoniakach wywodzących się z limfocytów B; rodzina białek 

Bcl-2 (ang. B-Cell Leukemia/lymphoma-2) 

CCCP karbonylo-cyjano-m-chlorofenylohydrazon (ang. carbonyl 

cyanide m-chlorophenylhydrazone) 

CCRF-CEM linia komórkowa ostrej białaczki limfoblastycznej (ang. acute 

lymphoblastic leukaemia A)  

CD cyklodekstryna (ang. cyclodextrin)  

Cp pierścień cyklopentadienylowe 

CQ chlorochina (ang. chloroquine)  

DAPI dichlorowodorek 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu (ang. 4′,6-

diamidino-2-phenylindole dihydrochloride)  

DAUDA sonda fluorescencyjna do pomiaru płynności błon (ang. 11-

(Dansylamino) undecanoic acid,  

DHE dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (ang. 2',7'-dichloro-

dihydrofluorescein diacetate,  

DiRu-1 pochodna metaloorganiczna diruten-1 (ang. diruthenium-1) 

DMEM medium wzrostowe (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium,  

DMSO dimetylosulfotlenek (ang. dimethylsulfoxide)  

DNA kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyrybonuculeic acid)  

DNTB kwas 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoesowy (ang. 5,5′-Dithiobis(2-

nitrobenzoic acid) 

EAT rak wysiękowy Ehrlicha (ang. Ehrlich ascites tumor)  

EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. Ethylenediamine-

tetraacetic acid) 

ERα receptor dla estrogenu (ang. Estrogen Receptor) 

Fc ferrocen 

Fe Żelazo (ang. iron)  

FQ ferrochina (ang. ferroquine) 
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H2DCF-DA dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (ang. 2',7'-dichloro- 

dihydro fluorescein diacetate)  

HBSS zbuforowany roztwór Hanksa (ang. Hank’s Buffered Salt 

Solution) 

HepG2 linia komórkowa nowotworu wątrobowo-komórkowego (ang. 

hepatocellular carcinoma)  

HIV ludzki wirus niedoboru odporności (ang. Human 

Immunodeficiency Virus)  

Hoechst 33258 hydrat dichlorowodorku 2'-(4-hydroksyfenylo)-5-(4-metylo-1-

piperazynylo)-2,5'-bi-1 H-benzimidazolu (ang. 2′-(4-

hydroxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5′-bi-1H-

benzimidazole trihydrochloride hydrate, bisBenzimide) 

IC50 stężenie związku, powodujące spadek odsetka żywych 

komórek w hodowli in vitro o 50% w porównaniu z kontrolą 

tzw. miara cytotoksyczności (ang. half maximal inhibitory 

concentration) 

IC90 stężenie związku, powodujące spadek odsetka żywych 

komórek w hodowli in vitro o 90% w porównaniu z kontrolą 

tzw. miara cytotoksyczności (ang. 90% of maximal inhibitory 

concentration) 

IG50 stężenie związku, inhibujące proliferację komórek in vitro o 

50% w porównaniu z kontrolą tzw. miara cytostatyczności 

(ang. 50% of maximal inhibition of cell proliferation) 

IGFBP białko wiążące insulino podobny czynnik wzrostu (ang. 

Insulin-like Growth Factor-Binding Protein,  

JC-1 jodek 5, 5’,6, 6’-tetrachloro-1,1’,3, 3’-tetraetylobenzimidazo-

karbocyjaniny (ang. 5, 5’,6, 6’-tetrachloro - 1,1’, 3, 3’-

tetraethylbenzimidazolcarbo- cyanine iodide)  

MCF-7 linia komórkowa estrogenozależnego gruczolakoraka piersi 

(ang. adenocarcinoma estrogen-responsive)  

MDA-MB-231 linia komórkowa potrójnie ujemnego gruczolakoraka piersi 

(ang. triple negative brest adenocarcinoma)   

MIC minimalne stężenie hamujące (ang. minimal inhibitory 

concentration)  

MTT Bromek 3-(4,5-dimetylotriazo-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu 

(ang. methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) 

NAC N-acetylocysteina (ang. n-acetylcysteine)  

NADPH dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. Nicotinamide 

Adenine Dinucleotide Phosphate,  

p53 białko kodowane przez gen supresorowy TP53 (ang. tumor 

protein p53) 

PBS zbuforowany roztwór soli fizjologicznej (ang. Phosphate 

Buffered Saline,  

PCD programowana śmierć komórki (ang. programmed cel death)  
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PI jodek propidyny (ang. propidium iodide)  

RFT reaktywne formy tlenu 

RPMI medium wzrostowe (ang. Roswell Park Memorial Institute 

medium) 

SAR  zależność struktura-aktywność związków chemicznych (ang. 

structure–activity relationship) 

SCGE elektroforeza pojedynczej komórki (ang. single cell gel 

electrophoresis)  

SERM selektywny modulator receptora estrogenowego (ang. 

Selective estrogen receptor modulator)  

TMA-DPH sonda fluorescencyjna do pomiaru płynności błon (ang. 1-(4-

Trimethylammoniumphenyl)-6-Phenyl-1,3,5-Hexatriene  

p-Toluenesulfonate)  

TNB kwas tionitrobenzoesowy (ang. thio-nitro-benzoic-acid)   

TNFα czynnik martwicy nowotworów (ang. tumor necrosis factor)  

Trolox rozpuszczalna w wodzie pochodna witaminy E 

TrxR reduktaza tioredoksyny (ang. thioredoxin reductase)  

WHO Światowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health 

Organization) 

Wit. C witamina C (ang. vitamin C) 

Z-FA-FMK inhibitor proteaz cysteinowych (ang. benzyloxycarbonyl-

phenylalanyl-alanyl-fluoromethyl ketone),  

ΔΨm transbłonowy potencjał błony mitochondrialnej (ang. 

transmembrane mitochondria potential) 
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WPROWADZENIE 

Nowotwory, po chorobach układu krążenia stanowią drugą najczęstszą przyczynę 

zgonów w krajach rozwiniętych na świecie. Miano niechlubnego i niezwykle efektywnego 

„zabójcy” nieodłącznie przypisywane jest chorobom nowotworowym, pomimo niezwykle 

dużej ilości badań prowadzonych w zakresie onkoterapii oraz dynamicznego rozwoju 

nowatorskich metod diagnostycznych i terapeutycznych. Liczba zgonów z powodu 

nowotworów wzrasta głównie na skutek rosnącej tendencji starzenia się społeczeństw, 

niskiej jakości środowiska, związanej z dużym jego zanieczyszczeniem, jak również 

niezdrowego trybu życia, wynikającego m.in. ze złej jakości pokarmów dostarczanych  

w codziennej diecie czy też z dużą ilością stresu i związanych z nim zaburzeniami zdrowia 

psychicznego (Jemal i wsp., 2011; Siegel i wsp., 2015).  

Problematyka chorób nowotworowych zajmuje więc istotne miejsce w codziennej 

medycynie doświadczalnej, jak i w wielu pracach naukowych (Anisomov i wsp., 2009; 

Hajdu i wsp., 2011; Cancer Facts & Figures 2015). Liczne dane literaturowe oraz szeroko 

dostępna wiedza w zakresie prewencji i diagnostyki chorób nowotworowych wskazują, iż 

głównymi czynnikami ryzyka są określone czynniki środowiskowe oraz predyspozycje 

genetyczne. Nowotwory określane są jako choroby genów, gdyż bardzo często powiązane 

są z mutacjami genów kodujących kluczowe dla zachowania homeostazy ustrojowej białka. 

Dysfunkcja genów prowadzi do zaburzeń funkcjonowania niezwykle skomplikowanych 

procesów molekularnych, na skutego czego dochodzi do inicjacji procesu nowotworzenia. 

Niezwykle istotną rolę odgrywa również genetyczne dziedziczenie predyspozycji do 

zachorowania na nowotwory. Związane ono jest z mutacjami genetycznymi, np. zaburzenia 

w funkcjonowaniu genów BRCA1 i BRCA2 korespondują z wysokim ryzykiem 

zachorowania na raka gruczołu sutkowego. Dietetycy oraz lekarze zwracają uwagę na 

nowotwory układu pokarmowego (jelita grubego, żołądka czy wątroby), które związane są 

ze złą jakością codziennej diety i niezdrowym trybem życia, utożsamianym ze stresem, 

paleniem papierosów oraz nadużywaniem alkoholu. Istotnym czynnikiem związanym  

z ryzykiem rozwoju nowotworów jest również wiek. Chociaż możliwe jest, aby choroba 

nowotworowa pojawiła się w dowolnym okresie życia, statystyki jednoznacznie wskazują, 

iż znaczna większość pacjentów ze zdiagnozowanym rakiem jest w wieku powyżej 65 lat.  

W Polsce, jak również w wielu innych krajach, wysoki odsetek zachorowalności na 

nowotwory złośliwe połączony jest z wysoką śmiertelnością. Choroby nowotworowe 

stanowią drugą, po chorobach układu krążenia, przyczynę śmiertelności, powodując  

w Polsce średnio ok. 96 tyś. zgonów (25% całkowitej śmiertelności w Polsce). W ostatnich 

raportach Światowej Organizacji Zdrowia prognozuje się, że całkowita liczba zachorowań  

i zgonów na nowotwory złośliwe będzie systematycznie rosnąć zarówno wśród kobiet, jak  

i mężczyzn. Uważa się, że nowotwory w nadchodzących latach, staną się pierwszą 

przyczyną śmiertelności osób poniżej 65 roku życia. Zwraca się również uwagę na niską 

efektywność leczenia, którą odzwierciedla wskaźnik 5-letniego przeżycia oraz na zbyt późną 

wykrywalność w Polsce, który w porównaniu ze średnimi wartościami krajów Unii 

Europejskiej jest niższy o ok. 15%. Dane literaturowe z 2011 roku wskazują, że 

województwo łódzkie plasowało się na jednym z pierwszych miejsc w Polsce, zarówno pod 
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względem współczynnika zachorowań na nowotwory złośliwe w przeliczeniu na 100 tyś. 

mieszkańców, jak i współczynnika zgonów.  

W skali kraju, dla płci męskiej największy odsetek zachorowalności na nowotwory 

złośliwe odnotowano dla  raka płuc (20%), raka gruczołu krokowego (14%) oraz raka jelita 

grubego (12%). W dalszej kolejności występowały nowotwory pęcherza moczowego (7%) 

i żołądka (5%). U kobiet najczęściej stwierdzano nowotwór złośliwy piersi (23%), jelita 

grubego (10%), płuca (9%). Zarówno u mężczyzn, jak i kobiet największy odsetek zgonów 

obserwowano w przypadku nowotworu płuc, stanowiący odpowiednio 30% i 15% 

(Potrykowska i wsp., 2014; Obecny stan zwalczania nowotworów w Polsce, 2014; 

Jędrzejewski i wsp., 2015).  

Mimo zauważalnego postępu w leczeniau nowotworów oraz wprowadzania do klinik 

nowych chemioterapeutyków, współczesna medycyna ciągle boryka się  

z problemem w pełni skutecznej chemioterapii. Istnieje więc silna potrzeba lepszego 

wykorzystania posiadanej wiedzy w zakresie opracowania i syntezy nowych, potencjalnych 

chemioterapeutyków, które charakteryzować się będą odpowiednią skutecznością oraz 

selektywnością i specyficznością działania na komórki nowotworowe. 

Problemy dużej cytotoksyczności ogólnoustrojowej stosowanych dotychczas leków 

przeciwnowotworowych oraz rozwój oporności wielolekowej przez komórki rakowe 

stanowią niezwykle istotne czynniki limitujące pełne wykorzystanie dostępnej 

chemioterapii. W rezultacie pacjenci często otrzymują zbyt niskie dawki 

chemioterapeutyku, aby uzyskać pożądaną odpowiedź komórek nowotworowych na jego 

działanie (Okon i Zou, 2015; Holohan i wsp., 2013). 

Konieczność poszukiwania nowych związków o efektywnym 

przeciwnowotworowym działaniu i wysokiej selektywności względem komórek rakowych 

oraz niskiej toksyczności wobec komórek prawidłowych, sprzyja testowaniu wielu 

różnorodnych chemicznie i strukturalnie związków. W ostatnim czasie znacznie wzrosło 

zainteresowanie związkami metaloorganicznymi jako potencjalnymi farmaceutykami, które 

z powodzeniem mogłyby znaleźć zastosowanie zarówno w diagnostyce jak  

i w chemioterapii, a nowatorska dziedzina nauki zajmująca się tymi związkami, jaką jest 

chemia biometaloorganiczna, staje się atrakcyjną gałęzią medycyny (Rafique i wsp., 2010; 

Gasser i Metzler-Nolte, 2012; Gasser i wsp., 2011; Fouda i wsp., 2007). Bez wątpienia, 

punktem zwrotnym dla rozwoju badań nad metaloorganicznymi kompleksami było odkrycie 

cisplatyny w XX wieku, która stosowana jest w leczeniu szeregu typów nowotworów – płuc, 

jajnika, szyi czy głowy (Galluzzi i wsp., 2012). Jej efektywna, biologiczna aktywność 

przeciwnowotworowa połączona jest niestety z wysoką cytotoksycznością ogólnoustrojową, 

objawiającą się przede wszystkim mielosupresją oraz nefro- i hepatotoksycznością, co 

stanowi poważny czynnik limitujący szerokie stosowania tego leku (Yang i wsp., 2014; Zhu 

i wsp., 2015).  

Ciągle nierozwiązany problem niskiej specyficzności działania cisplatyny, oraz jej 

pochodnych, stał się silnym impulsem dla zwiększenia ilości i zakresu badań nad nowymi 

metaloorganicznymi pochodnymi o atrakcyjnych właściwościach przeciwnowotworowych 

oraz względnie niskiej toksyczności ogólnoustrojowej. Liczne publikacje, pojawiające się  

w ostatnich latach, wskazują, że synteza nowych kompleksów metaloorganicznych, 

wykazujących różnorodne molekularne mechanizmy aktywności przeciwnowotworowej  
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(i nie tylko) jest możliwa do przeprowadzenia, a jej efekty wydają się mocno obiecujące (Ott 

i Gust, 2007; Ornelas, 2011; Braga i Silva, 2013).  

Wiele różnorodnych związków metaloorganicznych zostało zbadanych pod kątem 

aktywności przeciwnowotworowych oraz potencjalnego zastosowania, jako 

chemioterapeutyków, dotychczas jednak tylko niewielka ich część trafiła do badań 

klinicznych. Warto jednak wspomnieć, iż w niedalekiej przyszłości badania te mogą 

przyczynić się do pojawienia nowych leków, stosowanych z powodzeniem w nowoczesnej 

chemioterapii. Duże nadzieje pokłada się w związkach metaloorganicznych zawierających 

w swej strukturze ruten, złoto oraz gal (Abu-Surrah i Kettunen, 2006; Jungwirth i wsp., 

2011).  

Poszukiwanie nowych związków o szerokiej aktywności przeciwnowotworowej, 

przy jednocześnie niskiej cytotoksyczności względem komórek prawidłowych pozostaje 

ciągle największym priorytetem i wyzwaniem w obszarze walki z nowotworami. Mimo 

dynamicznie rozwijającej się chemii biometaloorganicznej, licznych syntez nowych 

związków, w dostępnym piśmiennictwie naukowym ciągle niewiele jest informacji na temat 

molekularnych mechanizmów ich biologicznej aktywności. Zagadnienie to stało się 

przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej, której głównym celem badawczym, była analiza 

właściwości przeciwnowotworowych nowych pochodnych metaloorganicznych, określanych 

jako kompleksy kanapkowe – ferrocenów oraz ich pochodnych. W badaniach skupiono się 

głównie na właściwościach cytotoksycznych, cytostatycznych, apoptogennych, 

prooksydacyjnych i genotoksycznych tych związków.  
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1. Historia odkrycia ferrocenów 

 Czy nie jest ironią fakt, że ten sam pierwiastek chemiczny jest jednocześnie 

wykorzystywany jako główny składnik i materiał budulcowy sprzętu militarnego oraz jako 

substancja o atrakcyjnych właściwościach biologicznych, realizowanych na wielu 

płaszczyznach aktywności molekularnej? Taki dualizm funkcjonalny charakterystyczny jest 

dla cząsteczki di(η5-cyklopentadienyl) żelaza (II), określanej zwyczajowo, jako ferrocen. 

Pomimo, iż od odkrycia struktury ferrocenu minęło ponad pół wieku (65 lat) cieszy się on 

wciąż dużą popularnością wśród naukowców – zarówno inżynierów, jak  

i biologów, a jego atrakcyjność koreluje m.in. z niezwykłymi właściwościami chemicznymi 

oraz nietypową strukturą elektronową. Odkrycie struktury ferrocenu okazało się krokiem 

kluczowym dla rozwoju chemii i spowodowało powstanie nowej dziedziny nauki określanej 

jako chemia metaloorganiczna, której przedmiotem badań stanowią związki metali.  

W literaturze naukowej substancje o takiej strukturze określane są jako związki 

sandwiczowe (kanapkowe) lub inaczej – metaloceny. Dla uporządkowania nomenklatury 

warto zaznaczyć, iż terminy te stosowane są nie tylko dla pochodnych ferrocenylowych ale 

i dla wszystkich związków metaloorganicznych (Astruc 2007;  Ornelas, 2011; Neuse, 2005).   

Ferrocen [di(η5-cyklopentadienyl) żelaza (II)] został odkryty w roku 1951 przez dwa 

niezależne zespoły badawcze (Kealy i Pauso, 1951; Miller i wsp., 1952). Wynalezienie 

związku – jak to często ma miejsce w nauce – było dziełem mocno przypadkowym. Kealy  

i Pauson próbowali otrzymać aromatyczne związki określane, jako fulwaleny. Jedną  

z kluczowych reakcji na szlaku ich syntezy jest oksydacyjne przekształcenie aromatycznego 

pierścienia cyklopentadienylowego do rodnika C5H5˙. W wyniku reakcji C5H5˙ z FeCl3 

otrzymano ferrocen. W tym samym okresie, w laboratorium profesora S. Millera otrzymano 

cząsteczkę ferrocenu w wyniku reakcji, prowadzących do uzyskania amin z nasyconych  

i nienasyconych węglowodorów oraz azotu. Otrzymanie metaloorganicznej cząsteczki 

żelaza było dla naukowców obu zespołów dużym zaskoczeniem. 

Mimo uzyskania kryształów ferrocenów i znajomości reakcji jego syntezy, dużym 

problemem okazało się odkrycie prawidłowej struktury cząsteczki. Zarówno Kealy  

i Pauson (1951) jak i Miller wsp. (1952) nie potrafili określić budowy przestrzennej 

ferrocenu. W 1952 roku Wilkinson i wsp. (1952) w swoich rozważaniach na łamach Journal 

of the American Chemical Society zaproponowali układ chemiczny, występujący pomiędzy 

atomem żelaza oraz dwoma pierścieniami cyklopentadienylowymi (Rys. 1).  

W dalszych badaniach, przy zastosowaniu krystalografii rentgenowskiej, udało się określić 

charakterystyczne równoległe ułożenie pięciowęglowych pierścieni aromatycznych, które 

otaczają centralnie położony atom żelaza. Ostatecznie, w 1973 roku, Fischer i Wilkinson 

zostali uhonorowani nagrodą Nobla w dziedzinie chemii za swoje pionierskie badania nad 

metalocenami. Ich prace doświadczalne, związane ze związkami metaloorganicznymi, 

zrewolucjonizowały podejście naukowe zarówno do chemii metaloorganicznej, jak  

i chemii nieorganicznej. (Werner, 2015).  
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Rysunek 1. Struktura przestrzenna ferrocenu zaproponowany przez Wilkinson’a, i wsp. (1952).  

Konformacja D5d (I) oraz D5h (II). 

Od chwili odkrycia ferrocenów i pierwszych publikacji poświęconych tematyce 

metalocenów, zainteresowanie ferrocenylowymi koniugatami stale rośnie ze względu na 

interesujące i obiecujące właściwości chemiczne, fizyczne i biologiczne. Związki żelaza 

znajdują coraz większe zastosowanie w chemii przemysłowej, materiałowej  

i medycznej. Z roku na rok pojawia się coraz większa liczba publikacji na temat ferrocenów, 

ich właściwości, zastosowania oraz potencjalnych molekularnych mechanizmów ich 

aktywności biologicznej (Rys. 2).  

 

Rysunek 2. Liczba publikacji, dotycząca żelaza i pochodnych ferrocenylowych w latach 2000-2015  

(Wani i wsp., 2016; zmodyfikowano). 

2. Struktura chemiczna i właściwości ferrocenu  

Jak wspomniano wcześniej, burzliwy i dynamiczny rozwój chemii metaloorganicznej 

przypada na początek drugiej połowy XX wieku, kiedy to udało się  

w syntezach chemicznych otrzymać ferrocen oraz opisać jego strukturę chemiczną. 

Odkrycie tej cząsteczki okazało się milowym krokiem dla rozwoju chemii, a sam ferrocen 
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uważany jest za głównego przedstawiciela całej, złożonej grupy metalocenów. Aby więc 

omówić budowę strukturalną ferrocenów warto przybliżyć nieco definicję metalocenów. Są 

to metaloorganiczne substancje,, należące do związków koordynacyjnych, które w swej 

strukturze zawierają centralnie ułożony atom metalu, połączony wiązaniami π z każdym 

atomem węgla dwóch pierścieni cyklopentadienylowych (Cp). Charakterystyczne, 

równoległe ułożenie w przestrzeni wspomnianych dwóch pięciowęglowych pierścieni oraz 

znajdującego się pomiędzy nimi atomu metalu przejściowego nadają całości cząsteczki 

strukturę symetryczną, która określana jest również jako kanapkowa (ang. sandwich) [MCp2].  

Ferrocen może występować w dwóch izoenergetycznych konformacjach: 

naprzeciwległą (symetria D5h) oraz naprzemianległą (symetria D5d), których występowanie 

skorelowane jest ze stanem skupienia metaloorganicznej cząsteczki. W stanie stałym, 

ferrocen przyjmuje konformację D5d, natomiast w gazowym D5h (Rys. 3).  

 Podstawnik ferrocenylowy zbudowany jest z dwóch pierścieni 

cyklopentadienylowych, stanowiących 5 węglowe ligandy dla położonego centralnie atomu 

żelaza, znajdującego się na +2 stopniu utlenienia. Wszystkie atomy węgla oddalone są o taką 

samą odległość od atomu żelaza. Aby szczegółowo omówić strukturę przestrzenną ferrocenu 

należy odnieść się do schematu półilościowego diagramu orbitali molekularnych tej 

cząsteczki (Ryc. 3).  

 

Rysunek 3. Półilościowy diagram orbitali molekularnych ferrocenu w konformacji D5d (Neuse, 2005).  

Na diagramie po lewej stronie przedstawiono stany energetyczne dla pary wolnych 

pierścieni cyklapentadienylowych, a po prawej – stany energetyczne dla centralnie 

umieszonego atomu żelaza (występującego również w stanie wolnym). Pośrodku 

umieszczone zostały natomiast stany energetyczne dla cząsteczki ferrocenu. Z analizy 

przedstawionego wyżej schematu wynika, iż: 

a) wszystkie elektrony walencyjne są sparowane, dlatego ferrocen przejawia właściwości 

diamagnetyczne,  
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b) ze wszystkich 18 elektronów dostępnych dla utworzenia wiązania chemicznego, 12 

znajduje się w silnych orbitalach wiążących. Są to elektrony na orbitalach e1u, e1g, a2u  

i a1g. Pozostałe 6 elektronów umieszczone są na orbitalach niewiążących a´1g oraz e2g. 

Jest to szczególnie ważne, gdyż właśnie te elektrony znajdują się na orbitalach 

wysokoenergetycznych i determinują właściwości redoks cząsteczki oraz szereg innych 

cech chemicznych. Ponadto, elektrony mogą z łatwością zostać usunięte z tych orbitali, 

co prowadzi do powstania różnego rodzaju kationów ferrocenylowych, 

c) gęstość elektronowa lokalizuje się przede wszystkim w obrębie centralnie położonego 

atomu żelaza, dlatego też cały związek w środowisku kwasowym ulega protonacji. 

Niespotykana konfiguracja niesie za sobą jednocześnie konsekwencje samorzutnego 

przesunięcia protonacji w stronę pierścienia cyklapentadienylowego. To stosunkowo 

nietrwałe chemiczne połączenie protonów z pierścieniem, przyjmującym ładunek 

dodatni, jest łatwo eliminowane, prowadząc do zniszczenia kompleksu w obecności 

silnych kwasów, co z kolei, jest niezwykle istotne z punktu widzenia potencjalnych 

eksperymentów prowadzonych z wykorzystaniem ferrocenylowych pochodnych (Rys. 4), 

d) różnice w stanach energetycznych orbitali a1 oraz e1 pierścieni oraz atomu żelaza, 

generują ładunek elektronowy który przenoszony jest na pierścienie. Przekłada się to na 

obserwowalne zagęszczenie elektronów π i nadaje aromatyczny charakter pierścieniom 

Cp, ułatwiając tym samym reakcję elektrofilowej substytucji katalizowaną kwasami 

Lewisa (reakcja Friedla-Craftsa). Niezwykle istotną konsekwencją, wynikającą  

z pojawienia się struktury aromatycznej, jest m.in. wysoka trwałość ferrocenu.  

 

Rysunek 4. Protonacja ferrocenu (Neuse, 2005). 

Sama cząsteczka ferrocenu nie jest toksyczna dla orgaznimu. W przeprowadzonych 

doświadczeniach, przez okres 3-6 miesięcy podawano zwierzętom różne dawki ferrocenu 

i wykazano, iż nie powoduje on istotnych zaburzeń funkcjonowania organizmu, 

toksyczności ogólnoustrojowej ani śmierci. Obserwowano jedynie znaczne zwiększenie 

stężenia żelaza we krwi, które ulegało redukcji po odstawieniu związku. Usuwanie ferrocenu 

z organizmu, jak w przypadku większości ksenobiotyków, odbywa się w wątrobie przy 

udziale sprawnie funkcjonującego enzymatycznego układu detoksykacji (Gasser i wsp., 

2011). 

Wysoka stabilność ferrocenów w środowisku wodnym, niska toksyczność 

ogólnoustrojowa, charakterystyczne właściwości fizyko-chemiczne, które warunkują 

funkcjonowanie całej cząsteczki oraz niezwykle duży potencjał modyfikacji chemicznych, 

wynikający z łatwości syntez nowych pochodnych, sprawiają, że ferroceny stanowią 
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niezwykle atrakcyjną grupę związków dla wielu naukowców. Chociaż sama cząsteczka 

ferrocenu nie wykazuje aktywności biologicznej oraz jest nierozpuszczalna w wodzie, jego 

odpowiednio zaprojektowane koniugaty wykazują szereg interesujących aktywności 

biologicznych, które badane są w wielu obszarach nauki.  

Jedną z ważniejszych właściwości ferrocenylowych pochodnych jest ich potencjalna 

aktywność przeciwnowotworowa. Obecnie syntetyzowanych jest coraz więcej 

ferrocenylowych koniugatów, a do cząsteczki metaloorganicznej przyłączane są zarówno 

dostępne komercyjnie leki, jak i substancje pochodzenia naturalnego lub syntetycznego. 

Liczba powstających związków i prowadzonych badań wciąż jednak nie jest adekwatna  

i skorelowana z poziomem wiedzy na temat komórkowych mechanizmów aktywności tych 

związków. Uważa się, że ich cytotoksyczność i aktywność przeciwnowotworowa wynikać 

mogą przede wszystkim z niezwykle interesujących właściwości redoks cząsteczki 

ferrocenylowej i jej zdolności generowania wysoce reaktywnego rodnika hydroksylowego 

˙OH. Nie jest to jednak jedyny szlak molekularnych aktywności tych związków (Mojzisova 

i wsp., 2014; Braga i Silva, 2013).  

3. Właściwości biologiczne ferrocenylowych pochodnych i ich zastosowanie 

Bazując na przełomowych odkryciach z zakresu chemii metaloorganicznej (synteza 

i prawidłowe opisanie struktury ferrocenu) oraz opierając się na współczesnej wiedzy 

i nowatorskich technikach laboratoryjno-przemysłowych, żelazo, wchodzące w skład licznie 

syntetyzowanych pochodnych ferrocenylowych i determinujące ich właściwości 

biologiczne, chemiczne oraz fizyczne znajduje dziś szerokie zastosowanie  

w różnorodnych dziedzinach nauki. Pierwiastek ten po raz kolejny został uznany przez 

naukowców za istotne centrum rozwoju społeczeństwa. Wiele pochodnych ferrocenylowych 

stosowanych jest dziś z powodzeniem w elektrochemii, jako biosensory, składniki paliw  

i nawozów, elektroczynne materiały (półprzewodniki) oraz składniki budulcowe 

materiałów, wykorzystywanych w przemyśle lotniczym (Neuse, 2005; Ornelas, 2011; 

Hildebrandt i wsp., 2016; Mojžišová i wsp., 2014).  

 Odkrycie cytotoksycznych właściwości kationu ferrocenylowego spowodowało 

znaczny wzrost zainteresowania wielu ośrodków naukowych potencjalnym zastosowaniem 

ferrocenów w terapii przeciwnowotworowej oraz innych chorób. Niezwykle atrakcyjne 

właściwości redoks opisywanych cząsteczek, łatwość modyfikacji chemicznych  

i projektowania związków o określonych właściwościach biologicznych, jak również 

wysoka stabilność w środowisku wodnym, przyczyniły się do powstania szeregu 

różnorodnych pochodnych metaloorganicznych, zawierających w swej strukturze 

ferrocenylowy podstawnik oraz do ich testowania w badaniach biologicznych 

i medycznych. Znaczna część badań nad ferrocenami poświęcona jest poszukiwaniom 

pochodnej metaloorganicznej o efektywnym działaniu przeciwnowotworowym  

i niskiej toksyczności ogólnoustrojowej. Powstają liczne pochodne ferrocenylowe 

dostępnych już chemioterapeutyków (np. Ferrocifen), związków występujących naturalnie, 

które przejawiają aktywność przeciwnowotworową (np. flawonoidy) lub złożonych 

konigatów np. dendrymerów. Nie jest to jedyny obszar medycyny, w jakim pokłada się duże 

nadzieje z funkcjonowaniem ferrocenów. Dostępna literatura naukowa wskazuje na 

obiecujące wyniki w zakresie aktywności in vitro i in vivo pochodnych ferrocenylowych 
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przeciwko szeregu chorób bakteryjnych, grzybiczych, a przede wszystkim przeciwko 

pasożytów zarodźca malarii (Wani i wsp., 2015; Salas i wsp., 2013; Held i wsp., 2015; Biot 

i wsp., 2011; Braga i wsp., 2013; Ornelas, 2011). Dlatego też ferrocenylowe związki żelaza 

coraz częściej rozpatrywane są jako nowa grupa potencjalnych związków terapeutycznych, 

mogących odegrać dużą rolę w rozwoju współczesnej medycyny. Znaczny wzrost 

zainteresowania świata nauki potencjalnym zastosowaniem ferrocenów w medycynie 

określany jest okresem nowej epoki żelaza (Braga i Silva, 2013).  

Ze względu na znaczne ilości syntetyzowanych pochodnych ferrocenylowych oraz 

ich różnorodne efekty biologiczne, w części teoretycznej niniejszej rozprawy doktorskiej 

opisano jedynie grupy metaloorganicznych koniugatów żelaza, charakteryzujących się 

najefektywniejszymi właściwościami przecinowotworowymi oraz najbardziej obiecującymi 

właściwościami biologicznymi. Dodatkowym aspektem poruszanym w pracy jest 

aktywność anty-malaryczna oraz anty-bakteryjna pochodnych ferrocenylowych.  

4. Ferrocenylowe pochodne jako czynniki cytotoksyczne 

Do powyższej grupy pochodnych ferrocenylowych należą zarówno proste koniugaty 

metaloorganiczne, w przypadku których do podstawnika ferrocenylowego dołączana jest 

strukturalnie nieskomplikowana cząsteczka związku o właściwościach cytotoksycznych, jak 

również złożone chemicznie związki, będące połączeniem ferrocenu i chemioterapeutyku. 

W pierwszym przypadku, oczekuje się, iż dołączenie ferrocenu do określonej struktury 

chemicznej będzie wzmagać jej działanie cytotoksyczne. Celem połączenia 

metaloorganicznej cząsteczki z dostępnymi lekami, jest naśladowanie funkcjonowania 

biologicznego organicznego leku macierzystego, które zostanie udoskonalone poprzez 

właściwości fragmentu metaloorganicznego np. właściwości redoks metalocenu (Braga  

i  Silva, 2013; Wani i wsp., 2015; Babin i wsp., 2014). 

Badania nad właściwościami cytotoksycznymi pochodnych ferrocenylowych zostały 

rozpoczęte wraz z odkryciem aktywności przeciwnowotworowej innych metalocenów  

o wzorze ogólnym Cp2MCl2 (gdzie M=Ti, V, Nb, Mo). Pierwsze doświadczenia, 

przeprowadzone w 1984 roku przez Köpf-Maier i wsp. (1984), dotyczyły trzech pochodnych 

soli ferrocenylowych, zawierających w swej strukturze różne aniony, przyłączone do węgli 

pierścieni Cp. Badania prowadzone były na myszach z rakiem wysiękowym Ehrlicha (ang. 

Ehrlich ascites tumor; EAT). Wykazano, iż niezmodyfikowana chemicznie cząsteczka 

ferrocenu nie przejawia aktywności antyproliferacyjnej względem komórek 

nowotworowych. Zastosowanie pochodnych soli ferrocenylowych powodowało natomiast 

zahamowanie proliferacji komórek nowotworowych i przeżycie 83% chorych zwierząt, 

których długość życia wzrosła aż o 380% w porównaniu z myszami, które nie otrzymywały 

tych związków. W późniejszych eksperymentach, Popova i wsp. (1993) wykazali  

w warunkach in vivo, iż aktywność przeciwnowotworowa pochodnych soli ferrocenylowych 

jest ściśle skorelowana z rodzajem anionu, przyłączonego do pierścienia Cp oraz rodzajem 

nowotworu, na którym testowano związek. Wyniki prac, mających na celu zbadanie 

molekularnych mechanizmów aktywności opisanych wyżej pochodnych ferrocenylowych, 

wykazały, iż kluczowe dla aktywności biologicznej tych związków jest generowanie 

reaktywnych form tlenu, głównie rodnika hydroksylowego, powstającego w reakcji Fentona. 
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Konsekwencją powstawania RFT w komórkach nowotworowych, eksponowanych na 

działanie pochodnych soli ferrocenylowych, były uszkodzenia DNA (Ossela i wsp., 2000).  

Jedną z głównych strategii stosowaną przez naukowców w syntezie nowych 

pochodnych ferrocenylowych jest takie zaprojektowanie koniugatów, które pozwoli nowej 

cząsteczce nabyć większą aktywność biologiczną niż poszczególne jej składniki lub nowe 

mechanizmy funkcjonowania. Pionierskie badania, przeprowadzone w tym zakresie, 

dotyczą ferrocenylowych pochodnych, przejawiających zdolności interkalacji do DNA.  

W zależności od rodzaju grupy funkcyjnej, przyłączonej do węgla pierścienia Cp, 

metaloorganiczne koniugaty charakteryzowały się różną cytotoksycznością. Najbardziej 

efektywne okazały się pochodne ferrocenylowe, zawierające przy węglu C6  

2-metoksyakrydyne. Wyliczone stężenie IC50 dla wspomnianego związku wynosiło  

2 µmol/L dla trzech linii komórek nowotworowych – CoLo 205 (rak jelita grubego), HeLa 

i KB (rak nabłonkowy szyjki macicy) oraz 4,5 µmol/L dla HepG2 (rak wątroby) (Ong 

i wsp., 1992). Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, iż, wysoka cytotoksyczna 

aktywność metaloorganicznych pochodnych wynikała z połączenia cytotoksycznych 

właściwości podstawnika ferrocenylowego oraz zdolności akrydyny do interkalacji do DNA.  

4.1. Ferrocenylowe pochodne organicznych chemioterapeutyków 

Kluczową strategią dla otrzymania nowych, aktywnych biologicznie farmaceutyków 

o zwiększonej efektywności biologicznej, jest modyfikacja organicznego, komercyjnie 

stosowanego leku, którego funkcja, mechanizm działania i struktura są dobrze poznane. 

Część takiej cząsteczki zastępowana jest na drodze syntez chemicznych fragmentem 

metaloorganicznym, w celu uzyskania bioaktywnego koniugatu metaloorganicznego. 

Zastosowanie ferrocenów pozwoliło na uzyskanie wielu obiecujących, potencjalnych 

chemioterapeutyków. Najbardziej znanym przykładem wciąż pozostaje jednak Ferrocifen,  

z którym wiązane są duże nadzieje w zakresie leczenia nowotworów piersi. Otrzymany  

w wyniku substytucji fenylowego pierścienia tamoxifenu cząsteczką ferrocenu związek 

metaloorganiczny, charakteryzuje się większą skutecznością przeciwnowotworowej 

aktywności w porównaniu z cząsteczką macierzystą.  

W 1996 roku Jaouen i wsp. (Top i wsp., 1996), połączyli po raz pierwszy cząsteczkę 

ferrocenu z aktywnym biologicznie chemioterapeutykiem, stosowanym w leczeniu 

nowotworów piersi – tamoksifenem, należącym do selektywnych modulatorów receptora 

estrogenowego (ang. Selective Estrogen Receptor Modulator; SERM). Spodziewano się, iż 

otrzymany w wyniku takiej chemicznej substytucji koniugat będzie przejawiał nowe cechy 

terapeutyczne, jak np. efektywniejsze hamowanie proliferacji komórek nowotworowych 

raka piersi. Zgodnie z przyjętą hipotezą, zakładano, iż metaloorganiczna pochodna 

funkcjonować będzie na zasadzie fuzji aktywności biologicznej obu elementów składowych 

– przeciwnowotworowych właściwości organicznego chemioterapeutyku oraz aromatycznej 

struktury ferrocenu, przyczyniającej się do lokalizowania się jego cząsteczki w obrębie 

receptora estrogenowego, a w konsekwencji oddziaływania na DNA (Top i wsp., 1996; Top 

i wsp., 2003). 

Badania, przeprowadzone na liniach komórkowych wywodzących się  

z estrogenozależnego (MCF-7) oraz estrogenoniezależnego (MDA-MB-231) raka piersi 

wykazały, iż ferrocifen charakteryzuje się niezwykle efektywnym antyproliferacyjnym 
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działaniem. W przypadku linii MCF-7 jego aktywność cytotoksyczna zbliżona była do 

niezmodyfikowanej cząsteczki hydroksytamoksifenu. Uważa się, że mechanizm działania 

metaloorganicznego koniugatu jest analogiczny do komercyjnie dostępnego 

chemioterapeutyku i realizowany poprzez oddziaływanie związku z receptorem 

estrogenowym (ERα), obecnym na komórkach MCF-7, co w konsekwencji prowadzi do 

zahamowania transkrypcji DNA, zależnej od działania estrogenów w tkance nowotworowej. 

Niezwykle istotne wyniki uzyskano natomiast dla linii MDA-MB-231, która pozostaje 

całkowicie niewrażliwa na działanie niezmodyfikowanej cząsteczki tamoksifenu na skutek 

braku receptorów estrogenowych. W przypadku zastosowania ferrocenylowej pochodnej 

ferrocifenu, obserwowano znaczny spadek przeżywalności komórek nowotworowych tej 

linii, a wyliczone stężenie IC50 wynosiło 0,5 µmol/L, co wskazuje na wysoką 

przeciwnowotworową aktywność tej pochodnej wobec komórek niewrażliwych na 

estrogeny. Uważa się, że u podstaw działania metaloorganicznej pochodnej znajdują się 

nowe mechanizmy molekularnych szlaków aktywności za które odpowiada część 

ferrocenylowa (Hillard i wsp., 2005; Vessieres i wsp., 2010). Przeprowadzone w 2014 roku 

(Lu i wsp., 2014) badania wykazały, iż antyproliferacyjna aktywność ferrocifenu 

skorelowana jest ze zwiększoną produkcją RFT w komórkach nowotworowych. Z drugiej 

strony, udowodniono jednak, że taka aktywność opisywanego koniugatu 

metaloorganicznego może być realizowana bez udziału RFT, jak miało to miejsce  

w przypadku komórek czerniaka, których proliferacja również ulegała zahamowaniu po 

ekspozycji na ferrocifen (Michard i wsp., 2008). Uzyskane wyniki wskazują na szerokie 

spektrum możliwych dróg molekularnych mechanizmów działania cząsteczki 

metaloorganicznej, które wciąż pozostają niezbadane. Zbiór informacji z zakresu możliwych 

szlaków biologicznej aktywności ferrocifenu oraz wpływu struktury związku na 

efektywność funkcjonowania cząsteczki w komórkach nowotworowych (SAR) dostarcza 

artykuł przeglądowy profesora Gerarda Jaouen’a (Jaouen i wsp., 2015).  

Niewątpliwy sukces koniugatu ferrocenu z tamoksifenem spowodował wzrost 

zainteresowania naukowców tym obszarem nauki, co przełożyło się na poszukiwania  

i syntezy nowych metaloorganicznych pochodnych dostępnych leków organicznych. 

Kolejnym związkiem, należącym do grupy SERM, który został połączony 

z podstawnikiem ferrocenylowym jest Raloksyfen. Fereira i wsp. (2009) dokonali syntezy 

szeregu pochodnych Raloksyfenu, zastępując jeden z pierścieni fenolowych podstawnikiem 

ferrocenylowym. Analiza cytotoksyczności wykazała, iż wszystkie pochodne hamowały 

proliferację komórek nowotworowych różnych linii. Wartym podkreślenia jest fakt, iż 

najbardziej aktywna pochodna charakteryzowała się wysoką aktywnością biologiczną już 

przy niskich mikromolowych stężeniach, a wyliczone stężenie IC50 było niższe niż od IC50 

związku referencyjnego – cisplatyny. Ponadto, jak wykazały doświadczenia, głównym 

mechanizmem śmierci komórek była apoptoza, realizowana przy udziale aktywnych kaspaz.  

Dane literaturowe wskazują, iż leki z grupy SERM, zmodyfikowane o cząsteczkę 

ferrocenu, stanowić mogą atrakcyjną alternatywę dla dostępnych obecnie 

chemioterapeutyków. Obiecujące wyniki, uzyskiwane w kolejnych doświadczeniach, 

stanowią doskonały punkt wyjścia do syntezy jeszcze efektywniejszych biologicznie 

związków o szerszym spektrum działania i większej synergii mechanizmów 
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przeciwnowotworowych, występujących pomiędzy fragmentem metaloorganicznego 

ferrocenu a lekiem.  

4.2. Ferrocenylowe pochodne fenoli 

Ferrocenylowe pochodne fenoli stanowią kolejną, atrakcyjną biologicznie grupę 

związków, które przykuwają uwagę naukowców. Inspiracją dla uzyskania takich 

koniugatów był naturalnie występujący antyoksydant – resweratrol, którego działanie 

wykorzystywane jest m.in. w leczeniu cukrzycy, redukcji nadwagi ale również zmniejszeniu 

ryzyka występowania chorób nowotworowych. Poszukiwanie najbardziej aktywnych 

metaloorganicznych pochodnych fenoli wymusza syntezę znacznej ilości różnorodnych 

koniugatów. Dotychczas uzyskano zarówno pochodne monofenolowe, jak  

i cząsteczki zbudowane z podstawnika ferrocenylowego oraz kilku pierścieni 

aromatycznych fenolu. Dostępna literatura naukowa wskazuje, iż najbardziej efektywne 

właściwości przeciwnowotworowe wykazuje jak dotąd ferrocifenol (Hillard i wsp., 2006; 

Hillard i wsp., 2007). Przeprowadzone testy cytotoksyczności wykazały, że związek ten  

w niskich stężeniach skutecznie hamuje proliferację komórek nowotworów piersi linii MCF-

7 oraz MDA-MB-231, a wyliczone stężenia IC50 dla obu typów komórek były zbliżone  

i  wynosiły odpowiednio 0,7 µmol/L i 0,6 µmol/L. Dobrą aktywnością biologiczną 

charakteryzują się również analogi orto i meta ferrocifenolu. Uważa się, iż u podstaw 

molekularnych mechanizmów aktywności przeciwnowotworowej powyższych 

metaloorganicznych pochodnych leży podobieństwo strukturalne do estrogenów, przez co 

zdolne są one do oddziaływania z receptorami ERα i modulowania transkrypcji DNA.  

Bazując na strukturze chemicznej ferrocifenolu, próbowano w licznych syntezach 

otrzymać związki o jeszcze wyższej aktywności przeciwnowotworowej. Zarówno 

modyfikacja części fenolowej związku, jak i pierścieni Cp ferrocenylowego podstawnika 

zakończyła się niepowodzeniem (Tan i wsp., 2009; Hillard i wsp., 2007). Badania te 

pozwoliły wyciągnąć kluczowe wnioski dla przyszłych syntez metaloorganicznych 

pochodnych fenolowych. Zauważono iż wszelkie modyfikacje ferrocenylowego 

podstawnika, jak również zmiana położenia grup hydroksylowych w obrębie pierścieni 

fenolowych, powodują obniżenie właściwości cytotoksycznych całej cząsteczki. Istotnym 

aspektem dla wysokiej aktywności antyproliferacyjnej koniugatów okazało się również 

zachowanie odpowiedniego ogólnego schematu strukturalnego całej cząsteczki – [ferrocen]-

[łącznik organiczny]-[pierścienie fenolowe] (Hillard i wsp., 2006).  

Druga generacja ferrocenylowych pochodnych fenoli charakteryzuje się 

występowaniem wiązania pomiędzy atomami węgla w układzie cyklicznym dwóch 

pierścieni Cp podstawnika metaloorganicznego. Jak wskazują wyniki badań, taka 

strukturalna koniugacja pomiędzy fenolową częścią koniugatu, a jego resztą ferrocenylową 

powoduje zwiększenie aktywności antyproliferacyjnej całej cząsteczki w stosunku do 

estrogeno-niezależnego nowotworu piersi (MDA-MB-231) (Gormen i wsp., 2010; Gormen 

i wsp., 2009; Plażuk i wsp., 2009).  

Atrakcyjność powyższych koniugatów przekłada się na liczbę syntez nowych 

pochodnych oraz badań z zakresu ich cytotoksycznych i przeciwnowotworowych 

właściwości. W najnowszych badaniach zespół profesora Jaouen’a przeprowadził analizę 

aktywności biologicznej 28 ferrocenylowych pochodnych (de Oliveira i wsp., 2011), 
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potwierdzając równocześnie ich biologiczną aktywność wobec różnych typów komórek 

nowotworowych.  

4.3.  Ferrocenylowe pochodne flawonoidów 

 Nowoczesna chemia biometaloorganiczna wykorzystuje również 

przeciwnowotworowe właściwości flawonoidów (głównie auronów oraz flawonów)  

w połączeniu z ferrocenylowymi podstawnikami. Nowatorskie podejście do opracowania 

alternatywnych chemioterapeutyków najprawdopodobniej przyczynia się do powstania 

licznych ferrocenylowych pochodnych flawonoidów w celu uzyskania cząsteczki  

o najefektywniejszym działaniu przeciwnowotworowym, będącej wynikiem połączenia 

właściwości elementów składowych – flawonoidu oraz ferrocenu. Flawonoidowe pochodne 

metaloorganiczne, jako innowacyjne podejście do chemioterapii, cieszy się  

w ostatnich latach dużym zainteresowaniem badaczy (Monserrat i wsp. 2011; Monserrat  

i wsp., 2013; Tiwari i wsp., 2011). Zaskakująco dobre wyniki uzyskano dla ferrocenylowych 

pochodnych chalkonów, stanowiących związki prekursorowe w biosyntezie flawonoidów. 

Metaloorganiczne koniugaty wykazywały wysoką cytotoksyczność względem komórek linii 

MDA-MB-231 (stężenie IC50 mieściło się w granicach 1-4 µmol/L). Ponadto związki te, 

hamowały wzrost kolonii bakteryjnych niektórych szczepów (Escherichia Coli, 

Staphylococcus aureus, S. aureus oraz S.epidermidis) przy minimalnym stężeniu 

hamującym (ang. Minimal Inhibitory Concentration; MIC) 4-32 mg/mL. Dużym 

problemem pozostaje jednak wciąż niska selektywność działania pochodnych 

ferrocenylwych chalkonów. Przeprowadzone na komórkach prawidłowych fibroblastów 

linii MRC-5 płuc badania cytotoksyczności wykazały, że związki te powodowały 

zahamowanie proliferacji tych komórek z wydajnością zbliżoną do obserwowanej dla 

komórek nowotworowych (porównywalne stężenia IC50 związków). W celu zastosowania 

ferrocenylowych pochodnych chalkonów jako potencjalnych chemioterapeutyków, 

konieczne jest poszukiwanie nowych rozwiązań strukturalnych, zwiększających 

selektywność ich działania względem komórek objętych karcynogenezą, przy jednoczesnym 

zachowaniu wysokiej aktywności biologicznej. W przyszłości mogą one znaleźć 

zastosowanie również jako środki dezynfekujące (Tiwari i wsp., 2011).  

W kolejnych syntezach ferrocenylowych pochodnych chalkonów nie udało się 

jednak uzyskać nowych związków o tak wysokiej efektywności przeciwnowotworowej. 

Wartym podkreślenia jest fakt, iż niektóre z nich zdolne były do blokady oddziaływania 

wirusa HIV z DNA poprzez inhibicję enzymu HIV-1, należącego do proteaz aspartylowych. 

Białko to odgrywa istotną funkcję w cyklu replikacyjnym wirusa HIV (Monserrat i wsp., 

2011; Muller i wsp., 2012).  

4.4. Ferrocenylowe pochodne związków naturalnych 

Chemiczne przyłączenie cząsteczki ferrocenu do biologicznie aktywnej substancji 

naturalnej, występującej w naszym organizmie, ma dwojakie skutki. Z jednej strony 

powoduje to, iż cały metaloorganiczny koniugat będzie charakteryzował się odpowiednią 

biozgodnością, zapewniającą brak odpowiedzi immunologicznej, co zwiększa szanse jego 

farmokologicznego zastosowania. Z drugiej strony oczekuje się, iż takie połączenie będzie 
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zwiększać cytotoksyczność całej pochodnej (Braga i Silva., 2013).  Pionierskie badania  

w zakresie syntezy nowych ferrocenylowych pochodnych z wykorzystaniem zjawiska 

biomimikry, prowadzone były już pod koniec lat 70 XX wieku (Fiorina i wsp., 1978). 

Podstawnik ferrocenu łączono z poliaminami – putrescyną, sperminą lub spermidyną. 

Przeprowadzone badania wykazały, iż wspomniane metaloorganiczne koniugaty 

charakteryzowały się jednak niską cytotoksycznością względem mysich komórek białaczki 

limfoblastycznej.  

Obecnie dużym zainteresowaniem cieszą się ferrocenylowe pochodne nukleotydów, 

oligopeptydów oraz cukrowców. Niezwykle obiecujące wydają się również połączenia 

podstawnika metaloorganicznego żelaza z mikroelementami. 

4.5. Ferrocenylowe pochodne peptydów 

Ferrocenylowe pochodne peptydów stanowią jedną z najliczniejszych grup 

pochodnych metaloorganicznych. Ich atrakcyjność wynika z możliwości ich szerokiego 

zastosowania zarówno w układach biologicznych, jak i w innych dziedzinach. 

Metaloorganiczne koniugaty peptydów charakteryzują się m.in. wysoką stabilnością 

chemiczną oraz dobrze poznanymi właściwościami redoks. Klasyfikacja ferrocenylowych 

pochodnych peptydów opiera się na ilości grup aminokwasowych dołączonych do pierścieni 

Cp metaloorganicznego podstawnika. Spora część uwagi naukowców poświęcona jest 

dipeptydowym koniugatom ze względu na ich wysoką aktywność biologiczną względem 

komórek nowotworowych. Podczas syntezy tej grupy związków, przestrzeganych jest kilka 

kluczowych dla ich prawidłowego funkcjonowania zasad. Niezbędne jest aby cząsteczka 

posiadała: 1) aktywny elektrochemicznie rdzeń; 2) łącznik chemiczny, który będzie pełnił 

rolę chromofora, obniżającego potencjał oksydacyjny części ferrocenylowej oraz 3) resztę 

aminokwasową, zdolną do interakcji z innymi biomolekułami obecnymi w komórkach np. 

poprzez wiązania wodorowe (Lal i wsp., 2011). 

Wykazano, że ferrocenylowe pochodne peptydów wykazują cytotoksyczne działanie 

względem komórek nowotworowych raka płuc (linia H1299) (Corry i wsp., 2007; 2009; 

Goel i wsp., 2007). W szeregu przeprowadzonych badań testowano różnorodne chemicznie 

koniugaty, dla których wyliczone stężenie IC50, odzwierciedlające aktywność cytotoksyczną 

związku, mieściło się w granicach stężeń mikromolowych. Najlepsze wyniki uzyskano dla 

ferrocenylowych pochodnych dipeptydów, otrzymanych w laboratorium profesora 

Kenny’ego (Monney i wsp., 2009), które charakteryzowały się wysoką aktywnością 

antyproliferacyjną wobec komórek H1299, a wartości ich stężeń IC50 znajdowały się poniżej 

10 µmol/L. Co warto podkreślić, pochodna wykazująca najlepsze przeciwnowotworowe 

działanie, była tak samo aktywna jak referencyjny lek cisplatyna. 

Sugeruje się, iż u podstaw molekularnych mechanizmów działania opisywanych 

ferrocenylowych koniugatów leży ich zdolność do generowania RFT, które powodują 

uszkodzenia wielu struktur komórkowych, w tym również DNA. Jednym z następstw 

zaburzenia prawidłowej struktury materiału genetycznego, jest zahamowanie cyklu 

podziałowego komórek nowotworowych w punkcie kontrolnym G2/M (Corry i wsp., 2009). 

Ponadto, ze względu na swój lipofilowy charakter, cząsteczki te zdolne są do zakotwiczania 

się w obrębie błon lipidowych, gdzie reszta peptydowa wchodząc w interakcje z elementami 
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strukturalnymi błony powoduje m.in. zaburzenie funkcjonowania kanałów błonowych  

i śmierć komórki (Corry i wsp., 2007; Goel i wsp., 2007). 

W najnowszych badaniach Cooper i wsp. (2011) udało się uzyskać ferrocenylowe 

pochodne peptydów, wykazujące aktywność biologiczną w środowisku o kwaśnym pH. 

Związki, w wyniku generowania RFT, powodowały uszkodzenia plazmidowego DNA. Ze 

względu na to, że komórki nowotworowe, na skutek efektu Warburga, wykazują niższe pH 

niż komórki prawidłowe, ta klasa koniugatów ferrocenylowych może w przyszłości 

stanowić niezwykle atrakcyjną grupę związków wyjściowych do syntezy kolejnych 

metaloorganicznych pochodnych o jeszcze lepszej biologicznej aktywności, szczególnie 

względem nowotworów. 

4.6. Ferrocenylowe pochodne zasad azotowych 

Dużym zainteresowaniem współczesnej chemii biometaloorganicznej cieszą się 

koniugaty ferrocenu z zasadami azotowymi. Bazując na dobrze poznanych właściwościach 

biologicznych nukleotydów, naukowcy starają się stworzyć związki o nowych 

właściwościach chemioterapeutycznych (Ornelas, 2011) poprzez kowalencyjne połączenie 

nukleotydów z ugrupowaniem metaloorganicznym, zawierającym żelazo.  

Istotnych informacji na temat przeciwnowotworowej aktywności ferrocenylowych 

pochodnych zasad azotowych dostarczyły badania Simenel’a i wsp. (2009), którzy dokonali 

syntezy 14 nowych związków. Ich cytotoksyczne działanie zostało przetestowane w na 3 

różnych liniach komórek nowotworowych: gruczolakoraka sutka (C755), płuc (LCC) oraz 

czerniaka B16. Jedna spośród testowanych pochodnych charakteryzowała się szczególnie 

wysoką aktywnością antyproliferacyjną wobec komórek C755, powodując supresję 

nowotworu w 70% przypadków w porównaniu z kontrolą.  Co więcej, badania wskazują, iż 

związek ten wykazuje synergizm działania z klinicznie stosowanym cyklofosfamidem. 

Warto podkreślić, iż w kolejnych badaniach, przeprowadzonych również przez Simenel’a 

(2010), udało się zsyntetyzować i wyselekcjonować ferrocenylową pochodną pirymidyny 

wykazującą jeszcze silniejsze działanie przeciwnowotworowe. W przeprowadzonych na 

myszach doświadczeniach, metaloorganiczny koniugat powodował hamowanie proliferacji 

komórek C755 w 95% (po 14 dniach stosowania) oraz 65% komórek LCC (po 22 dniach 

stosowania).  

W jednych z najnowszych badań nad metaloorganicznymi pochodnymi zasad 

azotowych, Nguyen i wsp. (2014) zsyntetyzowali nukleotydowe analogi ferrocenylowe, 

zawierające w swej strukturze grupy hydroksyalkilowe. Koniugaty te charakteryzowały się 

wysoką aktywnością antyproliferacyjną względem komórek nowotworowych różnych 

typów. Najbardziej efektywny związek w swym działaniu cytostatycznym dorównywał 

cisplatynie. Jak sugerują autorzy, w osiągnięciu wysokiej aktywności 

przeciwnowotworowej kluczowy udział miała zarówno część ferrocenylowa, jak  

i podstawniki hydroksyalkilowe.  
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4.7. Supermolekularne systemy transportu leków 

W ostatnim okresie oprócz poszukiwań i syntez nowych, efektywniejszych leków 

przeciwnowotworowych dużo uwagi poświęca się opracowaniu skutecznych metod ich 

bezpośredniego dostarczania do komórek nowotworowych. Nowoczesne systemy transportu 

leków stają się obiecującą strategią w walce z nowotworami. Przyczyniają się one do 

zwiększenia rozpuszczalności chemioterapeutyków w środowisku wodnym jak również 

selektywności ich działania i trwałości chemicznej w ustroju chorego. Ponadto, efektywny 

transport leku i jego lokalizacja w obrębie nowotworu może korespondować  

z utratą jego aktywności in vivo np. na skutek interakcji ze związkami chelatującymi. 

Następstwem tego jest obniżenie dawki terapeutycznej leku, koniecznej do uzyskania 

pożądanego efektu (Ornelas, 2011; Braga i Silva, 2013).  

Pomimo wysokiej aktywności przeciwnowotworowej niektórych pochodnych 

ferrocenylowych oraz obiecujących wyników, w dostępnej literaturze naukowej znaleźć 

można jedynie kilka publikacji, dotyczących systemów transportu chemioterapeutyków  

z wykorzystaniem opisywanych związków metaloorganicznych. Związki te łączone są  

z cyklodekstrynami, polimerami poliaspartamidu oraz polimerami micelarnymi.  

4.7.1. Cyklodekstryna 

Kompleksy cyklodekstryny (ang. cyclodextrin; CD) ze względu na swoją wysoką 

stabilność oraz dobrą rozpuszczalność w H2O traktowane są jako atrakcyjne cząsteczki  

o charakterze nośników leków przeciwnowotworowych. Badania wskazują, iż zastosowanie 

CD jako nośnika leków w chemioterapii skutkuje zwiększeniem jego aktywności oraz 

spadkiem niepożądanych toksycznych efektów ubocznych. CD wykorzystywane są 

preferencyjnie jako nosniki leków hydrofobowych, w celu zwiększenia ich 

rozpuszczalności. Ponadto, nośniki te powodują wzrost aktywności leków poprzez redukcję 

ich interakcji z białkami surowicy lub innymi niespecyficznymi substratami, ułatwiając tym 

samym odpowiednią lokalizację chemioterapeutyków w komórkach docelowych (Ornelas, 

2011; Braga i Silva, 2013).  

Przeprowadzone przez różne zespoły badawcze doświadczenia wskazują, iż CD  

może być wykorzystywana z dużą efektywnością jako nośnik cytotoksycznych pochodnych 

ferrocenylowych (Buriez i wsp., 2008; Bruno i wsp., 2011). Jaouen i wsp., badali połączenie 

β-CD z ferrocifenem. Wyniki wykazały, iż połączenie obu związków skutkuje znaczącym 

zwiększeniem rozpuszczalności w H2O, przy jednoczesnym braku wpływu na jego 

cytotoksyczność względem komórek nowotworowych. Analogiczne wyniki dla 

ferrocenylowych pochodnych i β-CD uzyskał również Petrovski i wsp., (Petrovski i wsp., 

2008). Co więcej, naukowcy wykazali, iż zastosowanie pochodnych CD (TRIMEB lub 

HPβCD) jako nośniki ferrocenów powodowało istotny statystycznie wzrost (nawet 2,5 

krotny) ich aktywności biologicznej.  

Ze względu na to, że zastosowanie CD zwiększa rozpuszczalność 

metaloorganicznych koniugatów żelaza przy jednoczesnym braku negatywnego wpływu na 

ich cytotoksyczność, związek ten wydaje się być niezwykle atrakcyjnym kandydatem do 

pełnienia roli nośnika leków, który przyczyniać się będzie do wzrostu biologicznej 

aktywności ferrocenów.  
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4.7.2. Poliaspartamid 

Zastosowanie poliaspartamidu jako nośnika ferrocenylowych pochodnych powoduje 

wzrost ich rozpuszczalności, co ułatwia ich przenikanie przez błonę komórek 

nowotworowych i ich bezpośrednio działanie w miejscach docelowych.  

W ostatnich latach naukowcy starają się również wykorzystywać również związki 

poliaspartamidu jako systemy nośnikowe w terapii wielolekowej. Ich odpowiednia budowa 

chemiczna, charakteryzująca się występowaniem dużej ilości łańcuchów bocznych, 

umożliwia interakcję i transport kilku cząsteczek jednocześnie. Jedne z pierwszych badań 

przeprowadzonych w tym zakresie dotyczą terapii skojarzeniowej ferrocenylowej pochodnej 

z aminochinoliną, kwasem foliowym oraz metotreksatem (Aderibigbe i wsp., 2011; Mufula 

i wsp., 2012).  

Neuse i wsp. (Caldwell i wsp., 1998; Neuse, 1998, Neuse, 2001; Johnson i wsp., 

2003) w szeregu przeprowadzonych badań analizowali cytotoksyczne właściwości 

połączonych z poliaspartamidem pochodnych ferrocenylowych względem komórek HeLa 

oraz Colo 320DM, znanej jako linia wysoce oporna na konwencjonalną chemioterapie.  

W syntezach zastosowano szereg modyfikacji: różnorodne chemicznie łączniki, 

występujące pomiędzy fragmentem metaloorganicznym, a poliaspartamidem, oraz boczne 

grupy funkcyjne. Przeprowadzone w warunkach in vitro badania wskazują, iż tak 

przygotowane pochodne w większości przypadków wykazywały wysoką aktywność 

cytotoksyczną przy niższym stężeniu IC50 niż referencyjny związek cisplatyna. Za wysoką 

aktywność biologiczną związków odpowiedzialne były boczne łańcuchy aminowe 

koniugatów, które w warunkach fizjologicznego pH umożliwiały ich konwersję ze stanu 

neutralnego do znacznie bardziej toksycznej formy kationowej. Badania in vivo, 

przeprowadzone na zdrowych myszach wskazują, iż zastosowanie ferrocenylowych 

koniugatów połączonych z poliaspartamidem, umożliwia zwiększenie stosowanej dawki 

leku nawet powyżej limitującej wartości toksycznej dla cisplatyny (Johnson i wsp., 2003; 

Schechter i wsp., 2000). 

4.7.3. Polimery micelarne 

Wielowarstwowe systemy micelarne, zbudowane z amfifilowych łańcuchów 

polimerowych, stają się coraz bardziej popularne jako nośniki leków 

przeciwnowotworowych. Ze względu na swoja wysoką stabilność chemiczną, związki te  

w środowisku komórkowym nie ulegają dysocjacji na pojedyncze łańcuchy polimerowe. 

Jednakże, pomimo niewątpliwie atrakcyjnych właściwości fizyko-chemicznych, 

zastosowanie micelarnych polimerów jako nośników ferrocenylowych pochodnych jest 

wciąż wykorzystywane w niewielkim zakresie. Niedawno przeprowadzone badania in vitro 

(Wei i wsp., 2010) wskazują, iż enkapsulacja ferrocenylowej pochodnej we wnętrzu miceli 

polimerowej, powoduje uruchomienie aktywności cytotoksycznej związku wobec komórek 

nowotworowych linii HeLa (IC50=0,2 g/L). Zastosowanie zwiększonej dawki (0,8 g/L) 

skutkowało dalszym spadkiem przeżywalności komórek, aż do 10% względem komórek 

nietraktowanych. 
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5. Kompleksy heterobimetaliczne: ferrocen jako ligand 

Odkrycie cisplatyny było niewątpliwie jednym z najważniejszych wydarzeń XX 

wieku dla rozwoju chemioterapii. Jej wysoka aktywność antyproliferacyjna  

i cytotoksyczna względem szeregu różnorodnych nowotworów połączona jest niestety  

z niską selektywnością działania i wysoką toksycznością ogólnoustrojową (Galluzi i wsp., 

2012). Pomimo wielu czynników limitujących szerokie zastosowanie tego związku, jego 

budowa oraz sposób działania stał się dla naukowców istotnym impulsem do opracowania 

kolejnych związków, których podstawę strukturalną stanowią metale przejściowe.  

Ze względu na swoja specyficzną geometrię, właściwości redoks oraz aktywności 

cytotoksyczne i proapoptotyczne, ferroceny stanowią atrakcyjne ligandy dla innych 

kompleksów koordynacyjnych metali przejściowych. W dostępnej literaturze naukowej 

można znaleźć coraz więcej informacji na temat połączeń ferrocenów z metalami takimi jak: 

platyna, pallad, aluminium, srebro, cynk, gal. Duże nadzieje wiąże się jednak, przede 

wszystkim, z połączeniami żelaza, występującego jako ferrocenylowy podstawnik,  

z rutenem oraz złotem (Braga i Silva, 2013).  

5.1. Kompleksy rutenu zawierające grupy ferrocenylowe 

Kompleksy rutenu z powodu korzystnych właściwości chemicznych rozpatrywane są 

jako alternatywa dla platyny. W warunkach fizjologicznych metal ten występować może 

wewnątrz komórek w trzech różnych stanach utlenienia (II, III oraz IV), co wskazuje na 

szeroki zakres jego potencjalnego prooksydacyjnego działania. Ponadto, cytotoksyczność 

kompleksów rutenowych względem komórek prawidłowych jest mniejsza, niż  

w przypadku związków platyny. Zjawisko to tłumaczone jest faktem specyficznej, 

preferencyjnej akumulacji rutenu w komórkach szybko dzielących się – jak ma to miejsce 

m.in. w komórkach nowotworowych. Mechanizm akumulacji rutenu w guzach 

nowotworowych spowodowany jest zdolnością metalu do jego oddziaływania  

z transferryną (na zasadzie podobieństwa działania do żelaza), której receptory ulegają 

nadekspresji w komórkach nowotworowych (Timerbaev i wsp., 2006).  

Uważa się, iż wysoka, cytotoksyczna aktywność rutenowych kompleksów  

z ferrocenylowymi może zostać osiągnięta poprzez odpowiednie zaprojektowanie 

chemiczne związku, tak aby miało miejsce synergistyczne współdziałanie obu metali 

przejściowych – rutenu oraz żelaza. Postuluje się, iż wówczas, na całkowitą zdolność 

prooksydacyjną oraz cytotoksyczną związku metaloorganicznego składać się będą 

właściwości poszczególnych jego pierwiastków metali.  

Jedne z pierwszych badań nad potencjalnym zastosowaniem przeciwnowotworowym 

kompleksów rutenu-żelaza zostały przeprowadzone przez Poelhsitz i wsp., (Poelhsitz i wsp., 

2007), którzy wykazali, ze pochodne te charakteryzują się wysoką efektywnością działania 

względem komórek nowotworowych MDA-MB-231, a wyliczone stężenie IC50 było 

zaskakująco niskie i wynosiło 10 µmol/L. Wartym podkreślenia jest również fakt, iż 

metaloorganiczna pochodna wykazywała znacznie lepszą biologiczną aktywność niż 

cisplatyna (IC50=63 µmol/L).  

Kolejne syntezy nowych pochodnych rutenu, zawierające grupy ferrocenylowe, nie 

przyniosły już tak dobrych wyników. Otrzymywane związki wykazywały cytotoksyczne 
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działanie względem komórek nowotworowych w zakresie stężeń mikromolarnych, ale ich 

aktywność biologiczna w porównaniu z cisplatyną była przynajmniej 2-krotnie niższa (Ott  

i wsp., 2010; Auzias i wsp., 2008). Kluczowym dla wysokiej przeciwnowotworowej 

aktywnosci związków rutenu i żelaza okazała się ich struktura chemiczna. W jednych  

z najnowszych badań Kemp i wsp.(2012) podkreślają problem nieprawidłowej koniugacji 

obu metali, prowadzącej do redukcji gęstości elektronowej i całkowitego potencjału 

oksydacyjnego rdzenia rutenu, co ostatecznie powoduje obniżenie cytotoksyczności 

koniugatu wobec komórek nowotworowych.  

5.2. Kompleksy złota zawierające ferrocen 

Związki złota znane są przede wszystkim z ich zastosowania jako leki przeciwko 

zapaleniu stawów. Rozwój chemii biometaloorganicznej przyczynił się do badania 

aktywności tych związków takzę i w innych dziedzinach medycyny, w tym w onkologii 

klincznej. W dostępnej literaturze naukowej można znaleźć szereg prac opisujących 

obiecujące właściwości przeciwnowotworowe substancji zawierających złoto (Ott i wsp., 

2009; Liu i wsp., 2013; Hackenberg i Tacke, 2014; Cisnetti i wsp., 2013). Niektóre spośród 

nich hamują proliferację komórek nowotworowych, opornych na działanie cisplatyny, co 

najprawdopodobniej jest wynikiem różnych mechanizmów molekularnych, warunkujących 

ich aktywność przeciwnowotworową w porównaniu z pochodnymi platyny. Przeważająca 

część biologicznych badań, prowadzonych z wykorzystaniem związków złota, dotyczy 

koniugatów tego metalu na +I/+III stopniu utlenienia z tiolanami, N-heterocyklicznymi 

karbenami (NHC) czy ligandami alkinowymi (Hikisz i wsp., 2015; Cheng i wsp., 2014; 

Bertrand i wsp., 2015; Serebryanskaya i wsp., 2015).  

Podobnie, jak w przypadku rutenowych kompleksów ferrocenylowych,  

w połączeniu złota i żelaza upatruje się możliwości zwiększenia cytotoksycznej  

i antyproliferacyjnej aktywności całej cząsteczki poprzez wzajemną kooperację obu 

pierwiastków. Wzrost skuteczności działania metaloorganicznego koniugatu miałby więc 

być pewną wypadkową właściwości biologicznych złota i żelaza oraz wynikających z ich 

obecności molekularnych mechanizmów funkcjonowania w komórce.  

Pomimo, iż pierwsze badania nad aktywnością biologiczną ferrocenylowych 

kompleksów złota zostały przeprowadzone ponad 20 lat temu (rok 1995; Viotte i wsp.,1995), 

a zsyntetyzowane związki charakteryzowały się wysoką aktywnością antyproliferacyjną 

względem komórek nowotworowych linii SW-60 (rak jelita grubego) oraz HT-1376 (rak 

pęcherza), dostępne publikacje naukowe oferują ciągle niewiele informacji na temat 

możliwych szlaków działania tych związków w komórce. Co więcej, kolejne próby syntezy 

nowych koniugatów złota i żelaza o jeszcze lepszych właściwościach cytotoksycznych 

wobec komórek nowotworowych kończyły się w znacznej części przypadków 

niepowodzeniem. Co prawda uzyskiwane metaloorganiczne cząsteczki charakteryzowały 

się zdolnością hamowania proliferacji komórek nowotworowych w niskich, 

mikromolowych stężeniach, wyliczone stężenie IC50 było jednak wyższe niż dla cisplatyny, 

co dyskwalifikowało nowe pochodne jako potencjalne i atrakcyjne chemioterapeutyki 

(Gimeno i wsp., 2011).  

Ostatnie badania przeprowadzone w tym zakresie przez dwa niezależne zespoły 

naukowe, wnoszą nieco więcej optymizmu. Horvath i wsp., (2008) wykazali wysoką 
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aktywność karbenowych kompleksów złota (I), połączonych z ugrupowaniem 

ferrocenylowym. Związki te charakteryzowały się wysoką zdolnością hamowania 

proliferacji komórek nowotworowych linii HeLa (rak szyjki macicy), CoLo 320 DM 

(gruczolakorak jelita grubego) oraz Jurkat (białaczka T limfoblastyczna), przewyższając 

aktywność cisplatyny. Kolejna grupa badawcza (Goitia i wsp., 2011) dokonała syntezy 

kilkunastu koniugatów złota z fosfinami ferrocenylo-amidowymi. Przeprowadzony  

w warunkach in vitro test cytotoksyczności MTT na 4 liniach komórek nowotworowych 

(NIH-3T3, PC-12, A549 oraz HepG2) wykazał, iż część spośród analizowanych 

pochodnych, wykazywała większą aktywność antyproliferacyjną niż cisplatyna. 

6. Ferrocenylowe pochodne w leczeniu malarii 

Pomimo licznych badań prowadzonych w ostatniej dekadzie w zakresie prewencji  

i leczenia malarii, choroba ta nieustannie charakteryzuje się bardzo wysokim odsetkiem 

zachorowalności połączonym z równie wysoką śmiertelnością. Jej występowanie 

zanotowano już w ponad 100 krajach, a problem dużej zachorowalności (szczególnie  

w krajach rozwijających się), oraz wysoka śmiertelność wśród chorych, stanowi sprawę 

priorytetową dla Światowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization; WHO). 

Jak podkreślają raporty WHO na przestrzeni ostatnich 15 lat obserwowano 18% spadek 

nowych zachorowań, jednak całkowita liczba osób dotkniętych malarią jest ciągle bardzo 

duża. Tylko w 2015 roku na malarię zachorowało około 214 milionów ludzi. Regionami 

najbardziej narażonymi na jej występowanie jest Afryka (88% przypadków), Azja (10%) 

oraz wschodni region śródziemnomorski (2%) (World Malaria Report, 2015).  

Istotnym aspektem w walce przeciwko malarii jest skuteczność stosowanych leków. 

Brak skutecznej szczepionki przeciwko malarii oraz całkowita niemożność kontroli nad 

wektorem choroby jakim są komary, stanowią fundamentalny problem.  

Pierwszym lekiem stosowanym w malarii była chinina oraz jej syntetyczna pochodna 

– chlorochina (CQ). Jednak, jak wykazały badania, już w latach 50 XIX wieku okazało się, 

że pierwotniaki P. faciparum, powodujące malarię, wykształciły odporność na te leki. 

Kolejną strategią była synteza nowych związków o działaniu zbliżonym do CQ, ale  

o odmiennej strukturze chemicznej. Również i ta terapia nie przyniosła spodziewanych 

efektów. Obecnie, zgodnie z zaleceniami WHO, w leczeniu malarii stosuje się terapię 

skojarzoną (politerapię), składającą się przynajmniej z dwóch różnych leków. Najbardziej 

efektywna jest terapia skojarzona artemizyny (ACT) (lub jej pochodnych) z innymi 

związkami. Taka kombinacja chemioterapeutyków przyczynia się do zwiększenia 

skuteczności leczenia oraz opóźnia czas wykształcenia odporności pasożytów (Wani 

i wsp., 2015; Salas i wsp., 2013; Held i wsp., 2015; Biot i wsp., 2011). Niepokojące dane  

z ostatnich lat wskazują jednak, iż w niektórych rejonach Azji pojawiły się gatunki oporne 

również i na ten rodzaj leczenia (Noedl i wsp., 2008; Hawkes i wsp., 2014).  

Duży sukces stosowania cisplatyny w terapii przeciwnowotworowej oraz wzrost 

zainteresowania związkami metaloorganicznymi, skierowały uwagę naukowców w stronę 

wykorzystania tych związków w leczeniu malarii (Biot i Dive, 2010). W pierwszych 

syntezach, cząsteczkę CQ koniugowano z  podstawnikami zawierającymi różnorodne metale 

jak ruten, złoto czy żelazo. Strategia przyłączenia podstawnika ferrocenylowego do 

struktury dobrze poznanego i zbadanego leku antymalarycznego została po raz pierwszy 
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zastosowana w połowie lat 90. Pierwsze uzyskane wyniki były jednak rozczarowujące. 

Skuteczność zwalczania pasożytów malarii była bowiem zbliżona lub nawet niższa niż  

w przypadku macierzystej chlorochininy. Przyczyn niepowodzenia upatrywano w niskiej 

stabilności nowych koniugatów w warunkach niskiego pH (Wani i wsp., 2015). 

Przełomowym okazał się rok 1994, kiedy to Biot i wsp. (1997) zaprojektowali oraz 

zsyntetyzowali ferrocenylową pochodną CQ, określaną jako ferroquine (FQ). 

Przeprowadzone badania wykazały, iż cząsteczka FQ charakteryzuje się bardzo dobrą 

efektywnością działania in vivo względem CQ-opornego gatunku P.flaciparum, przy 

jednoczesnym braku ubocznych efektów immunotoksycznych (Pierrot i wsp., 2005). Lepsza 

aktywność biologiczna FQ, połączona z interesującymi właściwościami antymalarycznymi 

oraz nowym mechanizmem molekularnej aktywności, stały się podstawą do dalszych badań 

nad wykorzystaniem opisywanego związku w leczeniu choroby pasożytniczej, jak również 

poszukiwania i syntezy nowych koniugatów, których podstawę strukturalną stanowi FQ 

(Wani i wsp., 2015).  

Warto zaznaczyć, że skuteczność funkcjonowania cząsteczki FQ idzie w parze 

również z aspektem ekonomicznym. Synteza FQ z punktu chemicznego jest procesem 

nieskomplikowanym i tanim, co niewątpliwie zwiększa atrakcyjność zastosowania tego 

związku jako leku antymalarycznego – szczególnie w krajach o niskich dochodach (Biot  

i Dive 2010).  

6.1.     Struktura cząsteczki FQ 

Punktem wyjścia do opracowania odpowiednio skutecznej cząsteczki FQ były jego 

dwa elementy składowe struktury – podstawnik ferrocenylowy oraz 4-aminochinolina, 

będąca pochodną chininy. Poszukiwania efektywnie działającego koniugatu wymagało 

przeprowadzenia wielu badań oraz syntez, dzięki którym udało się ustalić najlepsze 

połączenie wszystkich struktur chemicznych. W licznych eksperymentach ustalono, iż 

kluczowym czynnikiem determinującym aktywność całego związku jest wzajemne 

usytuowanie ferrocenu, 4-aminochinoliny oraz łańcucha alkiloaminowego. Wykazano, iż 

ferrocenylowy podstawnik znajdować się musi pomiędzy pierścieniami aromatycznymi  

4-aminochinoliny, a bocznym łańcuchem alkiloaminowym (Rys. 5). Wartym podkreślenia 

jest fakt, iż cząsteczka tylko o takiej strukturze wykazuje wysoką efektywność 

antymalarycznego działania na szczepy P.falciaprum, zarówno wrażliwe jak i oporne na CQ 

(Biot i wsp., 1997; Biot i wsp., 2005; Salas i wsp., 2013).  

 

Rysunek 5. Struktura cząsteczki FQ.  
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6.2. Mechanizm aktywności FQ 

Bazując na strukturze i właściwościach biologicznych komercyjnie dostępnego 

związku CQ, próbowano zsyntetyzować wiele jego pochodnych ferrocenylowych, 

odznaczających się jeszcze lepszym antymalarycznym działaniem. Szybko jednak okazało 

się, iż FQ jest najbardziej efektywną pochodną, charakteryzującą się wysoką aktywnością in 

vivo względem P.falciaprum. Do dziś traktowany jest on jako związek prekursorowy dla 

dalszych poszukiwań i syntez metaloorganicznych pochodnych o właściwościach 

antymalarycznych (Wani i wsp., 2015). 

Pomimo pewnego podobieństwa strukturalnego pomiędzy cząsteczkami CQ oraz FQ, 

ich zdolność hamowania rozwoju zarodźca malarii jest bardzo różna (Biot i wsp., 2009). Jak 

wykazały licznie badania, kluczowa dla funkcjonowania całej cząsteczki okazała się 

obecność metaloorganicznego podstawnika ferrocenylowego oraz jej odpowiednia 

lokalizacja w obrębie struktury chemicznej całego koniugatu. Odpowiednim kierunkiem 

badań było więc porównanie poszczególnych szlaków aktywności biologicznej CQ oraz FQ. 

Niezwykle interesującą właściwością metaloorganicznej pochodnej jest jej zdolność do 

skutecznego oddziaływania również na CQ-oporne P.falciparum. O wysokiej biologicznej 

atrakcyjności związku świadczy fakt, iż przetestowanie FQ w warunkach in vitro na 16 

różnych szczepach laboratoryjnych pasożytów, pozyskanych i wyizolowanych z różnych 

regionów geograficznych, dało zadowalające wyniki (Biot i Dive, 2010; Wani 

i wsp., 2015).  

Uważa się, że mechanizmy biologicznej aktywności antymalarycznej CQ i FQ są 

podobne. Głównym celem działania tych związków jest hamowanie powstawania 

hemozoiny. Istotne różnice w efektywności działania obu związków wynikają z ich 

właściwości fizyko-chemicznych, takich jak lipofilność, zasadowość, budowa geometryczna 

i elektronowa. Biologiczna aktywność FQ realizowana jest na wielu szlakach 

molekularnych, głównie w obrębie wakuoli pokarmowej zarodźca malarii,  

i opiera się na zdolności cząsteczki do oddziaływania na błony lipidowe pasożytów poprzez 

peroksydację lipidów, hamowania powstawania hemozoiny oraz generowania reaktywnych 

form tlenu (głównie rodnika hydroksylowego na drodze reakcji Fentona), co ostatecznie 

prowadzi do śmierci pasożytów. 

Wynikiem działania pasożytów Plasmodia sp. jest przebiegający w ich wakuoli 

trawiennej rozkład enzymatyczny hemoglobiny erytrocytów człowieka. Do cytosolu 

uwalniany jest zawierający żelazo wolny hem, który w takiej formie jest cytotoksyczny. 

Kolejnym etapem działania pasożytów jest jego konwersja do formy krystalicznej – 

hemozoiny, która jest niezbędna do ich przeżycia. Właściwości te sprawiają, że staje się ona 

jednym z głównych celów działania leków antymalarycznych oraz potencjalnych 

chemioterapeutyków, a inhibicja powstawania hemozoiny jednym z najbardziej pożądanych 

działań skutecznego terapeutyku.  

Biot i wsp. (2005) w swoich badaniach wykazali, że FQ przejawia duże 

powinowactwo do hematyny (pochodna hemu, zawierająca trójwartościowy atom żelaza 

Fe3+), będącej jednym z substratów na szlaku powstawania hemozoiny. Opisywany związek 

metaloorganiczny tworzy z nią trwałe kompleksy, łącząc się z pochodna hemu  

w stosunku stechiometrycznym 1:1. Pomimo że, wyniki badań wykazały, iż mechanizm 



  

33 
 

oddziaływania CQ i FQ z hematyną był taki sam dla obu związków, zaobserwowano istotne 

różnice w ich efektywności inhibowania hematyny. FQ powodowała zależne od stężenia 

hamowanie konwersji hematyny do β-hematyny, a wyliczone dla CQ i FQ stężenie IC50 

wynosiło odpowiednio 1,9 oraz 0,78 nmol/L. Wartości te wskazują na ponad dwukrotnie 

większą aktywność metaloorganicznej pochodnej (Dubar i wsp., 2010; Biot 

i wsp., 2005).   

Zarówno CQ, jak i jego metaloorganiczna pochodna FQ, w zależności od pH 

środowiska, charakteryzują się swoistą litofilnością, która jak wykazały badania, implikuje 

ich sposób działania względem pasożytów zarodźca malarii. Porównując molekularne 

aktywności CQ i FQ, wykazano, iż metaloorganiczna pochodna w warunkach cytosolowego 

pH, lokalizuje się w obrębie dwuwarstwy lipidowej ponad 100-krotnie silniej niż 

niezmodyfikowana chemicznie chlorochina. Właściwości te, powodują, iż FQ 

preferencyjnie lokuje się w obszarze wakuoli trawiennej pasożytów, gdzie pełni swoje 

antymalaryczne funkcje. Uważa się, iż różnice w funkcjonowaniu FQ i CQ w obrębie błony 

biologicznej stanowią podstawę znacznie wyższej aktywności pochodnej metaloorganicznej 

(Biot i wsp., 2010; Wani i wsp., 2015). 

Obecność w strukturze chemicznej FQ silnych wiązań wodorowych również 

koresponduje z działaniem antymalarycznym cząsteczki. Biot i wsp. (2009) wykazali, iż 

biorą one bezpośredni udział w odpowiedniej lokalizacji koniugatu w dwuwarstwie 

lipidowej komórek pasożytów Plasmodia sp. 

W odpowiednich warunkach środowiska, cząsteczka FQ, w przeciwieństwie do CQ, 

zdolna jest do generowania reaktywnych form tlenu w komórkach pasożyta. Za indukcję 

stresu oksydacyjnego odpowiedzialny jest podstawnik ferrocenylowy, obecny  

w metaloorganicznej pochodnej FQ. Przeprowadzone badania wykazały, iż w wyniku 

lokalizacji FQ w obrębie błony lipidowej wakuoli trawiennej pasożytów zarodźca malarii, 

następuje jednoelektronowa, odwracalna reakcja redoks, przebiegająca z udziałem atomu 

żelaza. Jest to klasyczna reakcja Fentona, w której produktem jest wysoce reaktywny rodnik 

hydroksylowy ˙OH: 

FQ(II) + H2O2 → FQ(III) + HOˉ + ˙HO 

Stężenie RFT, generowanych przez FQ, jest stosunkowo niskie i mieści się  

w granicach mikromolowych, skutkiem czego nie wpływają one na stabilność 

metaloorganicznej pochodnej w komórkach. Z drugiej strony poziom rodnika 

hydroksylowego jest na tyle wystarczający, aby spowodować liczne uszkodzenia (jak np. 

peroksydację lipidów) w komórce pasożytniczej, prowadzące do zaburzenia funkcjonowania 

wakuoli trawiennej i w konsekwencji śmierci parazytów (Chavain i wsp., 2008; Biot i Dive 

2010; Dubar i wsp., 2008; Dubar i wsp., 2013; Salas i wsp., 2013).   

Uważa się iż brak zdolności cząsteczki CQ do generowania RFT w krwinkach 

czerwonych, które możliwe jest tylko w komórkach jądrzastych przy udziale czynnika  

NF-κB, osłabia jej aktywność przeciwmalaryczną (Dubar i wsp., 2008; Chavain  

i wsp., 2008). Z drugiej strony, doskonałe właściwości antymalaryczne FQ, wynikają  

z wieloczynnikowej aktywności – odpowiedniej lokalizacji, hamowania powstawania 

hemozoiny i generowania RFT (Dubar i wsp., 2008; Chavain i wsp., 2008; Biot i wsp., 2011). 
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Aktywność antymalaryczna FQ realizowana jest więc na kilku szlakach 

molekularnych. Ze względu na swoje fizyko-chemiczne właściwości głównym obszarem 

działania metaloorganicznej cząsteczki są lipidy wakuoli trawiennej parazytów, inhibicja 

powstawania hemozoiny oraz uszkodzenia Plasmodium sp. przez RFT, generowane przez 

żelazo FQ.  

FQ jest obecnie w drugiej fazie badań klinicznych i uważany jest za jeden  

z najbardziej atrakcyjnych medycznie potencjalnych leków antymalarycznych. Duże 

nadzieje, jakie pokładane są w tą cząsteczką, związane są nie tylko ze skutecznym leczeniem 

malarii, ale również z niezwykle istotnym poszerzeniem wiedzy w zakresie projektowania 

nowych, efektywnych koniugatów metaloorganicznych (Biot i Dive 2010). Warto również 

zaznaczyć, iż prowadzone są także badania nad terapią skojarzeniową ACT, gdzie partnerem 

dla komercyjnie stosowanej artemizyny jest pochodna FQ. Atrakcyjne wyniki, które 

uzyskano, wskazują, iż metaloorganiczny koniugat może w przyszłości być jednym  

z głównych leków antymalarycznych. Naukowcy sugerują ponadto badania nad kombinacją 

FQ z innymi lekami w celu opracowania nowej generacji terapii skojarzeniowej (Held i wsp., 

2015).  

Należy również podkreślić, że FQ, nie jest jedyną metaloorganiczną cząsteczką  

o właściwościach przeciwmalarycznych. Prowadzone są syntezy kolejnych pochodnych 

ferrocenylowych o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu tej groźnej choroby, jednak żaden 

z dotychczas zsyntetyzowanych związków nie wykazuje tak doskonałej aktywności 

przeciwko zarodźcom malarii jak FQ (Wani i wsp., 2015; Biot i Dive 2010; Biot i wsp., 2012). 

7. Antybakteryjne właściwości ferrocenylowych pochodnych 

W ostatnich latach obserwuje się niepokojący wzrost lekooporności wśród 

mikroorganizmów. Niewrażliwość drobnoustrojów na stosowane powszechnie antybiotyki 

osiąga alarmujący poziom i stanowi poważne wyzwanie dla przemysłu farmaceutycznego na 

całym świecie. Konieczne jest więc opracowanie leków o szerszym spektrum działania. 

Obiecujące wyniki, uzyskiwane w przypadku zastosowania ferrocenylowych pochodnych do 

zwalczania infekcji bakteryjnych lub grzybiczych, stanowią solidny punkt wyjścia do 

dalszych eksperymentów nad metaloorganicznymi pochodnymi. Stają się one atrakcyjną 

alternatywą dla obecnie stosowanych leków i dobrze rokującym rozwiązaniem problemu 

lekooporności wśród drobnoustrojów. Obecność metalu w zmodyfikowanej cząsteczce 

antybiotyku nadaje jej nowe właściwości, wynikające ze swoistych cech fragmentu 

metaloorganicznego. Uważa się, że zwiększenie aktywności metaloorganicznych 

pochodnych dostępnych leków (w tym również antybiotyków) i nowych związków, jest 

sumą podstawowej cytotoksyczności farmaceutyku oraz specyficznych właściwości jonu 

metalu (Eke i Abubakar 2015; Patra i wsp., 2012). 

Na podstawie wyników dotychczasowych prac eksperymentalnych można stwierdzić, 

iż w badaniach nad syntezą i potencjalnym zastosowaniem ferrocenów jako antybiotyków 

naukowcy przyjmują następujące główne strategie:  

 synteza pochodnych ferrocenylowych dostępnych komercyjnie antybiotyków, 

których struktura chemiczna bazuje na farmaceutykach; lek wzbogacony jest o fragment 
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ferrocenu (Edwards i wsp., 1976; Patra i wsp., 2009; Patra i wsp., 2010; Patra i wsp. 2012; 

Patra i wsp., 2011; Skiba i wsp., 2012),  

 poszukiwanie zupełnie nowych związków metaloorganicznych, zawierających 

podstawnik ferrocenylowy, który połączony jest z powszechnie dostępnym związkiem nie 

pełniącym funkcji antybiotyku (El Arbi i wsp., 2011; Ali i wsp., 2013; Eke i Abubakar, 2015; 

Bandow i Metzler-Nolte, 2009).  

Pionierskie badania w zakresie łączenia ferrocenów z farmaceutykami przypadają na 

lata 70. Edwards i wsp. (1976) przeprowadzili serię syntez ferrocenylowych pochodnych 

penicyliny oraz cefalosporyny, w których jeden z pierścieni benzenowych antybiotyków 

został zastąpiony cząsteczką ferrocenu. Wyniki wskazują, że niektóre z chemicznie 

zmodyfikowanych związków charakteryzują się efektywniejszymi właściwościami 

antybakteryjnymi, a mechanizm ich funkcjonowania skorelowany jest prawdopodobnie  

z inhibicją enzymu β-laktamazy. Molekularne szlaki aktywności metaloorganicznych 

pochodnych antybiotyków są jednak słabo poznane (Patra i wsp., 2010, Patra i wsp., 2011; 

Patra i wsp., 2012). Sugeruje się iż fragment metaloorganiczny, zawierający atom żelaza, 

może być odpowiedzialny za generowanie wolnych rodników, uszkadzających komórki 

bakteryjne – analogicznie jak w przypadku aktywności antymalarycznej. Ponadto,  

w komórkach bakteryjnych, eksponowanych na działanie ferrocenylowych koniugatów, 

obserwowano również uszkodzenia bakteryjnego DNA, co powodowało zahamowanie ich 

replikacji i tym samym namnażania się w organizmie gospodarza (El Arbi i wsp., 2011; Ali 

i wsp., 2013). 

Niemiecki profesor Nils Metzler-Nolte wraz z zespołem badawczym przeprowadzili 

szereg badań nad syntezą nowych, ferrocenylowych pochodnych antybiotyku 

platensymycyny (Patra i wsp., 2009; Patra i wsp., 2010; Patra i wsp., 2011; Patra i wsp., 

2012). Związek ten, odkryty i wyizolowany w 2006 roku (Wang i wsp., 2006), jest 

metabolitem Streptomyces platensis. Charakteryzuje się on wysoką aktywnością 

przeciwbakteryjną wobec gram-dodatnich szczepów Staphylococus aureus oraz 

Enterococcus faecalis, blokując enzymy kluczowe dla szlaku biosyntezy kwasów 

tłuszczowych. Ze względu na słabą farmakokinetykę, nie jest on komercyjnie 

rozpowszechniony jako antybiotyk, stanowi jednak doskonały punkt wyjścia do modyfikacji 

chemicznych i otrzymywania nowych, skuteczniejszych farmaceutyków.  

Mimo licznych syntez metaloorganicznych pochodnych platensymycyny oraz badań 

nad molekularnymi mechanizmami ich aktywności przeciwbakteryjnej, do tej pory nie udało 

się opracować związku o większej efektywności bakteriobójczego działania niż związek 

macierzysty. Naukowcy zwracają uwagę na problem wieloetapowej syntezy, która 

powodować może obniżenie aktywności biologicznej całego koniugatu. Koniecznym wydaje 

się więc opracowanie nowych procesów chemicznych, które nie będą wpływać na zaburzenie 

struktur chemicznych pochodnych. Kolejnym istotnym czynnikiem, limitującym 

zastosowanie pochodnych metaloorganicznych platensymycyny, jest niska kinetyka ich 

wnikania do komórek bakteryjnych, co związane jest prawdopodobnie z niską 

przepuszczalnością błony bakterii dla tych związków (Patra i wsp., 2009; 2010; 2011; 2012). 

Również w przypadku chemicznego łączenia podstawnika ferrocenylowego  

z dostępnymi związkami, niepełniącymi funkcji antybiotyków jak np. związki fenylowe (El 

Arbi i wsp., 2011), anilina (Ali i wsp., 2013), zasady Schiffa (Farooq i Lokande, 2015), nie 
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uzyskano zadowalających wyników. Większość  badanych pochodnych wykazywała 

niewielką aktywność antybakteryjną. Należy więc podkreślić, że w tym obszarze nauki 

ferrocenylowe pochodne jak dotąd nie osiągają tak dobrych i zadowalających wyników jak 

ma to miejsce w przypadku leczenia malarii (FQ) czy nowotworów (Ferrocifen). Biorąc 

jednak pod uwagę duży potencjał biologiczny ferrocenylowych pochodnych, zasadnym 

wydaje się poszukiwanie nowych koniugatów żelaza, które skutecznie hamowałyby m.in. 

wzrost bakterii czy grzybów.   
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8. CEL PRACY 

Głównym celem badań, przeprowadzonych w niniejszej pracy, była ocena  

w warunkach in vitro profilu aktywności przeciwnowotworowej nowosyntetyzowanych 

i niebadanych dotychczas pochodnych metaloorganicznych oraz wyselekcjonowanie 

najbardziej aktywnych związków – potencjalnych chemioterapeutyków do dalszej 

szczegółowej analizy w badaniach podstawowych, przedklinicznych i klinicznych.  

Podstawą hipotezy badawczej i oczekiwanych rezultatów było założenie, że 

spełniające określone wymagania strukturalne i funkcjonalne pochodne metaloorganiczne 

będą:  

1) hamować proliferację wrażliwych i opornych na konwencjonalne 

chemioterapeutyki komórek białaczkowych oraz komórek pochodzących z najczęściej 

wystepujących obecnie nowotworów litych – raka piersi (estrogenozaleznego i potrójnie 

ujemnego), raka płuc i raka wątroby, poprzez indukcję uszkodzeń DNA oraz zahamowanie 

jego replikacji i cyklu podziałowego komórek 

2) indukować śmierć komórek nowotworowych na drodze apoptozy, jako najbardziej 

pożądany sposób ich niszczenia, bez wywoływania niekorzystnego dla pacjentów procesu 

zapalnego, towarzyszącego np. nekrozy  

3) generować stres oksydacyjny w komórkach nowotworowych, którego udział  

w proapoptotycznym i genotoksycznym działaniu badanych pochodnych będzie znaczący. 

Oczekiwano, że wybrane do badań metaloorganiczne pochodne charakteryzować się będą 

wysokim potencjałem przeciwnowotworowym. 

Szczegółowe badania, wykonane w warunkach in vitro, miały na celu:  

1) ocenę właściwości cytotoksycznych i cytostatycznych analizowanych pochodnych 

wobec wybranych linii ludzkich komórek nowotworowych 

2) określenie rodzaju uszkodzeń komórek, eksponowanych na działanie badanych 

biokoniugatów (zmiany morfologii, błony komórkowej, jądra komórkowego, 

mitochondriów, chromatyny, DNA)  

3) poznanie głównych mechanizmów molekularnych, odpowiedzialnych za 

cytotoksyczne, antyproliferacyjne, pro-oksydacyjnej, pro-apoptotyczne 

i genotoksyczne działanie najbardziej aktywnych związków, wyselekcjonowanych 

na podstawie testów cytotoksyczności i cytostatyczności.  

Zakładano, że uzyskane w badaniach wyniki będą stanowić solidny fundament dla dalszych, 

bardziej szczegółowych i wszechstronnych badań podstawowych, przedklinicznych  

i klinicznych w celu potencjalnego zastosowania najbardziej aktywnych i obiecujących 

pochodnych, o najkorzystniejszych właściwościach biologicznych, jako nowych 

efektywnych chemioterapeutyków w leczeniu nowotworów. Badania te wymagają również 

równoległej, szczegółowej analizy toksyczności wobec komórek prawidłowych.  
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9. MATERIAŁY 

9.1. Odczynniki chemiczne 

 Odczynniki posiadały najwyższy z dostępnych stopni czystości, a do sporządzania ich 

roztworów stosowano wodę dejonizowaną, oczyszczoną w układzie odwróconej osmozy,  

o przewodności około 0,06 μS/cm (Elix3/Mili-Q firmy Millipore).  

9.1.1. Odczynniki do hodowli komórek 

 Medium wzrostowe DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium), Lonza, 

Verviers, Belgia)  

 Medium wzrostowe RPMI (ang. Roswell Park Memorial Institute medium), 

PAA Laboratories GmbH, Niemcy) 

 Roztwór trypsyny – 0,25% trypsyna, 1 mM EDTA (Lonza, Verviers, Belgia) 

 Bydlęca surowica płodowa (PAA Laboratories GmbH, Niemcy) 

 Mieszanina antybiotyków penicylina/streptomycyna – 10 000 jednostek/ml 

penicyliny, 10 000 µg/ml streptomycyny (Lonza, Verbiers, Belgia) 

 Mieszanina aminokwasów – 10 mM (Lonza, Verbiers, Belgia) 

9.1.2. Komercyjne zestawy odczynników 

 Thioredoxin Reductase Activity Colorimetric Assay Kit (BioVision, Milpita 

 Boulevard, Milpitas, CA, USA) 

 EnzChek® Caspase-3 Assay Kit #1 (Molecular Probes, Minneapolis, Willow 

Creek Rd., USA) 

 Caspase-8/Caspase-9 Colorimetric Assay Kit (R&D Systems, Minneapolis, 

USA) 

9.1.3.  Barwniki i sondy fluorescencyjne 

 Oranż akrydynowy (ang. Acridine Orange), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA  

 DAPI (4',6-diamidinodihydrochloran-2-fenylindonu, ang. 4',6-diamidino-2-

phenylindole), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

 DAUDA (ang. 11-[5-(Dimethylamino)-1-naphthalenesulfonylamino] undecanoic 

acid), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

 DAF-FM (ang. diaminofluorescein-FM), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

 DHE,Dihydroetydyna (ang. hydroethidine; 3,8-Diamino-5,6-dihydro-5-ethyl-6-

phenylphenanthridine; 5,6-Dihydro-3,8-diamino-5-ethyl-6-

phenylphenanthridine; Reduced ethidium; 5-Ethyl-5,6-dihydro-6-phenyl-3,8-

phenanthridinediamine), Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

 H2DCFDA (ang. 2′,7′-Dichlorofluorescin diacetate), Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA  



  

40 
 

  Hoechst 33258 (ang. 2′-(4-hydroxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5′-bi-

1H-benzimidazole trihydrochloride hydrate, bisBenzimide), Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA 

  JC-1 (jodek 5, 5’,6, 6’-tetrachloro-1,1’,3, 3’-tetraetylobenzimidazo-

karbocyjaniny, ang. 5, 5’,6, 6’-tetrachloro-1,1’, 3, 3’-tetraethylbenzimida-

zolcarbo- cyanine iodide), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 

 Jodek propidyny (ang. propidium iodide), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

 TMA-DPH (ang. N,N,N-Trimethyl-4-(6-phenyl-1,3,5-hexatrien-1-yl) phenylammo-

nium  p-toluenesulfonate, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

9.1.4. Pozostałe odczynniki 

 Agaroza LMP typ I-A (ang. Low Melting Point), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA  

 Agaroza NMP typ VII (ang. Normal Melting Point), Sigma-Aldrich, St. 

 Louis, MO, USA  

 Auranofina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 Błękit trypanu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

 CCCP (karbonylo-cyjano-m-chlorofenylohydrazon (ang. carbonyl cyanide m-

chlorophenyl-hydrazone), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,USA  

 DMSO (dimetylsulfotlenek, ang. dimethyl sulfoxide), Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA 

 HBSS (Hanks’ Balanced Salt solution), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

 Kwas askorbinowy (ang. Ascorbic acid), Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA 

 MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotriazo-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu,(ang. 

Methylthiazolyldiphe-nyltetrazolium bromide), Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA 

 NAC (ang. N-Acetyl-L-cysteine), Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA 

  Triton® X-100 (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)  

 Trizma® hydrochloride Tris-HCl), Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA 

 Trolox ((±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid), 

 Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA  

 Roztwór RNazy, 50 U/mg, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

  Odczynniki firmy POCh S.A, Gliwice, Polska – wszystkie odczynniki stosowane 

do sporządzenia roztworów, zawierających kwasy, zasady i sole (NaOH, HCl, 

NaCl, KCl, MgCl2, Na2-EDTA, CaCl2, 1 mM Na2HPO4, etanol 96%, 

9.2. Sprzęt 

 Hodowlę komórek prowadzono z wykorzystaniem jałowego sprzętu jednorazowego 

użytku firmy PAA Laboratories GmbH, Niemcy:  

 naczynia o powierzchni 25 cm2 i 75 cm2 

 szalki o średnicy 35 i 60 mm 

 przezroczyste i czarne płytki 96-dołkowe 

 probówki o pojemności 15 ml i 50 ml.  



  

41 
 

 W badaniach wykorzystywano również drobny sprzęt jednorazowego użytku: 

 probówki typu Eppendorf 

 końcówki do pipet automatycznych 

 pipety Pasteura (plastikowe i szklane). 

9.3. Aparatura 

  mikroskop fluorescencyjny z odwróconym obiektywem Olympus IX70 (Tokyo, 

Japonia) – obserwacje mikroskopowe, badania morfologii komórek, ilościowa 

analiza komórek zywych, apoptotycznych i nekrotycznych (barwniki 

 fluorescencyjne Hoechst 33258 i jodek propidyny) 

  mikroskop fluorescencyjny Nikon Eclipse E600W (Tokyo, Japonia) – 

obserwacja 

i analiza komet DNA (barwnik fluorescencyjny DAPI) 

 spektrofotometr Cary 1 firmy Varian (Varian Inc., Palo Alto, USA) – pomiary 

spektrofotometryczne  

 czytnik mikropłytek 96-dołkowych Biotek PowerWave HT (Biotek Instruments, 

Winooski, USA) – pomiary spektrofotometryczne (test MTT żywotności 

komórek), kaspazy-8 i -9, TrxR  

 spektrofluorymetr Perkin-Elmer (Massachusetts, USA) z przystawką do pomiaru 

anizotropii fluorescencji – płynność błony komorkowej (sondy TMA-DPH  

i DAUDA) 

 czytnik mikropłytek Fluoroscan Ascent FL (Labsystems, Helsinki, Finlandia) – 

pomiary spektrofluorymetryczne: poziom RFT (sondy fluorescencyjne 

H2DCFDA, kaspaza-3, potencjał mitochondrialny (sonda fluorescencyjna JC-1) 

 cytometr przepływowy BDUS LSR II (Beckton Dickinson and Company, 

Franklin Lakes, USA) – analiza cyklu komórkowego 

9.4. Badane związki metaloorganiczne  

Analiza molekularnych szlaków aktywności biologicznej badanych związków 

metaloorganicznych możliwa była dzięki współpracy pomiędzy zespołami badawczymi 

Katedry Termobiologii (obecnie Katedra Biofizyki Medycznej), kierowanej przez prof. dr. 

hab. Anetę Koceva-Chyła a Katedry Chemii Organicznej, Wydziału Chemii UŁ; Instytutu 

Chemii, Uniwersytetu Neuchatel, Neuchatel, Szwajcaria; Katedry Chemii i Biochemii 

Uniwersytetu Bern, Bern, Szwajcaria oraz Instytutu Chemii Medycznej i Farmaceutycznej 

Politechniki Braunschweig, Braunschweig, Niemcy.  

Związki metaloorganiczne, badane w niniejszej pracy, zostały zaprojektowane, 

zsyntetyzowane i zanalizowane pod względem chemicznym przez: 

 Dr. hab. Konrada Kowalskiego, prof. nadzw. UŁ – Katedra Chemii Organicznej, 

 Wydział Chemii, Uniwersytet Łódzki, Łódź (Polska) 

 Mgr. Łukasza Szczupaka – Katedra Chemii Organicznej, Wydział Chemii, 

 Uniwersytet Łódzki, Łódź, Polska  
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 Prof. Georg Süss-Fink – Institut de Chimie Université de Neuchâtel, Neuchatel, 

 Szwajcaria  

 Dr Bruno Therrien – Institut de Chimie, University of Neuchatel, Neuchatel, 

 Szwajcaria  

 Prof. Julien Furrer – Departement für Chemie und Biochemie, Universität Bern, 

 Bern, Szwajcaria 

 Dr Luciano Oehninger – Institute of Medicinal and Pharmaceutical Chemistry, 

Technische Universitât Braunschweig, Braunschweig, Niemcy 

 Dr Ingo Ott – Institute of Medicinal and Pharmaceutical Chemistry, Technische 

Universitât Braunschweig, Braunschweig, Niemcy 

W pracy oceniano aktywnośc biologiczna (głównie przeciwnowotworowe właściwości) 17 

pochodnych metaloorganicznych o różnej strukturze. Były to: 

 pochodne akryloiloferrocenów (związki 15 i 15Cl)  

 pochodne azzaferrocenów (związki 12 i 12a) 

 flawonoidowe pochodne ferrocenylowe (związki 4-7) 

 pochodne ferrocenylowe zawierające atom kobaltu (związki 7-11) 

 metaloorganiczne kompleksy alkilowe, zawierające pierścień chromonowy i atom 

złota (związki 4-6) 

 pochodna rutenu (DiRu-1) 

9.5. Linie komórkowe 

 Badania aktywności biologicznej związków wykonano na czterech liniach 

komórkowych, wywodzacych się z litych nowotworów ludzkich: 

 MCF-7 (hormonozależny gruczolakorak (adenocarcinoma) piersi) – komórki rosnące  

w monowarstwie 

 MDA-MB-231 (potrójnie negatywny gruczolakorak (adenocarcinoma) piersi) – komórki 

rosnące w monowarstwie 

 HepG2 (rak wątrobowo komórkowy) – komórki rosnące w monowarstwie 

 A549 (komórki nabłonka niedrobno komórkowego (gruczolakoraka) płuc) – komórki 

rosnące w monowarstwie 

oraz linii białaczkowej: 

 CCRF- CEM (ostra białaczka limfoblastyczna) – komórki rosnące w zawiesinie. 

Tabela 1. Wzory strukturalne badanych pochodnych metaloorganicznych. 

 

A. Akryloiloferroceny – związki 15 i 15Cl 
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B. Azzaferroceny – związki 12 i 12a 

 

C. Flawonoidowe pochodne ferrocenylowe – związki 4, 5, 6 i 7. 

 

D. Metaloorganiczne kompleksy alkilowe zawierające 

pierścień chromonowy oraz atom złota – związki 4, 5 i 6. 
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E. Pochodne ferrocenylowe zawierające atom kobaltu – związki 7, 8, 9, 10 i 11. 

 

F. Pochodna rutenu – diruten-1 

9.5.1. Charakterystyka linii MCF-7 (ATCC® HTB-22™) 

 Linia MCF-7 (estrogenozależny gluczorakorak, ang. adenocarcinoma estrogen-

responsive) raka piersi została po raz pierwszy wyprowadzona w roku 1970 z komórek 

metastazy (wysięku opłucnowego) nabłonkowego gruczolakoraka gruczołu piersiowego 69-

letniej kobiety rasy kaukaskiej o grupie krwi 0, Rh+ (Michigan Cancer Foundation-7, 

Detroit, USA). Komórki te posiadają receptory dla estrogenów, co ma wpływ na ich 

funkcjonowanie i wrażliwość na chemioterapeutyki. Wykazują także ekspresję onkogenu 

WNT7B oraz wrażliwość na cytokeratyny. Nie są natomiast wrażliwe na desminę, 

endotelinę i wimentynę. 

 Jest to linia adherentna, rosnąca w monowarstwie. Namnażanie i wzrost komórek 

MCF-7 można zahamować poprzez dodanie do ich środowiska czynnika martwicy 

nowotworu (TNFα) lub antyestrogenów. Substancje te mogą modulować sekrecję białek 

wiążących insulino-podobny czynnik wzrostu (IGFBP).  

 Kariotyp linii MCF-7 określany jest jako hipotetraploidalny z 8% poliploidią, 

hiperploidalny lub prawie triploidalny o liczbie chromosomów mieszczącej się w zakresie 

od 61 do 87. 
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9.5.2.  Charakterystyka linii MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) 

Linia estrogenoniezależnego raka piersi MDA-MB-231 (estrogenoniezależny 

gluczorakorak, ang. adenocarcinoma estrogen-negative) została wyprowadzona w roku 

1973 z komórek metastazy (wysięku opłucnowego) nabłonkowego gruczolakoraka gruczołu 

piersiowego 51-letniej kobiety rasy kaukaskiej (MD Anderson Cancer Center University of 

Texas, USA). Komórki tej linii wywodzą się od potrójnie ujemnego raka piersi i nie posiadają 

zarówno receptorów hormonalnych (estrogenowychi progesterownowych) jak  

i nabłonkowych HER2. Są mało wrażliwe na cytostatyki i szybko zyskują oporność na te 

leki. Wykazują natomiast wrażliwość na większość cytokeratyn i wimentynę, ale są 

niewrażliwe na desminę i endotelinę. Podobnie jak komórki linii MCF-7, wykazują 

ekspresję onkogenu WNT7B. 

 Komórki linii MDA-MB-231 są adherentne, rosną w monowarstwie. Ich cechą 

charakterystyczną jest wydłużony, wrzecionowaty kształt.  

 Komórki linii MDA-MB-231, podobnie jak komórki MCF-7, są aneuploidalne (średnia 

liczba chromosomów wynosi 64 (zakres od 52 do 68), a zestaw chromosomów  

w kariotypie określany jest jako prawie triploidalny. Brak prawidłowych chromosomów 8 i 15. 

9.5.3.  Charakterystyka linii HepG2 (ATCC® HB-8065™) 

 Komórki linii HepG2 (nowotwór wątrobowo-komórkowy, ang. hepatocellular 

carcinoma) zostały wyizolowane z wątroby 15 letniego chłopca rasy kaukaskiej, chorego na 

raka wątrobowokomórkowego (Filadelfia, USA). Jest to jedna z najczęściej stosowanych 

(referencyjnych) ludzkich linii komórek nowotworowych w badaniach nad metabolizmem  

i toksycznością powszechnie stosowanych chemioterapeutyków oraz związków  

o potencjalnych właściwościach przeciwnowotworowych. Komórki linii HepG2 wykazują 

właściwości adherentne i rosną w monowarstwie. Na ich kariotyp składa się od 50 do 60 

chromosomów (średnia wartość wynosi 55). Zdolne są do wydzielania niektórych białek 

osocza oraz białek fazy ostrej. Somatotropina (ludzki hormon wzrostu) stymuluje ich wzrost.  

9.5.4.  Charakterystyka linii A549 (ATCC® CCL-185™) komórek nabłonkopodobnych 

ludzkiego niedrobnokomórkowego raka płuca  

 Są to pęcherzykowe podstawne komórki nabłonka gruczołowego płuca, które rosną 

w monowarstwie.  

 Komórki nabłonka gluczorakoraka płuc A549 (ang. lung adenocarcinoma) zostały 

wyprowadzone w roku 1972 w wyniku zabiegu eksplantacji tkanki płuc u 58 letniego 

mężczyzny rasy kaukaskiej przez zespół profesora D. J. Giard’a, Massachusetts, USA. 

Zestaw chromosomów komórek A549 określany jest jako hipotriploidalny. Średnia liczba 

chromosomów wynosi 66, jednak równie często występować może ich mniejsza (64 lub 65) 

lub większa liczba (67). Charakterystyczna dla komórek tej linii jest obecność  

6 markerów chromosomowych: der(6)t(1;6) (q11;q27); del(6) (p23); del(11) (q21), del(2) 

(q11), M4 oraz M5. Większość komórek zawiera po dwa chromosomy X i Y, jednakże  

w przypadku około 40% komórek obserwowano utratę jednego lub wszystkich 

chromosomów Y. Komórki A549 wykazują cechy adherentne i rosną w monowarstwie. 
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9.5.5. Charakterystyka linii CCRF-CEM (ATCC® CCL-119™) 

 Komórki CCRF-CEM ostrej białaczki limfoblastycznej (ang. acute lymphoblastic 

leukaemia A) wyizolowano z krwi obwodowej 4-letniej dziewczynki rasy kaukaskiej, chorej 

na ostrą białaczkę limfatyczną (Boston, USA). Ich kariotyp składa się z od 41 do 95 

chromosomów, średnia ich liczba wynosi 47. Komórki te wykazują ekspresję antygenów 

powierzchniowych CD3, CD4, CD5 oraz CD7. Są to komórki rosnące w hodowli 

zawiesinowej, bezpośrednio w medium hodowlanym.  

10. METODY 

10.1.  Hodowla komórkowa 

 Hodowlę komórek prowadzono w warunkach jałowych, w sterylnych, 

jednorazowych naczyniach hodowlanych. Komórki hodowano w kompletnym medium 

wzrostowym, wzbogaconym inaktywowaną termicznie bydlęcą surowicą płodową (FBS) – 

10% v/v, z dodatkiem antybiotyków: streptomycyny [10 000 U/ml] i penicyliny  

[10 mg/ml] (1% v/v), w warunkach standardowych w inkubatorze CO2 (temp. 37°C, 95% 

powietrza, 5% CO₂, 100% wilgotności względnej).  

 Adherentne linie nowotworowe MCF-7, MDA-MB-231, HepG2 i A549 hodowano  

w medium hodowlanym DMEM, wzbogaconym FBS (10% v/v). Do hodowli zawiesinowej 

linii CCRF-CEM używano medium RPMI, również wzbogacone FBS (10% v/v). 

10.2.  Pasażowanie komórek 

 Komórki wszystkich linii utrzymywano w fazie wzrostu logarytmicznego przez 

regularne pasażowanie do nowych naczyń hodowlanych po osiągnięciu przez hodowlę ok. 

80% konfluencji.  

10.2.1. Pasażowanie komórek adherentnych 

 Monowarstwę komórek, po usunięciu medium hodowlanego, przemywano 0,9% 

NaCl. Następnie dodawano 0,25% roztwór trypsyny z EDTA w ilości odpowiedniej dla 

powierzchni danego naczynia hodowlanego (300-500 µl). Komórki inkubowano z trypsyną 

przez 3-5 min w inkubatorze CO2, a proces trypsynizacji kontrolowano pod mikroskopem. 

Po zakończeniu trypsynizacji dodawano medium hodowlane o objętości odpowiedniej dla 

wielkości nowego naczynia hodowlanego i zawiesinę, po dokładnym wymieszaniu, 

przenoszono do nowych, jałowych naczyń hodowlanych.  

10.2.2. Pasażowanie komórek zawiesinowych 

 Zawiesinę komórek linii CCRF-CEM, przenoszono do jałowych probówek  

o objętości 15 ml i wirowano w temp. 4°C przez 5 minut przy 1 000 obr/min. Do osadu 

komórek dodawano świeżego medium hodowlanego. Tak otrzymaną, zawiesinę poddawano 

mikroskopowej analizie. Komórki liczono w komorze Bürkera, a następnie rozcieńczano 

medium RPMI w celu otrzymania odpowiedniej liczby komórek w ml, zapewniającej im 

optymalny wzrost w naczyniu o określonej objętości. Końcową zawiesinę przenoszono do 

nowego, jałowego naczynia hodowlanego. 
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10.3. Ocena żywotności komórek 

Ocenę żywotności komórek dokonywano każdorazowo po ich pasażu. W tym celu 

stosowano 4% roztwór błękitu trypanu w NaCl, który wnika jedynie do komórek  

z uszkodzoną błoną komórkową, barwiąc je na kolor niebieski.  

Niewielką ilość zawiesiny komórek mieszano w stosunku 1:1 z roztworem barwnika 

i nanoszono na hemocytometr Bürkera. Zliczano pod mikroskopem wszystkie komórki oraz 

komórki zabarwione na niebiesko (martwe). Obliczano procent martwych komórek  

w hodowli, przyjmując liczbę wszystkich zliczonych komórek za 100%. 

10.4.  Inkubacja komórek z badanymi związkami 

W zależności od analizy, komórki wysiewano na przezroczyste bądź czarne, jałowe 

96-dołkowe płytki hodowlane lub na szalki o średnicy 35 cm. Hodowlę komórek zakładano 

24 godziny przed planowanym eksperymentem, w celu ich przyklejenia się do powierzchni  

naczynia hodowlanego oraz namnożenia.  

Liczbę komórek oraz rodzaj naczyń hodowlanych stosowanych w poszczególnych 

doświadczeniach, przedstawiono w Tabeli 1. 

10.5.   OCENA WŁAŚCIWOŚCI CYTOTOKSYCZNYCZNYCH 

10.5.1. Oznaczenie żywotności komórek metabolicznym mikropłytkowym testem 

spektrofotometrycznym z MTT 

Zasada metody 

 Metoda MTT należy do testów metabolicznych oznaczenia żywotności komórek 

i polega na pomiarze absorbancji fioletowego roztworu formazanu, produktu redukcji 

rozpuszczalnej w wodzie żółtej soli tetrazolowej (MTT) przez enzymy oksydoredukcyjne  

(głównie dehydrogenaza bursztynianowa mitochondriów) żywych komórek. Ilość produktu 

reakcji (nierozpuszczalnych w wodzie kryształów formazanu) jest proporcjonalna do liczby 

żywych i aktywnych metabolicznie komórek w próbie. W przypadku komórek 

uszkodzonych bądź martwych, formazan tworzy się w mniejszych ilościach, lub nie 

powstaje. Uzyskany po rozpuszczeniu kryształów formazanu w DMSO fioletowy roztwór 

wykazuje maksimum absorbancji przy długości fali λ = 580 nm. W pracy zastosowano 

oryginalną metodę (Mosman, 1983). we własnej modyfikacji (Koceva-Chyla i wsp. 2005). 
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Tabela 2. Warunki hodowli komórek stosowane w poszczególnych analizach. 

L.p. Rodzaj analizy Rodzaj zastosowanego 

naczynia hodowlanego 

Liczba komórek 

1. Cytotoksyczność/cytostatyczność 

(MTT) 

Mikropłytki 96-dołkowe 

(przezroczyste) 

1 − 1,2 x 104 /dołek 

 

2. Reaktywne formy tlenu (RFT) Mikropłytki 96-dołkowe 

(czarne) 

2 x 104 /dołek 

 

3. Apoptoza/nekroza (podwójne 

barwienie), autofagia, katastrofa 

mitotyczna 

Szalki o średnicy 35 mm 2 x 105 

komórek/szalkę 

4. Potencjał mitochondrialny Mikropłytki 96-dołkowe 

(czarne) 

2 x 104 /dołek 

5. Uszkodzenia DNA Szalki o średnicy 35 mm 3 x 105 komórek 

6. Płynność błony komórkowej Szalki o średnicy 35 mm 2 x 105 komórek 

7. Cykl komórkowy Szalki o średnicy 35 mm 5 x 105 komórek 

8. Aktywność tioredoksyny Szalki o średnicy 35 mm 8 x 105 komórek 

9. Aktywność kaspazy-8 i -9 Szalki o średnicy 35 mm 8 x 105 komórek 

10. Aktywność kaspazy -3 Szalki o średnicy 35 mm 8 x 105 komórek 

Przebieg oznaczenia 

 Komórki wysiewano na bezbarwne, jałowe 96-dołkowe mikropłytki w liczbie 

odpowiedniej dla danej linii komórkowej. Po 24-godzinnej hodowli do określonych dołków 

mikropłytki dodawano badane związki i inkubowano w inkubatorze CO2 przez 24 godziny, 

po czym usuwano medium, monowarstwę komórek przemywano dwukrotnie jałowym 

roztworem PBS, a do dołków mikropłytki dodawano świeże medium hodowlane. Po 48-

godzinnej hodowli komórek wykonywano test MTT. Do każdego dołka mikropłytki 

dodawano po 50 µl roztworu soli tetrazolowej (stężenie końcowe 0,05 mg/ml). Mikropłytkę 

umieszczano na 3-4 godziny (w zależności od linii komórkowej) w inkubatorze CO2. Po 

zakończeniu inkubacji do dołków mikropłytki dodawano po 100 µl DMSO, w celu 

rozpuszczenia powstałych w środowisku żywych komórek fioletowych kryształów 

formazanu. Absorbancję roztworu formazanu, po delikatnym wymieszaniu, odczytywano 

przy długości fali λ = 580 nm i długości fali referencyjnej λ = 720 nm. Procent żywych 

komórek wyliczano porównując wartość absorbancji prób badanych z wartością absorbancji 

kontroli (komórki nietraktowane związkami). Absorbancje kontroli przyjmowano za 100%. 

Na podstawie uzyskanych wyników wykreślano krzywe przeżywalności komórek, przy 

użyciu programu komputerowego GraphPad Prism i obliczano stężenie IC50 związków, 

które redukowało odsetek żywych komórek o 50%.  
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10.6.  OCENA WŁAŚCIWOŚCI ANTYPROLIFERACYJNYCH  

10.6.1.  Właściwości cytostatyczne  

 W celu oznaczenia aktywności cytostatycznej badanych związków i ich zdolności do 

hamowania proliferacji komórek nowotworowych zastosowano inny wariant inkubacji 

komórek ze związkami. Prowadzono 24, 48 lub 72-godzinną hodowlę komórek  

w medium, zawierającym badane związki. W każdym z ww. wymienionych punktach 

czasowych wykonywano test MTT, analogicznie jak w przypadku cytotoksyczności. 

Na podstawie uzyskanych krzywych przeżywalności dla każdego związku wyliczano stężenie 

IG50. 

10.6.2. Analiza cyklu komórkowego metodą cytometryczną 

Zasada metody 

 Cykl komórkowy określany jest jako sekwencja ściśle kontrolowanych zdarzeń, 

które prowadzą ostatecznie do podziału komórki. Podział mitotyczny umożliwia powstanie 

dwóch identycznych komórek potomnych, będących kopiami komórki macierzystej. 

 Do analizy cyklu komórkowego wykorzystywana jest technika cytometrii 

przepływowej, umożliwiającą zarówno identyfikację zabarwionego odpowiednim 

barwnikiem fluorescencyjnym DNA jak i dokładną analizę histogramu DNA w badanej 

populacji komórek. Jednym z najczęściej stosowanych barwników do tego celu jest jodek 

propidyny (PI), który wnika przez błonę komórkową utrwalonych w etanolu komórek, 

a następnie wiąże się z DNA na zasadzie interkalacji. Reakcja ma charakter 

stechiometryczny i nie jest specyficzna dla DNA, gdyż PI może wiązać się także 

i z dwuniciowym RNA. Analizę cyklu komórkowego wykonano wg metody Darzynkiewicz 

i Juan (2001). 

Przebieg oznaczenia  

Komórki wysiewano na jałowe szalki o średnicy 35 mm w ilości odpowiedniej dla 

stosowanej linii komórkowej. Po 24-godzinnej hodowli komórek do medium hodowlanego 

dodawano badanych związków w stężeniu IC50 i prowadzono 24-godzinną inkubację. 

Inkubacja Po zakończonej inkubacji ze związkami, wymieniano medium i hodowano 

komórki przez kolejne 24 godziny. Po zakończeniu hodowli poinkubacyjnej komórki 

trypsynizowano, a następnie wirowano przez 5 minut, w 4°C, przy 1 000 obr./min. 

Supernatant wylewano, a osad komórek zawieszano w 200 µl PBS, pozbawionego jonów 

Mg2+ oraz Ca2+. Zawiesinę komórek utrwalano w 70% zimnym (-20°C) etanolu  

i przechowywano w takiej samej temperaturze do czasu analizy. Bezpośrednio przed 

pomiarem cytometrycznym, utrwalone w etanolu komórki odwirowywano przy 2 000 obr./min 

przez 5 minut, w 4°C. Osad komórek przemywano roztworem PBS i ponownie wirowano  

(1 000 obr./min, 5 minut, 4°C), a nastepnie zawieszano w 500 µl buforu HBSS, 

zawierającego 1M Tris HCl (stężenie końcowe 10 mol/L), pH 7,5, 1 M MgCl2 (stężenie 

końcowe 5 mmol/L), oraz RNaze A 10 mg/ml (stężenie końcowe 10 μg/ml) i inkubowano 

przez 30 minut w temperaturze 37°C. Po zakończeniu inkubacji do zawiesiny komórek 
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dodawano PI (4 mg/ ml DMSO, stężenie końcowe 5 μM) dokonywano pomiaru 

cytometrycznego na cytometrze przepływowym Becton Dickinson LSR II..  

Procent komórek w poszczególnych fazach cyklu podziałowego obliczano na 

podstawie histogramów DNA korzystając z odpowiedniego oprogramowania. Wyniki 

przedstawiono jako procent odpowiednich dla danej fazy cyklu wartości, uzyskanych dla 

DNA komórek kontrolnych (nietraktowanych związkami).  

10.7. OCENA WŁAŚCIWOŚCI PROOKSYDACYNYCH 

10.7.1. Określenie poziomu reaktywnych form tlenu (metoda z H2DCFDA) 

Zasada metody 

 Metoda oparta jest na utlenianiu sondy fluorescencyjnej H2DCF-DA (dioctanu 

dihydrodichlorofluoresceiny) przez wewnątrzkomórkowe RFT. H2DCFD-DA stanowi 

zredukowaną chemicznie formą fluoresceiny. Sonda swobodnie przenika przez błonę 

komórkową do wnętrza komórki, gdzie w wyniku działania esteraz ulega hydrolizie 

(deacetylacji) do niefluoryzującej H2DCF. Następnym etapem przekształceń chemicznych 

sondy jest jej utlenienie przez wewnątrzkomórkowe RFT, w wyniku którego powstaje 

ostateczny produkt reakcji 2’,7’-dichlorofluoresceina (DCF), charakteryzująca się silną 

fluorescencją. Związek ten pozostaje w cytozolu komórek, wykazując maksimum 

wzbudzenia i emisji przy długościach fal wzbudzenia/emisji λex=495 nm i λex=529 nm. 

Intensywność fluorescencji sondy jest wprost proporcjonalna do ilości reagujących z nią 

RFT, obecnych w komórce. Analizę wykonano według metody opisanej w pracy Balcerczyk 

i wsp. (2005). 

Przebieg oznaczenia 

 Komórki wysiewano na jałowe, czarne 96-dołkowe mikropłytki w liczbie 

odpowiedniej dla danej linii komórkowej. Po 24-godzinnej hodowli do dołków  

mikropłytkidodawano badane związki w stężeniach IC50, ½ IC50 oraz 2 x IC50. Komórki 

inkubowano ze związkami przez 0,5, 3 lub 6 godzin. Po tym czasie usuwano medium,  

monowarstwę komórek przemywano dwukrotnie jałowym roztworem HBSS i do każdego 

dołka dodawano po 50 µl roztworu HBSS (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.8 mM MgCl2, 1.8 

mM CaCl2, 1 mM Na2HPO4, 10 mM HEPES and 1% glucose), zawierającego H2DCFDA  

o stężeniu końcowym 5 µmol/l. Komórki inkubowano z sondą przez 30 minut  

w inkubatorze CO2. Pomiarów natężenia fluorescencji dokonywano po 0, 15, 30, 45, 60, 90, 

120, 150 i 180 minutach od zakończenia inkubacji z sondą przy długości fali wzbudzenia 

λex=490 nm i emisji λem=529 nm. 

10.7.2. Określenie poziomu reaktywnych form tlenu (metoda z dihydroetydyną)  

Zasada metody: 

 Poziom anionorodnika ponadtlenkowego (O2
•─) określano mikropłytkową metodą 

spektrofluorymetryczną z dihydroetydyną (DHE), która jest naczęściej uzywaną sondą 

fluorogenna do monitorowania wewnątrzkomórkowej produkcji anionorodnika 



  

51 
 

ponadtlenkowego O2
•─ (Reers et al., 1991;. Cossarizza et al., 1993). DHE uważana jest za 

najbardziej specyficzną i stabilną sondę fluorescencyjna do monitorowania generowania 

O2
•─. Jest zatrzymywana przez komórkę i można stosować ją również do barwienia komórek 

utrwalonych oraz w badaniach In vivo. DHE charakteryzuje się niebieską fluorescencją 

(λex=355 nm, λem=430 nm). W wyniku reakcji pomiędzy DHE i O2
•─.powstaje wysoce 

specyficzny produkt 2-hydroksyetydyna (2-OH-E+), która  po interkalacji do DNA 

wykazuje silną czerwona fluorescencję (λex=460 nm, λem=640 nm) (Zao et al., 2005). 

Przebieg oznaczenia:  

Po zakończeniu inkubacji ze związkami usuwano medium, monowarstwę komórek 

w poszczególnych dołkach przemywano dwukrotnie HBSS (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.8 

mM MgCl2, 1.8 mM CaCl2, 1 mM Na2HPO4, 10 mM HEPES i 1% glucosa) i do każdego 

dołka dodawano po 50 μl roztworu dihydroetydyny w HBSS (stężenie końcowe 615 μmol/l). 

Komórki inkubowano ze sondą przez 20 minut w warunkach odpowiednich dla danej linii 

komórkowej (37°C), a następnie mierzono fluorescencję po czasie 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 

150 i 180 min. Pomiar wykonywano przy dwóch długościach fal wzbudzenia i emisji 

fluorescencji: λex = 360 nm/λem = 420 nm (dla dihydroetydyny) oraz λex = 360 nm/λem = 

640 nm (dla etydyny). Obliczano stosunek fluorescencji 640 nm/420 nm. Stosunek ten dla 

kontroli przyjmowano za 0%, a fluorescencję prób przeliczano jako Δf w stosunku do 

kontroli. 

10.7.3. Ocena udziału reaktywnych form tlenu w cytotoksyczności badanych związków 

metaloorganicznych  

 W celu określenia udziału reaktywnych form tlenu w cytotoksyczności badanych 

związków metaloorganicznych, komórki pre-inkubowano przez 1 godzinę  

z przeciwutleniaczami N-acetylocysteina (NAC, 3 mM), witaminą E (Trolox, 50 µM)  lub 

kwasem askorbinowym (witaminą C, 50 µM). Następnie, do medium komórek dodawano 

odpowiednie stężenia związków i wykonywano test MTT.  

10.8. OCENA WŁAŚCIWOŚCI PRO-APOPTOTYCZNYCH  

10.8.1. Określenie frakcji komórek apoptotycznych i nekrotycznych metodą 

mikroskopii fluorescencyjnej (podwójne barwienie komórek fluorescencyjnymi 

barwnikami Hoechst 33258 i jodkiem propidyny) 

Zasada metody 

 Jednoczesne zastosowanie dwóch barwników fluorescencyjnych (jodek propidyny  

i Hoechst 33258), których mechanizmem wnikania do komórki i widmo fluorescencyjne 

różnią się, umożliwia identyfikację w tej samej próbie 4 typów komórek: żywych, 

wczesnoapoptotycznych, późnoapoptotycznych i nekrotycznych. Jodek propidyny (PI) 

posiada ujemny ładunek i wnika jedynie do komórek z uszkodzoną błona komórkową, co 

pozwala na identyfikację komórek nekrotycznych lub komórek znajdujących się  

w późnych fazach apoptozy. Hoechst 33258, natomiast, wnika swobodnie przez 

nieuszkodzoną błonę komórek żywych i wczesnoapoptotycznych, umożliwiając tym samym 
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ich identyfikację. W wyniku przenikania barwnika przez nienaruszone błony biologiczne, 

barwi DNA jądra komórkowego na jasnoniebieski kolor. Natężenie fluorescencji barwnika 

związane jest ze stopniem upakowania DNA, co pozwala, na podstawie intensywności 

świecenia fluorochromu w jądrze komórkowym, odróżnić silnie fluoryzujące komórki 

apoptotyczne, zawierające silnie skondensowaną chromatynę, od słabo fluoryzujących 

komórek żywych, zawierających luźniejszą chromatynę. Oba fluorochromy ulegają 

wzbudzeniu przez światło z zakresu ultrafioletu – jodek propidyny charakteryzuje się 

pomarańczowo-czerwoną fluorescencją, natomiast Hoechst 33258 –  

niebieską. Barwienie komórek mieszaniną obu barwników pozwala na wyróżnienie  

w obrazie mikroskopowym 4 frakcji komórek różniących się fluorescencją: 

 komórki żywe (słaba, matowa jasnoniebieska fluorescencja),  

 komórki we wczesnej fazie PCD (jaskrawa jasnoniebieska fluorescencja), 

 komórki w późnej fazie PCD (różowo-fioletowa fluorescencja), 

 komórki nekrotyczne (intensywna czerwona fluorescencja) (Gąsiorowski i wsp. 2001).  

Przebieg oznaczenia  

 Po 24-godzinnej inkubacji komórek z badanymi związkami, wymienano medium na 

nowe i prowadzono dalszą hodowlę komórek przez 24 i 48 godz. (hodowla poinkubacyjna). 

Bezpośrednio po zakończeniu inkubacji ze związkami (0 godz.) oraz po 24 i 48 godzinach 

hodowli poinkubacyjnej, komórki trypsynizowano i przygotowywano zawiesinę, 

zawierającą 1 x 105 komórek/ml buforu HBSS. Następnie, do zawiesiny dodawano po 1 µl 

barwników fluorescencyjnych: Hoechst 33258 i PI (2 mg/ml każdy)  

i inkubowano w ciemności w temp. pokojowej przez 5-10 minut. Po zakończonej inkubacji, 

zawiesinę komórek, po delikatnym dokładnym wymieszaniu, nanoszono na szkiełka 

podstawowe i analizowano pod mikroskopem fluorescencyjnym Olympus IX 70, stosując 

filtr UV 360–370 nm.  W każdym preparacie zliczano 300 komórek w polu widzenia. Sumę 

wszystkich komórek przyjmowano za 100%, a zawartość komórek żywych, wczesno-  

i późnoapoptotycznych oraz nekrotycznych obliczano jako frakcję całości. 

10.8.2. Analiza zmian transbłonowego potencjału mitochondrialnego (ΔΨm)  

(metoda z JC-1) 

Zasada metody 

  JC-1 jest kationowym barwnikiem karbocyjaninowym, szeroko stosowanym jako 

sonda fluorescencyjna do wykrywania depolaryzacji błony mitochondrialnej. Selektywne 

nagromadzenie JC-1 w mitochondriach jest wysoce zależne od transbłonowego potencjału 

mitochondrialnego (Ψm) (Reers et al., 1991;. Cossarizza et al., 1993).  

W komórkach prawidłowych, odpowiedni potencjał błony mitochondrialnej (MMP) 

oraz sprawność mitochondriów zapewniają efektywne funkcjonowanie energetycznych 

szlaków metabolicznych, dostarczających energii w postaci ATP. Komórki w normalnych 

warunkach, posiadają wysoki potencjał błony mitochondrialnej (MMP), szacowany na –120 

do –180 mV i uwarunkowany odpowiednią dystrybucją protonów (H+). W stanach 

patologicznych nastepuje gwałtowny spadek produkcji ATP, co powoduje wyczerpanie 
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energii i depolaryzację MMP. Zmiany potencjału mitochondrialnego są zjawiskiem 

charakterystycznym dla początkowych etapów PCD. 

Zastosowanie sondy fluorescencyjnej JC-1 umożliwia spektrofluorymetryczną 

analizę zmian potencjału błony mitochondrialnej (MMP). JC-1 gromadzi się w duzych 

ilościach w hiperspolaryzowanej błonie mitochondrialnej (–140 mV), gdzie tworzy 

agregaty, emitujące czerwoną fluorescencję (λex = 485 nm, λem = 538 nm). Podczas 

depolaryzacji (MMP –100 mV) i uprzepuszczelnienia błony mitochondrialnej następuje 

spadek stężenia JC-1 i rozpad agregatów do monomerów, emitujących zieloną fluorescencję, 

podobną do tej fluoresceiny (λex = 530 nm, λem = 590 nm). Przejście JC-1 

z postaci zagregowanej do monomerycznej wiąże się z przesunięciami w jego widmie 

fluorescencyjnym oraz ze zmianą fluorescencji pomarańczowej na zieloną. Te cechy 

sprawiają, że JC-1 jest czułym markerem zmian MMP, a pomiar stosunku fluorescencji 

agregatów do monomerów wygodnym i niezawodnym sposobem do oceny zmian w MMP 

w komórkach (Nuydens i wsp., 1999). 

Stosunek fluorescencji agregatów (λem = 590 nm) i monomerów (λem = 540 nm) – 

590 nm/540nm, odzwierciedla poziom uszkodzenia błony mitochondriów komórek. 

Pozytywną kontrolę stanowiły komórki preinkubowane z 5 µmol/l CCCP, którego funkcją 

jest rozprzęganie transportu elektronów łańcucha oddechowego. Konsekwencją zmian 

procesu fosforylacji oksydacyjnej jest obniżenie potencjału mitochondrialnego  

i zmniejszenie prawdopodobieństwa wystąpienia jednoelektronowych redukcji cząsteczek 

tlenu. 

Przebieg oznaczenia  

Komórki wysiewano na jałowe, czarne 96-dołkowe płytki w liczbie odpowiedniej 

dla danej linii komórkowej. Po 24-godzinnej hodowli do dołków dodawano badane związki 

w stężeniach IC50, ½ IC50 oraz 2 x IC50 i inkubowano przez 0,5; 3 lub 6 godzin. Po 

zakończeniu inkubacji usuwano medium, zawierające badane związki. Monowarstwę 

komórek przemywano dwukrotnie jałowym roztworem HBSS i do każdego dołka dodawano 

po 50 μl sondy JC-1 o stężeniu 5 μmol/l rozpuszczonej w HBSS. Komórki inkubowano  

z sondą przez 30 minut w inkubatorze CO2. Następnie, monowarstwę komórek przemywano 

dwukrotnie roztworem PBS i do każdego dołka mikropłytki dodawano po 100 μl buforu 

HBSS. Pomiarów fluorescencji monomerów i agregatów JC-1 dokonywano przy 

następujących wartościach długości fal wzbudzenia i emisji: 

 λex=485 nm i λem=538 nm (monomery)  

 λex=530 nm, λem=590 nm (agregaty).  

Wyniki przedstawiono w procentach kontroli obliczonych na podstawie porównania 

stosunku natężenia fluorescencji 590/540 nm próby badanej i kontroli (100%). 

10.8.3. Ocena aktywności kaspazy -8, -9, -3  

Zasada metody – kaspaza-8, -9 

Kaspazy należą do dużej rodziny proteaz serynowych zaangażowanych w proces 

apoptotycznej śmierci komórki. Udział tych enzymów w procesie apoptozy realizuje się 
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zarówno na etapie inicjacji (kaspazy inicjujące, np. kaspaza-8 oraz -9), jak i etapie 

końcowym, określanym jako faza efektorowa (kaspazy efektorowe, np. kaspaza-3). 

Kaspaza-8 zaangażowana jest głównie w receptorowy (zewnątrzpochodny) szlak apoptozy, 

przebiegający przy udziale białek receptorowych, zlokalizowanych na błonie komórkowej. 

Kaspazy-9 oraz -3 funkcjonują natomiast w wewnątrzpochodnym szlaku mitochondrialnym,  

w którym główną rolę w przekaźnictwie sygnałów apoptotycznych i regulacji procesów 

związanych ze śmiercią komórki odgrywają mitochondria. 

Oznaczenia aktywności kaspaz-8, -9 wykonywano w lizatach komórkowych, do 

których dodawano specyficznego dla badanych proteaz peptydu, skoniugowanego 

z p-nitroaniliną (pNA). W wyniku proteolitycznego cięcia peptydu, pod wpływem 

aktywnych kaspaz -8 lub -9, dochodzi do uwolnienia chromoforu pNA i zabarwienia 

roztworu. Pomiar absorbancji przy długości fali λ=405 nm umożliwia określenie poziomu 

aktywności kaspaz w lizatach komórkowych, która jest wprost proporcjonalna do 

intensywności zabarwienia mieszaniny reakcyjnej.  

Przebieg oznaczenia – kaspazy-8 i -9 

 Komórki wysiewano na jałowe szalki o średnicy 35 mm w ilości odpowiedniej dla 

stosowanej linii komórkowej. Po 24-godzinnej hodowli do medium hodowlanego komórek 

dodawano badanych związków w stężeniu IC50. Inkubacja komórek ze  

związkami trwała przez 24 godziny. Po zakończeniu inkubacji komórki poddawano 10-

minutowej homogenizacji na lodzie, a nastepnie odwirowywano w 4°C, przy 10 000 

obr./min przez 1 minutę. Z każdej próby pobierano po 50 μl supernatantu i dodawano do 

odpowiednich dołków 96-dołkowej czarnej płytki. Następnie, do każdego dołka dodawano 

mieszaninę reakcyjną, składającą się z buforu reakcyjnego, DTT oraz substratu dla kaspazy-

8 lub kaspazy-9 i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 37°C. Po inkubacji 

dokonywano pomiaru absorbancji przy długości fali λ=405 nm.  

Zasada metody – kaspaza-3 

Aktywność enzymu oznaczana jest w lizatach komórkowych. Do lizatu dodawany 

jest specyficzny substrat Z-DEVD–R110 (bisamid rodaminy połączony z substratem dla 

kaspazy-3, który gasi fluorescencję barwnika ksantenowego). Proteolityczne cięcie substratu 

Z-DEVD–R110 przez kaspazę-3, powoduje odłączenie monoamidu rodaminy, który  

w dalszym etapie ulega przekształceniu do cząsteczki R110. Oba produkty hydrolizy 

wykazują fluorescencję przy długości fal wzbudzenia i emisji odpowiednio λex=496 nm  

i λem= 520 nm. Pomiar fluorescencji umożliwia określenie poziomu aktywności kaspazy-3 

w lizatach komórkowych. 

Przebieg oznaczenia – kaspaza-3 

Komórki wysiewano na jałowe szalki o średnicy 35 mm w ilości odpowiedniej dla 

stosowanej linii komórkowej. Po 24-godzinnej hodowli do medium hodowlanego komórek 

dodawano badanych związków w stężeniu IC50. Komórki inkubowano  

ze związkami przez 24 godziny. Po zakończeniu inkubacji, komórki poddawano 

homogenizacji (30 minut) na lodzie w buforze dostarczonym w zestawie, a następnie 
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wirowano w 4°C, przy 5000 obr./min, przez 5 minut. Z każdej próby pobierano po 50 μl 

supernatantu i dodawano do dołków 96-dołkowej czarnej mikropłytki.  

W celu określenia fluorescencji tła, do określonych dołków zamiast lizatu komórek 

dodawano 50 μl buforu lizującego. Kolejną kontrolę stanowiły dołki zawierające inhibitor 

aktywności kaspazy-3. Do wszystkich dołków dodawano mieszaniny reakcyjnej, składającej 

się z buforu reakcyjnego oraz substratu dla kapsazy-3. Mikropłytkę inkubowano  

w ciemności, w temperaturze pokojowej przez 30 min. Po zakończeniu inkubacji 

dokonywano pomiaru fluorescencji przy długości fali wzbudzenia/emisji odpowiednio λex= 

496 i λem = 520 nm.  

10.9. ANALIZA ZDOLNOŚCI BADANYCH ZWIĄZKÓW 

METALOORGANICZNYCH DO INDUKOWANIA PROCESU AUTOFAGII  

Najbardziej powszechną metodą, stosowana do wykrywania autofagosomów, 

formowanych w komórkach, w których zachodzi proces autofagii, jest mikroskopia 

fluorescencyjna. Do tego celu stosowanych jest ponad 60 różnych barwników 

fluorescencyjnych. W pracy wykorzystano fluorochromatyczne barwienie oranżem 

akrydynowym (AO), który wiąże się z niezdenaturowanym, dwuniciowym DNA żywych 

komórek, barwiąc jądro komórkowe w świetle UV na kolor zielony. AO może także wiązać 

się z RNA i jednoniciowym DNA barwiąc je na pomarańczowo. Jedynymi strukturami 

komórki, które wybarwiają się na kolor czerwony są lizosomy i autofagosomy. Natężenie 

barwy zależne jest od pH środowiska, w którym znajduje się barwnik.  

Ze względu na to, że AO posiada charakter zasadowy, gromadzi się w największej ilości  

w środowisku o niskim pH.  

Przebieg oznaczenia 

Po zakończeniu inkubacji komórek ze związkami usuwano medium, monowarstwę 

komórek przemywano dwukrotnie roztworem PBS i wybarwiano roztworem AO (końcowe 

stężenie barwnika 5 µmol/l) przez 5 minut, w temperaturze pokojowej, w ciemności.  

Po wybarwieniu komórek odmywano nadmiar barwnika i fotografowano komórki pod 

mikroskopem fluorescencyjnym (Olympus IX 70, Tokio, Japonia, filtr UV 360–370 nm), 

przy powiększeniu 150x. Oceniano komórki z wybarwionymi autofagosomami.  

10.10. OCENA WŁAŚCIWOŚCI GENOTOKSYCZNYCH 

10.10.1. Analiza uszkodzeń DNA metodą kometową (elektroforeza pojedynczej 

komórki) 

Zasada metody 

 Uszkodzenia materiału genetycznego będące wynikiem ekspozycji komórki na 

czynniki genotoksyczne prowadzą do zaburzeń strukturalnych DNA i stanowią potencjalne 

źródło mutacji. Elektroforeza pojedynczych komórek (ang. single cell gel electrophoresis, 

SCGE), pozwala m.in. na pomiar jednoniciowych i dwuniciowych pęknięć DNA. Podczas 

elektroforezy, DNA migruje w stronę anody z prędkością zależną od wielkości cząsteczki. 

Obraz mikroskopowy uszkodzonej komórki poddanej elektroforezie przypomina wyglądem 
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kometę: „głowa” odpowiada miejscu, w którym unieruchomiono komórkę przed lizą, 

„ogon” stanowią pętle i fragmenty nici DNA zrelaksowane i uwolnione ze struktur 

jądrowych w wyniku pęknięć DNA. 

Przebieg oznaczenia  

Komórki wysiewano na jałowe szalki o średnicy 35 mm w liczbie odpowiedniej dla 

danej linii komórkowej. Po 24-godzinnej hodowli do medium hodowlanego komórek 

dodawano badanych związków w 3 stężeniach: IC50, ½ IC50 oraz 2 x IC50. Komórki 

inkubowano ze zwiazkami przez 24 godziny. Po zakończeniu inkubacji, wymieniano 

medium na nowe i prowadzono dalszą 24-godzinną hodowlę poinkubacyjną, aby umożliwić 

komórkom naprawę uszkodzeń DNA. Bezpośrednio przed analizą, komórki 

trypsynizowano, wirowano, zawieszano w niewielkiej ilości PBS i dodawano do roztworu 

agarozy o niskim punkcie topnienia. Niewielką ilość tak przygotowanej zawiesiny komórek 

w agarozie nanoszono na szkiełko podstawowe, opłaszczone agarozą o normalnym punkcie 

topnienia, przykrywano szkiełkiem nakrywkowym i pozostawiano do czasu zastygnięcia 

agarozy. Preparaty inkubowano przez przynajmniej 1 godzinę w buforze lizującym (2,5 

mol/l NaCl, 100 mmol/l Na2 - EDTA, 10 mmol/l Tris, 1% Triton X -100)  

w celu uwolnienia DNA. Następnie szkiełka przemywano trzykrotnie buforem rozwijającym 

(1 mmol/l Na2-EDTA, 300 mmol/l NaOH) i inkubowano w tym samym buforze przez 20 

minut.  

Kolejnym etapem była elektroforeza komórek w buforze elektroforetycznym przez 

20 minut (29V, 30 mA). Po elektroforezie, preparaty pozostawiano do wyschnięcia,  

a następnie barwiono za pomocą roztworu DAPI (2 mg/ml). Analizę komet DNA 

dokonywano pod mikroskopem fluorescencyjnym Nikon Eclipse (Nikon, Tokio, Japonia), 

wyposażonym w  kamerę video 4910 COHU (Cohu, Inc., San Diego, CA) i komputerem  

z zainstalowanym oprogramowaniem Lucia-Comet v. 4.51 (Laboratorium Obrazowania, 

Praga, Republika Czeska). Każdorazowo Z każdego preparatu zliczano 100 przypadkowo 

wybranych komet. 

10.11. OCENA WŁAŚCIWOŚCI BŁONY KOMÓRKOWEJ 

10.11.1. Zmiany płynności błony plazmatycznej (pomiar anizotropii fluorescencji 

TMA-DPH i DAUDA) 

Zasada metody 

Do oznaczeń zmian płynności błony plazmatycznej wykorzystano metodę 

spektroskopii fluorescencyjnej oraz dwie sondy fluorescencyjne (TMA-DPH i DAUDA), 

lokujących się na różnej głębokości dwuwarstwy lipidowej. TMA-DPH wbudowuje się  

w powierzchniowym obszarze zewnętrznej monowarstwy, DAUDA natomiast wnika  

w głębszy hydrofobowy obszar błony. Fluorescencję sond mierzono na spektrofluorymetrze 

Perkin-Elmer (Massachusetts, USA) z przystawką do pomiaru anizotropii fluorescencji przy 

równoległym i prostopadłym położeniu polaryzatorów. 
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Przebieg oznaczenia  

Komórki wysiewano na jałowe szalki o średnicy 35 mm w liczbie odpowiedniej dla 

danej linii komórkowej. Po 24-godzinnej hodowli do medium hodowlanego komórek 

dodawano szereg rozcieńczeń badanych związków w stężeniach końcowych 1, 5, 10, 15, 20, 

25, 30, 40, 50, 60 µM. Po 2-godzinnej inkubacji komórki trypsynizowano  

i przenoszono do probówek Eppendorf (po 0,5 ml zawiesiny/próbę). Zawiesinę komórek 

komórek wirowano przy 2500 obr/min, przez 5 minut, w temp. 4°C. Osad komórek 

przemywano dwukrotnie zimnym PBS (0-4°C) i zawieszano w buforze Tris-HCl/KCl  

(50 mM Tris-HCl, 0,15 M KCl). Tak przygotowane próby umieszczano na lodzie. 

Bezpośrednio przed pomiarem do prób dodawano odpowiedniej sondy fluorescencyjnej 

(stężenie końcowe 10-6 µM) i inkubowano w lodzie, w ciemności. Pomiarów fluorescencji 

dokonywano na spektrofluorymetrze Perkin-Elmer LS-5B w przystawce z polaryzatorem, 

odczytując anizotropię fluorescencji przy długości fali wzbudzenia λex=365 nm i długości 

fali emisji λem=425 nm (TMA-DPH) oraz długości fali wzbudzenia λex=350 nm i długości 

fali emisji λem= 420 nm (DAUDA). 

10.12. ANALIZA AKTYWNOŚCI REDUKTAZY TIOREDOKSYNY (TEST 

KOLORYMETRYCZNY) 

Zasada metody 

Reduktaza tioredoksyny (EC1.8.1.9) jest enzymem, zaangażowanym w szereg 

istotnych procesów komórkowych oraz metabolicznych, takich jak prawidłowy wzrost 

komórek, aktywność p53 czy ochrona komórek przed szkodliwym działaniem stresu 

oksydacyjnego. Do oceny zmian aktywności enzymu w komórkach nowotworowych, 

eksponowanych na działanie badanych pochodnych metaloorganicznych, wykorzystano 

komercyjnie dostępny zestaw kolorymetryczny firmy BioVision (Milpitas Boulevard, 

Milpitas, CA, USA). Podstawą metody jest katalizowana przez TrxR reakcja redukcji kwasu 

5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoesowego) (DTNB) do barwnego anionu 2-tio-5-

nitrobenzoesowego (TNB2─). Reakcja przebiega w obecności NADPH. Żółty kolor TNB 

wykazuje maksimum absorbcji przy długości fali 412 nm. Ze względu na to, że obecne 

w próbach materiału biologicznego inne reduktazy oraz peroksydaza glutationowa mogą 

również redukować DTNB, w metodzie stosowane są inhibitory, swoiste dla TrxR.  

W próbach dokonuje się 2 pomiarów absorbancji produktu redukcji DTNB: bez inhibitora 

TrxR oraz w obecności inhibitora TrxR. Różnica pomiędzy wartościami absorbancji określa 

pośrednio aktywność enzymatyczną TrxR. Enzym ssaczy może oprócz tioredoksyn 

redukować także substraty nie zawierające mostków disiarczkowych, np. seleniany, kwasy 

liponowe, nadtlenki lipidów i nadtlenek wodoru.  

Przebieg oznaczenia  

Przed właściwym oznaczeniem wykreślano krzywą wzorcową, dodając do 

poszczególnych studzienek 96-dołkowej bezbarwnej mikropłytki wzorcowy roztwór TNB 

w stężęniu końcowym 0, 10, 20, 30, 40, 50 nM/dołek.  
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Komórki wysiewano na jałowe szalki o średnicy 35 mm w liczbie odpowiedniej dla 

stosowanej linii komórkowej. Po 24-godzinnej hodowli do medium hodowlanym dodawano 

badanych związków w stężeniu IC50 i inkubowano przez 24 godziny  

w inkubatorze CO2. Po zakończeniu inkubacji, komórki poddawano homogenizacji na 

lodzie, w buforze dostarczonym z zestawem. Homogenat wirowano przy 10 000 x g, przez 

15 minut, w temp. 4°C. W kolejnym etapie przygotowywano mieszaninę reagentów, 

składającą się z buforu reakcyjnego, roztworu DTNB oraz NADPH. Mieszaninę tę  

w objętości 40 µl dodawano do każdego z następujących rodzajów dołków: 

 kontrola pozytywna – roztwór TrxR i bufor reakcyjny 

 homogenaty komórek, bez inhibitora TrxR – 50 µl homogenatu i bufor reakcyjny, 

 homogenaty komórek z inhibitorem TrxR – 50 µl homogenatu, inhibitor TrxR i bufor 

 reakcyjny. 

Po dodaniu buforu reakcyjneego i dokładnym wymieszaniu śledzono kinetykę 

reakcji poprzez pomiar absorbancji roztworu przy długości fali 412 nm w czasie 0 – 20 minut 

w temperaturze 25°C. Aktywność reduktazy trioredoksyny wyznaczono ze wzoru: 

𝐴𝑘𝑡𝑦𝑤𝑛𝑜ść 𝑇𝑟𝑥𝑅 =
𝐵

(𝑇2 − 𝑇1) 𝑥 𝑉
 𝑥 𝑟𝑜𝑧𝑐𝑖𝑒ń𝑐𝑧𝑒𝑛𝑖𝑒 𝑏𝑎𝑑𝑎𝑛𝑒𝑗 𝑝𝑟ó𝑏𝑦 =

𝑚𝑈

𝑚𝐿
 

 gdzie: B – ilość wytworzonego TNB, odczytana z krzywej wzorcowej, T1 – czas 

pierwszego odczytu absorbancji [min], T2 – czas w przedziale 0-20 min., po którym 

absorbancja osiąga wartość maksymalną; czas ostatniego odczytu absorbancji [min],  

V – ilość próby dodanej do studzienki 96 dołkowej mikropłytki [ml]. 

10.13. ANALIZA STATYSTYCZNA 

Wyniki badań, uzyskanych w przynajmniej 3 niezależnych eksperymentach,  

w 3-6 powtórzeniach każdy, przedstawiono w formie średniej arytmetycznej i średniego 

błędu średniej (SEM). Średnią arytmetyczną i średni błąd średniej obliczano przy użyciu 

programu Microsoft Excel (program pakietu Microsoft Office 2010, Microsoft Corporation, 

USA). Do oceny istotności statystycznej uzyskanych wyników zastosowano analizę 

wariancji jednoczynnikowej ANOVA oraz test post-hoc Tukeya dla porównań 

wielokrotnych programu STATISTICA firmy StatSoft, USA.  
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11. WYNIKI  

11.1. AKRYLOILOFERROCENY (POCHODNE KWASU 

AKROLEINOWEGO) ORAZ AZAFERROCENY 

11.1.1. Cytotoksyczność pochodnych ferrocenylowych 

Cytotoksyczność ferrocenów określono na podstawie frakcji komórek, które po 24- 

godzinnej inkubacji ze wzrastającymi stężeniami (10-120 μmol/L) tych związków zdolne 

były do proliferacji. Żywotność komórek określano mikropłytkową metodą 

spektrofotometryczną z MTT. Odsetek żywych komórek w próbie obliczano  

w odniesieniu do komórek kontrolnych (komórki inkubowane w PBS), których żywotność 

arbitralnie przyjmowano za 100%. Na podstawie krzywych przeżywalności, za pomocą 

programu komputerowego GraphPad Prism Software, wyliczano stężenie IC50 związków, 

które powodowało 50% spadek żywotności traktowanych komórek w porównaniu  

z komórkami kontrolnymi.  

Krzywe przeżywalności komórek linii HepG2 oraz A549 eksponowanych przez 24 

godziny na działanie badanych metaloorganicznych pochodnych, wyznaczone przy użyciu 

metody MTT, przedstawiono na Rys. 10. W tabeli 3 zamieszczono wartości stężeń IC50 

obliczonych dla obu linii komórek po ich potraktowaniu związkami 15, 15Cl, 12a 

i 12b. 

 

Tabela 3. Wartości stężeń IC50 pochodnych 15, 15Cl, 12a i 12b wyznaczone dla linii komórek HepG2 oraz A549. 

Komórki inkubowano ze związkami metaloorganicznymi przez 24 godziny (efekt cytotoksyczny). 

Linia 

komórkowa 

Cytotoksyczne właściwości pochodnych ferrocenów 

IC50 [µmol/L] 

15 15Cl 12a 12b 

HepG2 25,5±0,8 17,5±1,4 25,0±1,9 62,0±1,1 

A549 61,0±2,5 59,0±4,3 62,5±4,3 58,0±3,6 

Wszystkie pochodne metaloorganiczne przejawiały właściwości cytotoksyczne  

w stosunku do komórek nowotworowych linii HepG2 oraz A549. Stopień zahamowania 

proliferacji komórek nowotworowych i stężenie IC50 związków wydają się być skorelowane 

zarówno z ich strukturą chemiczną jak i z rodzajem linii komórkowej. Komórki nabłonka 

gruczolakoraka płuc A549 charakteryzował niski poziom wrażliwości na wszystkie cztery 

badane ferroceny. Stężenie IC50, wyliczone na podstawie krzywych przeżywalności dla 

wszystkich ferrocenów mieściło się w zakresie 60-65 μmol/L. Bardziej wrażliwe były 

komórki wątroby HepG2 (stężenie IC50=17-25 μmol/L). Z czterech testowanych związków, 

trzy charakteryzowały się wysoką efektywnością hamowania proliferacji komórek. Stężenie 

IC50 zawarte było w przedziale 17-25 μmol/L. Najbardziej cytotoksyczne okazały się proste 

pod względem budowy chemicznej akryloiloferroceny (związki 15 i 15Cl). W oparciu  

o wyniki MTT oraz dalszych badań nad właściwościami genotoksycznymi, generowania 

reaktywnych form tlenu oraz indukcji apoptozy, wykazano, iż chlor obecny w strukturze 

metaloorganicznej pochodnej zwiększał jej cytotoksyczność w porównaniu ze związkiem 
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macierzystym. Związek 12a natomiast, w niskim stężeniu (10 μmol/L) pobudzał proliferację 

komórek. 

Do dalszych badań nad molekularnymi mechanizmami aktywności 

przeciwnowotworowej pochodnych ferrocenylowych wybrano najbardziej wrażliwą linię 

HepG2 oraz związki 15, 15Cl i 12a jako najbardziej cytotoksyczne.   

 
 

 

Rysunek 6a. Krzywe przeżywalności komórek linii HepG2, inkubowanych przez 24 godziny  

z ferrocenylowymi pochodnymi 15, 15Cl, 12a. 
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Rysunek 6b. Krzywe przeżywalności komórek linii HepG2 oraz A549, inkubowanych przez 24 godziny  

z ferrocenylowymi pochodnymi 15, 15Cl, 12 lub 12a. 
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11.1.2. Udział reaktywnych form tlenu (RFT) w aktywności cytotoksycznej 

pochodnych ferrocenylowych 

W celu określenia udziału reaktywnych form tlenu RFT w cytotoksycznej 

aktywności ferrocenów 15, 15Cl oraz 12a, komórki HepG2 przed hodowlą ze związkami, 

inkubowano w ciągu 1 godziny z przeciwutleniaczami: N-acetylocysteiną (NAC), lub 

rozpuszczalną w wodzie pochodną witaminy E (Trolox). Uzyskane wyniki wskazują, że 

preinkubacja komórek z przeciwutleniaczami powodowała zanaczący spadek właściwości 

cytotoksycznych metaloorganicznych pochodnych, co znalazło odzwierciedlenie  

w zwiększeniu wartości stężenia IC50. Na Rys. 7 przedstawiono wartości stężenia IC50 

ferrocenów uzyskanych bez lub po godzinnej preinkubacji komórek z antyoksydantami 

NAC lub Troloxem. W przypadku zastosowania antyoksydantów, zaobserwowano znaczny, 

istotnie statystycznie wzrost wartości IC50 dla wszystkich użytych ferrocenów. Warto jednak 

zaznaczyć, iż NAC była bardziej skuteczna niż Troloks (w każdym wariancie 

eksperymentu), jako zmiatacz wolnych rodników generowanych przez ferroceny. Wyniki te 

mogą wskazywać, że głównym miejscem działania stosowanych metaloorganicznych 

pochodnych jest cytosol.  

 

Rysunek 7. Wpływ przeciutleniaczy NAC (3 mmol/L) oraz Trolox (Wit. E) (50 μM) na właściwości 

cytotoksyczne ferrocenów 15, 15Cl oraz 12a względem komórek linii HepG2. Komórki przed inkubacją ze 

związkami metaloorganicznymi preinkubowano przez 1 godzinę z przeciwutleniaczami. Komórki traktowano 

ferrocenami w szerokim zakresie stężeń (0-120 μM) przez 24 godziny. Frakcję żywych komórek oceniano 

metodą MTT. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS), #p<0,05 NAC vs. Trolox (Wit. E).  
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i 72 godz., a następnie oznaczano procent żywych komórek w hodowli metodą MTT. 

Krzywe przeżywalności komórek zamieszczono na Rys. 8. 

Na podstawie uzyskanych wyników zaobserwowano, że przedłużony czas inkubacji 

komórek nowotworowych z pochodnymi ferrocenylowymi skutkuje niższą ich wydajnością 

działania w zakresie mechanizmów cytotoksycznych i antyproliferacyjnych, niż ma to 

miejsce w przypadku klasycznego testu cytotoksyczności MTT i 24 godzinnej ekspozycji 

komórek na badane metaloorganiczne pochodne. Obliczone stężenie IG50 dla ferrocenów 15 

i 15Cl było wyższe o około 10 μmol/L, w stosunku do wartości IC50. Wyjątkowo wyraźny 

spadek antyproliferacyjnego działania odnotowano natomiast dla ferrocenu 12a. Stężenie 

IG50 wyliczone dla stosowanych czasów inkubacji było około 3-krotnie większe niż wartość 

IC50 tego związku. Dodatkowo, w przypadku 12a, przedłużenie czasu ekspozycji komórek 

na niskie dawki badanych pochodnych ferrocenylowych powodowało wzrost ich 

proliferacji. Efekt taki jest niepożądany w kontekście potencjalnych właściwości 

przeciwnowotworowych badanych związków. W tabeli 4 przedstawiono wartości IG50 

wyliczone na podstawie krzywych przeżywalności komórek HepG2 eksponowanych na 

działanie 15, 15Cl lub 12a, w różnych czasach inkubacji. 

Tabela 4. Wartości stężenia IG50 ferrocenów 15, 15Cl oraz 12a względem linii HepG2. Komórki inkubowano  

z metaloorganicznymi pochodnymi przez 24, 48 lub 72 godziny (efekt cytostatyczny). 

Czas 

inkubacji 

Cytostatyczne właściwości pochodnych ferrocenów, IG50 [µmol/L] 

       15             15Cl               12a   

24 godziny 32,5±0,7        30,0±1,0         60,0±1,6   

48 godziny 36,5±1,0      31,5±1,1    59,0±1,1   

72 godziny 34,5±1,9        27,5±2,5 57,0±2,5   
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Rysunek 8. Krzywe przeżywalności komórek linii HepG2 inkubowanych przez 24, 48 lub 72 godziny  

z ferrocenylowymi pochodnymi 15, 15Cl lub 12a. 
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11.1.4. Poziom reaktywnych form tlenu generowanych  

w komórkach nowotworowych eksponowanych na działanie badanych 

metaloorganicznych pochodnych 

Reaktywne formy tlenu, generowane w komórkach nowotworowych HepG2 

poddanych działaniu ferrocenów (głownie H2O2)  identyfikowano przy użyciu 

fluorescencyjnej sondy H2DCFD-DA. Komórki HepG2 traktowano następującymi 

stężeniami związków:  IC50, 2xIC50 oraz 100 μmol/L. Zastosowano trzy czasy inkubacji: 0,5; 

3 oraz 6 godzin. Poziom generowanych reaktywnych form tlenu był skorelowany z czasem 

inkubacji oraz stężeniem z testowanych pochodnych. 

 W przypadku 30 minutowej inkubacji komórek z ferrocenami największy wzrost 

poziomu RFT obserwowany był przy zastosowaniu największego stężenia 100 μM. 

Zależność ta obowiązywała dla wszystkich trzech testowanych cząsteczek. Ferroceny 15, 

15Cl i 12a dodane do środowiska komórek HepG2 w najwyższym stężeniu powodowały 

odpowiednio około 1,5-, 2- lub 3-krotny wzrost RFT względem nietraktowanych komórek 

kontrolnych. Dla niższych stężeń ferrocenów 15 i 15Cl (IC50, 2xIC50) nie zaobserwowano 

istotnych statystycznie zmian poziomu RFT. Pochodna 12a w stężeniu 2xIC50 powodowała 

nieznaczny wzrost poziomu RFT (około 20% w porównaniu z komórkami kontrolnymi). 

 Wydłużenie czasu inkubacji do trzech godzin spowodował wzrost poziomu RFT,  

a zmiany te były skorelowane ze stężeniem związków i czasu od zakończenia inkubacji. 

Ferroceny zawierające w swej strukturze atom chloru wykazywały największą aktywność 

prooksydacyjną, generowały najwięcej RFT w komórkach nowotworowych.  Stężenie 

2xIC50 15Cl i 12a powodowało około 1,5-2 krotny wzrost RFT w stosunku do komórek 

kontrolnych. W przypadku największego zastosowanego stężenia (100 μM), dla wszystkich 

badanych związków zarejestrowano 2,5 – 3,5- krotny wzrost poziomu RFT  w porównaniu 

z kontrolą. Nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian w poziomie reaktywnych form 

tlenu, gdy związki stosowano w stężeniu IC50.  

 W 6 godzinnej ekspozycji komórek na badane związki, wzrost reaktywnych form 

tlenu w przypadku najwyższego stężenia (100 μM) wzrastał progresywnie wraz  

z czasem od zakończenia inkubacji. W przypadku ferrocenu 15 i 15Cl kinetyka zmian 

poziomu RFT podczas 3 godz. okresu poinkubacyjnego była procesem dwuetapowym. 

W pierwszym etapie następował stopniowy wzrost reaktywnych form tlenu, które 

osiągały maksymalny poziom w 45 (15) i 60 minucie (15Cl). Po dłuższym czasie 

zaobserwowano stopniowy spadek poziomu RFT (60-180 min). Istotny statystycznie wzrost 

poziomu RFT w komórkach traktowanych najniższym stężeniem IC50 obserwowano jedynie 

dla związku 12a.  
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Rysunek 9a. Ilość reaktywnych form tlenu generowanych w komórkach nowotworowych linii HepG2 przez 

badane ferrocenylowe pochodne 15, 15Cl, 12a – czas inkubacji 0,5 godz.. *p<0,05 vs. kontrola (komórki 

traktowane PBS). 
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Rysunek 9b. Ilość reaktywnych form tlenu generowanych w komórkach nowotworowych linii HepG2 przez 

badane ferrocenylowe pochodne 15, 15Cl, 12a – czas inkubacji 3 godz.. *p<0,05 vs. kontrola (komórki 

traktowane PBS). 
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Rysunek 9c. Ilość reaktywnych form tlenu generowanych w komórkach nowotworowych linii HepG2 przez 

badane ferrocenylowe pochodne 15, 15Cl, 12a – czas inkubacji 6 godz.. *p<0,05 vs. Kontrola (komórki 

traktowane PBS). 
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Badanie wpływu przeciwutleniaczy NAC i Troloxu na wzrost poziomu reaktywnych 

postaci tlenu w komórkach traktowanych ferrocenami 15, 15Cl lub 12a wykonywane były 

dla czasu inkubacji 3 oraz 6 godzin. Czas 0,5 godziny został pominięty ze względu na fakt, 

iż po tym czasie inkubacji nie wykazano istotnych statystycznie zmian w kinetyce 

generowania ROS. Zastosowanie przeciwutleniaczy spowodowało spadek poziomu 

wytwarzania reaktywnych form tlenu w komórkach HepG2. Taka zależność obserwowana 

była dla wszystkich zastosowanych stężeń ferrocenów. Wyniki wskazują, iż 

efektywniejszym działaniem charakteryzuje się przeciwutleniacz NAC. Potwierdzają 

również wcześniejsze badania wpływu RFT na cytotoksyczności metaloorganicznych 

pochodnych. 
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Rysunek 10a. Ilość reaktywnych form tlenu generowanych w komórkach nowotworowych linii HepG2 przez 

badane ferrocenylowe pochodne 15, 15Cl, 12a po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z NAC – czas 

inkubacji 3 godz.. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS). 
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Rysunek 10b. Ilość reaktywnych form tlenu generowanych w komórkach nowotworowych linii HepG2 przez 

badane ferrocenylowe pochodne 15, 15Cl, 12a po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z NAC – czas 

inkubacji 6 godz.. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS). 
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Rysunek 11a. Ilość reaktywnych form tlenu generowanych w komórkach nowotworowych linii HepG2 przez 

badane ferrocenylowe pochodne 15, 15Cl, 12a po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z Troloxem – czas 

inkubacji 3 godz.. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS). 
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Rysunek 11b. Ilość reaktywnych form tlenu generowanych w komórkach nowotworowych linii HepG2 przez 

badane ferrocenylowe pochodne 15, 15Cl, 12a po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z Troloxem – czas 

inkubacji 6 godz.. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS). 
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11.1.5. Wpływ metaloorganicznych pochodnych na potencjał mitochondrialny  

Cechą charakterystyczną wczesnych etapów aptoptozy jest zaburzenie 

funkcjonowania mitochondriów, przejawiające się zmianą ich potencjału błonowego oraz 

potencjału redox. W celu określenia aktywności proapoptotycznej badanych ferrocenów 

dokonano analizy potencjału mitochondrialnego komórek linii HepG2 inkubowanych przez 

24 godz. z ferrocenami 15, 15Cl i 12a. Uzyskane wyniki wskazują, iż badane pochodne 

przejawiają właściwości proapoptotyczne. Związki te, powodują zmiany transbłonowego 

potencjału mitochondrialnego (m) komórek HepG2, co świadczy o indukcji 

zaprogramowanej śmierci, która może przebiegać głównie na szlaku mitochondrialnym.  

Inkubacja komórek HepG2 z ferrocenami powodowała istotne zaburzenia potencjału 

mitochondrialnego na skutek depolaryzacji, jak i hiperpoparyzacji błony mitochondrialnej. 

W przypadku 0,5 oraz 3 godzinnej inkubacji komórek z ferrocenami, w trakcie trwania 180 

minutowego pomiaru, zaobserwowano zarówno proces depolaryzacji, jak i repolaryzacji 

błony mitochondrialnej HepG2. Zastosowanie najdłuższego czasu inkubacji (6 godzin) 

skutkowało detekcją stanu depolaryzacji. Zmiany m zależne były od rodzaju ferrocenu  

i jego stężenia. W komórkach traktowanych przez 30 min stężeniem IC50 pochodnej 15 

obserowawano w pierwszym okresie (0-30 min) po zakończeniu inkubacji z ferrocenem 

depolaryzację błony mitochondrialnej oraz około 30% spadek potencjału mitochondriów,  

w porównaniu do komórek kontrolnych. W kolejnym okresie (60-90 min) obserwowano 

przejściowe stany repoplaryzacji/hiperpolaryzacji po czym następował powrót do stanu 

wyjściowego  m, ponowną repolaryzacje (90-120 min).  W przypadku 3 godzinnej 

inkubacji z 15 obserwowano dłuższy stan depolaryzacji błony mitochondrialnej komórek 

HepG2. Czas, w jakim obserwowano zmiany m uwarunkowany był od stosowanych 

stężeń ferrocenu (IC50 lub IC90). W przypadku IC90 stan depolaryzacji trwał dłużej,  

a zjawiska całkowitej repolaryzacji nie zaobserwowano. Regeneracja potencjału 

mitochondrialnego i jego powrót do stanu początkowego obserwowano jedynie dla stężenia 

IC50. Depolaryzacja błony mitochondriów w komórkach eksponowanych na działanie 

ferrocenu 15 przez 6 godzin, trwała jeszcze dłużej – aż do 90 minuty pomiaru. Maksymalny 

spadek m dla stężenia IC50 wynosiła 20%, natomiast dla IC90 – 50% względem komórek 

kontrolnych. 

 Podobną kinetykę zmian m obserwowano w komórkach inkubowanych przez 30 

min ze stężeniem IC50 chloropochodnej ferroceny 15 (15Cl). Związek ten powodował 

jednak większy (40%) spadek m w początkowym okresie (0-30 min) niż związek 

macierzysty (ferrocen 15 – 30%). W kolejnych okresach obserwowano takie same zmiany 

m  jak w przypadku ferrocenu macierzystego (15): przejściową hiperpolaryzację błony 

mitochondrialnej (60-90 min), a następnie jej repolaryzację (90-120 min) i powrót do 

poziomu kontroli. Tendencja ta utrzymywała się zarówno dla IC50 jak i IC90 ferrocenu 15Cl. 

3 godzinna inkubacja komórek HepG2 z opisywaną metaloograniczną pochodną w stężeniu 

IC90 powodowała znaczny spadek m, postępujący wraz z całkowitym czasem pomiaru. 

W ciągu 180 minut hodowli poinkubacyjnej nie zaobserwowano wzrostu m i zjawiska 

repolaryzacji. Nieco inaczej zachowywały się mitochondria komórek traktowanych 

mniejszym stężeniem związku 15, gdzie w zakresie 90-150 min. pomiaru obserwowano 

hiperpolaryzację, a w końcowym etapie repolaryzację.  
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 W wariancie eksperymentu, gdzie komórki nowotworowe traktowane były 

ferrocenem 12a wartym odnotowania jest fakt, iż dla 30 minutowej hodowli poinkubacyjnej, 

zmiany ich potencjału mitochondrialnego (depolaryzacja) były znacznie szybsze i większe 

niż dla HepG2 inkubowanych z 15 czy 15Cl. Spadek m obserwowany był już  

w pierwszych 15 minutach pomiaru. Kolejnymi etapami zmian funkcjonowania 

mitochondriów była hiper- i repolaryzacja ich błon. W przypadku 3 lub 6 godzinnej 

inkubacji komórek z 12a, kinetyka zmian m przebiegała w sposób analogiczny, jak 

opisano to dla 15 i 15Cl. Poziom zmierzonej wartości depolaryzacji oraz późniejszego 

powrotu do stanu homeostazy mitochondriów uwarunkowany był stosowanym stężeniem 

metaloorganicznej pochodnej.  
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Rysunek 12a. Zmiany potencjału mitochondrialnego komórek HepG2 eksponowanych na działanie 

ferrocenylowych pochodnych 15, 15Cl, 12a – czas inkubacji 30 min. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane 

PBS). 
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Rysunek 12b. Zmiany potencjału mitochondrialnego komórek HepG2 eksponowanych na działanie 

ferrocenylowych pochodnych 15, 15Cl, 12a – czas inkubacji 3 godz. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane 

PBS). 
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Rysunek 12c. Zmiany potencjału mitochondrialnego komórek HepG2 eksponowanych na działanie 

ferrocenylowych pochodnych 15, 15Cl, 12a – czas inkubacji 6 godz. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane 

PBS). 
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11.1.6. Analiza uszkodzeń DNA metodą kometową 

Uzyskane wyniki wskazują, że wszystkie trzy badane metaloorganiczne pochodne 

wykazują genotoksyczne właściwości powodując uszkodzenia DNA ludzkich komórek 

nowotworowych linii HepG2. Wszystkie zaobserwowane zmiany procentowej zawartości 

DNA w ogonie komet były istotne statystycznie i świadczyły o znacznym uszkodzeniu DNA 

przez badane związki. Należy podkreślić iż najefektywniejsze genotoksyczne działanie 

wykazywały ferroceny zawierające w swej strukturze atom chloru – 15Cl oraz 12a, które 

powodowały prawie 2-krotnie więcej uszkodzeń DNA, niż ferrocen 15, który nie zawierał 

atomu chloru. Wyniki te wskazują, że obecność chloru w badanych pochodnych 

metaloorganicznych, odgrywa kluczową rolę w ich aktywności genotoksycznej oraz jak 

wykazały wcześniejsze badania – cytotoksycznej. Wysoką aktywność antyproliferacyjną 

chlorowanych pochodnych ferrocenów wobec komórek HepG2 potwierdzono przy użyciu 

testu MTT. Najwięcej uszkodzeń DNA (procentowa zawartość DNA w ogonie komety) 

stwierdzono bezpośrednio po zakończeniu 24-godzinnej inkubacji komórek ze związkami. 

W celu umożliwienia komórkom naprawy powstałych uszkodzeń DNA, 

zastosowano 24-godzinną hodowlę poinkubacyjną, gdzie procent uszkodzeń DNA dla 

każdego z badanych ferrocenów był mniejszy. Ilość uszkodzeń DNA po tym czasie uległa 

znacznemu obniżeniu, co świadczy o tym, że komórki nowotworowe w tym czasie były  

w stanie naprawić część uszkodzeń DNA. 

 

Rysunek 13. Uszkodzenia DNA generowane w komórkach nowotworowych linii HepG2 przez 

metaloorganiczne pochodne 15, 15Cl lub 12a. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS), #p<0,05 0 godz. 

vs. 24 godz.. 
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Rysunek 14. Zdjęcia komet DNA, uzyskanych z ludzkich komórek nowotworowych linii HepG2, poddanych 

działaniu metaloorganicznych pochodnych 15, 15Cl i 12a. Zdjęcia wykonano przy użyciu mikroskopu 

fluorescencyjnego Nikon Eclipse, Tokyo, Japan. 

  

 

Komórki kontrolne 

 
Fc 15 (IC50) 0 godz. Fc 15 (IC50) 24 godz. 

  
Fc 15Cl (IC50) 0 godz. Fc 15Cl (IC50) 24 godz. 

  
Fc 12a (IC50) 0 godz. Fc 12a (IC50) 24 godz. 
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11.1.7. Zmiany płynności błony plazmatycznej wywołane przez metaloorganiczne 

pochodne 

Zmiany mikro lepkości wewnętrznej błony komórek linii HepG2 poddanych 

działaniu metaloorganicznych pochodnych badano przy użyciu 2 sond fluorescencyjnych, 

lokujących się na różnych głębokościach dwuwarstwy lipidowej błony: TMA-DPH 

lokującej się w warstwie powierzchniowej i DAUDA – lokującej się w rdzeniu 

hydrofobowym.  

Wykazano, że badane ferroceny wpływają znacząco na właściwości błony 

plazmatycznej komórek linii HepG2, powodując zmiany jej lepkości wewnętrznej.  

W komórkach inkubowanych z ferrocenami zastosowanymi w szerokim zakresie stężeń (1-

60 µmol/L) stwierdzono statystycznie istotny spadek płynności błony komórkowej  

w obrębie jej zewnętrznej warstwy (sonda TMA-DPH). Zmiany te obserwowano już przy 

najniższych ze stosowanych stężeń ferrocenów. Pozostały one w korelacji  

z zastosowanym stężeniu ferrocenu – 1 µmol/L (15Cl, 12a) oraz 5µmol/L (15).  Najbardziej 

skutecznym okazał się związek 12a, powodując około 10% spadek płynności błony 

komórkowej. Interesujące, że w komórkach traktowanych związkiem 15Cl nie stwierdzono 

istotnych zmian płynności błony w jej obszarze hydrofobowym. Niechlorowana pochodna 

(związek 15) była skuteczna jedynie w wyższych stężeniach (20-60 μmol/L) powodując 

spadek płynności błony w granicach 5-7%. Najbardziej skuteczna okazała się, pochodna 

12a, która powodowała spadek płynności błony komórek HepG2 zarówno w obszarach 

powierzchniowych jak i hydrofobowych już w stężeniu (5μmol/L).  
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Rysunek 15. Zmiany płynności błon komórek HepG2 eksponowanych na działanie ferrocenylowych 

pochodnych 15, 15Cl lub 12a. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS).  
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11.2. FLAWONOIDOWE POCHODNE FERROCENYLOWE 

11.2.1. Cytotoksyczność pochodnych ferrocenylowych 

Krzywe przeżywalności komórek nowotworowych linii HepG2, MCF-7, MDA-MB-

231 oraz CCRF-CEM inkubowanych z badanymi ferrocenylowymi pochodnymi 

flawonoidów, wyznaczone metodą MTT przedstawiono na Rys. 16a-b.  

Cytotoksyczność związków określono na podstawie frakcji komórek, które przeżyły 24 

godzinną inkubację w środowisku metaloorganicznych pochodnych stosowanymi  

z wzrastającym stężeniem (0-120 μmol/L). Żywotność komórek określono metodą 

spektrofotometryczną (test MTT). Odsetek żywych komórek przeliczano na procent kontroli 

(komórki inkubowane w PBS), których żywotność arbitralnie przyjęto jako 100%. W tabeli 

5 przedstawiono wartości stężenia IC50 obliczonych dla linii MCF-7, MDA-MB-231, HepG2 

oraz CCRF-CEM po traktowaniu związkami 4, 5, 6 i 7.  

Tabela 5. Wartości stężenia IC50 związków 4-7 wobec linii komórek MCF-7, MDA-MB-231, HepG2 oraz 

CCRF-CEM. Komórki inkubowano ze związkami przez 24 godziny (efekt cytotoksyczny). 

Linia 

komórkowa 

Cytotoksyczne właściwości pochodnych ferrocenów, IC50 [µmol/L] 

     4     5     6     7                         

HepG2 >120 >120 >120  >120  

MCF-7 

MDA-MB-231 

CCRF-CEM 

>120 

>120 

37,5±0,9 

>120 

>120 

86,5±3,4 

>120 

>120 

47,2±2,3 

>120 

>120 

64,1±1,2 

 

 Spośród zastosowanych w badaniach linii komórek nowotworowych najbardziej 

wrażliwa na badane związki okazała się zawiesinowa linia białaczkowa CCRF-CEM, której 

proliferacja hamowana była przez każdą z badanych flawonowych pochodnych 

ferrocenylowych. Najbardziej cytotoksyczny był związek 4, dla którego wartość 

wyliczonego stężenia IC50 wynosiła 37,5 µmol/L. W przypadku adherentnych linii komórek 

nowotworowych poddanych analizie, obserwowano znacznie mniejszą cytotoksyczność 

związków. Jak przedstawiono w tabeli 5 dla HepG2, MCF-7 oraz MDA-MB-231 

zastosowanie szerokiego zakresu stężeń analizowanych związków 4-7 było 

niewystarczające, aby odpowiednio wyznaczyć wartość stężenia IC50. 

 Różnice w molekularnych mechanizmach cytotoksycznych właściwości 

opisywanych flawonoidowych pochodnych wynikać mogą z rodzaju komórek 

nowotworowych zastosowanych w badaniu oraz ich specyficznych właściwości.  

Z drugiej jednak strony warto podkreślić również istotny wpływ budowy chemicznej samych 

związków. Na podstawie analizy ich struktury można stwierdzić, że zmiana jednego  

z podstawników w pozycji węgla C2 znajdującego się strukturze aromatycznych pierścieni 

szkieletu kromonu implikuje zmianę właściwości cytotoksycznych całego związku. 

Zjawisko to szczególnie dobrze widoczne jest dla badanych flawonoidowych kompleksów 

metaloorganicznych 4, 5 oraz 6. Związki te zawierają w pozycji C2 odpowiednio wodór, 

grupę metylową CH3 lub pierścień aromatyczny C6H5. Największą efektywnością działania 

w zakresie cytotoksyczności i hamowania podziałów komórek nowotworowych jak 

wspomniano wcześniej charakteryzował się związek 4. Zamiana atomu wodoru w pozycji 

C2 w sposób diametralny i istotny obniżała skuteczność działania związku, co potwierdzają 

wyliczone wartości IC50.   
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 Na podstawie wstępnej analizy cytotoksycznych właściwości flawonoidowych 

pochodnych ferrocenylowych, dokonano selekcji związków jak również linii komórek 

nowotworowych stosowanych w dalszych eksperymentach. Ze względu na niską aktywność 

badanych cząsteczek, do kolejnych badań z zakresu cytostatyczności oraz mikroskopowej 

analizy morfologii komórek nowotworowych i procesu PCD wykorzystano linię CCRF-

CEM oraz związki 4, 5, 6, 7.    

 

Rysunek 16a. Krzywe przeżywalności komórek linii CCRF-CEM, HepG2, MCF-7 oraz MDA-MB-231 

inkubowanych przez 24 godziny z ferrocenylowymi pochodnymi 4 i 5. 
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Rysunek 16b. Krzywe przeżywalności komórek linii CCRF-CEM, HepG2, MCF-7 oraz MDA-MB-231 

inkubowanych przez 24 godziny z ferrocenylowymi pochodnymi 6 i 7. 
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11.2.2. Analiza morfologiczna; identyfikacja komórek apoptotycznych i nekrotycznych 

metodą mikroskopii fluorescencyjnej zastosowaniem podwójnego barwienia 

komórek barwnikami fluorescencyjnymi Hoechst 33258 i jodkiem propidyny 

(PI) 

Zmiany morfologii komórek linii CCRF-CEM inkubowanych przez 24 godziny  

w środowisku ferrocenylowych pochodnych 4-7 przeprowadzono z wykorzystaniem technik 

mikroskopowych. W dalszych eksperymentach przeprowadzono również analizę 

apoptotycznych właściwości ferrocenylowych związków – zdjęcia mikroskopowe pod 

powiększeniem obiektywu 150x10. Przykłady poszczególnych zmian w zakresie morfologii 

komórek przedstawiono na Rys. 17.  

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, iż badane związki 

charakteryzowały się różnorodnym stopniem oddziaływania na komórki CCRF-CEM 

przejawiające się zmianami ich morfologii. Ciekawym jest fakt, iż nie stwierdzono 

występowania ścisłej korelacji pomiędzy aktywnością cytotoksyczną danej pochodnej,  

a stopniem jej oddziaływania na komórki nowotworowe pod względem morfologii.  

W przypadku związku 4, który wykazywał największą efektywność hamowania 

proliferacji komórek białaczkowych (IC50=37,5 µmol/L) nie zaobserwowano jednoczesnych 

zmian ich kształtu czy wielkości zależnych od funkcjonowania metaloorganicznej 

pochodnej. z wykorzystaniem metody podwójnego barwienia barwnikami Hoechst 33258 

oraz PI. Już po 24 godzinnej inkubacji komórek z badanymi cząsteczkami, obserwowano 

pojawienie się frakcji komórek apoptotycznych. Uruchomienie szlaku programowanej 

śmierci skorelowane było również z morfologicznymi zmianami w obrębie komórek, które 

są charakterystyczne dla tego procesu. Pod mikroskopem widoczna była kondensacja 

chromatyny z jednoczesnym obkurczaniem jądra komórkowego CCRF-CEM. Istotnym 

odnotowania jest również fakt, pojawienia się w całkowitej populacji komórek traktowanych 

związkami 4-7 frakcji nekrotycznej. Na podstawie uzyskanych wyników można więc 

stwierdzić, iż prawdopodobnie u podstaw cytotoksycznych oraz cytostatycznych 

właściwości badanych flawonoidowych pochodnych metaloorganicznych, leży ich zdolność 

do indukcji w komórkach nowotworowych PCD oraz nekrozy.  

  



  

87 
 

 

Komórki kontrolne CCRF-CEM 

 

              4 (100 µmol/L)                                   5 (100 µmol/L)                      

 
                     6 (100 µmol/L)                                          7 (100 µmol/L) 

 

Rysunek 17. Indukcja apoptozy komórek CCRF-CEM eksponowanych na ferrocenylowe pochodne 

flawonoidów 4-7. Komórki barwiono dwoma barwnikami fluorescencyjnymi – Hoechst 33258 oraz jodkiem 

propidyny w celu określenia frakcji komórek żywych (blada, niebieska fluorescencja), 

wczesnoapoptotycznych (jasna, niebieska fluorescencja), późnoapoptotycznych (fioletowa fluorescencja) oraz 

nekrotycznych (czerwona fluorescencja).  

  



  

88 
 

 

11.3. POCHODNE FERROCENYLOWE ZAWIERAJĄCE KOBALT 

11.3.1. Cytotoksyczność pochodnych ferrocenylowych 

Komórki MCF-7, MDA-MB-231, HepG2 i CCRF-CEM inkubowano z wrastającymi 

stężeniami (0-120 µmol/L) związków metaloorganicznych, a następnie hodowano przez 48 

godz. Na podstawie uzyskanych wyników wykreślono krzywe przeżywalności komórek 

ww. wymienionych linii oraz w programie GraphPad Prism wyliczono stężenia IC50. 

Krzywe przeżywalności komórek linii MCF-7, MDA-MB-231, HepG2 oraz CCRF-CEM 

przedstawiono na Rys. 18a-b.  

Żywotność komórek określono mikropłytkową metodą spektrofotometryczną  

z MTT. Odsetek żywych komórek w próbce obliczano w stosunku do kontroli (komórki 

inkubowane w PBS), których żywotność arbitralnie przyjęto jako 100%. W tabeli 6 

przedstawiono wartości stężeń IC50 obliczonych dla komórek linii MCF-7, MDA-MB-231, 

HepG2 oraz CCRF-CEM inkubowanych ze związkami 7, 8, 9, 10, 11. 

Tabela 6. Wartości stężenia IC50 pochodnych 7-11 wyznaczone dla linii komórek MCF-7, MDA-MB-231, 

HepG2 oraz CCRF-CEM. Komórki inkubowano ze związkami metaloorganicznymi przez 24 godziny (efekt 

cytotoksyczny). 

Linia 

komórkowa 

Cytotoksyczne właściwości pochodnych ferrocenów, IC50 [µmol/L] 

     7     8     9     10                        11 

MCF-7 

MDA-MB-231 

CCRF-CEM 

>120 

>120 

>120 

>120 

>120 

62,1 ± 1,3 

50,0 ± 1,8 

>120 

>120 

23,0 ± 2,1 

>120 

30,0 ± 0,9 

24,0 ± 2,4 

>120 

45,0 ± 1,1 

HepG2 >120 >120 >120

  

35,0 ± 1,6 >120 

Spośród 5 przebadanych pochodnych metaloorganicznych jedynie dwie wykazywały 

zadowalające właściwości cytotoksyczne względem badanych linii komórek 

nowotworowych. Pochodna 7 nie wykazywała istotnej aktywności antyproliferacyjnej  

w zakresie stosowanych stężeń (0-120 µmol/L). Pochodne 8 i 9 były cytotoksyczne jedynie 

dla komórek linii CCRF-CEM (8) oraz MCF-7 (9), a wartość wyliczonego na podstawie 

krzywych przeżywalności stężenia IC50 zawarta była w zakresie stężeń 50-62 µmol/L. 

Największą aktywnością cytotoksyczną charakteryzowały się związki zawierające układ 

aromatyczny ferrocenu – winylowa pochodna ferrocenylowa (10) oraz chromonowa (11). 

Pierwsza z wymienionych cząsteczek hamowała proliferację komórek linii HepG2, MCF-7 

i CCRF-CEM w zakresie stosowanych stężeń, podczas gdy działanie antyproliferacyjne 

związku 11 ograniczało się do linii MCF-7 oraz CCRF-CEM. Najbardziej wrażliwe na 

działanie obu substancji były komórki estrogenozależnego raka piersi MCF-7.  

 Różnice cytotoskyczności badanych pochodnych metaloorganicznych mogą 

wynikać z ich budowy chemicznej. Najbardziej efektywne były związki zawierające w swej 

strukturze ugrupowanie ferrocenu oraz atom kobaltu.  

Do dalszej analizy wyselekcjonowano dwie najbardziej aktywne pochodne (10  

i 11) oraz 3 linie komórek nowotworowych. HepG2, CCRF-CEM i MCF-7, 

charakteryzujących się największą wrażliwością na badane pochodne metaloorganiczne. 
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Rysunek 18a. Krzywe przeżywalności komórek linii CCRF-CEM, HepG2, MCF-7 oraz MDA-MB-231 

inkubowanych przez 24 godziny z ferrocenylowymi pochodnymi 7-9. 
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Rysunek 18b. Krzywe przeżywalności komórek linii CCRF-CEM, HepG2, MCF-7 oraz MDA-MB-231 

inkubowanych przez 24 godziny z ferrocenylowymi pochodnymi 10 i 11. 
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11.3.2. Udział reaktywnych form tlenu (ROS) w aktywności cytotoksycznej 

pochodnych ferrocenylowych 

  Aby określić udział reaktywnych form tlenu w aktywności cytotoksycznej badanych 

ferrocenów 10 oraz 11, komórki przed inkubacją ze związkami preinkubowano  przez  

1 godzinę z przeciwutleniaczami: N-acetylocysteiną (NAC), lub witaminą C. Podobnie, jak 

w przypadku pierwszej grupy ferrocenów (akryloiloferroceny oraz azzaferroceny) 

preinkubacja z antyoksydantami powodowała istotny statystycznie wzrost przeżywalności 

komórek nowotworowych i równoczesny spadek aktywności cytotoksycznej 

metaloorganicznych pochodnych. Jak pokazuje Rys. 19, wzrost przeżywalności komórek 

nowotworowych po preinkubacji z NAC lub witaminą C wzrosła 1,6 – 3,8-krotnie  

w porównaniu z komórkami nieinkubowanymi z przeciwutleniaczami. Uzyskane wyniki 

sugerują istotną rolę RFT w aktywności cytotoksycznej i antyproliferacyjnej badanych 

związków wobec ludzkich linii komórek nowotworowych.  

NAC wykazywała lepsze właściowości cytoprotekcyjne i hamowała cytotoksyczne 

działanie ferrocenu 10 względem linii HepG2 i MCF-7. Witamina C natomiast z większą 

skutecznością redukowała cytotoksyczne działanie związku 10 i 11 na komórki CCRF-CEM 

(10) oraz MCF-7 (11).  

 

Rysunek 19. Wpływ przeciwutleniaczy NAC (3 mmol/L) oraz witaminy C (50 μmol/L) na właściwości 

cytotoksyczne ferrocenów 10 oraz 11 względem komórek linii HepG2, CCRF-CEM, MCF-7. Komórki przed 

inkubacją ze związkami metaloorganicznymi preinkubowano przez 1 godzinę z przeciwutleniaczami. Komórki 

traktowano ferrocenami w szerokim zakresie stężeń (0-120 μM) przez 24 godziny. Frakcję żywych komórek 

oceniano metodą MTT. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS), #p<0,05 NAC vs. witamina C.  
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11.3.3. Cytostatyczność pochodnych ferrocenylowych 

Celem eksperymentu była ocena zdolności pochodnych ferrocenylowych 10 i 11 do 

zahamowania proliferacji komórek HepG2, MCF-7 i CCRF-CEM. Zastosowano czasy 

inkubacji z badanymi związkami dłuższe od czasów podwojenia tzw. cell doubling time. 

Komórki nowotworowe inkubowano ze związkami przez 48 i 72 godz., a następnie 

oznaczano procent żywych komórek w hodowli metodą MTT. Krzywe przeżywalności 

komórek zamieszczono na Rys. 20a-b. 

 W przypadku linii HepG2, skuteczność inhibicji podziałów komórkowych przez 

związek 10 zależał od czasu ich ekspozycji na badany ferrocen. Zastosowanie dłuższego 

czasu inkubacji (72 godz.) skutkowało lepszą efektywnością zahamowania proliferacji 

komórek nowotworowych. Wyliczona na podstawie krzywych przeżywalności wartość 

stężenia IG50 była mniejsza niż wartość stężenia IC50 wyznaczonego w teście 

cytotoksyczności. Analogiczne zmiany obserwowano dla komórek linii MCF-7 

traktowanych pochodną 10, gdzie obserwowano zależną od czasu inkubacji z badanym 

ferrocenem inhibicję proliferacji komórek nowotworowych oraz mniejszą niż IC50 wartość 

IG50. Zależność hamowania podziałów komórkowych od czasu inkubacji ze związkami 

stwierdzono także dla komórek linii MCF-7 (związek 11) oraz CCRF-CEM (związek 10).  

Tabela 7. Wartości stężenia IG50 ferrocenów 10 oraz 11 względem linii HepG2, MCF-7 oraz CCRF-CEM. Komórki 

inkubowano z metaloorganicznymi pochodnymi przez 48 lub 72 godziny (efekt cytostatyczny). 

Linia komórkowa 

(ferrocen) 

Cytostatyczne właściwości pochodnych ferrocenów, IG50 [µmol/l]  

     48 godziny                 72 godziny                  

HepG2 (10) 33,5 ± 0,5              25,5 ± 1,8    

MCF-7 (10)      21,5 ± 1,5                  20,5 ± 0,6      

MCF-7 (11) 

CCRF-CEM (10) 

     41,5 ± 2,3 

     47,0±1,1                                

                 39,0 ± 1,4 

                 41,5±0,9 
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Rysunek 20a. Krzywe przeżywalności komórek linii CCRF-CEM, HepG2 inkubowanych przez 24, 48 lub 72 

godziny z ferrocenylowymi pochodnymi 10.  
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Rysunek 20b. Krzywe przeżywalności komórek linii MCF-7 inkubowanych przez 24, 48 lub 72 godziny 

 z ferrocenylowymi pochodnymi 10, 11.  
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11.3.4. Poziom reaktywnych form tlenu generowanych w komórkach nowotworowych 

eksponowanych na działanie badanych metaloorganicznych pochodnych 

Ilość RFT (głównie H2O2), generowanych w komórkach nowotworowych 

eksponowanych na działanie ferrocenów, mierzono przy użyciu sondy fluorescencyjnej 

H2DCFD-DA. Komórki traktowano stężeniami IC50 i IC90 związków przez 3 lub 6 godzin. 

Badania wykazały wzrost poziomu RFT w komórkach nowotworowych, który był 

skorelowany zarówno z czasem ich inkubacji z testowanymi pochodnymi, jak również  

z ich stężeniem. Największy wzrost RFT obserwowano dla najdłuższego czasu inkubacji (6 

godz.) oraz wyższego stężenia (IC90). Stwierdzono dwutorowy przebieg kinetyki RFT  

w trakcie 180 minutowego okresu hodowli poinkubacyjnej. W trakcie pierwszych 15-45 min 

następował początkowy, postępujący wzrost ilości RFT w komórkach nowotworowych. 

Podczas kolejnych 60-120 min następował ich spadek, po czym poziom RFT utrzymywał 

się na tym samym poziomie do końca poinkubacyjnego okresu (150-180 min). Wyjątek 

stanowiły komórki linii MCF-7, inkubowane ze związkiem 11 przez 6 godzin, w których 

stężenia IC90 powodowało 50% wzrost RFT, utrzymujący się przez cały okres 180-

minutowej hodowli poinkubacyjnej. 
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Rysunek 21a. Ilość reaktywnych form tlenu generowanych w komórkach nowotworowych linii MCF-7 przez 

badane ferrocenylowe pochodne 10 lub 11. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS). 
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Rysunek 21b. Ilość reaktywnych form tlenu generowanych w komórkach nowotworowych linii CCRF-CEM 

oraz HepG2 przez badaną ferrocenylową pochodną 10. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS).   

*

*
*

* *
* * **

*

* *

* *

*

* * *

*

*

*

75

100

125

150

175

0 15 30 45 60 90 120 150 180

IC50 3 godz. IC50 6 godz. IC90 3 godz. IC90 6 godz.

min

F
lu

o
re

sc
en

cj
a

 D
C

F

(p
ro

ce
n

t 
k

o
n

tr
o

li
=

1
0

0
%

) 

CCRF-CEM (Fc 10)

*
*

* * *
*

*

* *
*

*
*

* *

*

*

* * *

* *
*

*

*
* * *

*

*

75

100

125

150

175

0 15 30 45 60 90 120 150 180

IC50 3 godz. IC50 6 godz. IC90 3 godz. IC90 6 godz.

min

F
lu

o
re

sc
en

cj
a
 D

C
F

(p
ro

ce
n

t 
k

o
n

tr
o
li

=
1
0
0
%

) 

Hep G2 (Fc 10)



  

98 
 

11.3.5. Identyfikacja komórek apoptotycznych i nekrotycznych metodą mikroskopii 

fluorescencyjnej z zastosowaniem podwójnego barwienia komórek barwnikami 

fluorescencyjnymi Hoechst 33258 i jodkiem propidyny (PI) 

Analizę właściwości proapoptotycznych badanych ferrocenów wykonano przy 

użyciu mikroskopii fluorescencyjnej. Komórki barwiono jednocześnie dwoma 

fluorochromami – jodkiem propidyny oraz Hoechst 33258, co umożliwiło identyfikację  

w tej samej próbie frakcji komórek żywych, wczesno-, późno-apoptotycznych  

i nekrotycznych. Na Rys. 23a-c przedstawiono wyniki analizy właściwości 

proapoptotycznych badanych pochodnych.  

Komórki nowotworowe linii MCF-7, HepG2 oraz CCRF-CEM inkubowano ze 

stężeniem IC50 metaloorganicznych pochodnych przez 24 godziny, po czym zmieniano 

medium i hodowano komórki przez następne 24 godziny (hodowla poinkubacyjna).  

W celu oceny udziału RFT, a w konsekwencji również stresu oksydacyjnego w indukcji 

apoptozy przez badane związki, komórki nowotworowe przed potraktowaniem związkami 

metaloorganicznymi preinkubowano przez 1 godzinę z przeciwutleniaczami NAC  

(3 mmol/L) oraz witaminą C (50 μmol/L). 

Przeprowadzone badania wykazały, że wszystkie zastosowane pochodne 

indukowały apoptozę komórek nowotworowych. Analiza morfologiczna komórek wykazała 

liczne zmiany w ich strukturze, które są charakterystyczne dla procesu programowanej 

śmierci, takie jak obkurczanie komórek, marginalizację chromatyny czy wakuolizację 

cytoplazmy. Procentowa zawartość komórek, jaka umierała na drodze śmierci apoptotycznej 

skorelowana była z czasem hodowli poinkubacyjnej. Bezpośrednio po zakończeniu 

inkubacji (0 godz.), obserwowano pojawienie się frakcji komórek we wczesnej apoptozie 

 (~ 10-17%). Znacznie mniejszy natomiast był odsetek komórek w późnej fazie procesu 

apoptozy, który wynosił jedynie 0,5-5%. Warto również podkreślić, iż skutkiem traktowania 

komórek nowotworowych badanymi ferrocenami, było pojawienie się frakcji komórek, 

które umierały na drodze śmierci nekrotycznej. Ich zawartość w całej populacji wynosiła 6-

12%. Ilościowy rozkład poszczególnych frakcji populacji komórkowej uwarunkowany był 

zarówno przez rodzaj zastosowanego związku, jak również i badanej linii komórkowej.  

 Po 24 godzinnej hodowli poinkubacyjnej obserwowano kilkuprocentowy (5-8%) 

wzrost zarówno frakcji komórek wczesnoapoptotycznych, jak i nekrotycznych.  

W populacji obecna była zawsze mała frakcja komórek późno-apoptotycznych.  

 Godzinna preinkubacja komórek nowotworowych z przeciwutleniaczami NAC lub 

witaminą C powodowała istotnie statystyczną redukcję zarówno frakcji komórek 

apoptotycznych jak i nekrotycznych, przy jednoczesnym wzroście frakcji komórek żywych. 

Zmiany takie notowano dla wszystkich zastosowanych metaloorganicznych pochodnych 

oraz linii komórek nowotworowych. W większości przypadków NAC wykazywał większą 

efektywność hamowania proapoptotycznych właściwości analizowanych ferrocenów. 

Uzyskane dane sugerują, iż stres oksydacyjny, generowany przez opisywaną grupę 

ferrocenów, warunkuje również ich właściwości proapoptotyczne i przyczynia się do 

indukcji PCD. 
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MCF-7 CCRF-CEM 

  

  

  

  

Rysunek 22a. Indukcja apoptozy komórek CCRF-CEM i MCF-7, eksponowanych na działanie ferrocenylowej pochodnej 

10. Komórki barwiono barwnikami fluorescencyjnymi – Hoechst 33258 oraz jodkiem propidyny w celu określenia frakcji 

komórek żywych (blada, niebieska fluorescencja), wczesnoapoptotycznych (jasna, niebieska fluorescencja), 

późnoapoptotycznych (fioletowa fluorescencja) oraz nekrotycznych (czerwona fluorescencja). 

  

Komórki kontrolne Komórki kontrolne 

Fc 10 (IC50) Fc 10 (IC50) 

Fc 10 (IC50) + wit. C (50 µmol/L) Fc 10 (IC50) + wit. C (50 µmol/L)  

Fc10 (IC50) + NAC (3 mmol/L) Fc 10 (IC50) + NAC (3 mmol/L) 
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Komórki żywe Wczesna apoptoza 
Późna 

apoptoza 
Nekroza 

    

Rysunek 22b. Indukcja apoptozy komórek CCRF-CEM i MCF-7, eksponowanych na działanie ferrocenylowej pochodnej 

10. Komórki barwiono barwnikami fluorescencyjnymi – Hoechst 33258 oraz jodkiem propidyny w celu określenia frakcji 

komórek żywych (blada, niebieska fluorescencja), wczesnoapoptotycznych (jasna, niebieska fluorescencja), 

późnoapoptotycznych (fioletowa fluorescencja) oraz nekrotycznych (czerwona fluorescencja). 
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Rysunek 23a. Indukcja apoptotycznej i nekrotycznej śmierci komórek nowotworowych linii CCRF-CEM 

poddanych 24 godzinnej inkubacji z badanymi ferrocenylowymi pochodnymi 10 w stężeniu IC50 po 

preinkubacji przeciwutleniaczami – NAC lub witaminy C. Metoda mikroskopii fluorescencyjnej  

z zastosowaniem podwójnego barwienia komórek fluorochromami Hoechst 33258 i jodku propidyny. *p<0,05 

vs. kontrola (komórki traktowane PBS). 

 

 

 

 

 

*
**

*

0

20

40

60

80

100

Żywe Wczesna

apoptoza

Późna apoptoza Nekroza

L
ic

zb
a
 k

o
m

ó
re

k
 [

%
]

Kontrola

IC50

IC50+NAC

IC50+WIT. C

CCRF-CEM  (Fc 10) 0 godz.

*

*
*

*

*
*

0

20

40

60

80

100

Żywe Wczesna

apoptoza

Późna apoptoza Nekroza

L
ic

zb
a
 k

o
m

ó
re

k
 [

%
]

Kontrola
IC50
IC50+NAC
IC50+WIT. C

CCRF-CEM (Fc 10) 24 godz.



  

102 
 

 

 

Rysunek 23b. Indukcja apoptotycznej i nekrotycznej śmierci komórek nowotworowych linii MCF-7 

poddanych 24 godzinnej inkubacji z badanymi ferrocenylowymi pochodnymi 10 w stężeniu IC50 po 

preinkubacji przeciwutleniaczami – NAC lub witaminy C. Metoda mikroskopii fluorescencyjnej  

z zastosowaniem podwójnego barwienia komórek fluorochromami Hoechst 33258 i jodku propidyny. *p<0,05 

vs. kontrola (komórki traktowane PBS). 
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Rysunek 23c. Indukcja apoptotycznej i nekrotycznej śmierci komórek nowotworowych linii MCF-7 

poddanych 24 godzinnej inkubacji z badanymi ferrocenylowymi pochodnymi 11 w stężeniu IC50 po 

preinkubacji przeciwutleniaczami – NAC lub witaminy C. Metoda mikroskopii fluorescencyjnej  

z zastosowaniem podwójnego barwienia komórek fluorochromami Hoechst 33258 i jodku propidyny. *p<0,05 

vs. kontrola (komórki traktowane PBS
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11.3.6. Analiza cyklu komórkowego metodą cytometrii przepływowej 

Właściwości cytostatyczne leków przeciwnowotoworowych lub związków  

o właściwościach antyproliferacyjnych wynikają przede wszystkim z ich zdolności do 

hamowania cyklu podziałowego komórek nowotworowych. Komórki linii HepG2, MCF-7 

oraz CCRF-CEM inkubowano przez 24 godziny ze stężeniem IC50 badanych 

ferrocenylowych pochodnych. Rozkład cyklu komórkowego analizowano bezpośrednio po 

zakończeniu inkubacji ze związkami (0 godz.) oraz po 24-godzinnej hodowli komórek  

w medium nie zawierającym badanych związków (hodowla poinkubacyjna). Wpływ 

metaloorganicznych pochodnych na cykl komórkowy wyżej wymienionych linii 

nowotworowych przedstawiono w postaci wykresów na Rys. 24a-b. Histogramy DNA 

uzyskane w wyniku cytometrycznej analizy zaprezentowano na Rys. 25.  

W komórkach nowotworowych, inkubowanych z badanymi ferrocenylowymi pochodnymi, 

obserwowano zaburzenia przebiegu ich cyklu podziałowego. Stwierdzono zablokowanie 

cyklu komórkowego w punkcie kontrolnym fazy G2/M, co sugeruje właściwości 

cytostatyczne analizowanych ferrocenów.  

 Zahamowanie cyklu komórkowego w fazie G2/M występowało we wszystkich 

liniach komórkowych bezpośrednio po zakończeniu 24-godzinnej inkubacji (czas 0 godz.)  

z ferrocenami. Największe zmiany obserwowano w komórkach linii MCF-7 raka piersi, po 

ich potraktowaniu związkiem 10. Wykazano, że około 55% komórek MCF-7 zostało 

zatrzymanych w punkcie kontrolnym G2/M cyklu podziałowego. Najmniejsze zmiany ( ok. 

10% wzrost frakcji G2/M) odnotowano w populacji komórek białaczkowych CCRF-CEM, 

inkubowanych z ferrocenem 10. 

 Zastosowanie 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej, podczas której komórki 

nowotworowe rosły w miedium hodowlanym pozbawionym ferrocenów, spowodowało 

zmniejszeniem frakcji komórek z blokadą cyklu komórkowego, prawie we wszystkich 

badanych próbach, z wyjątkiem komórek linii MCF-7 poddanych działaniu związku 11.  

W tym przypadku, obserwowano dalszy (około 7%) wzrost frakcji komórek z blokiem G2/M 

cyklu podziałowego. Wyniki te sugerują, że podczas 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej, 

większość komórek zdolna była do naprawy uszkodzeń DNA, indukowanych na skutek 

genotoksycznego działania badanych ferrocenów. Naprawa uszkodzeń DNA umożliwiła 

komórkom przejście przez punkt kontrolny G2/M i podział mitotyczny. 
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Rysunek 24a. Frakcja komórek nowotworowych linii MCF-7 znajdujących się w poszczególnych fazach cyklu 

komórkowego. Komórki inkubowano z metaloorganicznymi pochodnymi 10 oraz 11 przez 24 godziny. 

*p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS). 
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Rysunek 24b. Frakcja komórek nowotworowych linii CCRF-CEM oraz HepG2 znajdujących się  

w poszczególnych fazach cyklu komórkowego. Komórki inkubowano z metaloorganiczną pochodną  

10 przez 24 godziny. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS). 
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Rysunek 25. Histogramy DNA komórek nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7, HepG2, uzyskane  

z cytometrycznej analizy cyklu podziałowego.  Komórki inkubowano z metaloorganicznymi pochodnymi 10 

lub 11 przez 24 godziny. 
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11.3.7. Analiza uszkodzeń DNA metodą kometową 

W komórkach nowotworowych inkubowanych z badanymi ferrocenami, 

obserwowano istotny wzrost poziomu uszkodzeń DNA, przejawiający się zwiększoną 

zawartością DNA w ogonie komety. Najbardziej podatna na uszkodzenia było DNA linii 

białaczkowych CCRF-CEM, w których odnotowano ok. 10-krotny wzrost uszkodzeń DNA 

w komórkach traktowanych ferrocenem 10, w porównaniu z kontrolą. Komórki MCF-7 raka 

piersi inkubowane z pochodnymi 10 lub 11 wykazywały większą wrażliwość na działanie 

drugiego z wymienionych powyżej związków.  

Zastosowanie 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej, podczas której komórki 

namnażały się w medium pozbawionym pochodnych metaloorganicznych, spowodowało 

spadek uszkodzeń DNA. Zjawisko to obserwowano w przypadku wszystkich badanych linii 

komórkowych, jak również dla każdego związku poddanego analizie. Prawdopodobnym jest 

więc, że komórki nowotworowe usunęły część powstałych uszkodzeń DNA przez sprawne 

mechanizmy naprawcze. Procent uszkodzonego DNA  w komórkach MCF-7, HepG2 oraz 

CCRF-CEM po 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej był mniejszy o około 1/3 w stosunku 

do czasu 0 godzin. Kinetyka procesu naprawczego przebiegała jednak różnie  

w poszczególnych typach komórek nowotworowych.  

 

Rysunek 26. Uszkodzenia DNA generowane w komórkach nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7, oraz 

HepG2 przez metaloorganiczne pochodne 10 lub 11. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS), #p<0,05  

0 godz. vs. 24 godz.. 
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Rysunek 27. Zdjęcia komet DNA, uzyskanych z ludzkich komórek nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7 i HepG2, poddanych działaniu metaloorganicznych 

pochodnych 10 i 11. Zdjęcia wykonano przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse, Tokyo, Japan. 
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11.4. METALOORGANICZNE POCHODNE ALKILOWE 

ZAWIERAJĄCE PIERŚCIEŃ CHROMONOWY ORAZ ATOM 

ZŁOTA 

11.4.1. Cytotoksyczność pochodnych ferrocenylowych 

 Cytotoksyczne właściwości ww. metaloorganicznych pochodnych oraz auranofiny 

zbadano w warunkach in vitro na podstawie ich zdolności do hamowania proliferacji 

komórek nowotworowych czterech linii: HepG2, MCF-7, MDA-MB-231  

i CCRF-CEM. Żywotność komórek określono metodą spektrofotometryczną (test MTT). 

Odsetek żywych komórek w próbce przeliczono na procent kontroli (komórki inkubowane 

w PBS), których żywotność arbitralnie przyjęto za 100%. Zastosowano szeroki zakres stężeń 

badanych związków mieszczący się w zakresie 0,5 – 120 µmol/L. Wyliczone na podstawie 

krzywych przeżywalności stężenia IC50 charakterystyczne dla każdego związku 

metaloorganicznego oraz auranofiny przedstawiono w tabeli 8.   

Tabela 8. Wartości stężenia IC50 pochodnych 4-6 oraz auranofiny wyznaczone dla linii komórek MCF-7, MDA-

MB-231, HepG2 oraz CCRF-CEM. Komórki inkubowano ze związkami metaloorganicznymi 

metaloorganicznymi przez 24 godziny (efekt cytotoksyczny). 

Linia  

komórkowa 

Cytotoksyczne właściwości pochodnych alkilowych oraz auranofiny                                     

IC50 [µmol/l]                    IC50 [µmol/L]              

4 5 6 Auranofina 

HepG2 10.0 ± 1.3 >120 19.5  ±  1.9 50.0  ±  2.7 

MCF-7 5.5  ±  0.7 11.0  ±  0.8 13.0  ±  2.3 13.1  ±  0.9 

MDA-MB-231 9.7  ±  2.5 49.7  ±  1,7 10.0  ±  3.4 3.0  ±  0.6 

CCRF-CEM 3.5  ±  1.1 3.8  ±  0.9 4.2  ±  0.9  6.0  ±  1.2 
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Rysunek 28a. Krzywe przeżywalności komórek linii MCF-7, CCRF-CEM inkubowanych przez 24 godziny  

z pochodnymi alkilowymi 4-6. 
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Rysunek 28b. Krzywe przeżywalności komórek linii HepG2, oraz MDA-MB-231 inkubowanych przez 24 

godziny z pochodnymi alkilowymi 4-6. 
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Wszystkie badane związki z tej grupy charakteryzowały się dużą efektywnością 

hamowania proliferacji komórek nowotworowych. Metaloorganiczne pochodne już  

w niskich, mikromolowych stężeniach przejawiały cytotoksyczne właściwości. Warto 

podkreślić, że obliczone dla analizowanych związków wartości stężenia IC50 są zbliżone do 

stężenia IC50 związku referencyjnego auranofiny. W niektórych przypadkach obserwowano 

nawet większą skuteczność działania nowo zsyntetyzowanych pochodnych. Najbardziej 

aktywną biologicznie cząsteczką był związek 4, który powodował spadek przeżywalności 

50% populacji komórek badanych linii nowotworowych już w zakresie 3,5 – 10 µmol/L. 

Nieco mniej efektywny była pochodna 6, natomiast ostatni z badanych związków 5 nie 

wykazywał cytotoksycznych właściwości w zakresie 0,5 – 120 µmol/L wobec komórek linii 

HepG2. Zawiesinowa linia komórek białaczkowych CCRF-CEM pozostawała najbardziej 

wrażliwa na wszystkie pochodne metaloorganiczne.  

 Na podstawie uzyskanych wyników przeżywalności komórek eksponowanych na 

działanie analizowanych metaloorganicznych pochodnych oraz krzywych przeżywalności, 

do dalszych badań molekularnych mechanizmów aktywności przeciwnowotworowych 

wybrano związki 4, 5, 6 dla linii CCRF-CEM i MCF-7 oraz 4, 6 dla HepG2 i MDA-MB-

231.   

11.4.2. Analiza uszkodzeń DNA metodą kometową 

W komórkach nowotworowych linii zawiesinowej CCRF-CEM oraz adherentnych 

HepG2, MCF-7, MDA-MB-231, eksponowanych na działanie metaloorganicznych 

pochodnych obserwowano wzrost uszkodzeń materiału generycznego w porównaniu  

z kontrolą. Skutkiem genotoksycznego działania alkilowych pochodnych złota był 

kilkakrotny wzrost zawartości DNA w ogonie komet. Wielkość zmian uwarunkowana była 

rodzajem linii komórkowej jak i rodzajem zastosowanego związku. Prawdopodobnym jest 

fakt, iż aktywność genotoksyczna poszczególnych pochodnych może warunkować w sposób 

pośredni ich właściwości cytotoksyczne i antyproliferacyjne.  

 Największe zmiany poziomu uszkodzeń DNA obserwowano dla linii komórek MCF-

7 estrogenozależnego raka piersi traktowanych związkami 4 oraz 5 (odpowiednio około 9,5 

i 8,5%). Co ciekawe, wysoka aktywność cytotoksyczna i antyproliferacyjna związku 6 

względem wyżej wymienionej linii komórkowej (IC50=13,1 µmol/L), nie była skorelowana 

z równie wysoką efektywnością indukcji uszkodzeń DNA. Procentowa zawartość DNA w 

ogonie komety, uzyskanej po elektroforezie pojedynczych komórek MCF-7 traktowanych 

związkiem 6, była najniższa i wynosiła ok. 5%. Wynik ten świadczyć może, iż za 

cytotoksyczne właściwości wspomnianej metaloorganicznej pochodnej odpowiadać mogą 

inne mechanizmy, niezwiązane z genotoksycznością i uszkodzeniem materiału 

genetycznego komórek nowotworowych. W przypadku pozostałych linii komórkowych, 

zawartość DNA w ogonie była zbliżona i wynosiła około 7-8% względem kontroli.  
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Rysunek 29. Uszkodzenia DNA, generowane w komórkach nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7, 

MDA-MB-231 oraz HepG2 przez metaloorganiczne pochodne złota 4-6. *p<0,05 vs. kontrola (komórki 

traktowane PBS). 
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MCF-7 

    

 HEPG2   
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Rysunek 30. Zdjęcia komet DNA uzyskanych z ludzkich komórek nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-

7, MDA-MB-231 i HepG2, poddanych działaniu analizowanych metaloorganicznych pochodnych złota 4-6. 

Zdjęcia wykonano przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse, Tokyo, Japan. 
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11.4.3. Analiza aktywności reduktazy tioredoksyny (TrxR) 

Enzymatyczny układ białek tioredoksyna - reduktaza tioredoksyny pełni  

w organizmie człowieka szereg istotnych funkcji, niezbędnych do zachowania homeostazy. 

Jednym z ważniejszych biologicznych działań jest kontrola wzrostu oraz proliferacji 

komórek, regulacja procesów uczestniczących w indukcji apoptozy oraz ochrona przed 

stresem oksydacyjnym. Obecnie coraz więcej uwagi poświęca się roli układu tioredoksyna-

reduktaza tioredoksyny w kancerogenezie. Jak wykazano podwyższony poziom ekspresji 

genów, kodujących białka tego układu, sprzyja zwiększonej proliferacji komórek 

nowotworowych. Dużą nadzieję pokłada się w m.in. w kompleksach i związkach złota, które 

mogą działać jako inhibitory TrxR, powodując tym samym wzrost apoptozy komórek 

nowotworowych i zahamowanie ich proliferacji (Szokalska, 2008). 

W celu oceny wpływu badanych pochodnych metaloorganicznych na aktywność 

reduktazy tioredoksyny w komórkach nowotworowych zastosowano komercyjnie dostępny 

zestaw odczynników Thioredoxin Reductase Activity Colorimetric Assay Kit. Komórki 

inkubowano przez 24 godziny z pochodnymi zawierającymi złoto, a następnie dokonano 

oznaczenia aktywności TrxR. Wyniki przedstawiono na Rys. 31. 

Przeprowadzone doświadczenia wykazały, że każdy z badanych związków złota 

powodował istotny statystycznie spadek aktywności TrxR w komórkach nowotworowych 

linii HepG2, MCF-7, MDA-MB-231 oraz CCRF-CEM. Procent inhibicji aktywności 

enzymu zawarty był w granicach 20-70% w zależności od rodzaju linii komórkowej oraz 

rodzaju badanego związku. Najmniejszy wpływ hamujący wykazywały związki złota 4 i 6 

(20%) w białaczkowej linii CCRF-CEM, gdzie obserwowano najmniejsze hamowanie 

aktywności enzymatycznej TrxR przez wszystkie badane związki złota. Wynik ten uzyskano 

zarówno dla związku 4 jak i 6. Lepszą efektywność wobec ww. linii komórek 

nowotworowych wykazywała natomiast pochodna 5, która powodowała około 50% spadek 

aktywności TrxR. Brak wyraźnych różnic w działaniu związków złota 4 i 6 na aktywność 

reduktazy odnotowano również w przypadku linii HepG2, w której aktywność enzymu  

w komórkach eksponowanych na działanie związków 4 lub 6 wynosiła około 60%. 

Największy wpływ na aktywność TrxR (hamowanie 70%) obserwowano dla związków 4  

i 6 w liniach estrogenozależnego MCF-7 i estrogenoniezależnego raka pierści MDA-MB-

231. Otrzymane wyniki świadczą iż jednym z celów molekularnych ścieżek aktywności 

przeciwnowotworej badanych metaloorganicznych cząsteczek złota jest enzym reduktaza 

tioredoksyny. Obniżenie aktywności tego enzymu może powodować wzrost hamowania 

proliferacji komórek nowotworowych. Ciekawym jest jednak fakt, iż efektywność 

hamowania aktywności TrxR przez związki 4 – 6 nie była bezpośrednio skorelowana z ich 

właściwościami cytotoksycznymi (stężenie IC50), co świadczyć może o dodatkowych 

mechanizmach, warunkujących cytotoksyczne działanie badanych pochodnych 

metaloorganicznych.  
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Rysunek 31. Względna aktywność reduktazy tioredoksyny (TrxR) w komórkach nowotworowych linii CCRF-

CEM, MCF-7, MDA-MB-231 i HepG2, poddanych działaniu analizowanych metaloorganicznych pochodnych 

złota 4-6. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS). 

11.4.4. Analiza cyklu komórkowego metodą cytometrii przepływowej  

Cytometryczna analiza cyklu podziałowego komórek HepG2, MCF-7, MDA-MB-

231 oraz CCRF-CEM wykazała iż badane zwiazki złota nie powodują, jak to miało miejsce 

w przypadku kobaltowych pochodnych ferrocenylowych, zahamowanie cyklu w fazie 

G2/M. Istotnie statystyczny wzrost frakcji komórek w punkcie kontrolnym G2/M 

obserwowano jedynie w linii CCRF-CEM. Był on jednak stosunkowo niewielki (6-11%) 

względem komórek kontrolnych. Dla wszystkich zastosowanych związków, niezależnie od 

linii komórkowej, obserwowano ok. 15-20% spadek frakcji komórek w fazie G1. Warte 

podkreślenia jest pojawienie się na histogramach DNA charakterystycznego piku sub-G1 

zawierającego apoptotyczne komórki hipodiploidalne. Wynik ten uzyskano dla wszystkich 

zastosowanych metaloorganicznych pochodnych oraz linii komórek nowotworowych, 

eksponowanych na ich działanie. Największy wzrost (ok. 20%) frakcji komórek w piku sub-

G1 obserwowano w komórkach estrogenozależnego raka piersi MCF-7, traktowanych 

związkiem 4. Procent apoptotycznych hipodiploidalnych komórek nowotworowych we 

frakcji sub-G1 przedstawiono w tabeli 9.  

 Cytometryczna analiza cyklu podziałowego komórek traktowanych badanymi 

metaloorganicznymi pochodnymi potwierdziła ich właściwości genotoksyczne powodujące 

uszkodzenia materiału genetycznego. Pojawienie się piku sub-G1 na histogramach DNA 

uzyskanych metodą cytometryczną, świadczy również o uruchomieniu szlaku 

programowanej śmierci komórki przez analizowane związki złota.  
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Tabela 9. Odsetek komórek sub-G1 histogramu DNA, uzyskanego z cytometrycznej analizy cyklu podziałowego 

komórek nowotworowych linii HepG2, MCF-7, MDA-MB-231 oraz CCRF-CEM, poddanych działaniu 

metaloorganicznych pochodnych 4, 5 oraz 6. *p<0,05 w stosunku do kontroli (komórki traktowane PBS).  

 

Linia  

komórkowa 

Odsetek komórek sub-G1 histogramu DNA 

Kontrola 4 5 6 

HepG2 1,95 ± 0,23 15,31 ± 1,64* - 12,46 ± 1* 

MCF-7 2,39 ± 0,64 13,32 ± 1,39* - 5 ± 2.51 

MDA-MB-231 2,81 ± 0,51 13,33 ± 1,37* 6,18 ± 1,1 9,64 ± 1,12* 

CCRF-CEM 2,87 ± 0,9 18,58 ± 2,27* 9,42 ± 1*  10,48 ± 0,6* 



  

119 
 

 

Rysunek 32a. Frakcja komórek nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7 znajdujących się  

w poszczególnych fazach cyklu komórkowego. Komórki inkubowano z metaloorganicznymi pochodnymi  

4-6 przez 24 godziny. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS). 
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Rysunek 32b. Frakcja komórek nowotworowych linii MDA-MB-231, HepG2 znajdujących się  

w poszczególnych fazach cyklu komórkowego. Komórki inkubowano z metaloorganicznymi pochodnymi 4-6 

przez 24 godziny. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS). 
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Rysunek 33. Histogramy DNA komórek nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7, MDA-MB-231 i HepG2 

uzyskane  z cytometrycznej analizy cyklu podziałowego.  Komórki inkubowano przez 24 godz. z analizowanymi 

metaloorganicznymi pochodnymi 4 – 6 przez 24 godz.. 
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11.4.5. Zmiany aktywności kaspaz 8, 9 i 3 

Kaspazy, enzymy należące do proteaz serynowych, pełnią kluczową funkcję  

w najważniejszych etapach szlaku programowanej śmierci komórki. Aktywacja kaspazy 8 

zachodzi głównie podczas inicjacji PCD na szlaku receptorowym (zewnątrzpochodnym), 

natomiast kaspaza 9 zaangażowana jest w szlak mitochondrialny (wewnątrzpochodny). Oba 

białka należą do grupy kaspaz inicjatorowych szlaku apoptotycznego. Ostatnia z badanych 

proteaz, kaspaza 3, określana jest jako kaspaza efektorowa ze względu na udział  

w końcowym etapie obu szlaków PCD.  

W celu oceny proapoptotycznych właściwość badanych metaloorganicznych 

pochodnych złota oraz szlaków PCD inicjowanych przez nie w badanych liniach komórek 

nowotworowych, eksponowanych na ich działanie, zastosowano komercyjnie dostępne testy 

analizy aktywności trzech ww. kaspaz. Uzyskane wyniki zamieszczono na Rys. 34a-b.  

Wykonane badania nie wykazały istotnych statystycznie zmian aktywności kaspazy 

8 we wszystkich zastosowanych wariantach eksperymentu. Wydaje się więc wysoce 

prawdopodobne, iż apoptoza indukowana przez analizowane metaloorganiczne pochodne 

złota, nie przebiega na szlaku receptorowym (zewnątrzpochodnym). Za tą hipotezą 

przemawia także wzrost aktywności dwóch pozostałych proteaz serynowych – kaspazy 9 

oraz 3. Największe zmiany stwierdzono w komórkach traktowanych związkiem 4. 

Powodował on we wszystkich czterech liniach komórek nowotworowych wzrost aktywności 

kaspaz 3 i 9, mieszczący się w graniach odpowiednio 15-20% oraz 25-30%. W przypadku 

metaloorganicznych pochodnych 5 oraz 6 obserwowano głównie wzrost aktywności 

inicjatorowej kaspazy 9. Brak istotnych statystycznie zmian aktywności enzymu wykazano 

jedynie dla linii HepG2. W pozostałych liniach komórkowych (MCF-7, MDA-MB-231, 

CCRF-CEM) wzrost aktywności kaspazy 9 mieścił się w granicach 10-25%.  

Na podstawie uzyskanych wyników można stwierdzić, iż badane metaloorganiczne 

pochodne złota mogą indukować apoptozę ludzkich komórek nowotworowych głównie na 

szlaku wewnątrzpochodnym (mitochondrialnym), w którym zaangażowane są kaspaza 9 

oraz 3. Za hipotezą tą przemawia dodaktowo fakt, iż związki te nie powodowały zmian 

aktywności inicjatorowej proteazy serynowej (kaspazy 8), zaangażowanej we wczesne etapy 

procesu programowanej śmierci komórki, przebiegającej przy udziale receptorów śmierci 

(szlak receptorowy; zewnątrzpochodny).  
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Rysunek 34a. Aktywność kaspaz 3, 8 i 9 w komórkach nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7, 

inkubowanych z metaloorganicznymi pochodnymi 4-6 przez 24 godz.. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane 

PBS).  
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Rysunek 34b. Aktywność kaspaz 3, 8 i 9 w komórkach nowotworowych linii MDA-MB-231, HepG2 

inkubowanych z metaloorganicznymi pochodnymi 4-6 przez 24 godz.. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane 

PBS).  
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11.5. POCHODNA DIRUTENU-1 (DiRu-1) 

11.5.1. Cytotoksyczność pochodnej dirutenu-1 

Pierwszym etapem badań nad molekularnymi mechanizmami aktywności 

przeciwnowotworowych pochodnej dirutenu-1 (DiRu-1) była ocena in vitro jej działania 

cytotoksycznego oraz antyproliferacyjnegoo wobec linii komórek ludzkiego raka HepG2, 

MDA-MB-231 i MCF-7. Żywotność komórek określono metodą spektrofotometryczną (test 

MTT). Odsetek żywych komórek w próbce przeliczono na procent kontroli (komórki 

inkubowane w PBS), których żywotność arbitralnie przyjęto za 100%. Zgodnie  

z oczekiwaniami, obserwowano hamowanie wzrostu komórek oraz znaczny spadek ich 

żywotności przy wzrastającym stężeniu DiRu-1 dla wszystkich linii komórkowych. 

Pochodna rutenu już w niskich, nanomolowym zakresie stężeń, wykazywała wysoką 

cytotoksyczność wobec wszystkich badanych linii komórek nowotworowych. Komórki 

MDA-MB-231 i HepG2 charakteryzowały się stosunkowo podobną wrażliwością na DiRu-

1 (odpowiednio IC50 = 228,1 ± 8,1 i 268,2 ± 4,4 nmol/L). Komórki MCF 7 były natomiast 

około 3-krotnie bardziej czułe (IC50 = 77 nmol/L) na cytotoksyczne działanie analizowanej 

cząsteczki. Do dalszej analizy wyselekcjonowano linię najbardziej wrażliwą – MCF-7. 

W celu oceny udziału RFT powstających w wyniku działania DiRu-1 na całkowitą 

cytotoksyczność cząsteczki, komórki przed inkubacją ze związkiem preinkubowano  przez 

1 godzinę z przeciwutleniaczami: N-acetylocysteiną (NAC), lub Troloxem oraz inhibitorem 

kaspaz Z-FA-FMK. Zarówno przeciwutleniacze, jak i inhibitor znacznie osłabiały 

cytotoksyczności DiRu-1, co odzwierciedla zmniejszenie jego wartości IC50 (tabela 10).  

1-godzinna preinkubacja komórek z-FA-FMK, NAC lub Troloxem, powodowała 

odpowiednio, 3-, 9- i 12-krotny wzrost IC50 DiRu-1. Pochodna witaminy E wykazała 

najwyższą wydajność hamowania cytotoksycznych właściwości metaloorganicznej 

cząsteczki. 

Wyniki te wskazują na znaczenie stresu oksydacyjnego generowanego przez  

DiRu-1 w kształtowaniu całkowitej aktywności cytotoksycznej wobec komórek 

nowotworowych.  
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Tabela 10. Wartości stężenia IC50 pochodnej dirutenu-1 DiRu-1 wyznaczone dla linii komórek MCF-7, MDA-

MB-231 oraz HepG2. Komórki inkubowano ze związkiem metaloorganicznym przez 24 godziny (efekt 

cytotoksyczny). Wpływ przeciwutleniaczy (1-godzinna preinkubacja) NAC (3 mmol/l), Troloxu (50 µmol/L) oraz 

inhibitora kaspaz Z-FA-FMK na cytotoksyczność DiRu-1.  

Linia 

komórkowa 

Cytotoksyczne właściwości pochodnej dirutenu-1 , IC50 [nmol/L] 

     DiRu-1 DiRu-1+Z-FA-

FA-FMK 
DiRu-1+NAC DiRu-1+Trolox                        

MCF-7 

MDA-MB-231 

HepG2 

77,2 ± 1,4 

228,1 ± 8,1 

268,2 ± 4,4 

226,3 ± 7,3 

264,7 ± 6,3 

298,2 ± 5,2 

713,1 ± 9,8 

280,3 ± 5,9 

304,1 ± 3,7 

953,3 ± 11,5 

305,1 ± 4,7 

321,1 ± 6,5 

 

      

 

Rysunek 35. Wpływ przeciwutleniaczy NAC (3 mmol/l), Troloxu (50 μmol/l) oraz inhibitora kaspaz Z-FA-

FMK na właściwości cytotoksyczne DiRu-1 względem komórek linii MCF-7, MDA-MB-231 oraz HepG2. 

Komórki przed inkubacją ze związkiem metaloorganicznym preinkubowano przez 1 godzinę z inhibitorami. 

Komórki traktowano DiRu-1 w szerokim zakresie stężeń (0-1000 nmol/L) przez 24 godziny. Frakcję żywych 

komórek oceniano metodą MTT. IC50 DiRu-1 przyjęto jako 1. #p<0,05 vs. DiRu-1.  
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11.5.2. Identyfikacja komórek apoptotycznych i nekrotycznych metodą mikroskopii 

fluorescencyjnej z zastosowaniem podwójnego barwienia komórek barwnikami 

fluorescencyjnymi Hoechst 33258 i jodkiem propidyny (PI) 

 Ocenę proapoptotycznych właściwości pochodnej rutenu przeprowadzono  

z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Analiza umożliwiła ocenę ilościową oraz 

jakościową typu śmierci komórek nowotworowych oraz procentowego rozkładu frakcji 

poszczególnych populacji komórek.  

 Komórki MCF-7 inkubowano z badaną pochodną metaloorganiczną w stężeniach  

½ IC50 (38 nmol/L), IC50 (77 nmol/L) oraz 2xIC50 (154 nmol/L) przez 24 godz., a następnie 

zmieniano medium i hodowano komórki przez następne 24 lub 48 godz. (hodowla 

poinkubacyjna). Oznaczenia apoptozy oraz nekrozy wykonywano bezpośrednio po 

zakończeniu inkubacji z DiRu-1 (0 godz.) oraz po 24- (24 godz.) i 48-godzinnej (48 godz.) 

hodowli komórek w medium nie zawierającym DiRu-1. 

 Uzyskane wyniki wskazują, iż pochodna DiRu-1 powoduje w komórkach 

nowotworowych MCF-7 indukcję zarówno apotozy, jak i nekrozy. Odsetek komórek 

nekrotycznych w całkowitej populacji komórek traktowanych ww. związkiem był 

szczególnie widoczny w przypadku najwyższego zastosowanego stężenia (154 nmol/L) dla 

wszystkich czasów inkubacji. Indukcja PCD połączona była z charakterystycznymi dla tego 

procesu zmianami morfologii komórek takimi jak kondensacja chromatyny i jej dalsza 

marginalizacja oraz obkurczanie jadra komórkowego. 

 Poziom indukcji śmierci komórek MCF-7 obu rodzajów pozytywnie skorelowany 

był z zastosowanym stężeniem metaloogranicznej pochodnej. Z drugiej strony, nie 

obserwowano takiej zależności dla poszczególnych czasów hodowli poinkubacyjnej.  

W przypadku 24- i 48 godz. hodowli komórek w medium pozbawionym DiRu-1, nie 

obserwowano istotnego statystycznie zmniejszenia populacji komórek objętych PCD lub 

nekrozą, w stosunku do czasu 0 godz.  

 W wyniku traktowania komórek pochodną DiRu-1 w najniższym stężeniu (38 

nmol/L), obserwowano wzrost puli komórek apoptotycznych (wczesna oraz późna 

apoptoza) o ok. 1,5 razy (6-8% całkowitej populacji)  w stosunku do komórek kontrolnych 

nietraktowanych metaloorganiczną pochodną. Wyższe stężenia DiRu-1, jakie zastosowano 

w eksperymencie powodowały zwiększenie frakcji komórek objętych szlakiem PCD 

względem kontroli i wynosiły odpowiednio 15-17% oraz 18-21% całkowitej populacji 

komórek. Wyniki uzyskane z analizy identyfikacji komórek apoptotycznych  

i nekrotycznych z zastosowaniem podwójnego barwienia przedstawiono na Rys 38. Odsetek 

apoptotycznych komórek MCF-7 raka piersi po ich 24-godzinnej inkubacji  z DiRu-1  

w stężeniach 38 nmol/L, 77 nmol/L i 154 nmol/L oraz 24- i 48-godzinnej hodowli komórek 

w medium nie zawierajacym DiRu-1 przedstawiono na Rys 36. 
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Rysunek 36. Odsetek apoptotycznych komórek MCF-7 raka piersi po ich 24-godzinnej inkubacji z DiRu-1  

w stężeniach ½ IC50 (38 nmol/L), IC50 (77 nmol/L) oraz 2xIC50 (154 nmol/L) oraz 24- i 48-godzinnej hodowli 

komórek w medium nie zawierajacym DiRu-1. . *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS); #p<0,05 vs. 38 

nmol/L DiRu-1; ^p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1. 

 

Rysunek 37. Morfologia żywych (A), wczesno-apoptotycznych (B), późno-apoptotycznych (C) 

i nekrotycznych (D) komórek MCF-7 raka piersi, barwionych podwójnie fluorochromami Hoechst 33258 oraz 

jodek propidyny. Zdjęcia wykonano pod mikroskopem fluorescencyjnym z odwróconym obiektywem 

(Olympus IX70, Japonia), przy 400× powiększeniu.   
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Rysunek 38. Indukcja apoptotycznej i nekrotycznej śmierci komórek nowotworowych linii MCF-7 poddanych 

24 godzinnej inkubacji z DiRu-1 w stężeniach 38 nmol/L (½ IC50), 77 nmol/L (IC50) i 154 nmol/L  

(2 × IC50). Metoda mikroskopii fluorescencyjnej z zastosowaniem podwójnego barwienia komórek 

fluorochromami Hoechst 33258 i jodku propidyny. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS); #p<0,05 vs. 

38 nmol/L DiRu-1; ^p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1. 

 

*

*

*#

*#
*#

*#^

*#

*#^

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Żywe Wczesna apotoza Późna apoptoza Nekroza

Kontrola
38 nmol/L
77 nmol/L
154 nmol/L

A. MCF-7 (0 godz.)

*

*

*#

*#
*#

*#^

*#

*

*#^

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Żywe Wczesna apotoza Późna apoptoza Nekroza

Kontrola
38 nmol/L
77 nmol/L
154 nmol/L

B. MCF-7 (24 godz.)

*

*

*#

* *#

*#

*#^

*#
*#

*#^

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Żywe Wczesna apotoza Późna apoptoza Nekroza

Kontrola

38 nmol/L

77 nmol/L

154 nmol/L

C. MCF-7 (48 godz.)



  

130 
 

DiRu-1 

 Morfologia Apoptoza Autofagia 

Kontrola 

   

35 

nmol/L 

   

77 

nmol/L 

   

154 

nmol/L 

   
 

 

 

Rysunek 39a. Morfologia, indukcja apoptozy oraz autofagii komórek MCF-7, eksponowanych na działanie 

pochodnej DiR-1. Dla oceny apotozy, komórki barwiono barwnikami fluorescencyjnymi – Hoechst 33258 oraz 

jodkiem propidyny w celu określenia frakcji komórek żywych (blada, niebieska fluorescencja), 

wczesnoapoptotycznych (jasna, niebieska fluorescencja), późnoapoptotycznych (fioletowa fluorescencja) oraz 

nekrotycznych (czerwona fluorescencja). Dla oceny autofagii, komórki barwiono barwnikiem 

fluorescencyjnym – oranżem akrydyny. Kolor zielony – jądra komórkowe, kolor czerwony – autofagosomy. 
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DiRu-1 + NAC 

 
Morfologia Apoptoza Autofagia 

Kontrola 

   

35 

nmol/L 

   

77 

nmol/L 

   

154 

nmol/L 

   
 

Rysunek 39b. Morfologia, indukcja apoptozy oraz autofagii komórek MCF-7, eksponowanych na działanie 

pochodnej DiR-1 po 1-godzinnej preinkubacji z NAC (3 mmol/L). Dla oceny apotozy, komórki barwiono 

barwnikami fluorescencyjnymi – Hoechst 33258 oraz jodkiem propidyny w celu określenia frakcji komórek 

żywych (blada, niebieska fluorescencja), wczesnoapoptotycznych (jasna, niebieska fluorescencja), 

późnoapoptotycznych (fioletowa fluorescencja) oraz nekrotycznych (czerwona fluorescencja). Dla oceny 

autofagii, komórki barwiono barwnikiem fluorescencyjnym – oranżem akrydyny. Kolor zielony – jądra 

komórkowe, kolor czerwony – autofagosomy. 
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DiRu-1 + TROLOX 

 
Morfologia Apoptoza Autofagia 

Kontrola 

   

35 nmol/L 

   

77 nmol/L 

   

154 

nmol/L 

   
 

Rysunek 39c. Morfologia, indukcja apoptozy oraz autofagii komórek MCF-7, eksponowanych na działanie 

pochodnej DiR-1 po 1-godzinnej preinkubacji z Troloxem (50 µmol/L). Dla oceny apotozy, komórki barwiono 

barwnikami fluorescencyjnymi – Hoechst 33258 oraz jodkiem propidyny w celu określenia frakcji komórek 

żywych (blada, niebieska fluorescencja), wczesnoapoptotycznych (jasna, niebieska fluorescencja), 

późnoapoptotycznych (fioletowa fluorescencja) oraz nekrotycznych (czerwona fluorescencja). Dla oceny 

autofagii, komórki barwiono barwnikiem fluorescencyjnym – oranżem akrydyny. Kolor zielony – jądra 

komórkowe, kolor czerwony – autofagosomy. 

  



  

133 
 

11.5.3. Analiza cyklu komórkowego metodą cytometrii przepływowej  

 Cytometryczna analiza cyklu komórkowego wykazała, że pochodna DiRu-1 

powodowała blokadę cyklu podziałowego MCF-7 w fazie G2/M. Efekt ten obserwowany 

był jednak przede wszystkim w komórkach inkubowanych z najwyższym stężeniem 

metaloorganicznej cząsteczki (157 nmol/L) oraz przy dłuższym czasie hodowli 

postinkubacyjnej (48 godz.). Nieznaczna blokada cyklu w fazie G2/M była poprzedzona 

przejściowym zatrzymaniem komórek w fazie S cyklu. Wszystkie obserwowane zmiany 

były pozytywnie skorelowane ze stężeniem DiRu-1.  

Zastosowanie pre-inkubacji z przeciwutleniaczami NAC/Trolox lub inhibitora 

kaspaz Z-FA-FMK nie wpłynęło znacząco na cykl komórkowy MCF-7. 

Uzyskane wyniki pozostają spójne z genotoksycznymi właściwościami DiRu-1  

i zdolności metaloorganicznej cząsteczki do generowania obszernych uszkodzeń DNA 

komórek nowotworowych MCF-7. Zaburzenia te odpowiedzialne mogą być m.in. za 

hamowanie cyklu komórkowego. Ponadto, w przypadku dłuższego czasu hodowli 

poinkubacyjnej (48 godz.), część komórek niezdolnych do skutecznej naprawy wszystkich 

uszkodzeń DNA pozostawała w fazie G2/M cyklu podziałowego, a ich proliferacja została 

zahamowana.  
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Rysunek 40. Frakcja komórek nowotworowych linii MCF-7 znajdujących się  

w poszczególnych fazach cyklu komórkowego. Komórki inkubowano z metaloorganiczną pochodną  

DiRu-1 przez 24 godziny w stężeniach 38 nmol/L (½ IC50), 77 nmol/L (IC50) i 154 nmol/L  

(2 × IC50). Komórki przed inkubacją ze związkiem metaloorganicznym preinkubowano przez 1 godzinę  

z przeciwutleniaczami NAC (3 mmol/l), Troloxem (50 μmol/l) oraz inhibitorem kaspaz Z-FA-FMK.  
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11.5.4. Wpływ metaloorganicznej pochodnej na potencjał mitochondrialny 

Proces apoptozy może zostać zainicjowany na dwóch głównych szlakach - 

zewnętrznym obejmujących domeny receptorów śmierci i wewnętrznym 

(mitochondrialnym)  Mitochondria uważane są za niezwykle ważny cel aktywności 

przeciwnowotworowej pochodnych rutenu. Większość tych związków indukuje apoptozę 

komórek nowotworowych na drodze wewnętrznej powodując często dysfunkcję 

mitochondriów, jako organelli kluczowych dla tego procesu. W celu oceny zmian potencjału 

mitochondrialnego komórek MCF-7 eksponowanych na działanie DiRu-1 zastosowano 

fluorescencyjną sondę JC-1. Komórki MCF-7 inkubowano z badaną pochodną 

metaloorganiczną w stężeniach ½ IC50 (38 nmol/L), IC50 (77 nmol/L) oraz 2xIC50 (154 

nmol/L) przez 24 godz., a następnie dokonano oznaczenia zmian potencjału 

mitochondrialnego. 

  Właściwości proapototyczne pochodnej rutenu DiRu-1 zostały potwierdzone  

w analizie potencjału mitochondrialnego komórek MCF-7 traktowanych ww. związkiem. Po 

24-godzinnej inkubacji, obserwowano zaburzenie potencjału błonowego mitochondriów. 

Wielkość zmian była wprost proporcjonalna do stosowanego stężenia metaloorganicznej 

pochodnej – największe obserwowano dla najwyższego stężenia 157 nmol/L.  

W ciągu pierwszych 15 min. pomiaru obserwowano ok. 20-40% wzrost ΔΨm 

(hiperpolaryzacja błony mitochondrialnej). W dalszym etapie pomiaru (30 min) zanotowano 

szybki spadek ΔΨm odzwierciedlający stan depolaryzacji, a następnie stopniowy powrót do 

stanu ΔΨm charakterystycznego dla komórek kontrolnych.  

1-godzinna preinkubacja komórek z inhibitorem kaspaz Z-FA-FMK nie wpływała  

w istotny sposób na zmiany potencjału mitochondrialnego. Wynik ten potwierdza, iż zależna 

od DiRu-1 depolaryzacja błon mitochondrialnych komórek MCF-7 jest wczesnym etapem 

szlaku wewnętrznego apoptozy, poprzedzającym aktywacje kaspaz.  
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Rysunek 41. Zmiany potencjału mitochondrialnego komórek MCF-7 eksponowanych na działanie pochodnej 

DiRu-1. Komórki inkubowano z metaloorganiczną pochodną przez 24 godziny w stężeniach 38 nmol/L (½ 

IC50), 77 nmol/L (IC50) i 154 nmol/L (2 × IC50). Komórki przed inkubacją ze związkiem metaloorganicznym 

preinkubowano przez 1 godzinę z inhibitorem kaspaz Z-FA-FMK. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane 

PBS), #p<0,05 vs. 38 nmol/L DiRu-1; ^p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1. 
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11.5.5. Zmiany aktywności kaspaz 8, 9 i 3 

 W celu dokładniejszego poznania mechanizmów indukcji apoptozy w komórkach 

MCF-7 traktowanych DiRu-1, dokonano analizy aktywacji trzech kaspaz zaangażowanych 

w szlak receptorowy (kaspaza 8) lub mitochondrialny (kaspaza 3 i 9). Doświadczenia 

przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnie dostępnych testów analizy aktywności ww. 

enzymów. Dodatkowo, w celu weryfikacji indukcji kaspazo-zależnej apoptozy  

w komórkach MCF-7, zastosowano inhibitor proteaz serynowych Z-FA-FMK (kontrola 

negatywna). Komórki MCF-7 inkubowano z badaną pochodną metaloorganiczną  

w stężeniach ½ IC50 (38 nmol/L), IC50 (77 nmol/L) oraz 2xIC50 (154 nmol/L) przez 24 godz.,  

a następnie dokonano oznaczenia aktywności kaspaz. Wyniki przedstawiono na Rys 42.  

 Analizowana pochodna rutenu DiRu-1 indukowała wzrost aktywności kaspazy 3  

w komórkach nowotworowych MCF-7. Poziom aktywności enzymu był wprost 

proporcjonalny do zastosowanego stężenia metaloorganicznej pochodnej. W przypadku 

najniższego stężenia, aktywacja białka była stosunkowo niewielka i wynosiła około 10% 

względem komórek kontrolnych. Znacznie większe zmiany obserwowano natomiast dla 

stężeń 77 nmol/L oraz 154 nmol/L – odpowiednio 2- i 3-krotny wzrost aktywności kaspazy 

3.  

 W przypadku kolejnej proteazy serynowej zaangażowanej w szlak mitochondrialny 

– kaspazy 9 – nie obserwowano tak wyraźnego wzrostu jej aktywacji w komórkach MCF-7 

traktowanych DiRu-1. Podobnie jednak, jak w przypadku kaspazy 3, obserwowana była 

pozytywna korelacja między zastosowanym stężeniem metaloorganicznej cząsteczki,  

a procentowym wzrostem aktywności enzymu w komórkach. Istotne zmiany w poziomie 

aktywności kaspazy 9 obserwowano dla stężeń 77 nmol/L oraz 154 nmol/L, które mieściły 

się w granicach 15%-25%.  

 Zależna od proapoptotycznych właściwości DiRu-1 aktywacja kaspazy 8 

przebiegała na niskim poziomie. W przypadku największego stężenia (154 nmol/L) 

związku, obserwowano zaledwie ok. 15% wzrost aktywności enzymu w komórkach MCF-

7.  

 Zastosowanie specyficznego dla inhibitora proteaz serynowych Z-FA-FMK 

powodowało zahamowanie aktywacji wszystkich trzech analizowanych kaspaz. Uzyskany 

wynik świadczy więc o specyficzności proapoptotycznych właściwości  

DiRu-1 i jego bezpośrednim udziale w indukcji aktywności kaspazy 3, 8 oraz 9.  

 Prawdopodobnym jest więc, iż podobnie, jak w przypadku wcześniej omawianej 

grupy metaloorganicznych pochodnych złota, pochodna DiRu-1 indukuje apoptozę 

komórek nowotworowych przede wszystkim na szlaku mitochondrialnym, gdzie główną 

rolę odgrywają kaspazy 3 oraz 9.  
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Rysunek 42. Aktywność kaspaz 3, 8 i 9 w komórkach nowotworowych linii MCF-7, inkubowanych z 

metaloorganiczną pochodną DiRu-1 przez 24 godz.. Wpływ inhibitora Z-FA-FMK (+). *p<0,05 vs. kontrola 

(komórki traktowane PBS); #p<0,05  vs. 38 nmol/L DiRu-1; ^p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1. 
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11.5.6. Poziom reaktywnych form tlenu generowanych w komórkach nowotworowych 

eksponowanych na działanie badanej metaloorganicznych pochodnej DiRu-1 

Analiza poziomu RFT generowanych w komórach MCF-7 eksponowanych na 

działanie pochodnej rutenu pozwoliła ocenić znaczenie stresu oksydacyjnego  

w cytotoksycznych i właściwościach DiRu-1 oraz udziału metaloorganicznej cząsteczki  

w indukcji śmierci komórkowej. Zmiany poziomu RFT w komórkach eksponowanych na 

działanie rutenowej pochodnej przedstawiono na Rys. 43-44.  

 Do pomiaru RFT wykorzystano specyficzne, fluorescencyjne sondy: H2DCFD-DA 

oraz DHET. Sonda H2DCFD-DA pozwala na detekcję zmian poziomu H2O2, natomiast 

DHET wykrywa preferencyjnie zmiany przyrostu anionorodnika ponadtlenkowego O2
─•. 

Komórki MCF-7 inkubowano przez 0,5 godz. lub 3 godz. z DiRu-1  w stężeniach ½ IC50 

(38 nmol/L), IC50 (77 nmol/L) oraz 2xIC50 (154 nmol/L), a następnie dokonywano pomiaru.  

W celu określenia udziału DiRu-1  w generowaniu RFT w komórkach MCF-7, przed 

potraktowaniem ich analizowaną cząsteczką metaloorganiczną, wykonano 1 godzinną pre-

inkubację z przeciwutleniaczami: N-acetylocysteina (NAC; 3 mmol/L), witaminą E (Trolox; 

50 µmol/L). Następnie, do medium komórek dodawano odpowiednie stężenia związku  

i przeprowadzano detekcję RFT. 

 Uzyskane wyniki wskazują, iż analizowana pochodna rutenu DiRu-1  powodowała 

wzrost poziomu RFT w komórkach MCF-7, który zależny był zarówno od zastosowanego 

stężenia związku, jak i czasu ekspozycji komórek na badaną substancję. W przypadku 

zastosowania sondy H2DCFD-DA, istotnie statystycznie zmiany poziomu RFT 

obserwowano jedynie dla krótszego czasu inkubacji komórek (0,5 godz.)  

z metaloorganiczną cząsteczką. Ponadto, najwyższy przyrost RFT obecny był w komórkach 

MCF-7 traktowanych najwyższym stężeniem (157 nmol/L) rutenowej pochodnej – około 

45% wzrost RFT względem kontroli. Zastosowanie stężenia IC50 (77 nmol/L) skutkowała 

mniejszymi zmianami poziomu stresu oksydacyjnego w komórkach nowotworowych. Po 

początkowym około 30% wzroście stężenia RFT podczas pierwszych 60 min hodowli 

poinkubacyjnej, w dalszym etapie obserwowano stopniowy, minimalny jego spadek. 

Analogicznie przebiegała również kinetyka reakcji generowania RFT w komórkach MCF-7 

traktowanych najniższym stężeniem – 38 nmol/L. Interesującym jest natomiast fakt, iż w 

przypadku dłuższego czasu inkubacji komórek z DiRu-1 (3 godz.) dla wszystkich 

zastosowanych stężeń metaloorganicznej pochodnej, nie obserwowano wzrostu poziomu 

RFT. Uzyskane wyniki sugerują, iż wybuch tlenowy w komórkach MCF-7 eksponowanych 

na działanie DiRu-1 może bezpośrednio poprzedzać inicjację apoptozy oraz przyczyniać się 

do jej promocji.  

 Zastosowanie godzinnej preinkubacji komórek MCF-7 z przeciwutleniaczami NAC 

oraz Troloxem skutkowała zahamowaniem generowania RFT zależnych od funkcjonowania 

badanej cząsteczki.  

 Podobnie, jak w przypadku H2O2, analiza zmian poziomu anionorodnika 

ponadtlenkowego O2
─• w komórkach MCF-7 traktowanych  DiRu-1 wykazała, iż poziom 

powstających RFT skorelowany był z czasem inkubacji komórek z metaloorganiczną 

pochodną oraz zastosowanym stężeniem. Największe zmiany obserwowano dla 3 godzinnej 

inkubacji komórek z analizowaną cząsteczką oraz największego jej stężenia 157 nmol/L. 



  

140 
 

Kinetyka reakcji przebiegała inaczej, niż w przypadku zmian poziomu H2O2. W trakcie 180 

minut pomiaru, obserwowano minimalny, jednakże stopniowy wzrost poziomu O2
─• w 

komórkach MCF-7, który osiągał maksymalny poziom po 150-180 min. hodowli 

poinkubacyjnej.  
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Rysunek 43a. Ilość reaktywnych form tlenu (H2O2) generowanych w komórkach nowotworowych linii MCF-

7 przez DiRu-1 po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z NAC. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane 

PBS); #p<0,05  vs. 38 nmol/L DiRu-1; ^p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1, ǂ p<0,05 vs. NAC lub Trolox. 
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Rysunek 43b. Ilość reaktywnych form tlenu (H2O2) generowanych w komórkach nowotworowych linii MCF-

7 przez DiRu-1 po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z NAC. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane 

PBS); #p<0,05  vs. 38 nmol/L DiRu-1; ^p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1, ǂ p<0,05 vs. NAC lub Trolox. 
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Rysunek 43c. Ilość reaktywnych form tlenu (H2O2) generowanych w komórkach nowotworowych linii MCF-

7 przez DiRu-1 po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z Troloxem. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane 

PBS); #p<0,05  vs. 38 nmol/L DiRu-1; ^p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1, ǂ p<0,05 vs. NAC lub Trolox. 

  

*
*

* *

*
*

*
*

*

60

80

100

120

140

160

0 15 30 45 60 90 120 150 180

Kontrola

Trolox

38 nmol/L

77 nmol/L

154 nmol/L

0,5 godz. DiRu-1+Trolox (50 µmol/L) 

RFT (H2O2) 

F
lu

o
re

sc
en

cj
a
 D

C
F

 

(%
k

o
n

tr
o
li

)

[min]

*

*

* **

*

*

*

*

*
*

*
*

*
*

*

*

*

*

*

*

*

* *

*

*

*

60

80

100

120

140

160

0 30 60 90 120 150 180

F
lu

o
re

sc
en

cj
a
 D

C
F

(
%

 k
o
n

tr
o
li

)

[min]

3 godz. DiRu-1+Trolox

(50 µmol/L) RFT (H2O2)

Kontrola
Trolox
38 nmol/L
77 nmol/L
154 nmol/L



  

144 
 

 

 

Rysunek 44a. Ilość reaktywnych form tlenu (O2
─•) generowanych w komórkach nowotworowych linii MCF-

7 przez DiRu-1. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS); #p<0,05  vs. 38 nmol/L DiRu-1; ^p<0,05 vs. 77 

nmol/L DiRu-1, ǂ p<0,05 vs. NAC lub Trolox. 
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Rysunek 44b. Ilość reaktywnych form tlenu (O2
─•) generowanych w komórkach nowotworowych linii MCF-

7 przez DiRu-1 po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z NAC. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane 

PBS); #p<0,05  vs. 38 nmol/L DiRu-1; ^p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1, ǂ p<0,05 vs. NAC lub Trolox. 
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Rysunek 44c. Ilość reaktywnych form tlenu (O2
─•) generowanych w komórkach nowotworowych linii MCF-

7 przez DiRu-1 po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z Troloxem. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane 

PBS); #p<0,05  vs. 38 nmol/L DiRu-1; ^p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1, ǂ p<0,05 vs. NAC lub Trolox. 
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11.5.7. Analiza uszkodzeń DNA metodą kometową 

 Proapoptyczna aktywność DiRu-1 potwierdzona została przy pomocy cytometrii 

przepływowej w pomiarze cyklu podziałowego komórek MCF-7. Wzrost piku sub-G1, który 

składa się z hipodiploidalnych komórek apoptotycznych, zawierających mniej niż 2n DNA 

było widoczne na histogramach DNA. Najbardziej znaczący wzrost frakcji sub-G1 (ok. 17-

18%) zaobserwowano po 24-48 godzinach hodowli poinkubacyjnej dla komórek MCF-7 

traktowanych najwyższym stężeniem DiRu-1 (154 nmol/L) (Tabela 11).  

 W celu oceny właściwości genotoksycznych rutenowej pochodnej przeprowadzono 

analizę uszkodzeń DNA komórek traktowanych ww. związkiem z wykorzystaniem 

alkalicznej (pH>13) wersji metody kometowej. Komórki MCF-7 inkubowano przez 24 

godz. z DiRu-1  w stężeniach ½ IC50 (38 nmol/L), IC50 (77 nmol/L) oraz 2xIC50 (154 

nmol/L), a następnie poddawano analizie lub hodowano przez dalsze 24/48 godz. w świeżym 

medium. Hodowla poinkubacyjna pozwoliła na naprawę części uszkodzeń DNA powstałych 

na skutek działania DiRu-1.  

 DiRu-1 wykazuje silne, genotoksyczne działanie względem linii komórkowej MCF-

7, co prawdopodobnie może być źródłem cytotoksycznego i antyproliferacyjne działania 

metaloorganicznej pochodnej. Wyniki uzyskane w teście kometowym wskazują na 

bezpośredni związek pomiędzy poziomem uszkodzenia DNA komórek MCF-7, a wielkością 

zastosowanego stężenia DiRu-1. Większy procent zawartości DNA w ogonach komet 

komórek MCF-7 traktowanych DiRu-1 obserwowany był dla wyższych  stężeń (77 i 154 

nM). Wartym podkreślenia jest również fakt, iż zawartość uszkodzonego DNA w ogonach 

komet nie zmienia się jednak znacząco w czasie, co wskazuje, że uszkodzenia występujące 

w ciągu 24-48 godzin po zakończeniu okresu inkubacji nie były efektywnie naprawiane 

przez systemy naprawcze komórek MCF-7. 

 1-godzinna preinkubacja komórek z NAC, lub Troloxem powodowała zmniejszenie 

procentowej wartości uszkodzonego DNA, co wskazuje, że znaczna jego część może być 

spowodowana działaniem RFT, a więc uszkodzeniemi oksydacyjnymi. Najbardziej 

efektywny w hamowaniu genotoksycznych właściwości DiRu-1  pozostał jednak inhibitora 

apoptozy Z-FA-FMK. 1-godzinna preinkubacja z  Z-FA-FMK przyczyniła się do 

zmniejszenia odsetka uszkodzonego DNA o ponad połowę.  

 Uzyskane wyniki pozwalają przypuszczać, że uszkodzenia DNA komórek MCF-7 są 

nie są spowodowane bezpośrednim oddziaływaniem DiRu-1 z DNA lecz prawdopodobnie 

przez RFT powstające na skutek działania oraz proapoptotycznych właściwości ww. 

związku.  apoptozy fragmentacji DNA. 
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Rysunek 45. Uszkodzenia DNA generowane w komórkach nowotworowych linii MCF-7 przez 

metaloorganiczną pochodną DiRu-1. *p<0,05 vs. kontrola (komórki traktowane PBS); #p<0,05  vs. 38 nmol/L 

DiRu-1. 

 

 

 

Rysunek 46. Zdjęcia komet DNA, uzyskanych z ludzkich komórek nowotworowych linii MCF-7, poddanych 

działaniu metaloorganicznej pochodnej DiRu-1. Zdjęcia wykonano przy użyciu mikroskopu 

fluorescencyjnego Nikon Eclipse, Tokyo, Japan. 
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Tabela 11. Odsetek komórek sub-G1 histogramu DNA, uzyskanego z cytometrycznej analizy cyklu podziałowego 

komórek nowotworowych MCF-7, poddanych działaniu metaloorganicznej pochodnej DiRu-1. *p<0,05 vs. 

kontrola (komórki traktowane PBS). 

 

  

Czas hodowli 

poinkubacyjnej 

Stężenie metaloorganicznej pochodnej rutenu [nmol/L] 

Kontrola 38 77 154 

0 godz. 1,7 ± 0,09 5,0 1,15 7,50 ± 0,43 12,80 ± 0,51* 

24 godz. 1,35 ± 0,8 6,28 ± 1,32 11,62 ± 2,10* 17,70 ± 0,65* 

48 godz. 1,14 ± 0,6 6,0 ± 1,20 9,60 ± 0,50* 16,0 ± 0,95* 
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12. DYSKUSJA  

Znaczna część badań naukowych poświęcona jest prewencji, wczesnemu 

wykrywaniu i efektywnemu leczeniu chorób nowotworowych. Szacunkowe dane, 

pochodzące z projektu Europa Przeciw Nowotworom (Europe Against Cancer) wskazują, 

że liczba zgonów w krajach Unii Europejskiej z powodu nowotworów zmniejszyła się  

o prawie 10% w stosunku do roku 2000. Pomimo dużego postępu w zakresie leczenia chorób 

nowotworowych, intensywnych badań naukowych oraz dynamicznego rozwoju 

farmakologii, współczesna medycyna wciąż nie dysponuje w pełni skuteczną i mało 

inwazyjną terapią przeciwnowotworową. Nieodłącznym problemem leków 

przeciwnowotworowych – cytostatyków, przeciwciał monoklonalnych czy związków 

alkilujących – jest ich mała specyficzność wobec komórek nowotworowych oraz 

towarzyszące niepożądane efekty uboczne, jak również konieczność podawania pacjentom 

zbyt wysokich (toksycznych dla zdrowych tkanek) lub zbyt niskich (niewystarczających dla 

osiągnięcia pożądanego efektu terapeutycznego) dawek farmaceutyków. Najpoważniejsze 

powikłania, spowodowane chemioterapią, to myelosupresja, kardiotoksyczność, 

hepatotoksyczność, neurotoksyczność i nefrotoksyczność. Uboczne efekty leków 

przeciwnowotworowych mogą ujawnić się nawet po wielu latach od zakończenia 

chemioterapii.  

Wielkim wyzwaniem nowoczesnej onkologii i sprawą priorytetową staje się więc 

synteza skutecznych i bezpiecznych dla pacjentów leków przeciwnowotworowych, które 

charakteryzować się będą:  

- wysoką specyficznością działania na komórki nowotworowe, szybką eliminacją  

z organizmu chorego (wysoka reaktywność) w sposób najmniej obciążający 

organizm,   

- niską toksycznością ogólnoustrojową lub całkowitym jej brakiem,  

- zminimalizowanymi efektami ubocznymi zarówno podczas stosowania terapii jak 

- i po jej zakończeniu,  

- brakiem immunogenności i mutagenności. 

W ostatnich latach nastąpił istotny rozwój nowej gałęzi nauki określanej jako chemia 

biometaloorganiczna. Powstała ona poprzez połączenie chemii organicznej oraz biochemii, 

a głównymi obszarami jej działania są synteza nowych pochodnych metaloorganicznych 

oraz badania ich aktywności biologicznej i możliwości zastosowania w leczeniu chorób 

przewlekłych m.in. nowotworów. Atrakcyjne właściwości fizyko-chemiczne, łatwość 

modyfikacji chemicznej oraz znaczna aktywność biologiczna, przyczyniły się do 

zwiększenia zainteresowania współczesnej onkologii związkami metaloorganicznymi 

(Ornelas, 2011; Fouda i wsp., 2007; Gasser i wsp., 2012; Lainei wsp., 2012). Za najstarszego 

przedstawiciela tej grupy związków, który wciąż stosowany jest klinicznie, uważa się 

cisplatynę. Potencjał chemioterapeutyczny tego alkilującego DNA leku 

przeciwnowotworowego został po raz pierwszy opisany przez Rosenberga 

i wsp. (1969). Obecnie, cisplatyna stosowana jest w leczeniu różnych typów nowotworów, 

zwłaszcza raka jajników, jąder, szyi, głowy i płuc. Wysokiej przeciwnowotworowej 

aktywności tego leku towarzyszy jednak znaczna toksyczność wobec tkanek prawidłowych, 
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co przejawia się występowaniem licznych niepożądanych efektów ubocznych. Część 

pacjentów wykazuje ponadto, pierwotną lub nabytą oporność na ten lek. Mimo tak 

wyraźnych ograniczeń w chemioterapeutycznym stosowaniu cisplatyny, stała się ona 

prekursorem dla wielu nowych pochodnych metaloorganicznych. Potrzeba opracowania 

nowych związków, zawierających w swojej strukturze metal i powodujących mniej 

niepożądanych efektów niż cisplatyna, przy jednoczesnym zachowaniu jej szerokiego 

spektrum działania, stała się nową siłą napędową dla rozwoju badań nad nowymi 

przeciwnowotworowymi kompleksami metaloorganicznymi (Ornelas 2011; Fouda i wsp., 

2007; Barry i Sadler 2013; Gasser i wsp., 2012; Kaluderovic 2012; Laine wsp. 2012; Money 

i Albrecht 2013; Bruijnincx i Sadler, 2008).   

Pochodne metaloorganiczne to stale zwiększająca się grupa związków. Większość  

z nich projektowana jest według określonego modelu – do biologicznie rozpoznawalnego 

wektora przyłączany jest fragment metaloorganiczny. Rolą wektora jest zapewnienie 

cząsteczce prawidłowego funkcjonowania w organizmie – tzw. „biokompatybilności” 

(biozgodności), rozpoznawania i tolerancji przez struktury komórkowe, przez co nie jest ona 

traktowana jako antygen lub toksyna (brak wpływu na układ immunologiczny organizmu). 

Różnorodność stosowanych wektorów jest bardzo duża. Możliwe jest przyłączenie szeregu 

różnych związków takich jak zasady purynowe/pirymidynowe, aminokwasy, witaminy, 

polimery, dendrymery, czy polifenole, jak również komercyjnie dostępne i powszechnie 

stosowane leki (w tym przeciwnowotworowe). Fragment metaloorganiczny odpowiada za 

określone, zaprojektowane właściwości całego związku jak np. działanie terapeutyczne, 

antyproliferacyjne czy pro-apoptotyczne.  

Poza związkami rutenu oraz złota coraz większą popularnością wśród naukowców 

cieszą się ferroceny – kompleksy, zawierające w swojej strukturze atom żelaza, który  

w pochodnych metaloorganicznych występuje w postaci podstawnika ferrocenylowego. 

Chemiczna stabilność ferrocenów, łatwość modelowania ich właściwości biologicznych 

poprzez szerokie możliwości ich syntezy oraz silne właściwości redoks, to tylko niektóre  

z cech, które czynią te związki atrakcyjnymi kandydatami do opracowania nowych 

chemioterapeutyków. Rosnąca ilość literatury naukowej wskazuje na dużą atrakcyjność 

biologiczną ferrocenów oraz na możliwość ich wielowymiarowego zastosowania we 

współczesnej medycynie. Ferrocenylowe pochodne z dużą skutecznością wykorzystywane 

są w leczeniu zakażeń bakteryjnych oraz wirusowych (Görmen i wsp., 2015; El Arbi 

i wsp., 2011; Tiwari i wsp., 2011; Liu i wsp., 2012). Obiecujące wyniki uzyskano  

w przypadku zastosowania pochodnych ferrocenylowych w leczeniu niezwykle groźnej 

choroby jaką jest malaria (Chopra i wsp., 2015; Quirante i wsp., 2011; Kumar 

i wsp., 2014). Związek Ferroquine, będący ferrocenylową pochodną dostępnych 

komercyjnie leków antymalarycznych, jest obecnie w drugiej fazie badań klinicznych dając 

bardzo obiecujące wyniki (Brown i Hyland, 2015). Niemniej jednak, głównym obszarem 

zainteresowania wielu naukowców pozostają właściwości przeciwnowotworowe 

pochodnych ferrocenylowych i ich zastosowanie jako nowych chemioterapeutyków, 

konkurencyjnych dla cisplatyny. Szereg danych literaturowych wskazuje na cytotoksyczne 

działanie tych związków na różnego typu komórek nowotworowych in vitro. Wykazano, że 

ferroceny mogą indukować programowaną śmierć komórki oraz towarzyszące jej 

uszkodzenia DNA i blokadę cyklu podziałowego komórek nowotworowych. Ostatnio 
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prowadzone są intensywne badania na ferrocenlyowej pochodnej tamoksifenu/ 

hydroksytamoksifenu, która funkcjonuje pod nazwą generyczną Ferrocifen. Ze związkiem 

tym wiąże się bardzo duże nadzieje, gdyż, jak wykazały dotychczasowe badania, wykazuje 

on lepszą aktywność cytotoksyczną i cytostatyczną wobec komórek raka piersi niż 

macierzysty tamoksyfen. Ferrocifen znajduje sie obecnie w fazie badań klinicznych (Jaoueni 

wsp., 2015).  

Pomimo intensywnego rozwoju chemii biometaloorganicznej, mnogości syntez 

nowych pochodnych, zawierających w swojej strukturze atom metalu (w tym również 

ferrocenów), oraz przeprowadzonych wstępnych analiz cytotoksyczności tych związków, 

ciągle jest niewiele informacji na temat molekularnych mechanizmów ich aktywności 

przeciwnowotworowej. Obszar ten pozostaje mało zbadany. Zrozumienie możliwych 

szlaków aktywności, związanych z generowaniem stresu oksydacyjnego, indukcją apoptozy, 

genotoksycznością, czy też hamowaniem proliferacji komórek nowotworowych poprzez 

wpływ na ich cykl podziałowy, jak również zrozumienie wzajemnych realcji między tymi 

procesami, może przyczynić się do opracowania i syntezy nowych, jeszcze efektywniej 

działających na komórki nowotworowe związków metaloorganicznych jako nową 

alternatywą dla cisplatyny. 

Przytoczone dane literaturowe, duża atrakcyjność metaloorganicznych pochodnych 

jako potencjalnych chemioterapeutyków oraz nowatorski charakter badań stały się istotną 

przesłanką do podjęcia niniejszej tematyki. Zaplanowane w ramach pracy doktorskiej 

badania dotyczyły oceny aktywności przeciwnowotworowej nowosyntetyzowanych  

i niebadanych dotychczas pochodnych metaloorganicznych w wybranych liniach komórek 

nowotworowych, wrażliwych i opornych na konwencjonalne chemioterapeutyki 

i wywodzących się z nowotworów hematologicznych oraz z nowotworów litych. Podjęta 

tematyka mieści się w zakresie badań podstawowych, mających na celu zdobycie nowej 

wiedzy na temat profilu aktywności przeciwnowotworowej wyselekcjonowanych 

pochodnych opisywanej grupy związków.  

Znaczną uwagę i szczególny aspekt poznania ukierunkowano na podstawowe 

molekularne mechanizmy aktywności związków metaloorganicznych, odpowiedzialnych za 

ich właściwości cytotoksyczne i cytostatyczne (hamowanie cyklu podziałowego), pro-

oksydacyjne, pro-apoptotyczne i genotoksyczne.  

Realizacja zadań badawczych umożliwiła wyselekcjonowanie najbardziej aktywnych 

związków o najlepszym cytotoksycznym i cytostatycznym profilu w badanych liniach 

komórek nowotworowych oraz uzyskanie danych na temat relacji między strukturą związku 

a jego aktywnością. Pozwoliła także odpowiedzieć na następujące pytania: 1) na jakim 

szlaku przebiega apoptoza, indukowana przez badane pochodne metaloorganiczne; 2) 

jakiego typu uszkodzeń DNA komórek nowotworowych mogą one powodować; 3) czy 

analizowane związki działają specyficznie na określoną fazę cyklu podziałowego oraz  

4) czy będą generować stres oksydacyjny w badanych liniach komórek nowotworowych, a 

jeśli tak, to jaki jest w nim udział nadtlenku wodoru i anionorodnika ponadtlenkowego;  

5) jaki jest udział stresu oksydacyjnego w procesach apoptozy i indukowania uszkodzeń 

DNA; 6) czy badane pochodne metaloorganiczne mogą, oprócz apoptozy, indukowac także 

inny rodzaj śmierci komórek nowotworowych.  
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Porównanie otrzymanych wyników przyczyniło się do uzyskania podstawowych 

informacji na temat różnic w funkcjonowaniu poszczególnych pochodnych, w zależności od 

ich budowy chemicznej (zależność SAR) oraz typu komórek nowotworowych na które one 

działają. Szczegółowe poznanie ww. molekularnych mechanizmów funkcjonowania 

metaloorganicznych substancji w komórkach nowotworowych pozwoliło ponadto ocenić ich 

przydatność jako nowej klasy potencjalnych chemioterapeutyków.  

 

Właściwości cytotoksyczne i cytostatyczne badanych pochodnych metaloorganicznych 

W pierwszym etapie badań oznaczono cytotoksyczność i cytostatyczność badanych 

związków na podstawie stężenia IC50, redukującego przeżywalność komórek o 50% oraz 

stężenia IG50, hamujących wzrost i proliferację komórek o 50%. Na tej podstawie 

wyselekcjonowano związki o największej aktywności cytostatycznej i cytotoksycznej 

wobec wybranych linii ludzkich komórek nowotworowych.  

Pochodne kwasu akroleinowego oraz azzaferroceny 

Przedmiotem badań pierwszej grupy substancji metaloorganicznych były pochodne 

kwasu akroleinowego oraz azaferroceny. Podstawnik akroleinowy C(O)CHCH2, obecny 

w ich strukturze, determinuje aktywność przeciwnowotworową naturalnych związków 

takich jak wernolepina, elefantopina czy helenalina (Jankowiak, 2014). Możliwość 

zastąpienia strukturalnie złożonych związków naturalnych przez wykazujące podobny profil 

aktywności związki syntetyczne o znacznie mniej skomplikowanej budowie, mniejszej 

masie cząsteczkowej oraz efektywniejszej przenikalności przez błonę komórkową stanowi 

duże wyzwanie dla współczesnej medycyny (Kowalski i wsp. 2005; 2007).  

W pracy dokonano analizy biologicznych właściwości i molekularnych 

mechanizmów aktywności przeciwnowotworowej czterech pochodnych ferrocenylowych 

o symbolach 12a, 12b, 15 i 15Cl. Badania wykonano na dwóch liniach komórek 

nowotworowych – HepG2 raka watroby i A549 niedrobnokomórkowego raka płuc. 

Uzyskane wyniki wykazały wysoki potencjał przeciwnowotworowy analizowanych 

koniugatów, które w zakresie stężeń 10-120 µmol/L hamowały w znacznym stopniu 

proliferację komórek nowotworowych. Warto podkreślić, że obecność atomu chloru 

w cząsteczce badanych pochodnych powodowało nasilenie właściwości cytotoksycznych 

związku w porównaniu z analogiem, niezawierającym CL. Prawdopodobnym jest więc, iż 

pierwiastek ten odkrywa kluczową rolę w kształtowaniu aktywności cytotoksycznej 

analizowanych związków. Duży potencjał biologiczny wspomnianego pierwiastka 

widoczny był również w badaniach innych właściwości biologicznych tych związków,  

w których chlorowane pochodne wykazywały zawsze wyższą aktywność niż ich 

niechlorowane odpowiedniki. 

Na podstawie cytotoksycznych właściwości związków do dalszych badań 

wyselekcjonowano trzy najbardziej aktywne pochodne – 12a, 15 i 15Cl. Ze względu na to, 

że komórki linii A549 niedrobnokomórkowego raka płuc okazały się mało wrażliwe na te 

związki, dalsze badania przeprowadzono jedynie na linii komórek HepG2 gruczolakoraka 

watroby, która uważana jest za linie referencyjną w testowaniu cytotoksyczności różnych 

związków. 
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Flawonoidowe pochodne ferrocenylowe 

Przedmiotem licznych badań w ostatnim czasie są naturalnie występujące związki 

roślinne określane jako fitozwiązki. Szczególna uwaga naukowców skupiona jest wokół 

związków polifenolowych – flawonoidów. Stanowią one złożoną chemicznie 

i funkcjonalnie grupę związków organicznych, pełniących szereg istotnych funkcji. 

Odpowiadają one za barwę liści, kwiatów i owoców. Ponadto, jako niezwykle efektywne 

naturalne przeciwutleniacze stanowią skuteczną ochronę dla organizmu przed 

destruktywnym działaniem stresu oksydacyjnego. W roślinach, flawonoidy pełnią również 

funkcje ochronne przed patologicznym atakiem owadów i grzybów (Grotewold E., 2006, 

Malikov i Yuldashev 2002). Związki te są szczególnie istotne w naszej codziennej diecie. 

W licznych publikacja naukowych, podkreślana jest zdolność flawonoidów do „zmiatania” 

wolnych rodników, jak również ich właściwości przeciwzapalne, antyalergiczne, 

przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe (Yoon i wsp., 2006). Właściwości i aktywność 

biologiczna polifenoli stanowią dla współczesnej medycyny niezwykle atrakcyjny punkt 

wyjścia do opracowania i syntezy nowych związków, zawierających w swej strukturze 

flawonoidy. 

Ostatnie lata to również wzrost zainteresowania ferrocenylowymi pochodnymi 

flawonoidów w chemii biometaloorganicznej. Istotne z biologicznego punktu widzenia 

właściwości biokoniugatów flawonoidów z ferrocenami zostały udowodnione w szeregu 

badań. Zespół prof. Jaouen’a wykazał cytotoksyczne, antybakteryjne 

i przeciwnowotworowe działanie ferrocenylowych kompleksów flawonoidów (Monserrat 

i wsp. 2011; Monserrat i wsp., 2013; Tiwari i wsp., 2011; Monserrat i wsp., 2011).  

W niniejszej pracy dokonano analizy aktywności biologicznej czterech pochodnych 

metaloorganicznych, skoniugowanych ze związkami flawonowymi o symbolach 4, 5, 6 i 7.  

Analizę właściwości cytotoksycznych i cytostatycznych ww. koniugatów wykonano 

na rosnącej w zawiesinie linii komórek CCRF-CEM ostrej białaczki limfocytarnej oraz na 

trzech liniach adherentnych – komórek HepG2 raka wątroby oraz komórek MCF-7, 

estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi i komórek MDA-MB-231 potrójnie negatywnego 

gruczolakoraka piersi, opornego na chemioterapię. Najbardziej wrażliwe okazały się 

komórki linii CCRF-CEM, dla których wartości stężeń IC50, w zależności od rodzaju 

koniugatu, zawarte były w przedziale 37,5 µmol/L – 86,5 µmol/L. Nie zaobserwowano 

istotnego wpływu koniugatów na przeżywalności pozostałych linii komórek 

nowotworowych. Dane te wskazują na występowanie zależności pomiędzy budową 

chemiczną cząsteczki, a jej właściwościami cytotoksycznymi wobec komórek 

nowotworowych. Analiza cytostatycznych właściwości badanej grupy koniugatów 

metaloorganicznych nie wykazała ścisłej zależności pomiędzy czasem inkubacji  

a zahamowaniem cyklu podziałowego. Co więcej, po zastosowaniu niskich stężeń 

koniugatów i wydłużonej inkubacji (48 lub 72 godz.) obserwowano wzrost proliferacji 

niektórych linii komórek nowotworowych. Jest to działanie niepożądane w kontekście 

potencjalnego zastosowania tych związków jako nowych chemioterapeutyków.  

Aktualna wiedza na temat losu pochodnych ferrocenylowych w komórce jest bardzo 

niewielka. Możliwe, że niektóre komórki nowotworowe zdolne są do szybkiego 

metabolizowania związku metaloorganicznego, zastosowanego w niskich stężeniach,  
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i wykorzystania wolnego żelaza do zwiększenia proliferacji. Weryfikacja tej hipotezy 

wymaga wykonania szeregu dodatkowych badań, m.in. analizy szybkości akumulacji 

i trwałości chemicznej ferrocenów w komórkach. 

Istotnych danych na temat cytotoksycznych właściwości metaloorganicznych 

pochodnych flawonowych dostarczają prace badawcze zrealizowane przez zespół Elizabeth 

Hillard (Monserrat i wsp., 2013; Monserrat i wsp., 2010). Naukowcy wykazali iż 

cytotoksyczność opisywanych koniugatów skorelowana jest z ich budową chemiczną (efekt 

Structure Activity Relationship, SAR). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy korespondują 

dobrze z wynikami badań tych autorów. Przyłączenie grupy ferrocenylowej do flawonoidu 

potęgowało aktywność przeciwnowotworową koniugatu, i nasilało jego efekt 

antyproliferacyjny. Wymienieni powyżej autorzy zwracają również uwagę na możliwe 

molekularne drogi aktywności biologicznej ferrocenylowych pochodnych flawonoidów, 

które mogą być realizowane poprzez złożone szlaki przekaźnictwa sygnałów w komórkach.  

Ze względu na szeroki zakres aktywności biologicznej, flawonoidy stanowią 

niezwykle interesującą grupę związków. Ich struktura chemiczna i obecność licznych 

ugrupowań chemicznych warunkuje ich wysoką aktywność molekularną oraz różnorodny 

sposób oddziaływania na metabolizm komórek (prawidłowych i nowotworowych) (Rawson 

i wsp., 2014; Ravishankar D. i wsp., 2013). Zasadnym wydaje się więc projektowanie  

i synteza kolejnych ferrocenylowych pochodnych flawonoidówo aktywności 

przeciwnowotworowej jak również dokładne zbadanie molekularnych szlaków ich 

funkcjonowania w komórkach nowotworowych.  

Ferrocenylowe pochodne kromonu zawierające kobalt 

Jedną z najczęściej stosowanych strategii w projektowaniu aktywnych biologicznie 

pochodnych metaloorganicznych jest przyłączenie podstawnika ferrocenylowego do 

biologicznie aktywnego ugrupowania, którego funkcja i molekularna aktywność jest dobrze 

poznana. Dostępna literatura naukowa wskazuje na dużą liczbę ferrocenylowych 

metaloorganicznych pochodnych, które znajdują szerokie zastosowanie w medycynie.  

W syntezie nowych koniugatów wykorzystywane są m.in. zasady azotowe (Kowalski 

i wsp., 2012; Kowalski i wsp., 2013), oligonukleotydy (Pike i wsp., 2005), antybiotyki (Patra 

i wsp., 2012; Skiba J., i wsp., 2012), witaminy (Vera i wps., 2011) i peptydy (Siebler i wsp., 

2011). Obecnie wzrasta zainteresowanie dikobaltowym ugrupowaniem 

heksakarbonylowym Co2(CO)6 ze względu na jego właściwości biologiczne (Heffern 

i wsp., 2013). Znaczna ilość danych, jaka pojawiła się w ostatniej dekadzie, wskazuje na 

wysoki potencjał kobaltu w zakresie zastosowania medycznego. Chang i wsp. (2010)  

potwierdziły przeciwwirusowe i antybakteryjne działanie pochodnych kobaltowych. 

Wykazano, ze przyłączenie tego metalu do biologicznie poznanych struktur chemicznych 

nasila właściwości cytotoksyczne całej cząsteczki (Sergeant i wsp., 2008; Schlenk i wsp., 

2008; Hall i wsp., 2007). Poznanie specyficznych właściwości kobaltu oraz biologicznej roli 

jaki metal ten odgrywa w komórkach nowotworowych wydaje się być kluczowe dla syntezy 

efektywnych, pochodnych metaloorganicznych o wysokim potencjale 

przeciwnowotworowym.  

W pracy badano aktywność przeciwnowotworową czterech ferrocenylowych 

pochodnych, zawierających heksakarbonylowy podstawnik dikobaltowy. Molekularne 
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mechanizmy aktywności biologicznej tych związków analizowano w warunkach in vitro na 

czterech liniach komórek nowotworowych – MCF-7, MDA-MB-231, HepG2 oraz CCRF-

CEM. Związki różniły się między sobą budową chemiczną, natomiast tylko jeden 

z nich (7) nie posiadał żadnego atomu metalu. Pozostałe koniugaty zawierały podstawnik 

ferrocenylowy lub/oraz atom kobaltu.  

Analizowane pochodne wykazywały różna cytotoksyczność względem 

poszczególnych linii komórek nowotworowych. Największą efektywnością hamowania 

proliferacji komórek odznaczał się związek o symbole 10, który skutecznie hamował 

proliferację trzech spośród czterech badanych linii komórek nowotworowych, będąc 

jednoczesnie całkowicie nieaktywny wobec komórek MDA-MB-231 potrójnie ujemnego 

raka piersi. Należy podkreślić, że nowotwory tego typu są również bardzo oporne na 

klinicznie stosowane cytostatyki. Z drugiej strony, najbardziej wrażliwe na wszystkie 

badane metaloorganiczne koniugaty tej grupy były komórki linii MCF-7 estrogeno-

zależnego raka piersi. Właściwości cytotoksyczne i antyproliferacyjne koniugatów były 

ściśle skorelowane z ich budową chemiczną. W przypadku koniugatu 7, który nie posiadał 

w swojej strukturze ani podstawnika ferrocenylowego, ani atomu kobaltu, nie odnotowano 

żadnej aktywności antyproliferacyjnej wobec testowanych linii komórkowych. Zbliżone 

wyniki otrzymano dla koniugatów 8 i 9, które w szerokim zakresie stężeń hamowały 

proliferację tylko jednej spośród badanych linii komórkowych – CCRF-CEM (związek 8) 

lub MCF-7 (związek 9). Należy wspomnieć, iż związek 8 zawierał jedynie atom kobaltu, 

natomiast związek 9 – podstawnik ferrocenylowy, przyłączony do reszty alkinowej. 

Pozostałe dwa koniugaty (związki 10 i 11) zawierały dwupierścieniowy układ winylowy 

ferrocenu przyłączony do pierścieni aromatycznych kromonu i/lub atom kobaltu. Wydaje 

się więc, iż obecność wspomnianej grupy organicznej, zawierającej atom żelaza, jest 

kluczowe i niezwykle istotne dla aktywności przeciwnowotworowej tego biokoniugatu. 

Analizując budowę chemiczną badanych pochodnych, stwierdzono, iż obecność 

podstawnika ferrocenylowego, przyłączonego za pośrednictwem grupy winylowej do węgla 

C6 szkieletu kromonu, zwiększa zarówno aktywność cytotoksyczną jak 

i cytostatyczną całej cząsteczki, tak jak w przypadku koniugatu 10. Co ciekawe, dołączenie 

do potrójnego wiązania reszty alkinowej kompleksu dikobaltowego (związek 11) 

powodowało spadek aktywności cytotoksycznej i antyproliferacyjnej tego związku 

w porównaniu z aktywnością niemal identycznej cząsteczki pochodnej 10.  

Podsumowując uzyskane wyniki, można stwierdzić, iż istnieje ścisła zależność 

pomiędzy budową chemiczną analizowanych metaloorganicznych pochodnych, a ich 

właściwościami cytotoksycznymi i antyproliferacyjnymi, co sugeruje występowanie efektu 

SAR, tak jak w przypadku innych pochodnych metaloorganicznych (de Jesus Cazares-

Marinero i wsp., 2013, Noffke i wsp., 2012).  

Na podstawie testu cytotoksyczności, do dalszej analizy molekularnych 

mechanizmów aktywności przeciwnowotworowej opisywanej grupy biokoniugatów 

wyselekcjonowano koniugaty 10 i 11. Z badań wykluczono natomiast linię potrójnie 

negatywnych komórekMDA-MB-231, które były niewrażliwe na działanie tej grupy 

związków.   

Cystostatyczne właściwości analizowanych koniugatów uwarunkowane są ich 

zdolnością do blokowania cyklu podziałowego komórek nowotworowych (Miao i wsp., 
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2011). W komórkach linii HepG2 i MCF-7, traktowanych związkiem 10 obserwowano 

zależność efektu cytostatycznego od czasu inkubacji z koniugatem. Wydłużenie czasu 

inkubacji z 24 do 48 godzin nie powodowało istotnych zmian wartości IG50, podczas gdy 

72-godzinna inkubacja powodowała istotne zmiany. Wydłużenie ekspozycji komórek 

HepG2 i MCF-7 na związek 10 zwiększało znacznie jego cytostatyczne działanie, 

szczególnie wobec komórek linii HepG2 raka wątroby (spadek IG50 o ok. 10 µmol/L), nie 

wpływało natomiast na wartość parametru IG50 w komórkach CCRF-CEM oraz zwiększało 

2-krotnie jego wartość w komórkach MCF-7.  

Metaloorganiczne kompleksy alkilowe zawierające pierścień chromanowy oraz atom złota 

Historia zastosowania związków zawierających złoto w medycynie sięga przełomu 

XIX i XX wieku, kiedy zastosowano z powodzeniem tiolanów złota (I) w leczeniu gruźlicy. 

W późniejszym okresie (1929 r.) wykazano, że złoto przejawia dużą efektywność  

w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawów (Forestier, 1935). Niezwykle istotnym 

wydarzeniem okazało się również wykrycie przeciwnowotworowych właściwości 

pochodnej złota – auranofiny (Mirabelli i wsp., 1985). Uzyskane wyniki stały się solidną 

podstawą do dalszych badań nad potencjalnym zastosowaniem koniugatów złota jako 

chemioterapeutyków oraz analizy ich molekularnych szlaków aktywności i wynikających  

z nich właściwości przeciwnowotworowych. Właśnie z powodu tych właściwości 

metaloorganiczne związki złota cieszą się ostatnio dużą popularnością wśród naukowców 

(Ott i wsp., 2009; Liu i wsp., 2013; Hackenberg i Tacke, 2014; Cisnetti i wsp., 2013). 

Związki te wykazują także silne właściwości bakteriobójcze (Glisic i Djuran, 2014; Tacke, 

2015) i charakteryzują się wysoką reaktywnością w warunkach fizjologicznych, m.in. ze 

względu na indukcję szlaków komórkowych reakcji redoks. Zwraca się natomiast uwagę na 

stosunkowo niską stabilność tych pochodnych (Zou i wsp., 2015).  

Szczególne zainteresowanie wzbudzają koniugaty jonów złota na +1 stopniu 

utleniania, które łączone są najczęściej z tiolanami, N-heterocyklicznymi karbenami (NHC) 

oraz alkenami. Znaczna część najnowszych badań poświęcona jest syntezie oraz 

molekularnym mechanizmom biologicznej aktywności kompleksów złoto (III)-NHC (Rana 

i wsp., 2014; Rubbiani i wsp., 2014; Zou i wsp., 2013). Za ich główny cel molekularny 

uważa się mitochondria i reduktaza tioredoksyny TrxR.  

W pracy zbadano właściwości cytotoksyczne i cytostatyczne trzech kompleksów 

złota (I) połączonego z alkenami oraz pierścieniami kromonu. Wszystkie pochodne 

o nazwach 4, 5 i 6 były wysoce cytotoksyczne wobec komórek nowotworowych linii HepG2, 

MCF-7, MDA-MB-231 i CCRF-CEM, wykazując mikromolowe stężenie IC50, zbliżone lub 

nawet niższe od stężenia IC50 auranofiny. Analizowane pochodne nie wykazywały 

selektywnej aktywności względem komórek nowotworowych i były cytotoksyczne również 

względem immortalizowanych komórek śródbłonka izolowanego z żyły pępowinowej (linia 

HUVEC-ST funkcjonujących, jako model komórek prawidłowych). Wyniki te wskazują na 

niezwykle istotny problem współczesnej onkologii – brak lub niska selektywność działania 

zarówno potencjalnych chemioterapeutyków, jak i dostępnych komercyjnie leków, 

charakteryzujących się wysoką aktywnością przeciwnowotworową.  

Uzyskane dane znajdują potwierdzenie w badaniach innych autorów. Wysoka 

cytotoksyczność pochodnych metaloorganicznych, zawierających złoto połączona jest 
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często z ich proosydacyjnymi i proapoptotycznymi właściwościami (Zou  

i wsp., 2015; Cisnetti i wsp., 2013; Hickey i wsp., 2008; Cheng i wsp., 2014; Gautier i wsp., 

2012; Holenya i wsp., 2014; Hackenberg i wsp., 2013; Rana i wsp., 2014; Hikisz i wsp., 

2014). Różnice w przeciwnowotworowym funkcjonowaniu trzech analizowanych 

koniugatów złota mogą wynikać z różnic w ich budowie chemicznej i właściwości z nich 

wynikających.  

Pochodna rutenu (DiRu-1) 

Pochodne rutenu ze względu na swoje obiecujące właściwości przeciwnowotworowe 

wzbudzają coraz większe zainteresowanie jako potencjalne chemioterapeutyki. Związki te 

ulegają często hydrolizie, a następnie wiążą się z szeregiem biomolekuł (Süss-Fink, 2010; 

Süss-Fink, 2014). Część z nich wykazuje wysoką cytotoksyczność względem komórek 

nowotworowych, na poziomie podobnym lub nawet wyższym niż cisplatyna. Jedna  

z pierwszych, prototypowych pochodnych rutenu wykazywała bardzo wysoką aktywność  

w warunkach in vivo, hamując proliferację komórek raka jelita grubego u myszy (Murray  

i wsp., 2016).  

W pracy obserwowano zależny od stężenia związku spadek przeżywalności komórek 

nowotworowych raka piersi i raka wątroby. Najbardziej wrażliwa na działanie DiRu-1 była 

linia MCF-7. Warto podkreślić iż stężenie IC50 obliczone dla tych komórek zawarte było w 

zakresie niskich stężeń nanomolowych było o rząd wielkości niższe od stężeń IC50 wielu 

innych kompleksów rutenu, opisanych w literaturze (Xiei wsp., 2013; Schatzschneider  

i wsp., 2008; Schäfer i wsp., 2007). 24-godzinna inkubacja komórek MCF-7  

z nanomolowymi stężeniami DiRu-1 redukowała o połowę populację komórek, podczas gdy 

podobny efekt in vitro dla innych pochodnych rutenu oraz cisplatyny osiągano po znacznie 

dłuższej (48-96 godzinnej) ekspozycji komórek na stężenia wyższe o rząd wielkości od 

stężeń DiRu-1 stosowanych w niniejszej pracy.  

Wysoka cytotoksyczność pochodnych rutenu znajduje potwierdzenie w badaniach 

innych autorów. Związki te hamują skutecznie proliferację komórek nowotworowych 

różnego typu (Xie i wsp., 2013; Schatzschneider i wsp., 2008; Schäfer i wsp., 2007; Zhao 

i wsp., 2014; Du i wsp, 2015). Co więcej, badania Zao i wsp. (2014) wykazały selektywne 

działanie tych związków na komórki nowotworowe i ich niską toksyczność w stosunku do 

komórek prawidłowych. Wykazano, że  żywotność prawidłowych komórek endotelialnych 

HUVEC-ST, eksponowanych na pochodne rutenu, była zbliżona do żywotności 

nietraktowanych komórek kontrolnych. Fakt, iż wiele spośród pochodnych rutenu wykazuje 

wyższą aktywność cytotoksyczną i antyproliferacyjną od cisplatyny czyni je niezwykle 

atrakcyjną grupę związków o potencjalnym zastosowaniu chemioterapeutycznym (Zhao  

i wsp., 2014; Xie i wsp., 2013).  

Prooksydacyjne właściwości pochodnych metaloorganicznych 

Niezwykle istotnym pierwiastkiem warunkującym molekularne aktywności 

ferrocenów jest atom żelaza. W organizmie bierze on udział w licznych procesach, istotnych 

dla prawidłowego rozwoju i funkcjonowania organizmu, takich jak wzrost komórek i ich 

podziały, czy kontrola nad metabolizmem energetycznym. Żelazo stanowi ponadto 

elementarny składnik budulcowy białek zaangażowanych w transport tlenu (hemoglobina) 
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czy enzymatycznych polipeptydów, regulujących złożone procesy metaboliczne np. 

cytochromu, peroksydaz.  

Z drugiej strony zwraca się również uwagę na destrukcyjne działanie tego pierwiastka 

w ustroju. Fe2+ przyczyniać się może do generowania reaktywnych form tlenu, głównie na 

drodze przemian chemicznych, określanych jako reakcja Fentona, w której powstaje 

niezwykle reaktywny rodnik hydroksylowy ˙OH. Proces ten powoduje uruchomienie  

w organizmie patologicznych reakcji, związanych z licznymi jednostkami chorobowymi 

takimi jak marskość wątroby, choroby serca, cukrzycę. Niepożądane działanie żelaza w 

naszym organizmie szczególnie często łączone również jest z ontogenezą, będącej wynikiem 

destrukcyjnego działania RFT. Powstające wolne rodniki działają szkodliwie na szereg 

niezwykle ważnych struktur takich jak białka, lipidy czy DNA, powodując zaburzenia ich 

prawidłowego funkcjonowania.  

Należy zaznaczyć, że prooksydacyjne właściwości żelaza wykorzystywane są 

również jako potencjalna broń do walki z komórkami nowotworowymi. Dotychczasowe 

badania wskazują, że kontrola nad prawidłowa gospodarką żelaza w organizmie może 

stanowić doskonałą broń do zwalczania nowotworów, jak również być ważnym czynnikiem 

prewencyjnym (Bystrom L. M., Rivella S., 2015, Foy S. P, Labhasetwar V., 2011). Kiessling 

i wsp. (2009) w swoich badaniach wykorzystali agresywne komórki chłoniaka (limfocyty 

T). Poprzez zablokowanie szlaku NF-κB spowodowały zahamowanie ferrytyny, 

kluczowego dla gospodarki żelaza białka, które kompleksując jony Fe3+ warunkuje ich 

odpowiedni poziom w ustroju. Skutkiem dysfunkcji ferrytyny był znaczny wzrost poziomu 

wolnego Fe2+ i reaktywnych form tlenu w komórkach nowotworowych.  Powstające  

w komórkach nowotworowych wolne rodniki przyczyniały się do zahamowania wzrostu 

komórek nowotworowych oraz ich śmierci na drodze apoptozy. W prawidłowych 

komórkach nie obserwowano natomiast wzrostu RFT zależnych od Fe2+ (Kiessling M. K.,  

i wsp. 2009). Kolejny zespół badawczy (Kalinowski D. S., Richardson 2007) wykorzystał 

w swoich badaniach związki chelatujące żelazo, które po związaniu z metalem powodowały 

w komórkach nowotworowych wzrost reaktywnych form tlenu zależny od funkcjonowania 

żelaza. Dane te wskazują na istotną rolę RFT w niszczeniu komórek nowotworowych oraz 

na cytotoksyczne i przeciwnowotworowe właściwości żelaza oraz związków 

metaloorganicznych zawierających w swojej strukturze ten metal.  

Przyjmuje się, że generowanie RFT przez dostępne komercyjnie chemioterapeutyki 

jest jednym z głównych i istotnych mechanizmów ich aktywności przeciwnowotworowej 

(Kovacic, 2007). Zastosowanie ferrocenylowych pochodnych związane jest bardzo często  

z generowaniem stresu oksydacyjnego, pojawiąjącego się w komórkach w wyniku 

uruchomienia reakcji wolnorodnikowych przez te związki. W pracy oznaczano poziom RFT 

(nadtlenku wodoru i anionorodnika ponadtlenkowego) w komórkach nowotworowych 

poddanych działaniu metaloorganicznych biokoniugatów.   

Azzaferroceny i pochodne kwasu akroleinowego  

W komórkach nowotworowych linii HepG2, poddanych działaniu trzech 

pochodnych ferrocenylowych (związki 15, 15Cl oraz 12a) obserwowano wzrost poziomu 

reaktywnych form tlenu (głównie nadtlenku wodoru). Istotnie statystyczne zmiany 

obserwowano głównie po dłuższych czasach inkubacji komórek ze związkami. 
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Obserwowano korelację pomiędzy budową związku, a jego prooksydacyjnymi 

właściwościami. Analogicznie, jak w przypadku cytotoksycznego działania biokoniugatów, 

najwyższą aktywność pro-oksydacyjną wykazywały chlorowane pochodne. Wydaje się więc 

prawdopodobne, że pierwiastek ten wzmaga aktywność całej cząsteczki w całym zakresie 

jej aktywności przeciwnowotworowej.  

W celu określenia udziału RFT w cytotoksyczności badanych koniugatów wykonano 

test cytotoksyczności po stosując 1-godzinną preinkubację komórek HepG2  

z dwoma przeciwutleniaczami – N-acetylocysteiną (NAC), kwasem askorbinowym oraz 

rozpuszczalnym w wodzie analogiem witaminy E (Trolox). Zastosowanie zmiataczy 

wolnych rodników powodowało redukcję cytotoksyczności biokoniugatów i wzrost 

przeżywalności komórek nowotworowych. Znacznie lepsze właściwości hamowania 

cytotoksycznego działania metaloorganicznych związków przejawiała NAC, co wskazywać 

może na pewną preferencyjną lokalizację działania analizowanych biokoniugatów  

w cytoplazmie komórek. Uzyskane wyniki wskazują, że u podstaw aktywności 

przeciwnowotworowej pochodnych kwasu akroleinowego oraz azzaferrocenów znajduje się 

atom żelaza oraz zależny od niego szlak indukowania stresu oksydacyjnego. Generowanie 

RFT jest niezwykle istotnym mechanizmem odpowiedzialnym za cytotoksyczność oraz 

genotoksyczność wielu chemioterapeutyków oraz związków o potencjalnych działaniu 

przeciwnowotworowym  (Dunn i wsp., 2015, Tong i wsp., 2015).  

Ferrocenylowe pochodne kromonu zawierające kobalt 

W komórkach nowotworowych linii MCF-7, HepG2 oraz CCRF-CEM, poddanych 

działaniu dwóch związków metaloorganicznych (10 i 11), odnotowano wzrost poziomu 

RFT. Obserwowane zmiany były skorelowane zarówno z czasem inkubacji  

z ferrocenylowymi pochodnymi jak i z ich stężeniem. Największe zmiany obserwowano po 

6-godzinnej inkubacji komórek z koniugatami (około 50% wzrost względem kontroli). 

Proces generowania RFT przebiegał dwuetapowo w prawie każdym wariancie 

eksperymentu (wyjątek stanowiły komórki MCF-7 traktowane związkiem 11).  

W początkowym etapie widoczny był stopniowy wzrost poziomu RFT, który trwał do około 

45-60 minuty pomiaru, po czym nastepował spadek poziomu RFT aż do ustalenia ich 

względnie stałego poziomu na końcu 180-minutowego pomiaru. Zastosowanie zmiataczy 

wolnych rodników (NAC, wit. C, Trolox) powodowało redukcję cytotoksyczności 

wszystkich analizowanych pochodnych. Komórki nowotworowe zdolne były do proliferacji 

nawet po 24-godzinnej inkubacji z metaloorganicznymi pochodnymi. Wyliczone na 

podstawie uzyskanych krzywych przeżywalności wartości stężeń IC50 były od 2 do 4 razy 

wyższe niż w przypadku samodzielnie zastosowanych pochodnych ferrocenylowych. 

Wyjątek stanowiła linia MCF-7 traktowana związkiem 10, po godzinnej preinkubacji  

z witaminą C, dla której nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian  

w proliferacji komórek. Uzyskane wyniki są zgodne z wynikami innych autorów 

i wskazują na istotny udział RFT w aktywności przeciwnowotworowej i cytotoksyczności 

badanych pochodnych ferrocenylowych.  

Dostępne dane literaturowe podkreślają wpływ prooksydacyjnych właściwości 

pochodnych ferrocenylowych na kształtowanie całkowitego potencjału 

przeciwnowotworowego oraz cytotoksycznego związków metaloorganicznych (Neuse, 
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2005, Jaouen G. i wsp., 2015). Perez i wsp. (2015) wykazali, że ferrocenylowe pochodne 

estradiolu generowały RFT w komórkach linii MCF-7, które wpływały także na 

genotoksyczne właściwości całej cząsteczki. Wzajemna korelacja pomiędzy RFT, 

powstającymi w komórkach nowotworowych traktowanych ferrocenylowymi pochodnymi, 

a cytotoksycznymi właściwościami całej cząsteczki badana była również przez zespół 

Acevedo-Morantes’a (Acevedo-Moranes i wsp., 2012), który wykazał prooksydacyjne 

właściwości soli ferrocenylowych wobec komórek MCF-7 estrogenozależnego raka piersi. 

Co więcej, zastosowanie przeciwutleniacza (NAC) powodowało istotny spadek poziomu 

RFT w komórkach nowotworowych oraz skutkowało obniżeniem efektywności 

cytotoksycznego działania cząsteczki metaloorganicznej. Godzinna preinkubacja komórek 

z 10 mmol/L NAC umożliwiała natomiast swobodną proliferację komórek nowotworowych, 

nawet wówczas, gdy traktowano je wysokimi stężeniami związków metaloorganicznych.  

Pochodna rutenu (DiRu-1) 

O tym, jak niezwykle istotna jest rola RFT jako mediatorów procesu apoptozy 

świadczy fakt dużej ilości badań prowadzonych w tym zakresie. Liczne chemioterapeutyki 

realizują swoją aktywność przeciwnowotworową właśnie poprzez generowanie stresu 

oksydacyjnego w komórkach nowotworowych, którego skutkiem jest m.in. uruchomienie 

PCD (Yang i wsp., 2013).   

Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza oksydacyjnych właściwości pochodnej 

rutenu DiRu-1 wykazała, iż związek ten powodował wzrost reaktywnych form tlenu (H2O2 

i O2
•─). w komórkach MCF-7. Indukcja stresu oksydacyjnego skorelowana była z czasem 

inkubacji komórek z analizowaną pochodną metaloorganiczną oraz jej stężeniem. 

Największy wzrost poziomu RFT zanotowano dla najwyższego stężenia związku (154 

nmol/L) oraz 0,5 godz. czasu inkubacji. Ciekawym jest fakt, iż w przypadku 3 godz. 

ekspozycji komórek MCF-7 na działanie DiRu-1 nie obserwowano istotnego statystycznie 

wzrostu nadtlenku wodoru w komórkach nowotworowych.  

DiRu-1 powodował również wzrost poziomu anionorodnika ponadtlenkowego.  

Jego poziom w komórkach MCF-7 był proporcjonalny do zastosowanego stężenia 

metaloorganicznej pochodnej oraz wzrastał w miarę upływu czasu hodowli poinkubacyjnej. 

Co ciekawe, w przeciwieństwie do kinetyki reakcji charakterystycznej dla H2O2  

w przypadku tego rodnika, zastosowanie dłuższej, 3-godzinnej inkubacji z DiRu-1, 

powodowało wzrost ilości zwiększoną ilością O2
•─ w komórkach MCF-7 w porównaniu  

z inkubacją 0,5-godzinną.  

Uzyskane wyniki korelują z wynikami publikacji naukowych, w których 

udowodniono, że wzrost poziomu wewnątrzkomórkowych RFT związany był z indukcją 

uszkodzeń mitochondriów oraz uruchomieniem szlaku PCD w komórkach nowotworowych. 

Stres oksydacyjny powodowany działaniem pochodnych rutenu skutkował amplifikacją 

sygnałów apoptotycznych, realizowanych na wielu szlakach sygnalizacji 

wewnątrzkomórkowej, w której zaangażowanych jest wiele białek, takich jak p53 oraz szlak 

kinaz MAPK (Zhao i wsp., 2014; Jiang i wsp., 2014). 

Genotoksyczne właściwości pochodnych metaloorganicznych 
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Materiał genetyczny każdego organizmu narażony jest na uszkodzenia, które 

spowodowane mogą być wieloma różnorodnymi procesami i czynnikami fizjologicznymi.  

Jednym z najważniejszych zadań komórki jest efektywna ochrona informacji genetycznej, 

zawartej w DNA oraz szybka i skuteczna naprawa wszelkich uszkodzeń 

i nieprawidłowości, jakie pojawiają się w obrębie struktury DNA. Komórki eukariotyczne 

wykształciły system monitorujący integralność genomu, który określany jest jako szlak 

odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR). Jednym z jego kluczowych elementów jest białko 

p53 określane jako „strażnik genomu”.  Od jego działania uzależniony jest m.in. los komórki 

który prowadzić może do jej przeżycia lub śmierci. Decyzja o wyborze aktywacji określonej 

ścieżki zależy przede wszystkim od poziomu uszkodzeń DNA (Korwek i Alster, 2014).  

Większość dostępnych i stosowanych w onkoterapii chemioterapeutyków wpływa na 

DNA komórek nowotworowych powodując zahamowanie jego syntezy lub jego 

uszkodzenia. Najbardziej efektywne związki o dużej genotoksyczności indukują zmiany  

w DNA niemożliwe do reperacji przez dostępne w komórkach molekularne systemy 

naprawcze. Ponieważ komórki nowotworowe charakteryzują się szybką i niekontrolowaną 

proliferacją, ich materiał genetyczny jest szczególnie wrażliwy na działanie wszelkich 

czynników genotoksycznych oraz mutagennych. Wśród najczęściej stosowanych leków 

cytostatycznych, uszkadzających DNA, wymienia się związki alkilujące (np. cisplatyna) 

oraz inhibitory topoizomeraz I i II.  

Publikacje naukowe wskazuje na genotoksyczne właściwości pochodnych 

ferrocenylowych (Kowalski i wsp., 2007). W nawiązaniu do tych informacji w niniejszej 

pracy postanowiono zbadać zdolność analizowanych grup koniugatów ferrocenylowych do 

indukcji uszkodzeń w materiale genetycznym komórek nowotworowych określonych typów 

nowotworów.  

Azzaferroceny i pochodne kwasu akroleinowego  

Analiza uszkodzeń DNA wykazała, że wszystkie badane w pracy azzaferroceny 

i pochodne kwasu akroleinowego powodują uszkodzenia materiału genetycznego komórek 

nowotworowych linii HepG2. Zauważono dwie prawidłowości, charakterystyczne dla 

genotoksycznego działania opisywanych związków. Uszkodzenia DNA były największe 

bezpośrednio po zakończeniu inkubacji komórek ze związkami (0 godz.), natomiast już po 

24-godzinnym okresie hodowli komórek w medium pozbawionym ferrocenów, następował 

spadek procentowej zawartości uszkodzonego DNA. Tendencja ta utrzymywała się  

w przypadku wszystkich badanych związków z opisywanej grupy. Świadczyć może to  

o sprawnie działających systemach naprawczych DNA w testowanych komórkach 

nowotworowych, w wyniku których, były one zdolne do naprawy części z powstałych 

uszkodzen. Potwierdzenie genotoksycznych właściwości azaferrocenów znaleźć można  

badaniach innych autorów. Kowalski i wsp. (Kowalski i wsp., 2007) wykazali, iż związki te 

zdolne były do indukcji uszkodzeń DNA. Badania wskazują, iż aktywność genotoksyczna 

ferrocenylowych związków metaloorganicznych wynika główniez generowania  

w komórkach nowotworowych stresu oksydacyjnego (RFT), powstającego w wyniku 

funkcjonowania metalu żelaza.  

Istotnym jest również fakt występowania korelacji pomiędzy budową związków,  

a efektywnością ich genotoksycznego działania na komórki nowotworowe linii HepG2. 
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Podobnie, jak w przypadku właściwości cytotoksycznych i pro-oksydacyjnych,  właściwości 

genotoksyczne tych pochodnych wydają się być zależne od obecności  

w cząsteczce metaloorganicznej atomu chloru. Dla wszystkich związków, które w swej 

strukturze zawierały oprócz atomu żelaza dodatkowy metal (chlor), obserwowano 

zwiększoną zawartość uszkodzonego DNA w ogonie komety. Sugeruje się, że 

genotoksyczne działanie atomu chloru prawdopodobnie nie wynika z jego bezpośredniego 

oddziaływania z cząsteczką DNA oraz, że może on zwiększać genotoksyczne właściwości 

całej cząsteczki poprzez wchodzenie w interakcje z białkami związanymi z DNA, lub 

pośrednio poprzez generowanie reaktywnych form tlenu uszkadzających szereg struktur 

komórkowych, w tym materiału genetycznego (Velverde i wsp., 2001, Wada i wsp., 2015).  

Wcześniej opisana analiza wyników generowania RFT w komórkach HepG2 

eksponowanych na działanie badanych metaloorganicznych pochodnych oraz dane innych 

autorów, pozwalają skłaniać się ku hipotezie udziału RFT, generowanych z udziałem m.in. 

chloru i żelaza, w kształtowaniu właściwości genotoksycznych cząsteczki 

metaloorganicznej.  

Pochodne ferrocenylowe zawierające atom kobaltu 

Wynikiem aktywności opisywanej grupy pochodnych ferrocenylowych  

w komórkach nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7 oraz HepG2 były uszkodzenia ich 

materiału genetycznego. Najbardziej wrażliwa na działanie pochodnej metaloorganicznej 10 

pozostała zawiesinowa linia białaczkowa CCRF-CEM. Warto podkreślić, że w przypadku 

wszystkich związków i zastosowanych linii komórek nowotworowych, po 24-godzinnej 

hodowli poinkubacyjnej obserwowano spadek zawartości uszkodzonego DNA w ogonie 

komety, co prawdopodobnie jest wynikiem naprawy uszkodzeń DNA przez systemy 

naprawcze komórek.  

Z powodu zastosowania selekcji badanych pochodnych ferrocenylowych, trudno jest 

bezpośrednio odnieść poziom uszkodzeń DNA do właściwości metaloorganicznych 

pochodnych, wynikających z ich struktury chemicznej. Linia MCF-7 estrogenozależnego 

nowotworu piersi, jako jedyna testowana była na dwóch metaloorganicznych związkach (10 

oraz 11), natomiast pozostałe dwie linie eksponowane były jedynie na działanie pochodnej 

10. Różnica w strukturze chemicznej kompleksów metaloorganicznych polegała jedynie na 

obecności w związku 11 dikobaltowo heksakarbonylowej grupy funkcyjnej Co2(CO)6, która 

często przyłączana jest do alkinów warunkując ich molekularne aktywności. W dostępnej 

literaturze naukowej pojawia się coraz więcej informacji na temat właściwości 

wspomnianego ugrupowania chemicznego. Ott i wsp. wykazali, że przyłączenie Co2(CO)6 

do struktury aspiryny powodowało istotne zmiany w zakresie udziału całej cząsteczki  

w procesie angiogenezy (Ott i wsp., 2009, Ott i wsp., 2005). Ponadto, ugrupowanie to 

odpowiedzialne jest za zwiększenie właściwości cytotoksycznych niektórych 

metaloorganicznych pochodnych (Schlenk i wsp., 2008, Sergeant i wsp., 2007).  

Analiza cytotoksycznych właściwości wykazała, że spośród wszystkich czterech 

zastosowanych linii komórek nowotworowych jedynie linia MCF-7 wrażliwa była na 

działanie zarówno związku 10, jak i 11. Analiza poziomu uszkodzeń DNA komórek 

estrogenozależnego raka piersi, wykazała, że metaloorganiczna pochodna zawierająca  

w swej strukturze Co2(CO)6 (11) generowała więcej uszkodzeń DNA. Uzyskane wyniki 
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wskazują na udział ugrupowania Co2(CO)6 w kształtowaniu molekularnych mechanizmów 

genotoksyczności całej cząsteczki metaloorganicznej. 

Metaloorganiczne kompleksy alkilowe zawierające w swojej strukturze pierścień 

chromanowy oraz atom złota 

Ekspozycja linii CCRF-CEM, MCF-7, MDA-MB-231 oraz HepG2 na działanie 

analizowanych pochodnych metaloorganicznych zbudowanych m.in. z pierścienia kromonu 

oraz złota, powodowała uszkodzenie materiału genetycznego komórek.  

W przypadku CCRF-CEM oraz MCF-7 testowane były wszystkie trzy metaloorganiczne 

pochodne – 4, 5 i 6, natomiast pozostałe dwie linie (MDA-MB-231 oraz HepG2) traktowano 

związkami 4 lub 6. Istotnym do podkreślenia jest fakt, iż wyłącznie  

w przypadku estrogenozależnego raka piersi (MCF-7) obserwowano istotne statystycznie 

różnice pomiędzy aktywnością genotoksyczną, związków o różnej strukturze chemicznej. 

Największy odsetek uszkodzonego DNA obserwowano w komórkach eksponowanych na 

działanie odpowiednio związków 4>5>6. W pozostałych liniach nowotworowych (CCRF-

CEM, HepG2, MDA-MB-231) nie stwierdzono istotnych statystycznie różnic  

w genotoksycznej aktywności pomiędzy metaloorganicznymi pochodnymi.  

W dostępnej literaturze jest niewiele informacji na temat genotoksycznych 

właściwości metaloorganicznych pochodnych, zawierających w swojej strukturze złoto. 

Uwaga naukowców skupiona jest przede wszystkim na udziale opisywanych związków  

w hamowaniu aktywności reduktazy tioredoksyny (TrxR). Białko to odgrywa niezwykle 

istotną rolę w rozwoju i proliferacji komórek nowotworowych. Podwyższona ekspresja 

genu, kodującego wspomniany polipeptyd jest charakterystyczna dla nowotworów. Coraz 

częściej TrxR staje się jednym z głównych celów nowych terapii przeciwnowotworowych 

(Lima, Rodriguez, 2011, Rana i wsp., 2014, Zou i wsp., 2015). 

Rana i wsp. (Rana i wsp., 2014) sugerują, iż u podstaw molekularnych mechanizmów 

aktywności przeciwnowotworowej pochodnych metaloorganicznych zawierających złoto – 

Au(I) lub Au(III), leży prawdopodobnie ich zdolność hamowania aktywności TrxR. Enzym 

ten odkrywa niezwykle istotną rolę w zachowaniu homeostazy redoks całego organizmu. 

Ograniczenie lub zahamowanie jego aktywności w komórkach nowotworowych uruchamiać 

może kolejne procesy biochemiczne, m.in. uruchomienie szlaku programowanej śmierci 

(apoptozy) i procesów jej towarzyszących (aktywacja kaspaz, spadek potencjału 

mitochondrialnego), generowanie wolnych rodników. Można więc przypuszczać, że 

genotoksyczne właściwości badanych w niniejszej pracy pochodnych metaloorganicznych, 

zawierających złoto, mogą również być związane z blokowaniem aktywności TrxR.  

Pochodna dirutenu-1 (DiRu-1) 

 Związki metaloorganiczne zawierające w swej strukturze chemicznej planarne 

ligandy aromatyczne zdolne są do niekowalencyjnego wiązania się z DNA oddziałując  

w ten sposób znacząco na właściwości i prawidłowe funkcjonowanie materiału 

genetycznego. Znane są trzy różne mechanizmy niekowalencyjnych oddziaływań związków 

metaloorganicznych z DNA: interkalacja (planarne aromatyczne ugrupowania „wchodzą” 

pomiędzy pary zasad DNA), oddziaływania hydrofobowe z rowkami DNA oraz 
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elektrostatyczne interakcje z konkretnymi parami zasad lub sekwencjami DNA odbywające 

się za pośrednictwem wiązań wodorowych (Komor i Barton, 2013). Większość związków 

metaloorganicznych zdolna jest także do interakcji z DNA za pomocą wiązania 

kowalencyjnego z N7 adeniny i guaniny.  

Genotoksyczne właściwości badanej pochodnej rutenu (DiRu-1) zostały 

potwierdzone w teście kometowym, przeprowadzonym w warunkach alkalicznych. 

Wykazano, iż związek ten powodował istotne statystycznie zmiany poziomu zawartości 

uszkodzonego DNA w ogonie komet. Indukcja uszkodzeń DNA skorelowana była  

z czasem ekspozycji komórek MCF-7 na diruten-1 oraz jego stężeniem. Uzyskane wyniki 

charakteryzuje analogia do przeprowadzonych dotychczas badań nad genotoksyczną 

aktywnością pochodnych rutenu. W licznych pracach udowodniono, że kompleksy 

zawierające ruten wykazują bardzo duże zdolności do wiązania się z DNA. Skutkiem 

wzajemnej interakcji jest zaburzenie cyklu podziałowego komórek nowotworowych oraz ich 

apoptoza. Genotoksyczne działanie pochodnych rutenu wskazywane jest często jako jeden 

z głównych mechanizmów, warunkujących całkowitą aktywność przeciwnowotworową 

tych związków (Xie i wsp., 2013; Putta i wsp., 2015).  

Stwierdzono ponadto, że kompleksy rutenu mogą hamować wzrost komórek 

nowotworowych poprzez indukcję p53, zależną od dysfunkcji mitochondriów 

i uszkodzenia DNA, co w konsekwencji prowadzi do apoptozy komórek nowotworowych 

(Li i wsp., 2012; Chen i wsp., 2010). Tan i wsp. wykazali, że uszkodzenia DNA, wywołane 

przez pochodne rutenu skutkowały zależną od funkcjonowania RFT dysfunkcją 

mitochondriów i uruchomieniem PCD (Tan i wsp., 2010).  

Zmiany płynności błony plazmatycznej wywołane przez pochodne metaloorganiczne 

Azzaferroceny i pochodne kwasu akroleinowego  

 Generowany przez analizowane ferroceny stres oksydacyjny przyczyniać się może 

także do indukcji zaburzeń prawidłowego funkcjonowania błony plazmatycznej komórek.  

W wyniku reakcji wolnorodnikowych dochodzi do utleniania wielonienasyconych kwasów 

tłuszczowych, co w konsekwencji prowadzi do powstania zmodyfikowanych strukturalnie  

i uszkodzonych cząsteczek lipidowych. Produkty peroksydacji lipidów zmieniają 

właściwości fizyczne oraz biologiczne błony komórkowej, czego skutkiem może być m.in. 

zahamowanie aktywności enzymów błonowych czy polipeptydów o charakterze 

transporterów. Naruszona struktura dwuwarstwy lipidowej błony komórkowej może 

prowadzić do zmian jej płynności oraz wzrostu lub spadku przepuszczalności  

i zaniku integralności. Ostatecznym efektem działania RFT jest uszkodzenie tkanek (Pędzik 

i wsp., 2004, Zabłocka i wsp., 2008).  

W niniejszej pracy dokonano analizy stopnia peroksydacji lipidów błonowych  

w komórkach nowotworowych linii HepG2, eksponowanych na działanie trzech 

pochodnych ferrocenylowych. Bezpośrednio po zakończeniu inkubacji komórek  

z badanymi pochodnymi metaloorganicznymi obserwowano spadek płynności błony  

w obrębie zewnętrznego obszaru dwuwarstwy lipidowej oraz w mniejszym stopniu,  

w jej głębszych (hydrofobowych) obszarach. Poziom peroksydacji lipidów skorelowany był 

z budową chemiczną zastosowanego ferrocenu. Uzyskane wyniki pozostawały  
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w ścisłej korelacji z wynikami testów cytotoksyczności oraz detekcji RFT. Ponownie, 

największe zmiany obserwowano dla związków zawierających atom chloru w strukturze. 

Wydaje się prawdopodobne, że pierwiastek ten jest istotny z punktu widzenia kształtowania 

mechanizmów funkcjonowania całej pochodnej ferrocenylowej.  

W dostępnej literaturze naukowej nie odnaleziono informacji na temat peroksydacji 

lipidów zależnej od funkcjonowania metaloorganicznych pochodnych ferrocenylowych.  

Przedstawione zagadnienie naukowe wymaga więc dalszych analiz. Ponieważ 

prooksydacyjne właściwości cząsteczek metaloorganicznych odkrywają jedną z kluczowych 

ról w kształtowaniu właściwości antynowotworowych całej cząsteczki, powstające  

w komórkach nowotworowych RFT pod wpływem pochodnych metaloorganicznych mogą 

powodować m.in. uszkodzenia lipidów błonowych.  

Identyfikacja komórek apoptotycznych i nekrotycznych metodą mikroskopii 

fluorescencyjnej 

Apoptoza, określana również jako zaprogramowana śmierć komórki, jest złożonym 

procesem biochemicznym, kontrolowanym przez ekspresję odpowiednich genów i udziału 

szeregu białek regulatorowych. Biologiczne znaczenie apoptozy dla rozwoju organizmu 

oraz utrzymywania stanu homeostazy jest ogromne. Proces ten odgrywa kluczową rolę  

w szeregu różnorodnych procesów biochemicznych zachodzących w organizmach, 

przyczyniając się tym samym do ich prawidłowego funkcjonowania. Apoptoza jest 

konieczna podczas embriogenezy, gdyż zapewnia usuwanie komórek zmutowanych, 

zainfekowanych, autoreaktywnych czy uszkodzonych oraz prawidłową homeostazę 

tkankową regulując równowagę między podziałami, a „cichym znikaniem” komórek. 

Apoptoza przebiegać może na dwóch głównych szlakach sygnalizacyjnych - 

zewnętrznym (receptorowym), w którym udział biorą tzw. receptory śmierci – DR (ang. 

death receptor) znajdujące się w błonach komórkowych. Śmierć komórki odbywa się 

wówczas przy udziale specyficznych ligandów (np. TNF, cytokiny) wiążących się z DR. 

Drugą drogą jest szlak wewnętrzny (mitochondrialny). W tym przypadku kluczową rolę 

odgrywają mitochondria oraz rozbudowana pula białek zaangażowanych  

w opisywany proces. Niezwykle istotna dla prawidłowej regulacji PCD oraz jej realizacji 

jest rodzina białek Bcl-2. Niezależnie jednak od drogi aktywacji apoptozy, w proces 

fizjologicznej śmierci komórek zaangażowane są proteazy cysteinowe (kaspazy) 

(Moldoveanu i wsp., 2014; Chipuk i wsp., 2010; Llambi, Green 2011; Martinou i wsp., 

2011). 

Istotnym problemem współcześnie stosowanej chemioterapii jest jej niska 

efektywność w zakresie hamowania niekontrolowanej proliferacji komórek 

nowotworowych oraz ich dalszej likwidacji. Brak wrażliwości komórek nowotworowych na 

apoptozę stanowi poważny czynnik ograniczający stosowanie leków cytostatycznych.  

Zaburzenia PCD oraz odporność komórek nowotworowych na wspomniany wyżej proces 

wynikają przede wszystkim z zaburzeń ekspresji genów kodujących czynniki o charakterze 

pro- i anty-apoptotycznym. Z jednej strony dochodzi do inaktywacji białek kierujących 

komórki na szlak zaprogramowanej śmierci, z drugiej natomiast do zwiększenia aktywności 

polipeptydów promujących proliferację.  
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Podczas realizacji szlaku apoptozy, w komórkach dochodzi do wielu istotnych  

i charakterystycznych dla tego procesu zmian strukturalnych i funkcjonalnych. W komórce 

wchodzącej na szlak PCD ma miejsce m.in. znaczny ubytek elektrolitów i wody, prowadząc 

do jej obkurczenia i zwiększenia gęstości. W początkowym stadium apoptozy dochodzi do 

kondensacji chromatyny i jej marginalizacji. W miarę upływu czasu postępuje również 

degradacja DNA. Odpowiednia identyfikacja oraz pomiar molekularnych zdarzeń 

realizowanych w trakcie apoptotycznej śmierci pozwala na efektywne określenie 

mechanizmów działania poszczególnych związków o charakterze przeciwnowotworowym.  

W niniejszej pracy w celu identyfikacji PCD indukowanej przez poszczególne 

metaloorganiczne pochodne, zastosowano metody mikroskopii fluorescencyjnej (podwójne 

barwienie) oraz mikropłytkowe metody spektrofluorymetryczne (poziom aktywności 

kaspaz-3, -8 i -9 oraz zmiany zachodzące w mitochondriach poprzez monitorowanie zmian  

potencjału błony mitochondrialnej.   

Flawonoidowe pochodne ferrocenylowe 

Ze względu na stosunkowo niską aktywność antyproliferacyjną badanej grupy 

pochodnych metaloorganicznych wobec komórek nowotworowych  do dalszych badań 

stosowano jedynie najbardziej wrażliwą linię – CCRF-CEM. Mikroskopowa analiza procesu 

apoptozy ograniczona była wyłącznie do analizy jakościowej wspomnianego procesu. 

Po 24-godzinnej inkubacji komórek białaczkowych CCRF-CEM z analizowanymi 

pochodnymi metaloorganicznymi (100 µmol/L) obserwowano wzrost odsetka komórek  

apoptotycznych. Istotnym jest również fakt pojawienia się w całkowitej populacji dużej 

liczby komórek nekrotycznych (zwłaszcza w przypadku związków 4 oraz 6). Ze względu na 

stan zapalny oraz szeregu niekontrolowanych procesów biochemicznych, które towarzyszą 

tej formie śmierci komórkowej, jest ona niekorzystna dla selektywnego działania 

potencjalnych chemioterapeutyków.  

W komórkach linii CCRF-CEM obserwowano również morfologiczne zmiany, 

charakterystyczne dla procesu programowanej śmierci komórki – obkurczenie komórki, 

kondensacja i fragmentacja chromatyny i jądra komórkowego. Zmiany te występowały 

jedynie w przypadku trzech pochodnych – 5, 6 i 7. Zastosowanie najbardziej aktywnej 

cytotoksycznie pochodnej 4 – nie powodowało tak widocznych zmian strukturalnych. Nie 

obserwowano zatem zależności pomiędzy cytotoksycznymi właściwościami flawonowych 

pochodnych metaloorganicznych, a poziomem ich oddziaływania na morfologie i strukturę 

komórki nowotworowej. Uzyskane wyniki pozostają w pewnym stopniu zgodne  

z wynikami otrzymanymi przez zespół badawczy Hillard i wsp. (Tiwari i wsp., 2011; 

Monserrat i wsp., 2013). 

Na podstawie uzyskanych wyników można przypuszczać, iż apoptoza oraz nekroza 

indukowane przez analizowane flawonowe pochodne metaloorganiczne przyczyniają się do 

cytotoksycznych i antyproliferacyjnych właściwości tych związków wobec nowotworowych 

komórek linii CCRF-CEM. Należy jednak podkreślić, że przeprowadzone badania mają 

charakter wstępny i wymagają dalszej weryfikacji.  

 

Pochodne ferrocenylowe zawierające atom kobaltowy 
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Mikroskopowa analiza komórek HepG2, CCRF-CEM oraz MCF-7 traktowanych 

ferrocenylowymi pochodnymi zawierającymi kobalt wykazała, że związki te zdolne są do 

indukowania apoptotycznej śmierci komórek nowotworowych. Obserwowano 

charakterystyczne dla tego procesu zmiany morfologiczne takie jak marginalizacja 

i kondensacja chromatyny, formowanie mostków cytoplazmatycznych oraz wakuolizacja 

cytoplazmy. Po 24-godzinnej inkubacji komórek ze związkami, w całkowitej populacji 

obecna była przede wszystkim frakcja komórek wczesno-apoptotycznych. Badane pochodne 

indukowały również nekrozę. Zastosowanie 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej 

powodowało wzrost zarówno frakcji komórek apoptotycznych jak i nekrotyczntch.  

Udział reaktywnych form tlenu w kształtowaniu właściwości antyproliferacyjnych  

(w tym wypadku proapoptotycznych) związków metaloorganicznych został ponownie 

potwierdzony w niniejszym eksperymencie. Godzinna preinkubacja komórek  

z przeciwutleniaczami NAC lub witaminą C, powodowała istotny spadek odsetka komórek 

apoptotycznych. 

W piśmiennictwie naukowym jest niewiele informacji na temat molekularnych 

mechanizmów aktywności biologicznej ferrocenylowych pochodnych, zawierających  

kobalt. Coraz częściej jednak w chemii biometaloorganicznej uwaga naukowców 

skierowana jest na syntezę nowych związków, zawierających w swojej strukturze 

wspomniany metal oraz na wynikające z jego obecności właściwości biologicznie 

(Munteanu C., Suntharalingam K., 2015; Heffern i wsp., 2013). Gong i wsp. (Gong i wsp., 

2015). Wykazano, że związki metaloorganiczne, zawierające atom kobaltu, są 

cytotoksyczne dla komórek nowotworowych HeLa. Generowanie RFT, zależne od 

funkcjonowania badanych pochodnych kobaltowych, wpływało na indukcję apoptozy 

komórek, uszkodzeń DNA, jak również na blokadę cyklu komórkowego. Dane te 

korespondują z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy doktorskiej.  

Sergeant i wsp. (2008) zwracają natomiast uwagę na istotne zagadnienie możliwych 

biologicznych szlaków reakcji realizowanych przy udziale ugrupowania Co2(CO)6  

i zależnych od jego funkcjonowania. Naukowcy podkreślają, że ciągle jest bardzo niewiele 

informacji na temat losów cząsteczki związku metaloorganicznego w komórce, jej 

metabolizmu i możliwych celów działania. Prawdopodobnym jest, iż głównym miejscem 

molekularnej aktywności Co2(CO)6 jest DNA, a ugrupowanie chemiczne nadawać może 

całej cząsteczce właściwości genotoksyczne. Hipoteza ta znajduje potwierdzenie  

w kometowym teście genotoksyczności analizowanych ferrocenylowych pochodnych.  

Pochodna rutenu (DiRu-1) 

Proces apoptotycznej śmierci komórek nowotworowych uważany jest za jeden  

z głównych mechanizmów aktywności metaloorganicznych kompleksów. Wykazano, iż 

pochodne rutenu przejawiają różne formy molekularnej aktywności, zależnej od ich 

akumulacji w organellach komórkowych (Romero-Canelon i wsp., 2013). Proces ten jest 

kolei skorelowany z budową chemiczną związku. Związki rutenu poprzez oddziaływanie  

z receptorem transferryny zdolne są do wnikania wewnątrz komórki na drodze endocytozy, 

gdzie następnie ulegają translokacji z lizosomów do mitochondriów (Zhao i wsp., 2014).  

Mitochondria uważane są za główny cel molekularnej aktywności związków rutenu,  
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a znaczna większość pochodnych rutenu zdolna jest do indukcji apoptozy na szlaku 

wewnętrzym (mitochondrialnym) (Zhao i wsp., 2014; Li i wsp., 2012). 

Wyniki, uzyskane w pracy doktorskiej znalazły potwierdzenie w pracach innych 

autorów. Wykazano bowiem, iż aktywność cytotoksyczna badanej pochodnej 

metaloorganicznej jest związana z jej zdolnością do indukcji PCD komórek 

nowotworowych. Należy jednak podkreślić iż, oprócz apoptotycznej śmierci komórki, 

pożądanej z punkty widzenia skutecznego chemioterapeutyku, wykazano również duży 

odsetek komórek nekrotycznych.  

Proces apoptozy przebiegał przy udziale mitochondriów i kaspaz, a więc realizowany 

był na szlaku wewnętrznym. Wyniki te potwierdzają badania innych autorów, które 

wskazują, ze  pochodne rutenu aktywują kluczowe enzymy uczestniczące w procesie 

apoptotycznym – kaspazy-8, -9 i -3 (Zhang i wsp., 2011) oraz regulują ekspresję białek 

rodziny Bcl-2 na korzyść zwiększenia aktywności ich propapototycznych przedstawicieli – 

Bax, Bak, Bad oraz Bim (Jiang i wsp., 2014). Analogiczne wyniki uzyskał również inny 

zespół naukowców (Zhao i wsp., 2014), który wykazał, iż pochodne rutenu powodowały 

dysfunkcję mitochodnriów komórek MCF-7, prowadzącą do indukcji PCD na szlaku 

mitochondrialnym. W komórkach MCF-7, traktowanych pochodnymi rutenu obserwowano 

supresję ekspresji białek antyapototycznych przy jednoczesnym wzroście aktywności ich 

partnerów, promujących PCD (Bax oraz Bad). Zasadnym wydaje się więc zbadanie wpływu 

analizowanej w niniejszej pracy pochodnej rutenowej na aktywność białek rodziny Bcl-2. 

Na podstawie analizy mikroskopowej komórek barwionych oranżem akrydynowym 

stwierdzono obecność fagosomów oraz obecność komórek-olbrzymów 

z licznymi wypustkami, sugerujacyh indukcje odpowiednio autofagię i katastrofę 

mitotyczną przez pochodną Di-Ru-1.  

Wpływ metaloorganicznych pochodnych na potencjał mitochondrialny 

Ze względu na różnorodne funkcje pełnione w naszym organizmie, mitochondria 

określane są jako „fabryka życia i śmierci”. Z jednej strony biorą one udział  

w kluczowym dla zachowania homeostazy energetycznej procesie produkcji energii  

w postaci ATP, z drugiej strony natomiast stanowią główny rezerwuar szeregu białek 

regulatorowych i wykonawczych wewnętrznego szlaku procesu apoptozy. W trakcie 

realizacji procesu PCD, przy udziale białek rodziny Bcl-2 (proapoptotycznych 

przedstawicieli Bax oraz Bak) dochodzi do zmian potencjału błony mitochondrialnej, jej 

permeabilizacji i uwolnienia do cytosolu komórki m.in. cytochromu c. Uważa się, iż zmiana 

potencjału mitochondrialnego jest nieodwracalnym etapem PCD, po którym komórka 

dostaje jednoznaczny sygnał do wejścia na drogę apoptozy (Landes T., Martinou J., 2011; 

Dave i wsp., 2008). Przeprowadzona analiza zmian potencjału mitochondrialnego komórek 

HepG2 eksponowanych na działanie ferrocenylowych pochodnych z wykorzystaniem 

fluorescencyjnej sondy JC-1 pozwoliła potwierdzić indukcję apoptozy przez te związki  na 

szlaku mitochondrialnym.  

Pochodne kwasu akroleinowego oraz azzaferroceny 
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Wszystkie analizowane ferroceny (15, 15Cl oraz 12a) powodowały zmiany 

potencjału mitochondrialnego komórek HepG2. Poziom oraz kinetyka zmian m były 

skorelowane z czasem ekspozycji komórek na działanie pochodnych ferrocenylowych, ich 

budową oraz stężeniem. Zmiany m, wywołane przez badane związki były odwracalne. 

przede wszystkim dla najkrótszego czasu inkubacji (0,5 godz.) oraz stężenia IC50. Komórki, 

traktowane przez 0,5 godz. stężeniem IC50 związków były zdolne do całkowitej regeneracji 

swojego potencjału (repolaryzacja) w trakcie trwania hodowli poinkubcyjnej. Zastosowanie 

dłuższego czasu inkubacji (3 godz.) oraz stężenia IC90 zwiększała proapoptotyczne działanie 

metaloorganicznych pochodnych, powodując większy i nieodwracalny spadek m.  

Uzyskane wyniki wskazują na proapoptotyczne właściwości badanej grupy 

ferrocenylowych pochodnych, które prawdopodobnie realizowane są głównie na szlaku 

mitochondrialnym.  

Pochodna dirutenu-1 (DiRu-1) 

Podczas indukcji procesu apoptozy w komórce zachodzi wiele zmian 

biochemicznych, a jedną z najszybszych jej odpowiedzi na bodźce proapoptotyczne jest 

zaburzenie potencjału błony mitochondrialnej. 

W wyniku działania DiRu-1 na komórki MCF-7 obserwowano zaburzenia ΔΨm, 

przejawiające się znacznym (ok. 42%) wzrostem w ciągu pierwszych 15 min. hodowli 

poinkubacyjnej (hiperpolaryzacja), a następnie szybkim spadkiem (ok. 25%) poniżej 

wartości dla komórek kontrolnych (stan depolaryzacji). Zmiany te były najbardziej 

widoczne w komórkach traktowanych wysokimi stężeniami DiRu-1 (77 nmol/L oraz 154 

nmol/L). Podczas dalszych 150 min pomiaru, komórki nowotworowe zdolne były do 

regeneracji swojego ΔΨm. 

Uzyskane wyniki pozostają zgodne z wcześniejszymi analizami właściwości 

proapoptotycznych pochodnej DiRu-1, jak również najnowszymi badaniami w tym 

zakresie. Wiele pochodnych rutenu wykazuje właściwości cytotoksyczne względem 

różnych typów komórek nowotworowych, gdzie głównym miejscem ich aktywności są 

mitochondria i wynikająca z tego aktywacja kaspaz (Schatzchneider i wsp., 2008).  

Uważa się, iż zmiana ΔΨm jest nieodwracalnym etapem szlaku PCD, po którym 

następuje aktywacja kaspaz i uruchomienie złożonej kaskady procesów związanych z PCD. 

Dysfunkcja mitochondriów może indukować działanie wielu czynników apoptotoycznych, 

takich jak cytochrom c, który uwalniany jest z przestrzeni międzybłonowej mitochondriów 

do cytosolu, gdzie wchodzi w interakcję z wieloma związkami o charakterze promującym 

PCD, uruchamiając tym samym szlak biochemicznych reakcji, prowadzący do altruistycznej 

śmierci komórki (Han i wsp., 2014). 

Zaburzenia cyklu komórkowego  

Prawidłowy rozwój i wzrost organizmów eukariotycznych oraz regeneracja 

uszkodzonych tkanek i narządów możliwa jest dzięki sprawnie funkcjonującymi 

mechanizmami cyklu komórkowego. Ten złożony proces biochemiczny składa się z ciągu 

ściśle kontrolowanych i uporządkowanych reakcji molekularnych, w których zaangażowane 

jest bardzo wiele białek regulatorowych. Złożona sieć interakcji, jakie zachodzą pomiędzy 

białkami metabolizmu, szlakami sygnalizacyjnymi, i mechanizmami kontroli podziałów 
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komórkowych umożliwia namnażanie komórek wyłącznie w odpowiednich warunkach,  

w odpowiedzi na swoiste bodźce do podziału. Tak restrykcyjna molekularna kontrola 

podziałów zapewnia więc m.in. uniknięcie namnażania komórek z uszkodzonym DNA,  

z drugiej jednak strony, może być również główną przyczyną niekontrolowanych podziałów 

komórek nowotworowych, skutkujących rozwojem nowotworu. W wyniku mutacji genów 

kodujących białka o charakterze proapoptotycznym/antyproliferacyjnym oraz polipeptydów 

promujących podziały komórek dochodzi do zaburzenia równowagi pomiędzy proliferacją, 

a śmiercią. Komórki nowotworowe wyłamują się więc spod restrykcyjnych punktów 

kontrolnych cyklu komórkowego i unikając programowanej śmierci namnażają się  

w sposób niekontrolowany. 

W projektowaniu chemicznym potencjalnych chemioterapeutyków poszukuje się 

związków, które z dużą wydajnością i selektywnością powodować będą zahamowanie cyklu 

podziałowego komórek nowotworowych. Zahamowanie cyklu pod wpływem tych 

związków może odbywać się w sposób bezpośredni poprzez interakcję z białkami 

zaangażowanymi w ten proces i zahamowanie ich aktywności. Drugą drogą jest 

oddziaływanie pośrednie na podziały komórek poprzez właściwości genotoksyczne lub 

prooksydacyjne potencjalnych chemioterapeutyków (Moralli i wsp., 2013).  

Cytometryczna analiza cyklu podziałowego komórek nowotworowych, 

eksponowanych na działanie badanych metaloorganicznych pochodnych, pozwoliła 

stwierdzić, czy wykazują one właściwości cytostatyczne, powodując tym samym 

zatrzymanie proliferacji komórek nowotworowych. Badania w tym zakresie 

przeprowadzono na dwóch grupach ferrocenylowych cząsteczek – zawierających kobalt lub 

złoto. 

Pochodne ferrocenylowe zawierające atom kobaltu 

Uzyskane wyniki wskazują, iż badana grupa metaloorganicznych pochodnych 

charakteryzuje się właściwościami cytostatycznymi. W komórkach wszystkich badanych 

linii (MCF-7, CCRF-CEM, HepG2) obserwowano zaburzenia cyklu podziałowego. Oba 

zastosowane ferroceny powodowały blokadę cyklu w punkcie kontrolnym G2/M. Procent 

komórek nowotworowych w poszczególnych fazach cyklu, oceniany na podstawie 

zawartości DNA skorelowana była z budową chemiczną stosowanej pochodnej, jak również 

z czasem hodowli poinkubacyjnej. W przypadku 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej 

obserwowano spadek frakcji komórek w fazie G2/M (wyjątek stanowi linia MCF-7 

traktowana związkiem 11). Dane te świadczą o sprawnych systemach naprawczych DNA  

w komórkach nowotworowych, dzięki którym część uszkodzeń materiału genetycznego 

została efektywnie naprawiona. 

W ostatnim okresie niezależne zespoły badawcze z Chin (Miao i wsp., 2011, Shen  

i wsp., 2013) wykazały, iż ferrocenylowe koniugaty połączone ze zmodyfikowanym 

pierścieniem tiazolidynowym lub benzodiazepiny powodują blokadę cyklu komórkowego 

ludzkich komórek nowotworowych HT1080 oraz A549 w fazie G1. Zahamowanie 

podziałów komórkowych skorelowane było z uruchomieniem szlaku apoptotycznej śmierci 

tych komórek, o czym świadczył m.in. wzrost ekspresji proapoptotycznego białka Bax, przy 

jednoczesnym spadku aktywności jego antyapoptotycznego „partnera” Bcl-2. Również 

ferroceny skoniugowane z naturalnie występującymi związkami (aminokwasy lub 
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dipeptydy) zdolne były do zahamowania cyklu komórkowego nowotworu płuc H1299  

w fazie G2/M (Corry i wsp., 2009). Dane te świadczą o dużym cytostatycznym potencjale 

ferrocenylowych pochodnych.  

Metaloorganiczne kompleksy alkilowe zawierające w strukturze pierścień chromanowy oraz 

atom złota 

W przypadku tej grupy ferrocenylowych pochodnych, nie zanotowano tak dużych, 

zmian w cyklu podziałowym komórek nowotworowych (MCF-7, MDA-MB-231, CCRF-

CEM, HepG2) eksponowanych na działanie tych związków. Jedynie w przypadku CCRF-

CEM oraz MCF-7 obserwowano nieznaczną inhibicję cyklu podziałowego, skutkującą 

procentowym wzrostem frakcji komórek w punkcie kontrolnym G2/M. W przypadku 

komórek linii HepG2 oraz MDA-MB-231 analizowane pochodne metaloorganiczne nie 

wykazywały cytostatycznych właściwości. Cytometryczna analiza wykazała, iż badane 

kompleksy alkilowe, zawierające w swej strukturze złoto powodowały wzrost frakcji 

hipodiploidalnych komórek apoptotycznych z uszkodzonym DNA, określanej jako sub-G1. 

Dane te pozostają więc w ścisłej korelacji z wcześniej przeprowadzoną analizą 

genotoksycznych właściwości opisywanych metaloorganicznych pochodnych. Ponadto 

potwierdzają również ich proapoptotyczne właściwości, które badano przez pomiar 

aktywności kaspaz 8, 9 oraz 3. Zdolność ferrocenylowych cząsteczek do indukcji PCD 

w komórkach nowotworowych zostały również potwierdzone w cytometrycznej analizie 

cyklu komórkowego wykonanej przez zespół Wanga (Miao i wsp., 2011), która m.in. 

wykazała wzrost frakcji  sub-G1.  

Pochodna dirutenu-1 (DiRu-1) 

Zahamowanie niekontrolowanych podziałów komórek nowotworowych poprzez 

blokadę ich cyklu komórkowego uważana jest za jeden z najważniejszych mechanizmów 

cytotoksycznego i cytostatycznego działania wielu biologicznie aktywnych związków 

przeciwnowotworowych oraz leków chemioterapeutycznych.  

Analizowany kompleks DiRu-1 powodował zatrzymanie cyklu podziałowego 

komórek linii MCF-7 w punkcie kontrolnym fazy G2/M, jednak tylko w przypadku 

najwyższego z zastosowanych stężeń (154 nmol/L). Stosunkowo niewielka blokada cyklu 

podziałowego komórek MCF-7 poprzedzona była przejściowym zahamowaniem ich 

proliferacji w fazie S. Wyniki te sugerują, że zmiany te spowodowane są głównie przez 

apoptotyczną fragmentację DNA, gdyż efekty genotoksyczne obserwowane są na ogół przy 

znacznie niższych stężeniach. Przypuszczenia te potwierdza znaczny spadek ilości 

uszkodzonego DNA w komórkach preinkubowanych z inhibitorem kaspaz oraz 

progresywny wzrost populacji komórek we frakcji sub-G1, co świadczy  

o proapoptotycznych właściwościach badanego związku. Duży udział w generowaniu 

uszkodzeń DNA mają również RFT generowane przez ten związek, gdyż zmniejszenie 

uszkodzeń DNA obserwowano także po preinkubacji komórek z antyoksydantami. 

Otrzymane wyniki są zgodne z danymi literaturowymi, wskazującymi, że u podstaw 

aktywności przeciwnowotworowej pochodnych rutenu leży ich zdolność do indukcji 

apoptozy, uszkodzeń DNA oraz blokady cyklu podziałowego. Wykazano, iż związki rutenu 
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mogą hamować podziały komórek w różnych fazach cyklu: G0/G1, S lub G2/M (Huang  

i wsp., 2011). Omówione powyżej wyniki otrzymane po cytometrycznej analizie cyklu 

podziałowego komórek MCF-7, eksponowanych na działanie dirutenu-1 pozostają  

w korelacji z wynikami innych autorów. Są one zgodne z wynikami analizy uszkodzeń DNA 

spowodowane przez DiRu-1, które mogą być odpowiedzialne za zaburzenia 

i zahamowanie cyklu komórkowego. Po dłuższym czasie hodowli poinkubacyjnej (48 godz.) 

część komórek, która nie mogła skutecznie naprawić wszystkich uszkodzeń DNA, 

pozostawała w punkcie kontrolnym G2/M cyklu komórkowego, czego wynikiem było 

zahamowanie ich proliferacji. 

 

 

 

 

Ocena aktywności kaspaz 8, 9 i 3 

Metaloorganiczne kompleksy alkilowe, zawierające w swojej strukturze pierścień 

chromanowy oraz atom złota 

Kolejnym istotnym zadaniem badawczym, jakie podjęto w trakcie realizacji 

niniejszej rozprawy doktorskiej była analiza pro-apoptotycznych właściwości pochodnych 

ferrocenylowych zawierających złoto. W tym celu, w komórkach nowotworowych (MCF-

7, MDA-MB-231, CCRF-CEM, HepG2) traktowanych analizowanymi związkami, 

dokonano pomiaru aktywności trzech kluczowych dla procesu PCD proteaz cysteinowych – 

kaspaz 8, 9 oraz 3.  

Enzymy te odgrywają kluczowa rolę zarówno w fazie inicjacji jak 

i w fazie efektorowej PCD. W komórkach nieobjętych PCD, proteazy te występują  

w postaci nieczynnych zymogenów. Sygnały proapoptotyczne, powodują ich 

natychmiastową aktywację. Do kaspaz inicjatorowych, które biorą udział w początkowych 

etapach PCD, należą kaspaza 8 (aktywowana w PCD przebiegającej na szlaku 

receptorowym) oraz kaspaza 9 (biorąca udział w PCD indukowanej na szlaku 

mitochondrialnym). Kaspaza 3, natomiast, należy do grupy kaspaz efektorowych, których 

rolą jest realizacja ostatnich, nieodwracalnych etapów altruistycznej śmierci komórki – np. 

(Li i Yan, 2008, McIlwain i wsp., 2013). 

 Na podstawie uzyskanych wyników wykazano, iż badane ferrocenylowe kompleksy 

ze złotem, po 24 godzinnej inkubacji z komórkami nowotworowymi powodowały wzrost 

aktywności dwóch kaspaz – 3 oraz 9. Nie stwierdzono natomiast aktywacji kaspazy 

inicjatorowej-8, uczestniczącej w indukcji apoptozy na szlaku receptorowym 

(zewnętrznym). Wzrost aktywności kaspazy-9 był większy niż wzrost aktywności kaspazy-

3. Ze względu na ograniczoną dostępność pochodnych ferrocenylowych, zawierających 

złoto, możliwe było wykonanie analizy aktywacji tych enzymów tylko bezpośrednio po 

zakończeniu 24-godzinnej inkubacji komórek ze związkami. Prawdopodobnym jest więc 

fakt, iż stosunkowo mały wzrost aktywności kaspazy-3 obserwowany w komórkach 

nowotworowych, po ich ekspozycji na badane pochodne, może być spowodowany zbyt 

krótkim okresem pomiędzy inkubacjąa pomiarem. Należy pamiętać, iż kaspaza-3, jako 

kaspaza efektorowa szlaku PCD, aktywowana jest znacznie później, niż inicjatorowe 
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proteazy cysteinowe – kaspazy-8 i -9. Znaczący jest jednak wniosek, iż badane 

metaloorganiczne kompleksy złota indukowały apoptozę komórek nowotworowych 

wyłącznie na szlaku mitochondrialnym (wewnętrznym) z udziałem kaspaz. Ten rodzaj 

śmierci apoptotycznej uruchamiany jest na skutek pojawienia się m.in. uszkodzeń DNA, 

stresu oksydacyjnego (RFT), czy też aktywności większości komercyjnie stosowanych 

chemioterapeutyków (McIlwain i wsp., 2013). Analiza aktywności kaspaz znajduje przy 

udziale tych czynników znajduje potwierdzenie we wcześniej przeprowadzonych 

eksperymentach dotyczących genotoksyczności i właściwości pro-oksydacyjnych 

opisywanej grupy metaloorganicznych pochodnych.  

Biologiczna analiza ferrocenylowych kompleksów alkinylowych złota (I), opisywana 

w dostępnej literaturze, przeprowadzana jest w mocno ograniczonym zakresie 

i dotyczy głównie ich cytotoksycznych właściwości (Balasingham i wsp., 2012; Meyer  

i wsp., 2013; Chui i wsp., 2009; Schuh i wsp., 2009; Vergara i wsp., 2010; Meyer i wsp., 

2012; Stockland i wsp., 2006). Warto podkreslić, że zarówno związki ferrocenylowe, jak 

i metaloorganiczne kompleksy złota zdolne są do uruchomienia apoptozy komórek 

nowotworowych na szlaku mitochondrialnym poprzez aktywację kaspaz (Pereira i wsp., 

2015; Rigobello i wsp., 2008; Rackham i wsp., 2007). Zależnej od działania 

metaloorganicznych kompleksów aktywacji proteaz cysteinowych, towarzyszyły również 

inne procesy lub zdarzenia charakterystyczne dla procesu PCD, przebiegającego na szlaku 

mitochondrialnym (wewnętrznym). Obserwowano uwolnienie cytochromu C, spadek 

potencjału mitochondrialnego, czy zmiany ekspresji genów, kodujących białka pro-

apoptotyczne z rodziny Bcl-2.  

Pochodna dirutenu-1 (DiRu-1) 

Pochodna DiRu-1, podobnie jak związki metaloorganiczne zawierające złoto, powodowała 

aktywację kaspaz 8,  9 i 3, których wzrost aktywności był zależny od stężenia  związku. 

Największe zmiany (ok. 2-3-krotny wzrost względem kontroli) zanotowano dla kaspazy 3. 

Wzrost aktywności kaspaz  8 i  9 był porównywalny, ale znacznie mniejszy (zawarty 

w przedziale 11-24% w zależności od zastosowanego stężenia analizowanej pochodnej 

rutenu. Wyniki te sugerują, że DiRu-1 może indukować apoptozę komórek nowotworowych 

zarówno na szlaku mitochondrialnym (wewnętrznym) jaki receptorowym (zewnętrznym). 

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy są zgodne z wynikami innych autorów, którzy wykazali, 

że pochodne rutenu Ru(II) i Ru(III) mogą indukować PCD na obu szlakach – zewnętrznym 

i wewnętrznym, m.in. w komórkach A375 czerniaka (Murray i wsp., 2016; Giannini i wsp., 

2013; 2015).  

Analiza aktywności reduktazy tioredoksyny (TrxR) 

Metaloorganiczne kompleksy alkilowe zawierające w swojej strukturze pierścień 

chromanowy oraz atom złota 

Układ tioredoksyna-reduktaza tioredoksyny odgrywa kluczową rolę w regulacji 

wewnątrzkomórkowej gospodarki redoks, warunkując tym samym jej homeostazę.  

W skład tego układu wchodzi małe białko tioredoksyna, zredukowana forma 

ufosforylowanego dinukleotydu adeninowego NADPH oraz homodimeryczny enzym 
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reduktaza tioredoksyny (TrxR), która kontroluje potencjał redoks tioredoksyny. Ostatnio 

dużą uwagę poświęca się blokowaniu aktywności tego enzymu przez związki 

metaloorganiczne, jako jednej z głównych dróg ich przeciwnowotworowego działania. 

Uważa się, iż inhibicja enzymu skorelowana jest z hamowaniem proliferacji komórek 

nowotworowych (Bindoli i wsp., 2009; Lu i Holmgren 2014; Gandin i Fernandes, 2015).  

Szczególne nadzieje pokładane są w związkach zawierających w swojej strukturze atom 

złota, dla których układ TrxR jest głównym celem działania (Cisnetti i wsp., 2013; Hickey  

i wsp., 2008; Barnard i Berners-Price, 2007; Meyer i wsp., 2013; Cheng i wsp., 2014; Liu 

i Gust, 2013; Gautier i Cisnetti, 2011; Zou i wsp., 2015). 

Przeprowadzone w pracy badania wykazały, iż wszystkie analizowane pochodne 

metaloorganiczne, zawierające złoto hamowały w róznym stopniu aktywność TrxR  

w komórkach nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7, MDA-MB-231 oraz HepG2.  

Procent hamowania aktywności enzymu zależny był od rodzaju linii komórkowej i zawarty 

był w przedziale 20%-70%. Największy spadek aktywności enzymu stwierdzono  

w komórkach MCF-7 i MDA-MB-231 raka piersi traktowanych pochodnymi o symbolach 

4 i 6. Większą aktywność hamującą wykazywała pochodna 4. Uzyskane wyniki znajdują 

potwierdzenie w danych literaturowych (Gandin i Fernandes, 2015; Cisnetti  

i wsp., 2013; Hickey i wsp., 2008; Meyer i wsp., 2013; Barnard i wsp., 2007). Należy jednak 

podkreślić, że cytotoksyczność metaloorganicznych pochodnych złota badanych  

w niniejszej pracy nie pozostawała w ścisłej korelacji z ich odziaływaniem na aktywność 

TrxR. Wysoka cytotoksyczność poszczególnych koniugatów, nie w każdym przypadku 

korespondowała z równie efektywnym hamowaniem aktywnosci TrxR. Zasadnym jest 

zatem przeprowadzenie kolejnych eksperymentów, które pozwolą lepiej poznać i ustalić 

molekularne mechanizmy aktywności analizowanych pochodnych w tym zakresie.  

Dostępne dane literaturowe wskazują, iż głównym celem molekularnej aktywności 

związków złota są mitochondria oraz TrxR. Dodatnio naładowane koniugaty złota zdolne są 

do efektywnej penetracji błon mitochondrialnych, które charakteryzują się ujemnym 

potencjałem m. Ponadto, wykazano, iż oddziaływanie opisywanych kompleksów 

metaloorganicznych zarówno na mitochondria, jak i na aktywność TrxR pociąga za sobą 

istotne konsekwencje. Obserwowano zaburzenia gospodarki redoks, wzrost ilości RFT, jak 

również dysfunkcje mitochondriów, przejawiającą się m.in. spadkiem potencjału 

transbłonowego (ΔΨm), które prowadzą do apoptozy (Holenya i wsp., 2014; Pratesi i wsp., 

2014). Podobne wyniki uzyskano w niniejszej pracy. 

Podsumowując, otrzymane w pracy wyniki potwierdziły atrakcyjne 

przeciwnowotworowe właściwości ferrocenylowych pochodnych. Analizy ich 

cytotoksycznych, antyproliferacyjnych, proapoptotycznych i genotoksycznych właściwości  

wskazują na duży potencjał analizowanych koniugatów jako nowej klasy potencjalnych 

chemioterapeutyków. Każda z badanych grup związków wykazywała właściwości 

cytotoksyczne względem komórek nowotworowych. Efektywność aktywności 

przeciwnowotworowej skorelowana była przede wszystkim z budową chemiczną danego 

związku. Najbardziej reaktywne okazały się ferrocenylowe kompleksy złota i pochodna 

DiRu-1 rutenu, natomiast najmniejszą aktywność wykazywały metaloorganiczne koniugaty 

flawonoidów. Analizowane związki wykazywały właściwości apoptogenne, indukując PCD 

komórek nowotworowych. Proces ten przebiegał głównie na szlaku wewnętrznym 
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(mitochondrialnym) przy udziale kaspaz. Pochodna rutenu natomiast indukowała apoptoze 

zarówno na szlaku mitochondrialnym jak i zewnętrznym. Silne, prooksydacyjne działanie 

ferrocenów, spowodowane obecnością Fe (II) wpływało znacząco na ich cytotoksyczność, 

gdyż preinkubacja komórek z antyoksydantami NACi α-Tocoferolem znacząco redukowała 

ich cytotoksyczność. Podobny efekt antyoksydantów zaobserwowano w komórkach MCF-

7 traktowanych pochodna rutenu. Stres oksydacyjny, indukowany przez badane pochodne 

metaloorganiczne prawdopodobnie był także odpowiedzialny za uszkodzenia DNA, których 

ilość ulegała obniżeniu po preinkubacji z antyoksydantami. Podobny efekt obserwowano po 

preinkubacji komórek z inhibitorem proteaz, co sugeruje, że znaczna częśc tych uszkodzeń 

może być spowodowana przez apoptotyczna fragmentację DNA. Zaburzenia struktury 

materiału genetycznego skorelowane było z hamowaniem cyklu podziałowego komórek 

nowotworowych. Wyniki te wskazują na cytostatyczny potencjał ferrocenylowych 

koniugatów. Spośród analizowanych w pracy pochodnych metaloorganicznych najbardziej 

obiecująca okazała się pochodną rutenu, która wykazywała wyższą cytotoksyczność od 

cisplatyny i szerokie spektrum aktywności molekularnej, prowadzącej do śmierci komórki 

nowotworowej zarówno na drodze apoptozy jak i katastrofy mitotycznej, procesy korzystne 

dla organizmu z uwagi na to, że nie powodują procesu zapalnego. Kompleks DiRu-1 

indukowała również autofagię, która jest bardzo istotna dla niszczenia komórek 

nowotworowych opornych na indukcje apoptozy. Uzyskane wyniki stanowią solidną bazę 

informacji, która uzupełnia i poszerza dotychczasowy stan wiedzy na temat molekularnych 

podstaw aktywności przeciwnowotworowej pochodnych metaloorganicznych. Zrozumienie 

molekularnych szlaków odpowiedzialnych za aktywność przeciwnowotworową 

metaloorganicznych kompleksów ferrocenów oraz wzajemnych relacji na poziomie 

struktura-aktywność (SAR) ma zasadnicze znaczenie dla dalszego rozwoju chemii 

biometaloorganicznej oraz doskonalenia syntezy nowych związków o jeszcze lepszych 

właściwościach przeciwnowotworowych. Należy podkreślić, że realizacja kluczowego celu, 

jakim jest opracowanie nowych metaloorganicznych pochodnych, które w przyszłości 

mogłyby funkcjonować jako leki przeciwnowotworowe wymaga ciągłej i wnikliwej 

wielopoziomowej analizy ich biologicznej aktywności w badaniach podstawowych in vitro, 

badaniach przedklinicznych in vivo oraz badaniach klinicznych. Zasadnym wydaje się więc 

przeprowadzenie kolejnych badań z zakresu wpływu opisywanej grupy związków na 

ekspresję genów zaangażowanych w proces apoptozy, przekaźnictwa 

wewnątrzkomórkowego czy kontroli podziałów. Z drugiej strony konieczne jest również 

poszukiwanie w syntezach chemicznych takich rozwiązań strukturalnych, które 

zapewniłyby wysoką selektywność działania i aktywność biologiczną, z zachowaniem 

niskiej cytotoksyczności względem komórek prawidłowych.  
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13. WNIOSKI 

Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki wykazały, że w ludzkich komórkach 

nowotworowych (MCF-7, MDA-MB-231, HepG2, CCRF-CEM, A549) badane 

pochodne metaloorganiczne: 

1. Charakteryzują się różnorodną aktywnością biologiczną, która uwarunkowana 

jest ich strukturą chemiczną, wykazując typowa zależność SAR.  

2. Wykazują działanie cytotoksyczne i cytostatyczne wobec komórek 

nowotworowych, a efektywność hamowania proliferacji komórek skorelowana 

jest z budową chemiczną związku oraz jego prooksydacyjnymi 

właściwościami. 

3. Indukują apoptotyczną oraz nekrotyczną śmierć komórki, PCD realizowana 

jest na szlaku mitochondrialnym przy udziale kaspaz -9 i -3. 

4. Powodują uszkodzenia materiału genetycznego, które skorelowane są  

z apoptotyczną fragmentacją DNA oraz zatrzymaniem cyklu komórkowego 

w punkcie kontrolnym G2/M.  

5. Hamują aktywność reduktazy tioredoksyny (TrxR), enzymu odgrywającego  

dużą rolę w regulacji proliferacji i migracji komórek oraz hamowaniu apoptozy 

na drodze regulacji procesów utleniania i redukcji wielu białek.   

6. Spośród przebadanych w pracy doktorskiej nowozaprojektowanych związków 

metaloorganicznych najwyższą aktywność przeciwnowotworową, 

porównywalną lub nawet większą niż stosowana klinicznie cisplatyna, 

wykazuje pochodna rutenu (IC50 w zakresie stężeń nanomolowych). Powoduje 

ona śmierć komórki nowotworowej na drodze apoptozy, wspomaganej przez 

katastrofę mitotyczna i autofagię. Są to procesy korzystne dla organizmu, gdyż 

mogą niszczyć komórki nowotworowe, oporne na indukcję apoptozy i w 

odróżnieniu od nekrozy nie powodują procesu zapalnego. 
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14. STRESZCZENIE 

W przedstawionej pracy doktorskiej pt. „Molekularne mechanizmy aktywności 

przeciwnowotworowej nowych pochodnych metaloorganicznych” poddano biologicznej 

analizie cztery zróżnicowane pod względem strukturalnym grupy metaloorganicznych 

pochodnych ferrocenów oraz jedną pochodną rutenu.  

Badano właściwości przeciwnowotworowe 17 związków: 

 pochodnych akryloiloferrocenów (związki 15 i 15Cl), 

 pochodnych azzaferrocenów (związki 12 i 12a),  

 flawonoidowych pochodnych ferrocenylowych (związki 4, 5, 6 i 7),  

 pochodnych ferrocenylowych, zawierających atom kobaltu (związki 7, 8, 9, 10 

i 11),  

 kompleksów alkilowych, zawierających pierścień chromonowy oraz atom złota 

(związki 4, 5 i 6),  

 pochodnej rutenu DiRu-1.   

Głównym celem badań, była ocena profilu aktywności przeciwnowotworowej 

nowosyntetyzowanych i niebadanych dotychczas pochodnych metaloorganicznych oraz 

wyselekcjonowanie najbardziej aktywnych związków. 

Szczegółowe badania, wykonane w warunkach in vitro, miały na celu:  

1) ocenę właściwości cytotoksycznych i cytostatycznych analizowanych pochodnych 

wobec wybranych linii ludzkich komórek nowotworowych 

2) określenie rodzaju uszkodzeń komórek, eksponowanych na działanie badanych 

związków (zmiany morfologii, błony komórkowej, jądra komórkowego, 

mitochondriów, chromatyny, DNA)  

3) poznanie głównych mechanizmów molekularnych, odpowiedzialnych za aktywność 

przeciwnowotworową badanych zwiąków.  

Analizowano cytotoksyczne, cytostatyczne, pro-oksydacyjne, pro-apoptotyczne 

i genotoksyczne właściwości najbardziej aktywnych związków, wyselekcjonowanych na 

podstawie testów cytotoksyczności. Dodatkowo oznaczano wpływ wybranych związków na 

aktywność reduktazy tioredoksyny. 

Badania wykonano na czterech adherentnych liniach komórek nowotworowych: 

estrogenozależnego gruczolakoraka piersi (MCF-7); potrójnie negatywnego gruczolakoraka 

piersi (MDA-MB-231); raka wątrobowokomórkowego (HepG2); niedrobnokomórkowego 

gluczorakoraka płuc (A549) oraz ostrej białaczki limfoblastycznej (CCRF-CEM).  

Wykazano, że badane pochodne metaloorganiczne: 

1. Charakteryzowały się różnorodną aktywnością biologiczną, zależną od ich struktury 

chemicznej wykazując typową zależność SAR.  

2. Wykazywały działanie cytotoksyczne i cytostatyczne wobec komórek 

nowotworowych, a ich efektywność hamowania proliferacji komórek 
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nowotworowych skorelowana była ze strukturą chemiczną i prooksydacyjnymi 

danego zwiazku. 

3. Indukowały apoptotyczną śmierć komórek nowotworowych, realizowaną na szlaku 

mitochondrialnym przy udziale kaspazy. 

4. Niektóre pochodne indukowały również nekrozę, katastrofę mitotyczną oraz 

autofagię.  

5. Powodowały uszkodzenia materiału genetycznego, które skorelowane były  

z zatrzymaniem cyklu podziałowego w punkcie kontrolnym G2/M.  

6. Hamowały aktywność reduktazy tioredoksyny (TrxR), odpowiedzialnej za 

homeostazę redoks i proliferacje komórek.  

Spośród analizowanych pochodnych metaloorganicznych najbardziej obiecująca 

okazała się pochodną rutenu (kompleks DiRu-1), która wykazywała wyższą 

cytotoksyczność od cisplatyny i szerokie spektrum aktywności molekularnej, prowadzącej 

do śmierci komórki nowotworowej zarówno na drodze apoptozy jak i katastrofy 

mitotycznej, procesy korzystne dla organizmu z uwagi na to, że nie powodują procesu 

zapalnego. Kompleks DiRu-1 indukował również autofagię, która jest bardzo istotna dla 

wyeliminowania komórek nowotworowych opornych na indukcje apoptozy. Uzyskane 

wyniki stanowią solidną bazę informacji, która uzupełnia i poszerza dotychczasowy stan 

wiedzy na temat molekularnych podstaw aktywności przeciwnowotworowej pochodnych 

metaloorganicznych. Badania te wymagają również równoległej, szczegółowej analizy 

toksyczności tych związków wobec komórek prawidłowych.  
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15. SUMMARY 

In the presented dissertation "Molecular mechanisms of anti-tumor activity of new 

organometallic derivatives" four structurally different groups of organometallic derivatives 

of ferrocenes and one ruthenium derivative were subjected to biological analysis.   

The anticancer properties of 17 different derivatives were investigated:   

 Acryloicferrocenes (compounds 15 and 15Cl), 

 Azaferrocenes (compounds 12, 12a), 

 Ferrocenylvinyl flavones (compounds 4, 5, 6 and 7), 

 Ferrocenyl and dicobalt hexacarbonyl chromones (compounds 4, 5, 6 and 7), 

 Gold(I)-Alkynyl Chromones(compounds 7, 8, 9, 10 and 11), 

 Ruthenium derivative (DiRU-1) derivative of ruthenium-1 diru. 

The main aim of investigations was to evaluate the profile of antitumor activity of 

newly synthesized and previously untested organometallic derivatives and to select the most 

active compounds  

Detailed studies in vitro, aimed at: 

1) assessment of the cytotoxic and cytostatic properties of examined derivatives 

against selected human cancer cell lines 

2) assessment of the type of cell damage after cell exposure to the investigated 

compounds (changes in cell morphology, cell plasma membrane, nucleus, mitochondria, 

chromatin, DNA) 

3) investigation of the major molecular mechanisms responsible for the antitumor 

activity of investigated compounds. 

Cytotoxic, cytostatic, pro-oxidative, pro-apoptotic and genotoxic properties of the 

most active compounds, selected on the basis of cytotoxicity assays were investigated. In 

addition, the effects of selected compounds on the activity of thioredoxin reductase were 

also evaluated. 

The study was performed on four adherent human cancer cell lines: estrogen-

dependent breast adenocarcinoma (MCF-7); triple negative breast adenocarcinoma (MDA-

MB-231); hepatocellular carcinoma HepG2; non-small lung adenocarcinoma (A549) and 

CCRF-CEM acute lymphoblastic leukemia. 

It has been shown that the organometallic derivatives tested: 

The results obtained in the study showed that investigated organometallic derivatives: 

1. were characterized by diverse biological activity, depending on their chemical 

structure. 

2. showed cytotoxic and cytostatic activities against investigated cancer cells, and 

their efficiency in inhibiting cell proliferation was correlated with the chemical structure of 

the compounds and their respective pro-oxidative properties. 

3. induced apoptotic cell death, realized on the mitochondrial pathway with the 

participation of caspases. 

4. Some derivatives also induced necrosis, mitotic catastrophe and autophagy. 
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5. It caused damage to genetic material which was correlated with the G2 / M arrest 

of the cell cycle 

inhibition of the cell cycle checkpoint in G2 / M phase. 

6. inhibited the activity of thioredoxin reductase (TrxR), responsible for redox 

homeostasis and cell proliferation. 

 

Obtained results provide a solid foundation for further, more detailed and 

comprehensive basic and preclinical research aimed at the potential use of the most active 

and promising derivatives with superior biological properties as a new effective 

chemotherapeutic agents for cancer treatment. These studies also require parallel, detailed 

analysis of toxicity toward normal cells. 
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