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linia komorkowa
adenocarcinoma)
artemizyna (ang. artemisin)

agaroza o niskim punkcie topnienia (ang. low melting point
agarose)

agaroza o normalnym punkcie topnienia (ang. normal melting
point agarose)

adenozynotrifosforan (ang. Adenosine triphosphate)

biatko proapoptotyczne nalezace do rodziny biatek Bcl-2 (ang.
Bcl-2 homologous antagonist killer)

biatko proapoptotyczne nalezace do rodziny biatek Bcl-2 (ang.
Bcl-2-associated X protein)

produkt protoonkogenu Bcl-2, wykryty w biataczkach i
chloniakach wywodzacych si¢ z limfocytéw B; rodzina biatek
Bcl-2 (ang. B-Cell Leukemia/lymphoma-2)
karbonylo-cyjano-m-chlorofenylohydrazon (ang.
cyanide m-chlorophenylhydrazone)

linia komérkowa ostrej biataczki limfoblastycznej (ang. acute
lymphoblastic leukaemia A)

cyklodekstryna (ang. cyclodextrin)

pierscien cyklopentadienylowe

chlorochina (ang. chloroquine)

dichlorowodorek 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu (ang. 4’6-
diamidino-2-phenylindole dihydrochloride)

sonda fluorescencyjna do pomiaru ptynnosci bton (ang. 11-
(Dansylamino) undecanoic acid,

dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (ang. 2',7'-dichloro-
dihydrofluorescein diacetate,

pochodna metaloorganiczna diruten-1 (ang. diruthenium-1)
medium wzrostowe (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium,
dimetylosulfotlenek (ang. dimethylsulfoxide)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyrybonuculeic acid)
kwas 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoesowy (ang. 5,5'-Dithiobis(2-
nitrobenzoic acid)

rak wysickowy Ehrlicha (ang. Ehrlich ascites tumor)

kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. Ethylenediamine-
tetraacetic acid)

receptor dla estrogenu (ang. Estrogen Receptor)

ferrocen

Zelazo (ang. iron)

ferrochina (ang. ferroquine)

gruczolakoraka ptuc (ang. lung

carbonyl
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p53
PBS

PCD

dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (ang. 2',7'-dichloro-
dihydro fluorescein diacetate)

zbuforowany roztwor Hanksa (ang. Hank’s Buffered Salt
Solution)

linia komérkowa nowotworu watrobowo-komorkowego (ang.
hepatocellular carcinoma)
ludzki  wirus niedoboru
Immunodeficiency Virus)
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)
stezenie zwiazku, powodujace spadek odsetka zywych
komoérek w hodowli in vitro o 50% w poréwnaniu z kontrola
tzw. miara cytotoksyczno$ci (ang. half maximal inhibitory
concentration)

stezenie zwiazku, powodujace spadek odsetka zywych
komorek w hodowli in vitro 0 90% w pordwnaniu z kontrola
tzw. miara cytotoksycznosci (ang. 90% of maximal inhibitory
concentration)

stezenie zwigzku, inhibujace proliferacj¢ komorek in vitro o
50% w porownaniu z kontrola tzw. miara cytostatycznosci
(ang. 50% of maximal inhibition of cell proliferation)

biatko wigzace insulino podobny czynnik wzrostu (ang.
Insulin-like Growth Factor-Binding Protein,

jodek 5, 57,6, 6’-tetrachloro-1,1°,3, 3’-tetraetylobenzimidazo-
karbocyjaniny (ang. 5, 5,6, 6’-tetrachloro - 1,1°, 3, 3-
tetraethylbenzimidazolcarbo- cyanine iodide)

linia komorkowa estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi
(ang. adenocarcinoma estrogen-responsive)

linia komorkowa potrojnie ujemnego gruczolakoraka piersi
(ang. triple negative brest adenocarcinoma)
minimalne stezenie hamujace (ang. minimal
concentration)

Bromek 3-(4,5-dimetylotriazo-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu
(ang. methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide)
N-acetylocysteina (ang. n-acetylcysteine)

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate,

biatko kodowane przez gen supresorowy TP53 (ang. tumor
protein p53)

zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (ang. Phosphate
Buffered Saline,

programowana $mier¢ komorki (ang. programmed cel death)

odporno$ci  (ang. Human

inhibitory
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SAR
SCGE
SERM
TMA-DPH
TNB
TNFa
Trolox
TrxR

WHO
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Z-FA-FMK

A¥Ym

jodek propidyny (ang. propidium iodide)

reaktywne formy tlenu

medium wzrostowe (ang. Roswell Park Memorial Institute
medium)

zalezno$¢ struktura-aktywno$¢ zwigzkow chemicznych (ang.
structure—activity relationship)

elektroforeza pojedynczej komorki (ang. single cell gel
electrophoresis)

selektywny modulator receptora estrogenowego (ang.
Selective estrogen receptor modulator)

sonda fluorescencyjna do pomiaru ptynnosci bton (ang. 1-(4-
Trimethylammoniumphenyl)-6-Phenyl-1,3,5-Hexatriene
p-Toluenesulfonate)

kwas tionitrobenzoesowy (ang. thio-nitro-benzoic-acid)
czynnik martwicy nowotworow (ang. tumor necrosis factor)
rozpuszczalna w wodzie pochodna witaminy E

reduktaza tioredoksyny (ang. thioredoxin reductase)
Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health
Organization)

witamina C (ang. vitamin C)

inhibitor proteaz cysteinowych (ang. benzyloxycarbonyl-
phenylalanyl-alanyl-fluoromethyl ketone),

transblonowy potencjal blony mitochondrialnej (ang.
transmembrane mitochondria potential)



WPROWADZENIE

Nowotwory, po chorobach uktadu krazenia stanowiag druga najczestsza przyczyng
zgondéw w krajach rozwinigtych na swiecie. Miano niechlubnego i niezwykle efektywnego
,»Zabojcy” nieodtgcznie przypisywane jest chorobom nowotworowym, pomimo niezwykle
duzej ilosci badan prowadzonych w zakresie onkoterapii oraz dynamicznego rozwoju
nowatorskich metod diagnostycznych i terapeutycznych. Liczba zgonéw z powodu
nowotworow wzrasta gtownie na skutek rosngcej tendencji starzenia si¢ spoteczenstw,
niskiej jakosci $srodowiska, zwigzanej z duzym jego zanieczyszczeniem, jak roéwniez
niezdrowego trybu zycia, wynikajacego m.in. ze zlej jakosci pokarmoéw dostarczanych
w codziennej diecie czy tez z duza ilodcig stresu i zwigzanych z nim zaburzeniami zdrowia
psychicznego (Jemal i wsp., 2011; Siegel i wsp., 2015).

Problematyka chordb nowotworowych zajmuje wiec istotne miejsce w codziennej
medycynie doswiadczalnej, jak i w wielu pracach naukowych (Anisomov i wsp., 2009;
Hajdu i wsp., 2011; Cancer Facts & Figures 2015). Liczne dane literaturowe oraz szeroko
dostepna wiedza w zakresie prewencji i diagnostyki chorob nowotworowych wskazuja, iz
gtownymi czynnikami ryzyka sa okre$lone czynniki $rodowiskowe oraz predyspozycje
genetyczne. Nowotwory okreslane sg jako choroby gendéw, gdyz bardzo czgsto powigzane
s3 z mutacjami genow kodujacych kluczowe dla zachowania homeostazy ustrojowej biatka.
Dysfunkcja gendéw prowadzi do zaburzen funkcjonowania niezwykle skomplikowanych
proceséw molekularnych, na skutego czego dochodzi do inicjacji procesu nowotworzenia.
Niezwykle istotng role¢ odgrywa rdwniez genetyczne dziedziczenie predyspozycji do
zachorowania na nowotwory. Zwigzane ono jest z mutacjami genetycznymi, np. zaburzenia
w funkcjonowaniu genow BRCA1 i BRCA2 koresponduja z wysokim ryzykiem
zachorowania na raka gruczotu sutkowego. Dietetycy oraz lekarze zwracaja uwage na
nowotwory uktadu pokarmowego (jelita grubego, zotadka czy watroby), ktore zwigzane sg
ze 7la jakoscig codziennej diety 1 niezdrowym trybem zycia, utozsamianym ze stresem,
paleniem papierosOw oraz naduzywaniem alkoholu. Istotnym czynnikiem zwigzanym
z ryzykiem rozwoju nowotworow jest rowniez wiek. Chociaz mozliwe jest, aby choroba
nowotworowa pojawila si¢ w dowolnym okresie Zycia, statystyki jednoznacznie wskazuja,
1z znaczna wigkszo$¢ pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem jest w wieku powyzej 65 lat.

W Polsce, jak réwniez w wielu innych krajach, wysoki odsetek zachorowalno$ci na
nowotwory zto§liwe polaczony jest z wysoka $miertelnoscig. Choroby nowotworowe
stanowig druga, po chorobach ukladu krazenia, przyczyne $miertelnosci, powodujac
w Polsce $rednio ok. 96 tys. zgonow (25% catkowitej $miertelnosci w Polsce). W ostatnich
raportach Swiatowej Organizacji Zdrowia prognozuje sie, ze calkowita liczba zachorowan
1 zgondw na nowotwory zlosliwe bedzie systematycznie rosng¢ zarowno wsrdd kobiet, jak
1 mezczyzn. Uwaza si¢, ze nowotwory w nadchodzacych latach, stang si¢ pierwsza
przyczyna $miertelnosci osob ponizej 65 roku zycia. Zwraca si¢ rowniez uwage na niskg
efektywno$¢ leczenia, ktora odzwierciedla wskaznik 5-letniego przezycia oraz na zbyt pdzna
wykrywalnos¢ w Polsce, ktory w poréwnaniu ze S$rednimi warto§ciami krajow Unii
Europejskiej jest nizszy o ok. 15%. Dane literaturowe z 2011 roku wskazuja, ze
wojewodztwo todzkie plasowato si¢ na jednym z pierwszych miejsc w Polsce, zarowno pod
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wzgledem wspodtczynnika zachorowan na nowotwory ztosliwe w przeliczeniu na 100 tys.
mieszkancow, jak 1 wspotczynnika zgonow.

W skali kraju, dla ptci meskiej najwigkszy odsetek zachorowalnosci na nowotwory
ztosliwe odnotowano dla raka ptuc (20%), raka gruczotu krokowego (14%) oraz raka jelita
grubego (12%). W dalszej kolejnosci wystepowaty nowotwory pecherza moczowego (7%)
1 zotadka (5%). U kobiet najczesciej stwierdzano nowotwor ztosliwy piersi (23%), jelita
grubego (10%), ptuca (9%). Zaréwno u mezczyzn, jak i kobiet najwiekszy odsetek zgonow
obserwowano w przypadku nowotworu ptuc, stanowigcy odpowiednio 30% i 15%
(Potrykowska i wsp., 2014; Obecny stan zwalczania nowotworéw w Polsce, 2014;
Jedrzejewski i wsp., 2015).

Mimo zauwazalnego postepu w leczeniau nowotworow oraz wprowadzania do klinik
nowych  chemioterapeutykéw,  wspotczesna  medycyna  ciggle boryka — si¢
z problemem w peini skutecznej chemioterapii. Istnieje wiec silna potrzeba lepszego
wykorzystania posiadanej wiedzy w zakresie opracowania i syntezy nowych, potencjalnych
chemioterapeutykow, ktore charakteryzowa¢ si¢ beda odpowiednig skuteczno$cig oraz
selektywnoscig 1 specyficzno$cig dziatania na komorki nowotworowe.

Problemy duzej cytotoksycznos$ci ogélnoustrojowej stosowanych dotychczas lekow
przeciwnowotworowych oraz rozwdj opornosci wielolekowej przez komoérki rakowe
stanowig niezwykle istotne czynniki limitujace pelne wykorzystanie dostepnej
chemioterapii. W rezultacie pacjenci czgsto otrzymuja zbyt niskie dawki
chemioterapeutyku, aby uzyska¢ pozadang odpowiedz komoérek nowotworowych na jego
dziatanie (Okon i Zou, 2015; Holohan i wsp., 2013).

Konieczno$¢ poszukiwania nowych zwigzkow 0 efektywnym
przeciwnowotworowym dziataniu 1 wysokiej selektywnos$ci wzgledem komorek rakowych
oraz niskiej toksycznosci wobec komoérek prawidtowych, sprzyja testowaniu wielu
réznorodnych chemicznie 1 strukturalnie zwigzkéw. W ostatnim czasie znacznie wzrosto
zainteresowanie zwigzkami metaloorganicznymi jako potencjalnymi farmaceutykami, ktore
z powodzeniem moglyby znalez¢ zastosowanie zard6wno w diagnostyce jak
I w chemioterapii, a nowatorska dziedzina nauki zajmujaca si¢ tymi zwigzkami, jaka jest
chemia biometaloorganiczna, staje si¢ atrakcyjng gat¢zia medycyny (Rafique i wsp., 2010;
Gasser i Metzler-Nolte, 2012; Gasser i wsp., 2011; Fouda i wsp., 2007). Bez watpienia,
punktem zwrotnym dla rozwoju badan nad metaloorganicznymi kompleksami byto odkrycie
cisplatyny w XX wieku, ktora stosowana jest w leczeniu szeregu typéw nowotwordéw — ptuc,
jajnika, szyi czy glowy (Galluzzi 1 wsp., 2012). Jej efektywna, biologiczna aktywnos$¢
przeciwnowotworowa polaczona jest niestety z wysoka cytotoksycznos$cig ogodlnoustrojowa,
objawiajgcg si¢ przede wszystkim mielosupresjg oraz nefro- i hepatotoksycznos$cig, co
stanowi powazny czynnik limitujacy szerokie stosowania tego leku (Yang i wsp., 2014; Zhu
I wsp., 2015).

Ciagle nierozwigzany problem niskiej specyficznosci dzialania cisplatyny, oraz jej
pochodnych, stat si¢ silnym impulsem dla zwiekszenia ilo$ci 1 zakresu badan nad nowymi
metaloorganicznymi pochodnymi o atrakcyjnych wtasciwosciach przeciwnowotworowych
oraz wzglednie niskiej toksycznosci ogolnoustrojowej. Liczne publikacje, pojawiajace si¢
w ostatnich latach, wskazuja, ze synteza nowych komplekséw metaloorganicznych,
wykazujacych roéznorodne molekularne mechanizmy aktywnos$ci przeciwnowotworowej
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(i nie tylko) jest mozliwa do przeprowadzenia, a jej efekty wydaja si¢ mocno obiecujace (Ott
I Gust, 2007; Ornelas, 2011; Braga i Silva, 2013).

Wiele réznorodnych zwigzkéw metaloorganicznych zostato zbadanych pod katem
aktywno$ci  przeciwnowotworowych  oraz  potencjalnego  zastosowania, jako
chemioterapeutykéw, dotychczas jednak tylko niewielka ich cze$¢ trafita do badan
klinicznych. Warto jednak wspomnie¢, iz w niedalekiej przyszlo$ci badania te moga
przyczynic¢ si¢ do pojawienia nowych lekoéw, stosowanych z powodzeniem w nowoczesnej
chemioterapii. Duze nadzieje poktada si¢ w zwigzkach metaloorganicznych zawierajacych
w swej strukturze ruten, ztoto oraz gal (Abu-Surrah i Kettunen, 2006; Jungwirth i wsp.,
2011).

Poszukiwanie nowych zwigzkéw o szerokiej aktywno$ci przeciwnowotworowej,
przy jednocze$nie niskiej cytotoksycznosci wzgledem komorek prawidlowych pozostaje
ciggle najwickszym priorytetem i wyzwaniem w obszarze walki z howotworami. Mimo
dynamicznie rozwijajacej si¢ chemii biometaloorganicznej, licznych syntez nowych
zwigzkow, w dostepnym pismiennictwie naukowym ciggle niewiele jest informacji na temat
molekularnych mechanizméw ich biologicznej aktywnos$ci. Zagadnienie to stalo sig
przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej, ktorej gtownym celem badawczym, byla analiza
wilasciwosci przeciwnowotworowych nowych pochodnych metaloorganicznych, okreslanych
jako kompleksy kanapkowe — ferrocenéw oraz ich pochodnych. W badaniach skupiono si¢
gléwnie na wlasciwosciach cytotoksycznych, cytostatycznych, apoptogennych,
prooksydacyjnych i genotoksycznych tych zwigzkow.
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|. CZESC TEORETYCZNA



1. Historia odkrycia ferrocenow

Czy nie jest ironig fakt, ze ten sam pierwiastek chemiczny jest jednocze$nie
wykorzystywany jako gtéwny sktadnik i materiat budulcowy sprzgtu militarnego oraz jako
substancja o atrakcyjnych wlasciwosciach biologicznych, realizowanych na wielu
ptaszczyznach aktywnos$ci molekularnej? Taki dualizm funkcjonalny charakterystyczny jest
dla czasteczki di(n®-cyklopentadienyl) zelaza (II), okreslanej zwyczajowo, jako ferrocen.
Pomimo, iz od odkrycia struktury ferrocenu mingto ponad pét wieku (65 lat) cieszy si¢ on
wcigz duzg popularnoscia wsrod naukowcéw — zarOwno inzynierdw, jak
i biologow, a jego atrakcyjno$¢ koreluje m.in. z niezwyklymi wlasciwosciami chemicznymi
oraz nietypowa strukturg elektronowg. Odkrycie struktury ferrocenu okazato si¢ krokiem
kluczowym dla rozwoju chemii i spowodowalo powstanie nowej dziedziny nauki okreslane;j
jako chemia metaloorganiczna, ktorej przedmiotem badan stanowig zwigzki metali.
W literaturze naukowej substancje o takiej strukturze okreslane s3 jako zwigzki
sandwiczowe (kanapkowe) lub inaczej — metaloceny. Dla uporzadkowania nomenklatury
warto zaznaczy¢, iz terminy te stosowane sg nie tylko dla pochodnych ferrocenylowych ale
i dla wszystkich zwigzkéw metaloorganicznych (Astruc 2007; Ornelas, 2011; Neuse, 2005).

Ferrocen [di(n°-cyklopentadienyl) zelaza (II)] zostat odkryty w roku 1951 przez dwa
niezalezne zespoty badawcze (Kealy i Pauso, 1951; Miller i wsp., 1952). Wynalezienie
zwigzku — jak to czesto ma miejsce w nauce — byto dzietem mocno przypadkowym. Kealy
i Pauson probowali otrzymaé aromatyczne zwiagzki okres$lane, jako fulwaleny. Jedng
z kluczowych reakcji na szlaku ich syntezy jest oksydacyjne przeksztatcenie aromatycznego
pierscienia cyklopentadienylowego do rodnika CsHs'. W wyniku reakcji CsHs™ z FeCls
otrzymano ferrocen. W tym samym okresie, w laboratorium profesora S. Millera otrzymano
czasteczke ferrocenu w wyniku reakcji, prowadzacych do uzyskania amin z nasyconych
I nienasyconych weglowodorow oraz azotu. Otrzymanie metaloorganicznej czgsteczki
zelaza bylo dla naukowcdw obu zespotoéw duzym zaskoczeniem.

Mimo uzyskania krysztaléw ferrocenow 1 znajomosci reakcji jego syntezy, duzym
problemem okazato si¢ odkrycie prawidlowej struktury czgsteczki. Zarowno Kealy
i Pauson (1951) jak i Miller wsp. (1952) nie potrafili okresli¢ budowy przestrzenne;j
ferrocenu. W 1952 roku Wilkinson i wsp. (1952) w swoich rozwazaniach na tamach Journal
of the American Chemical Society zaproponowali uktad chemiczny, wystepujacy pomiedzy
atomem zelaza oraz dwoma pierScieniami cyklopentadienylowymi (Rys. 1).
W dalszych badaniach, przy zastosowaniu krystalografii rentgenowskiej, udato si¢ okresli¢
charakterystyczne rownolegle utozenie pigciowgglowych pierscieni aromatycznych, ktére
otaczajg centralnie potozony atom zelaza. Ostatecznie, w 1973 roku, Fischer 1 Wilkinson
zostali uhonorowani nagroda Nobla w dziedzinie chemii za swoje pionierskie badania nad
metalocenami. Ich prace doswiadczalne, zwigzane ze zwigzkami metaloorganicznymi,
zrewolucjonizowaly podejscie naukowe zaré6wno do chemii metaloorganicznej, jak
I chemii nieorganicznej. (Werner, 2015).

14



Rysunek 1. Struktura przestrzenna ferrocenu zaproponowany przez Wilkinson’a, i wsp. (1952).
Konformacja D5d (I) oraz D5h (I1).

Od chwili odkrycia ferrocenéow 1 pierwszych publikacji poswieconych tematyce
metalocenoéw, zainteresowanie ferrocenylowymi koniugatami stale ro$nie ze wzglgdu na
interesujace i obiecujace wiasciwosci chemiczne, fizyczne i biologiczne. Zwiazki zelaza
znajduja coraz wigksze zastosowanie w chemii przemystowej, materialowe]
1 medycznej. Z roku na rok pojawia si¢ coraz wigksza liczba publikacji na temat ferrocenow,
ich wilasciwosci, zastosowania oraz potencjalnych molekularnych mechanizmoéow ich
aktywnosci biologicznej (Rys. 2).
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Rysunek 2. Liczba publikacji, dotyczaca zelaza i pochodnych ferrocenylowych w latach 2000-2015
(Wani i wsp., 2016; zmodyfikowano).

2. Struktura chemiczna i wlasciwosci ferrocenu

Jak wspomniano wcze$niej, burzliwy i dynamiczny rozwoj chemii metaloorganicznej
przypada na poczatek drugiej potowy XX wieku, kiedy to udato si¢
w syntezach chemicznych otrzymac¢ ferrocen oraz opisa¢ jego strukture chemiczng.
Odkrycie tej czasteczki okazato si¢ milowym krokiem dla rozwoju chemii, a sam ferrocen

15



uwazany jest za gldownego przedstawiciela calej, ztozonej grupy metalocendow. Aby wigc
omowi¢ budowe strukturalng ferrocenéw warto przyblizy¢ nieco definicje metalocendéw. Sg
to metaloorganiczne substancje,, nalezace do zwigzkow koordynacyjnych, ktore w swej
strukturze zawierajg centralnie utozony atom metalu, potagczony wigzaniami n z kazdym
atomem wegla dwoch pierscieni cyklopentadienylowych (Cp). Charakterystyczne,
rownolegte utozenie w przestrzeni wspomnianych dwoéch pigciowegglowych pierscieni oraz
znajdujacego si¢ pomie¢dzy nimi atomu metalu przejSciowego nadajg calosci czasteczki
strukture symetryczna, ktora okreslana jest rowniez jako kanapkowa (ang. sandwich) [MCpa].

Ferrocen moze wystgpowa¢ w dwoch izoenergetycznych konformacjach:
naprzeciwlegla (symetria Dsp) oraz naprzemianlegla (symetria Dsq), ktorych wystepowanie
skorelowane jest ze stanem skupienia metaloorganicznej czasteczki. W stanie statym,
ferrocen przyjmuje konformacje¢ Dsq, natomiast w gazowym Dsp (RYs. 3).

Podstawnik  ferrocenylowy  zbudowany jest z  dwoch  pierscieni
cyklopentadienylowych, stanowigcych 5 weglowe ligandy dla potozonego centralnie atomu
zelaza, znajdujacego si¢ na +2 stopniu utlenienia. Wszystkie atomy wegla oddalone sg o taka
samg odleglo$¢ od atomu zelaza. Aby szczegétowo omowic strukture przestrzenng ferrocenu
nalezy odnie$¢ si¢ do schematu potilosciowego diagramu orbitali molekularnych tej
czasteczki (Ryc. 3).

ey

ey — =—4p
4s
B1g —— == 3d

e‘gi e1u /
u ﬁ
845,35, 9

(Cp), Fe(CsHs). Fe
Rysunek 3. Potilosciowy diagram orbitali molekularnych ferrocenu w konformacji D5d (Neuse, 2005).

Na diagramie po lewej stronie przedstawiono stany energetyczne dla pary wolnych
pierscieni cyklapentadienylowych, a po prawej — stany energetyczne dla centralnie
umieszonego atomu zelaza (wystgpujacego rowniez w stanie wolnym). Posrodku
umieszczone zostaly natomiast stany energetyczne dla czasteczki ferrocenu. Z analizy
przedstawionego wyzej schematu wynika, iz:

a) wszystkie elektrony walencyjne sg sparowane, dlatego ferrocen przejawia wlasciwosci
diamagnetyczne,
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b) ze wszystkich 18 elektronéw dostepnych dla utworzenia wigzania chemicznego, 12
znajduje si¢ w silnych orbitalach wigzacych. Sa to elektrony na orbitalach ey, €1g, azu
I a1g. Pozostate 6 elektrondw umieszczone sg na orbitalach niewigzacych a’lg oraz e2g.
Jest to szczegodlnie wazne, gdyz wlasnie te elektrony znajduja si¢ na orbitalach
wysokoenergetycznych 1 determinujg wiasciwosci redoks czasteczki oraz szereg innych
cech chemicznych. Ponadto, elektrony mogg z tatwoscig zosta¢ usuni¢te z tych orbitali,
co prowadzi do powstania roznego rodzaju kationdéw ferrocenylowych,

C) gestos¢ elektronowa lokalizuje si¢ przede wszystkim w obrgbie centralnie potozonego
atomu zelaza, dlatego tez caty zwigzek w $rodowisku kwasowym ulega protonacji.
Niespotykana konfiguracja niesie za sobg jednoczesnie konsekwencje samorzutnego
przesunigcia protonacji w stron¢ pierscienia cyklapentadienylowego. To stosunkowo
nietrwate chemiczne potaczenie protondw z pierScieniem, przyjmujacym tadunek
dodatni, jest tatwo eliminowane, prowadzac do zniszczenia kompleksu w obecnosci
silnych kwasow, co z kolei, jest niezwykle istotne z punktu widzenia potencjalnych
eksperymentdéw prowadzonych z wykorzystaniem ferrocenylowych pochodnych (Rys. 4),

d) réznice w stanach energetycznych orbitali a; oraz e; pierScieni oraz atomu zelaza,
generuja tadunek elektronowy ktdry przenoszony jest na pierscienie. Przektada si¢ to na
obserwowalne zaggszczenie elektrondw 7 i nadaje aromatyczny charakter pierscieniom
Cp, utatwiajac tym samym reakcje¢ elektrofilowej substytucji katalizowang kwasami
Lewisa (reakcja Friedla-Craftsa). Niezwykle istotng konsekwencja, wynikajaca
Z pojawienia si¢ struktury aromatycznej, jest m.in. wysoka trwatos$¢ ferrocenu.

A
- ~_ -’

Rysunek 4. Protonacja ferrocenu (Neuse, 2005).

Sama czasteczka ferrocenu nie jest toksyczna dla orgaznimu. W przeprowadzonych
do$wiadczeniach, przez okres 3-6 miesigcy podawano zwierzgtom rozne dawki ferrocenu
1 wykazano, iz nie powoduje on istotnych zaburzen funkcjonowania organizmu,
toksycznos$ci ogolnoustrojowej ani §mierci. Obserwowano jedynie znaczne zwigkszenie
stezenia zelaza we krwi, ktore ulegato redukcji po odstawieniu zwigzku. Usuwanie ferrocenu
z organizmu, jak w przypadku wigkszosci ksenobiotykdéw, odbywa si¢ w watrobie przy
udziale sprawnie funkcjonujacego enzymatycznego uktadu detoksykacji (Gasser i wsp.,
2011).

Wysoka stabilno$¢ ferrocendw w S$rodowisku wodnym, niska toksycznos¢
ogolnoustrojowa, charakterystyczne wilasciwosci fizyko-chemiczne, ktore warunkuja
funkcjonowanie catej czasteczki oraz niezwykle duzy potencjat modyfikacji chemicznych,
wynikajacy z tatwosci syntez nowych pochodnych, sprawiaja, ze ferroceny stanowig
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niezwykle atrakcyjng grupe zwiazkow dla wielu naukowcow. Chociaz sama czasteczka
ferrocenu nie wykazuje aktywnosci biologicznej oraz jest nierozpuszczalna w wodzie, jego
odpowiednio zaprojektowane koniugaty wykazuja szereg interesujacych aktywnosci
biologicznych, ktére badane sg w wielu obszarach nauki.

Jedng z wazniejszych wiasciwos$ci ferrocenylowych pochodnych jest ich potencjalna
aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Obecnie syntetyzowanych jest coraz wigce]
ferrocenylowych koniugatow, a do czasteczki metaloorganicznej przylaczane sg zarowno
dostepne komercyjnie leki, jak i substancje pochodzenia naturalnego lub syntetycznego.
Liczba powstajacych zwiazkow i prowadzonych badan wcigz jednak nie jest adekwatna
1 skorelowana z poziomem wiedzy na temat komorkowych mechanizmoéow aktywnosci tych
zwiagzkow. Uwaza sig, ze ich cytotoksycznos¢ i aktywno$¢ przeciwnowotworowa wynikaé
moga przede wszystkim z niezwykle interesujacych wilasciwosci redoks czasteczki
ferrocenylowej i jej zdolnosci generowania wysoce reaktywnego rodnika hydroksylowego
"OH. Nie jest to jednak jedyny szlak molekularnych aktywnosci tych zwigzkow (Mojzisova
i wsp., 2014; Braga i Silva, 2013).

3. Wlasciwosci biologiczne ferrocenylowych pochodnych i ich zastosowanie

Bazujac na przelomowych odkryciach z zakresu chemii metaloorganicznej (synteza
i prawidlowe opisanie struktury ferrocenu) oraz opierajac si¢ na wspolczesnej wiedzy
i nowatorskich technikach laboratoryjno-przemystowych, zelazo, wchodzace w sktad licznie
syntetyzowanych pochodnych ferrocenylowych i determinujace ich wlasciwosci
biologiczne, chemiczne oraz fizyczne znajduje dzi§ szerokie zastosowanie
w réznorodnych dziedzinach nauki. Pierwiastek ten po raz kolejny zostal uznany przez
naukowcow za istotne centrum rozwoju spoteczenstwa. Wiele pochodnych ferrocenylowych
stosowanych jest dzi§ z powodzeniem w elektrochemii, jako biosensory, sktadniki paliw
1 nawozow, elektroczynne materiaty (polprzewodniki) oraz sktadniki budulcowe
materialow, wykorzystywanych w przemysle lotniczym (Neuse, 2005; Ornelas, 2011;
Hildebrandt i wsp., 2016; MojziSova i wsp., 2014).

Odkrycie cytotoksycznych wiasciwosci kationu ferrocenylowego spowodowato
znaczny wzrost zainteresowania wielu osrodkéw naukowych potencjalnym zastosowaniem
ferrocenow w terapii przeciwnowotworowej oraz innych choréb. Niezwykle atrakcyjne
wilasciwosci  redoks opisywanych czasteczek, tatwo$¢ modyfikacji chemicznych
1 projektowania zwiazkéw o okreSlonych wlasciwosciach biologicznych, jak réwniez
wysoka stabilno§¢ w $rodowisku wodnym, przyczynily si¢ do powstania szeregu
roznorodnych pochodnych metaloorganicznych, zawierajacych w swej strukturze
ferrocenylowy podstawnik oraz do ich testowania w badaniach biologicznych
1 medycznych. Znaczna czg$¢ badan nad ferrocenami poswigcona jest poszukiwaniom
pochodnej metaloorganicznej o efektywnym dzialaniu przeciwnowotworowym
I niskiej toksyczno$ci ogodlnoustrojowej. Powstaja liczne pochodne ferrocenylowe
dostepnych juz chemioterapeutykéw (np. Ferrocifen), zwiazkoéw wystepujacych naturalnie,
ktore przejawiaja aktywno$¢ przeciwnowotworowa (np. flawonoidy) lub zloZonych
konigatéw np. dendrymerdéw. Nie jest to jedyny obszar medycyny, w jakim poktada si¢ duze
nadzieje z funkcjonowaniem ferrocenow. Dostepna literatura naukowa wskazuje na
obiecujace wyniki w zakresie aktywnosci in vitro i in vivo pochodnych ferrocenylowych
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przeciwko szeregu choréb bakteryjnych, grzybiczych, a przede wszystkim przeciwko
pasozytow zarodzca malarii (Wani i wsp., 2015; Salas i wsp., 2013; Held i wsp., 2015; Biot
i wsp., 2011; Braga i wsp., 2013; Ornelas, 2011). Dlatego tez ferrocenylowe zwiazki zelaza
coraz czesciej rozpatrywane sg jako nowa grupa potencjalnych zwigzkow terapeutycznych,
mogacych odegra¢ duza role w rozwoju wspodlczesnej medycyny. Znaczny wzrost
zainteresowania $wiata nauki potencjalnym zastosowaniem ferrocenow w medycynie
okreslany jest okresem nowej epoki zelaza (Braga i Silva, 2013).

Ze wzgledu na znaczne ilo$ci syntetyzowanych pochodnych ferrocenylowych oraz
ich réznorodne efekty biologiczne, w czgéci teoretycznej niniejszej rozprawy doktorskiej
opisano jedynie grupy metaloorganicznych koniugatow zelaza, charakteryzujacych sie
najefektywniejszymi wlasciwos$ciami przecinowotworowymi oraz najbardziej obiecujacymi
wlasciwos$ciami biologicznymi. Dodatkowym aspektem poruszanym w pracy jest
aktywnos¢ anty-malaryczna oraz anty-bakteryjna pochodnych ferrocenylowych.

4. Ferrocenylowe pochodne jako czynniki cytotoksyczne

Do powyzszej grupy pochodnych ferrocenylowych nalezg zaréwno proste koniugaty
metaloorganiczne, w przypadku ktorych do podstawnika ferrocenylowego dotaczana jest
strukturalnie nieskomplikowana czasteczka zwigzku o wlasciwosciach cytotoksycznych, jak
rowniez ztozone chemicznie zwigzki, bedace potaczeniem ferrocenu i chemioterapeutyku.
W pierwszym przypadku, oczekuje sig, iz dolaczenie ferrocenu do okreslonej struktury
chemicznej bedzie wzmagaé jej dzialanie cytotoksyczne. Celem polaczenia
metaloorganicznej czasteczki z dostepnymi lekami, jest nasladowanie funkcjonowania
biologicznego organicznego leku macierzystego, ktore zostanie udoskonalone poprzez
wlasciwo$ci fragmentu metaloorganicznego np. wilasciwosci redoks metalocenu (Braga
i Silva, 2013; Wani i wsp., 2015; Babin i wsp., 2014).

Badania nad wtasciwosciami cytotoksycznymi pochodnych ferrocenylowych zostaty
rozpoczete wraz z odkryciem aktywnos$ci przeciwnowotworowej innych metalocenow
0 wzorze ogbélnym Cp:MCl> (gdzie M=Ti, V, Nb, Mo). Pierwsze do$wiadczenia,
przeprowadzone w 1984 roku przez Kopf-Maier i wsp. (1984), dotyczyty trzech pochodnych
soli ferrocenylowych, zawierajacych w swej strukturze rézne aniony, przylaczone do wegli
pierscieni Cp. Badania prowadzone byly na myszach z rakiem wysigkowym Ehrlicha (ang.
Ehrlich ascites tumor; EAT). Wykazano, iz niezmodyfikowana chemicznie czasteczka
ferrocenu nie przejawia aktywnosci antyproliferacyjnej wzgledem komorek
nowotworowych. Zastosowanie pochodnych soli ferrocenylowych powodowato natomiast
zahamowanie proliferacji komoérek nowotworowych i przezycie 83% chorych zwierzat,
ktorych dtugosé zycia wzrosta az 0 380% w poroéwnaniu z myszami, ktore nie otrzymywaty
tych zwiazkéw. W pdzniejszych eksperymentach, Popova 1 wsp. (1993) wykazali
w warunkach in vivo, iz aktywnos¢ przeciwnowotworowa pochodnych soli ferrocenylowych
jest Scisle skorelowana z rodzajem anionu, przylaczonego do piericienia Cp oraz rodzajem
nowotworu, na ktorym testowano zwigzek. Wyniki prac, majacych na celu zbadanie
molekularnych mechanizméw aktywnosci opisanych wyzej pochodnych ferrocenylowych,
wykazaly, iz kluczowe dla aktywno$ci biologicznej tych zwigzkow jest generowanie
reaktywnych form tlenu, gldéwnie rodnika hydroksylowego, powstajacego w reakcji Fentona.
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Konsekwencja powstawania RFT w komorkach nowotworowych, eksponowanych na
dziatanie pochodnych soli ferrocenylowych, byty uszkodzenia DNA (Ossela i wsp., 2000).
Jedng z gléwnych strategii stosowang przez naukowcoOw w syntezie nowych
pochodnych ferrocenylowych jest takie zaprojektowanie koniugatow, ktore pozwoli nowe;j
czasteczce naby¢ wigksza aktywnos¢ biologiczng niz poszczegolne jej sktadniki lub nowe
mechanizmy funkcjonowania. Pionierskie badania, przeprowadzone w tym zakresie,
dotyczag ferrocenylowych pochodnych, przejawiajacych zdolnosci interkalacji do DNA.
W zalezno$ci od rodzaju grupy funkcyjnej, przytaczonej do wegla pierScienia Cp,
metaloorganiczne koniugaty charakteryzowaly si¢ rdzng cytotoksycznoscig. Najbardziej
efektywne okazaly si¢ pochodne ferrocenylowe, zawierajace przy weglu C6
2-metoksyakrydyne. Wyliczone stezenie ICso dla wspomnianego zwiazku wynosito
2 umol/L dla trzech linii komoérek nowotworowych — CoLo 205 (rak jelita grubego), HelLa
i KB (rak nabtonkowy szyjki macicy) oraz 4,5 umol/L dla HepG2 (rak watroby) (Ong
i wsp., 1992). Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, iz, wysoka cytotoksyczna
aktywno$¢ metaloorganicznych pochodnych wynikata z potaczenia cytotoksycznych
wiasciwosci podstawnika ferrocenylowego oraz zdolnosci akrydyny do interkalacji do DNA.

4.1.  Ferrocenylowe pochodne organicznych chemioterapeutykow

Kluczowsq strategia dla otrzymania nowych, aktywnych biologicznie farmaceutykéw
o zwickszonej efektywnosci biologicznej, jest modyfikacja organicznego, komercyjnie
stosowanego leku, ktorego funkcja, mechanizm dziatania 1 struktura s3 dobrze poznane.
Cze$¢ takiej czasteczki zastgpowana jest na drodze syntez chemicznych fragmentem
metaloorganicznym, w celu uzyskania bioaktywnego koniugatu metaloorganicznego.
Zastosowanie ferrocendéw pozwolito na uzyskanie wielu obiecujacych, potencjalnych
chemioterapeutykow. Najbardziej znanym przyktadem wciagz pozostaje jednak Ferrocifen,
z ktorym wigzane sa duze nadzieje w zakresie leczenia nowotwordéw piersi. Otrzymany
w wyniku substytucji fenylowego pierscienia tamoxifenu czasteczka ferrocenu zwigzek
metaloorganiczny, charakteryzuje si¢ wigkszg skutecznoscig przeciwnowotworowej
aktywnos$ci w pordwnaniu z czasteczkg macierzystg.

W 1996 roku Jaouen i wsp. (Top 1 wsp., 1996), potaczyli po raz pierwszy czasteczke
ferrocenu z aktywnym biologicznie chemioterapeutykiem, stosowanym w leczeniu
nowotworéw piersi — tamoksifenem, nalezacym do selektywnych modulatorow receptora
estrogenowego (ang. Selective Estrogen Receptor Modulator; SERM). Spodziewano sig, iz
otrzymany w wyniku takiej chemicznej substytucji koniugat bedzie przejawiat nowe cechy
terapeutyczne, jak np. efektywniejsze hamowanie proliferacji komodrek nowotworowych
raka piersi. Zgodnie z przyjeta hipoteza, zakladano, iz metaloorganiczna pochodna
funkcjonowac bedzie na zasadzie fuzji aktywnosci biologicznej obu elementéw sktadowych
— przeciwnowotworowych wlasciwos$ci organicznego chemioterapeutyku oraz aromatycznej
struktury ferrocenu, przyczyniajacej si¢ do lokalizowania si¢ jego czasteczki w obrebie
receptora estrogenowego, a w konsekwencji oddziatywania na DNA (Top i wsp., 1996; Top
I wsp., 2003).

Badania, przeprowadzone na liniach komoérkowych wywodzacych —sie
z estrogenozaleznego (MCF-7) oraz estrogenoniezaleznego (MDA-MB-231) raka piersi
wykazaty, iz ferrocifen charakteryzuje si¢ niezwykle efektywnym antyproliferacyjnym
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dziataniem. W przypadku linii MCF-7 jego aktywnos¢ cytotoksyczna zblizona byta do
niezmodyfikowanej czasteczki hydroksytamoksifenu. Uwaza si¢, ze mechanizm dziatania
metaloorganicznego  koniugatu  jest analogiczny do komercyjnie  dost¢pnego
chemioterapeutyku i realizowany poprzez oddzialywanie zwigzku z receptorem
estrogenowym (ERa), obecnym na komoérkach MCF-7, co w konsekwencji prowadzi do
zahamowania transkrypcji DNA, zaleznej od dziatania estrogenow w tkance nowotworowe;.
Niezwykle istotne wyniki uzyskano natomiast dla linii MDA-MB-231, ktéra pozostaje
catkowicie niewrazliwa na dzialanie niezmodyfikowanej czasteczki tamoksifenu na skutek
braku receptorow estrogenowych. W przypadku zastosowania ferrocenylowej pochodnej
ferrocifenu, obserwowano znaczny spadek przezywalnosci komoérek nowotworowych tej
linii, a wyliczone stezenie ICso wynosito 0,5 pmol/L, co wskazuje na wysoka
przeciwnowotworowa aktywnos$¢ tej pochodnej wobec komoérek niewrazliwych na
estrogeny. Uwaza si¢, ze u podstaw dziatania metaloorganicznej pochodnej znajduja si¢
nowe mechanizmy molekularnych szlakéw aktywno$ci za ktéore odpowiada czegsé
ferrocenylowa (Hillard i wsp., 2005; Vessieres i wsp., 2010). Przeprowadzone w 2014 roku
(Lu i wsp., 2014) badania wykazaty, iz antyproliferacyjna aktywnos$¢ ferrocifenu
skorelowana jest ze zwigkszong produkcjg RFT w komoérkach nowotworowych. Z drugiej
strony, udowodniono jednak, ze taka aktywno$¢ opisywanego koniugatu
metaloorganicznego moze by¢ realizowana bez udzialu RFT, jak mialo to miejsce
w przypadku komorek czerniaka, ktorych proliferacja réwniez ulegata zahamowaniu po
ekspozycji na ferrocifen (Michard i wsp., 2008). Uzyskane wyniki wskazuja na szerokie
spektrum mozliwych drég molekularnych mechanizméw dzialania czasteczki
metaloorganicznej, ktore wcigz pozostajg niezbadane. Zbior informacji z zakresu mozliwych
szlakéw biologicznej aktywno$ci ferrocifenu oraz wptywu struktury zwiazku na
efektywnos$¢ funkcjonowania czgsteczki w komorkach nowotworowych (SAR) dostarcza
artykut przegladowy profesora Gerarda Jaouen’a (Jaouen i wsp., 2015).

Niewatpliwy sukces koniugatu ferrocenu z tamoksifenem spowodowat wzrost
zainteresowania naukowcow tym obszarem nauki, co przelozylo si¢ na poszukiwania
1 syntezy nowych metaloorganicznych pochodnych dostepnych lekow organicznych.
Kolejnym zwiazkiem, nalezacym do grupy SERM, ktory zostal polaczony
z podstawnikiem ferrocenylowym jest Raloksyfen. Fereira i wsp. (2009) dokonali syntezy
szeregu pochodnych Raloksyfenu, zast¢pujac jeden z pierscieni fenolowych podstawnikiem
ferrocenylowym. Analiza cytotoksycznosci wykazata, iz wszystkie pochodne hamowaty
proliferacje komodrek nowotworowych réznych linii. Wartym podkre$lenia jest fakt, iz
najbardziej aktywna pochodna charakteryzowata si¢ wysoka aktywnoscig biologiczng juz
przy niskich mikromolowych st¢zeniach, a wyliczone stezenie ICsp byto nizsze niz od 1Cso
zwiazku referencyjnego — cisplatyny. Ponadto, jak wykazaty doswiadczenia, gtownym
mechanizmem $mierci komoérek byta apoptoza, realizowana przy udziale aktywnych kaspaz.

Dane literaturowe wskazuja, iz leki z grupy SERM, zmodyfikowane o czasteczke
ferrocenu, stanowi¢ moga atrakcyjng alternatywe¢ dla dostepnych obecnie
chemioterapeutykow. Obiecujace wyniki, uzyskiwane w kolejnych do$wiadczeniach,
stanowig doskonaly punkt wyjscia do syntezy jeszcze efektywniejszych biologicznie
zwigzkow o szerszym spektrum dziatania 1 wigkszej synergii mechanizmow
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przeciwnowotworowych, wystepujacych pomigdzy fragmentem metaloorganicznego
ferrocenu a lekiem.

4.2.  Ferrocenylowe pochodne fenoli

Ferrocenylowe pochodne fenoli stanowig kolejng, atrakcyjng biologicznie grupe
zwigzkoéw, ktore przykuwaja uwage naukowcow. Inspiracjag dla uzyskania takich
koniugatéw byt naturalnie wystepujacy antyoksydant — resweratrol, ktorego dziatanie
wykorzystywane jest m.in. w leczeniu cukrzycy, redukcji nadwagi ale rowniez zmniejszeniu
ryzyka wystgpowania chorob nowotworowych. Poszukiwanie najbardziej aktywnych
metaloorganicznych pochodnych fenoli wymusza syntez¢ znacznej ilosci réznorodnych
koniugatow. Dotychczas uzyskano zaréwno pochodne monofenolowe, jak
1 czasteczki zbudowane z podstawnika ferrocenylowego oraz kilku pier§cieni
aromatycznych fenolu. Dostgpna literatura naukowa wskazuje, iz najbardziej efektywne
wlasciwosci przeciwnowotworowe wykazuje jak dotad ferrocifenol (Hillard i wsp., 2006;
Hillard i wsp., 2007). Przeprowadzone testy cytotoksyczno$ci wykazaty, ze zwigzek ten
w niskich stezeniach skutecznie hamuje proliferacje komorek nowotworow piersi linii MCF-
7 oraz MDA-MB-231, a wyliczone st¢zenia 1Csp dla obu typow komorek byly zblizone
I wynosity odpowiednio 0,7 pmol/L i 0,6 pumol/L. Dobrg aktywno$cig biologiczng
charakteryzuja si¢ rowniez analogi orto i meta ferrocifenolu. Uwaza si¢, iz u podstaw
molekularnych  mechanizméw  aktywnos$ci  przeciwnowotworowej  powyzszych
metaloorganicznych pochodnych lezy podobienstwo strukturalne do estrogendw, przez co
zdolne sg one do oddziatywania z receptorami ERa i modulowania transkrypcji DNA.

Bazujac na strukturze chemicznej ferrocifenolu, probowano w licznych syntezach
otrzyma¢ zwigzki o jeszcze wyzsze] aktywnosci przeciwnowotworowej. Zardwno
modyfikacja czesci fenolowej zwiazku, jak 1 pierScieni Cp ferrocenylowego podstawnika
zakonczyla si¢ niepowodzeniem (Tan 1 wsp., 2009; Hillard 1 wsp., 2007). Badania te
pozwolily wyciggna¢ kluczowe wnioski dla przysztych syntez metaloorganicznych
pochodnych fenolowych. Zauwazono iz wszelkie modyfikacje ferrocenylowego
podstawnika, jak rowniez zmiana potozenia grup hydroksylowych w obrebie pierscieni
fenolowych, powoduja obnizenie wtasciwosci cytotoksycznych calej czasteczki. Istotnym
aspektem dla wysokiej aktywno$ci antyproliferacyjnej koniugatéw okazalo si¢ réwniez
zachowanie odpowiedniego ogolnego schematu strukturalnego catej czasteczki — [ferrocen]-
[tacznik organiczny]-[pier$cienie fenolowe] (Hillard i wsp., 2006).

Druga generacja ferrocenylowych pochodnych fenoli charakteryzuje sig¢
wystepowaniem wigzania pomiedzy atomami wegla w ukladzie cyklicznym dwoch
pierscieni Cp podstawnika metaloorganicznego. Jak wskazujag wyniki badan, taka
strukturalna koniugacja pomig¢dzy fenolowg czescig koniugatu, a jego resztg ferrocenylowa
powoduje zwigkszenie aktywnosci antyproliferacyjnej calej czasteczki w stosunku do
estrogeno-niezaleznego nowotworu piersi (MDA-MB-231) (Gormen i wsp., 2010; Gormen
1 wsp., 2009; Plazuk i wsp., 2009).

Atrakcyjno$¢ powyzszych koniugatow przektada si¢ na liczbe syntez nowych
pochodnych oraz badan z zakresu ich cytotoksycznych i przeciwnowotworowych
wlasciwosci. W najnowszych badaniach zespot profesora Jaouen’a przeprowadzit analize
aktywnos$ci biologicznej 28 ferrocenylowych pochodnych (de Oliveira i wsp., 2011),
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potwierdzajac rdwnoczesnie ich biologiczng aktywno$¢ wobec réznych typéw komorek
nowotworowych.

4.3.  Ferrocenylowe pochodne flawonoidow

Nowoczesna chemia biometaloorganiczna wykorzystuje réwniez
przeciwnowotworowe witasciwosci flawonoidow (gtownie auronéw oraz flawonow)
w potaczeniu z ferrocenylowymi podstawnikami. Nowatorskie podejscie do opracowania
alternatywnych chemioterapeutykow najprawdopodobniej przyczynia si¢ do powstania
licznych ferrocenylowych pochodnych flawonoidow w celu uzyskania czasteczki
o najefektywniejszym dziataniu przeciwnowotworowym, bedacej wynikiem polgczenia
wlasciwosci elementow sktadowych — flawonoidu oraz ferrocenu. Flawonoidowe pochodne
metaloorganiczne, jako innowacyjne podejScie do chemioterapii, cieszy si¢
w ostatnich latach duzym zainteresowaniem badaczy (Monserrat i wsp. 2011; Monserrat
i wsp., 2013; Tiwari i wsp., 2011). Zaskakujaco dobre wyniki uzyskano dla ferrocenylowych
pochodnych chalkonow, stanowigcych zwigzki prekursorowe w biosyntezie flawonoidow.
Metaloorganiczne koniugaty wykazywaly wysoka cytotoksyczno$¢ wzgledem komorek linii
MDA-MB-231 (st¢zenie ICso miescito si¢ w granicach 1-4 pmol/L). Ponadto zwigzki te,
hamowaly wzrost kolonii bakteryjnych niektérych szczepéw (Escherichia Coli,
Staphylococcus aureus, S. aureus oraz S.epidermidis) przy minimalnym st¢zeniu
hamujagcym (ang. Minimal Inhibitory Concentration; MIC) 4-32 mg/mL. Duzym
problemem pozostaje jednak wcigz niska selektywno§¢ dzialania pochodnych
ferrocenylwych chalkonow. Przeprowadzone na komorkach prawidlowych fibroblastow
linii MRC-5 pluc badania cytotoksycznosci wykazaly, ze zwigzki te powodowaty
zahamowanie proliferacji tych komorek z wydajnoscia zblizong do obserwowanej dla
komorek nowotworowych (porownywalne stezenia ICso zwigzkow). W celu zastosowania
ferrocenylowych pochodnych chalkonéw jako potencjalnych chemioterapeutykow,
konieczne jest poszukiwanie nowych rozwigzan strukturalnych, zwigkszajacych
selektywno$¢ ich dziatania wzgledem komorek objetych karcynogeneza, przy jednoczesnym
zachowaniu wysokiej aktywnosci biologicznej. W przyszioSci moga one znalezé
zastosowanie rowniez jako srodki dezynfekujace (Tiwari i wsp., 2011).

W kolejnych syntezach ferrocenylowych pochodnych chalkonow nie udato sig
jednak uzyska¢ nowych zwigzkow o tak wysokiej efektywnosci przeciwnowotworowej.
Wartym podkres$lenia jest fakt, iz niektore z nich zdolne byty do blokady oddziatywania
wirusa HIV z DNA poprzez inhibicj¢ enzymu HIV-1, nalezacego do proteaz aspartylowych.
Biatko to odgrywa istotng funkcje w cyklu replikacyjnym wirusa HIV (Monserrat i wsp.,
2011; Muller i wsp., 2012).

4.4. Ferrocenylowe pochodne zwigzkow naturalnych

Chemiczne przylaczenie czgsteczki ferrocenu do biologicznie aktywnej substancji
naturalnej, wystepujacej w naszym organizmie, ma dwojakie skutki. Z jednej strony
powoduje to, iz caly metaloorganiczny koniugat bedzie charakteryzowal si¢ odpowiednia
biozgodnos$cia, zapewniajacg brak odpowiedzi immunologicznej, co zwigksza szanse jego
farmokologicznego zastosowania. Z drugiej strony oczekuje sig, iz takie potaczenie bedzie
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zwigkszaé cytotoksyczno$¢ catej pochodnej (Braga i Silva., 2013). Pionierskie badania
w zakresie syntezy nowych ferrocenylowych pochodnych z wykorzystaniem zjawiska
biomimikry, prowadzone byty juz pod koniec lat 70 XX wieku (Fiorina i wsp., 1978).
Podstawnik ferrocenu tgczono z poliaminami — putrescyng, sperming lub spermidyna.
Przeprowadzone badania wykazaly, iz wspomniane metaloorganiczne koniugaty
charakteryzowaly si¢ jednak niskg cytotoksycznoscig wzgledem mysich komorek biataczki
limfoblastycznej.

Obecnie duzym zainteresowaniem cieszg si¢ ferrocenylowe pochodne nukleotydow,
oligopeptydow oraz cukrowcéw. Niezwykle obiecujace wydaja si¢ rdwniez potaczenia
podstawnika metaloorganicznego zelaza z mikroelementami.

4.5. Ferrocenylowe pochodne peptydow

Ferrocenylowe pochodne peptydéow stanowiag jedng z najliczniejszych grup
pochodnych metaloorganicznych. Ich atrakcyjno$é¢ wynika z mozliwosci ich szerokiego
zastosowania zaro6wno w ukladach biologicznych, jak i1 w innych dziedzinach.
Metaloorganiczne koniugaty peptydow charakteryzuja si¢ m.in. wysoka stabilno$cia
chemiczng oraz dobrze poznanymi wlasciwosciami redoks. Klasyfikacja ferrocenylowych
pochodnych peptydow opiera si¢ na ilosci grup aminokwasowych dotaczonych do pierscieni
Cp metaloorganicznego podstawnika. Spora cze$¢ uwagi naukowcOw poswiecona jest
dipeptydowym koniugatom ze wzgledu na ich wysoka aktywnos$¢ biologiczng wzgledem
komorek nowotworowych. Podczas syntezy tej grupy zwiazkow, przestrzeganych jest kilka
kluczowych dla ich prawidlowego funkcjonowania zasad. Niezbedne jest aby czasteczka
posiadata: 1) aktywny elektrochemicznie rdzen; 2) tacznik chemiczny, ktory bedzie petit
role chromofora, obnizajacego potencjal oksydacyjny czesci ferrocenylowej oraz 3) reszte
aminokwasowa, zdolng do interakcji z innymi biomolekutami obecnymi w komorkach np.
poprzez wigzania wodorowe (Lal i wsp., 2011).

Wykazano, ze ferrocenylowe pochodne peptydow wykazujg cytotoksyczne dziatanie
wzgledem komorek nowotworowych raka ptuc (linia H1299) (Corry i wsp., 2007; 2009;
Goel i wsp., 2007). W szeregu przeprowadzonych badan testowano réznorodne chemicznie
koniugaty, dla ktorych wyliczone stgzenie ICso, odzwierciedlajace aktywnos$¢ cytotoksyczng
zwigzku, miescito si¢ w granicach stgzen mikromolowych. Najlepsze wyniki uzyskano dla
ferrocenylowych pochodnych dipeptydow, otrzymanych w laboratorium profesora
Kenny’ego (Monney 1 wsp., 2009), ktére charakteryzowaly si¢ wysoka aktywnos$cig
antyproliferacyjng wobec komorek H1299, a wartosci ich stezen ICsg znajdowaty si¢ ponizej
10 pmol/L. Co warto podkresli¢, pochodna wykazujaca najlepsze przeciwnowotworowe
dziatanie, byta tak samo aktywna jak referencyjny lek cisplatyna.

Sugeruje si¢, iz u podstaw molekularnych mechanizméw dziatania opisywanych
ferrocenylowych koniugatow lezy ich zdolno$¢ do generowania RFT, ktére powoduja
uszkodzenia wielu struktur komorkowych, w tym réwniez DNA. Jednym z nastgpstw
zaburzenia prawidlowej struktury materialu genetycznego, jest zahamowanie cyklu
podziatlowego komorek nowotworowych w punkcie kontrolnym G2/M (Corry i wsp., 2009).
Ponadto, ze wzgledu na swoj lipofilowy charakter, czasteczki te zdolne sg do zakotwiczania
si¢ w obrebie bton lipidowych, gdzie reszta peptydowa wchodzac w interakcje z elementami
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strukturalnymi btony powoduje m.in. zaburzenie funkcjonowania kanatéw blonowych
1 $Smier¢ komorki (Corry i wsp., 2007; Goel i wsp., 2007).

W najnowszych badaniach Cooper i wsp. (2011) udato si¢ uzyskaé¢ ferrocenylowe
pochodne peptydéw, wykazujace aktywnos¢ biologiczng w §rodowisku o kwasnym pH.
Zwiazki, w wyniku generowania RFT, powodowaly uszkodzenia plazmidowego DNA. Ze
wzgledu na to, ze komorki nowotworowe, na skutek efektu Warburga, wykazujg nizsze pH
niz komorki prawidlowe, ta klasa koniugatow ferrocenylowych moze w przysztosci
stanowi¢ niezwykle atrakcyjng grupe zwigzkéw wyjsciowych do syntezy kolejnych
metaloorganicznych pochodnych o jeszcze lepszej biologicznej aktywnosci, szczeg6lnie
wzgledem nowotworow.

4.6. Ferrocenylowe pochodne zasad azotowych

Duzym zainteresowaniem wspoétczesnej chemii biometaloorganicznej cieszg si¢
koniugaty ferrocenu z zasadami azotowymi. Bazujac na dobrze poznanych wiasciwosciach
biologicznych nukleotydéw, naukowcy starajg si¢ stworzy¢ zwiazki o nowych
wlasciwos$ciach chemioterapeutycznych (Ornelas, 2011) poprzez kowalencyjne polaczenie
nukleotydéw z ugrupowaniem metaloorganicznym, zawierajacym zelazo.

Istotnych informacji na temat przeciwnowotworowej aktywnosci ferrocenylowych
pochodnych zasad azotowych dostarczyly badania Simenel’a i wsp. (2009), ktorzy dokonali
syntezy 14 nowych zwiazkow. Ich cytotoksyczne dziatanie zostalo przetestowane w na 3
roéznych liniach komoérek nowotworowych: gruczolakoraka sutka (C755), ptuc (LCC) oraz
czerniaka B16. Jedna sposrod testowanych pochodnych charakteryzowata si¢ szczegodlnie
wysoka aktywnoscig antyproliferacyjna wobec komoérek C755, powodujac supresje
nowotworu w 70% przypadkéw w poréwnaniu z kontrolg. Co wigcej, badania wskazuja, iz
zwigzek ten wykazuje synergizm dziatania z klinicznie stosowanym cyklofosfamidem.
Warto podkresli¢, iz w kolejnych badaniach, przeprowadzonych rowniez przez Simenel’a
(2010), udato si¢ zsyntetyzowaé i wyselekcjonowaé ferrocenylowa pochodng pirymidyny
wykazujacg jeszcze silniejsze dziatanie przeciwnowotworowe. W przeprowadzonych na
myszach do§wiadczeniach, metaloorganiczny koniugat powodowatl hamowanie proliferacji
komorek C755 w 95% (po 14 dniach stosowania) oraz 65% komorek LCC (po 22 dniach
stosowania).

W jednych z najnowszych badan nad metaloorganicznymi pochodnymi zasad
azotowych, Nguyen i wsp. (2014) zsyntetyzowali nukleotydowe analogi ferrocenylowe,
zawierajagce w swej strukturze grupy hydroksyalkilowe. Koniugaty te charakteryzowaly si¢
wysoka aktywno$cig antyproliferacyjng wzgledem komorek nowotworowych réznych
typoéw. Najbardziej efektywny zwigzek w swym dziataniu cytostatycznym doréwnywat
cisplatynie.  Jak  sugerujg  autorzy, w  osiaggni¢ciu  wysokiej  aktywnosci
przeciwnowotworowej kluczowy udzial miala zaréwno czes¢ ferrocenylowa, jak
I podstawniki hydroksyalkilowe.
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4.7. Supermolekularne systemy transportu lekéw

W ostatnim okresie oprocz poszukiwan i syntez nowych, efektywniejszych lekow
przeciwnowotworowych duzo uwagi po$wieca si¢ opracowaniu skutecznych metod ich
bezposredniego dostarczania do komorek nowotworowych. Nowoczesne systemy transportu
lekow staja si¢ obiecujaca strategia w walce z nowotworami. Przyczyniaja si¢ one do
zwigkszenia rozpuszczalnos$ci chemioterapeutykow w srodowisku wodnym jak réwniez
selektywno$ci ich dziatania i trwato$ci chemicznej w ustroju chorego. Ponadto, efektywny
transport leku i jego lokalizacja w obrebie nowotworu moze korespondowac
z utratg jego aktywnos$ci in vivo np. na skutek interakcji ze zwigzkami chelatujacymi.
Nastepstwem tego jest obnizenie dawki terapeutycznej leku, koniecznej do uzyskania
pozadanego efektu (Ornelas, 2011; Braga i Silva, 2013).

Pomimo wysokiej aktywnos$ci przeciwnowotworowej niektérych pochodnych
ferrocenylowych oraz obiecujacych wynikdéw, w dostepnej literaturze naukowej znalez¢
mozna jedynie kilka publikacji, dotyczacych systemdéw transportu chemioterapeutykow
z wykorzystaniem opisywanych zwigzkow metaloorganicznych. Zwigzki te taczone sg
z cyklodekstrynami, polimerami poliaspartamidu oraz polimerami micelarnymi.

4.7.1. Cyklodekstryna

Kompleksy cyklodekstryny (ang. cyclodextrin; CD) ze wzglgdu na swoja wysoka
stabilno$¢ oraz dobrag rozpuszczalno$¢ w HoO traktowane sg jako atrakcyjne czgsteczki
o charakterze no$nikow lekéw przeciwnowotworowych. Badania wskazuja, iz zastosowanie
CD jako nos$nika lekow w chemioterapii skutkuje zwigkszeniem jego aktywnos$ci oraz
spadkiem niepozadanych toksycznych efektow ubocznych. CD wykorzystywane sa
preferencyjnie jako nosniki lekow hydrofobowych, w celu zwigkszenia ich
rozpuszczalnos$ci. Ponadto, no$niki te powoduja wzrost aktywnosci lekéw poprzez redukcje
ich interakcji z biatkami surowicy lub innymi niespecyficznymi substratami, utatwiajgc tym
samym odpowiednig lokalizacj¢ chemioterapeutykow w komorkach docelowych (Ornelas,
2011; Braga i Silva, 2013).

Przeprowadzone przez rdzne zespoty badawcze doswiadczenia wskazuja, iz CD
moze by¢ wykorzystywana z duza efektywnos$cia jako no$nik cytotoksycznych pochodnych
ferrocenylowych (Buriez i wsp., 2008; Bruno i wsp., 2011). Jaouen i wsp., badali potaczenie
B-CD z ferrocifenem. Wyniki wykazaty, iz potaczenie obu zwiazkow skutkuje znaczacym
zwigkszeniem rozpuszczalnosci w H20, przy jednoczesnym braku wpltywu na jego
cytotoksyczno$¢ wzgledem komorek nowotworowych. Analogiczne wyniki dla
ferrocenylowych pochodnych 1 B-CD uzyskatl réwniez Petrovski 1 wsp., (Petrovski 1 wsp.,
2008). Co wiecej, naukowcy wykazali, iz zastosowanie pochodnych CD (TRIMEB lub
HPBCD) jako no$niki ferrocenéw powodowato istotny statystycznie wzrost (nawet 2,5
krotny) ich aktywnosci biologiczne;j.

Ze wzgledu na to, ze zastosowanie CD zwieksza rozpuszczalnosé
metaloorganicznych koniugatow zelaza przy jednoczesnym braku negatywnego wptywu na
ich cytotoksycznos¢, zwigzek ten wydaje si¢ by¢ niezwykle atrakcyjnym kandydatem do
pelnienia roli no$nika lekow, ktory przyczynia¢ si¢ bedzie do wzrostu biologicznej
aktywnosci ferrocenow.
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4.7.2. Poliaspartamid

Zastosowanie poliaspartamidu jako nos$nika ferrocenylowych pochodnych powoduje
wzrost ich rozpuszczalno$ci, co ufatwia ich przenikanie przez blong komorek
nowotworowych i ich  bezposrednio dziatanie w  miejscach  docelowych.
W ostatnich latach naukowcy starajg si¢ rowniez wykorzystywaé rdéwniez zwigzki
poliaspartamidu jako systemy nosnikowe w terapii wielolekowej. Ich odpowiednia budowa
chemiczna, charakteryzujaca si¢ wystepowaniem duzej ilosci tancuchoéw bocznych,
umozliwia interakcje¢ i transport kilku czasteczek jednocze$nie. Jedne z pierwszych badan
przeprowadzonych w tym zakresie dotycza terapii skojarzeniowej ferrocenylowej pochodne;j
z aminochinoling, 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 badan analizowali cytotoksyczne wiasciwosci
polaczonych z poliaspartamidem pochodnych ferrocenylowych wzgledem komoérek HelLa
oraz Colo 320DM, znanej jako linia wysoce oporna na konwencjonalng chemioterapie.
W  syntezach zastosowano szereg modyfikacji: roéznorodne chemicznie taczniki,
wystepujace pomiedzy fragmentem metaloorganicznym, a poliaspartamidem, oraz boczne
grupy funkcyjne. Przeprowadzone w warunkach in vitro badania wskazujg, iz tak
przygotowane pochodne w wickszosci przypadkéow wykazywaly wysoka aktywnosé
cytotoksyczng przy nizszym stezeniu ICsp niz referencyjny zwigzek cisplatyna. Za wysoka
aktywnos$¢ Dbiologiczng zwiazkow odpowiedzialne byly boczne tancuchy aminowe
koniugatow, ktore w warunkach fizjologicznego pH umozliwialy ich konwersje ze stanu
neutralnego do znacznie bardziej toksycznej formy kationowej. Badania in vivo,
przeprowadzone na zdrowych myszach wskazuja, i1z zastosowanie ferrocenylowych
koniugatéw potaczonych z poliaspartamidem, umozliwia zwigkszenie stosowanej dawki
leku nawet powyzej limitujacej wartosci toksycznej dla cisplatyny (Johnson 1 wsp., 2003;
Schechter i wsp., 2000).

4.7.3. Polimery micelarne

Wielowarstwowe systemy micelarne, zbudowane z amfifilowych tancuchéw
polimerowych, staja si¢ coraz bardziej popularne jako no$niki lekow
przeciwnowotworowych. Ze wzgledu na swoja wysoka stabilno§¢ chemiczna, zwigzki te
w Srodowisku komérkowym nie ulegaja dysocjacji na pojedyncze tancuchy polimerowe.
Jednakze, pomimo niewatpliwie atrakcyjnych wtasciwosci fizyko-chemicznych,
zastosowanie micelarnych polimerow jako no$nikéw ferrocenylowych pochodnych jest
wcigz wykorzystywane w niewielkim zakresie. Niedawno przeprowadzone badania in vitro
(Wei i wsp., 2010) wskazuja, iz enkapsulacja ferrocenylowej pochodnej we wngtrzu miceli
polimerowej, powoduje uruchomienie aktywnosci cytotoksycznej zwigzku wobec komorek
nowotworowych linii HeLa (ICs0=0,2 g/L). Zastosowanie zwigkszonej dawki (0,8 g/L)
skutkowalo dalszym spadkiem przezywalnosci komorek, az do 10% wzgledem komoérek
nietraktowanych.
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5. Kompleksy heterobimetaliczne: ferrocen jako ligand

Odkrycie cisplatyny byto niewatpliwie jednym z najwazniejszych wydarzen XX
wieku dla rozwoju chemioterapii. Jej wysoka aktywno$¢ antyproliferacyjna
1 cytotoksyczna wzgledem szeregu réznorodnych nowotwordéw potgczona jest niestety
z niska selektywnoscig dziatania i wysokg toksyczno$cig ogolnoustrojowa (Galluzi i wsp.,
2012). Pomimo wielu czynnikow limitujacych szerokie zastosowanie tego zwiazku, jego
budowa oraz sposob dziatania stat si¢ dla naukowcoOw istotnym impulsem do opracowania
kolejnych zwiazkéw, ktorych podstawe strukturalng stanowia metale przej$ciowe.

Ze wzgledu na swoja specyficzng geometri¢, wlasciwosci redoks oraz aktywnosci
cytotoksyczne i proapoptotyczne, ferroceny stanowig atrakcyjne ligandy dla innych
kompleksow koordynacyjnych metali przejsciowych. W dostepnej literaturze naukowej
mozna znalez¢ coraz wigcej informacji na temat potaczen ferrocenéw z metalami takimi jak:
platyna, pallad, aluminium, srebro, cynk, gal. Duze nadzieje wigze si¢ jednak, przede
wszystkim, z polaczeniami zelaza, wystepujacego jako ferrocenylowy podstawnik,
z rutenem oraz ztotem (Braga i Silva, 2013).

5.1. Kompleksy rutenu zawierajace grupy ferrocenylowe

Kompleksy rutenu z powodu korzystnych wtasciwosci chemicznych rozpatrywane sa
jako alternatywa dla platyny. W warunkach fizjologicznych metal ten wystgpowaé moze
wewnatrz komorek w trzech réznych stanach utlenienia (II, III oraz IV), co wskazuje na
szeroki zakres jego potencjalnego prooksydacyjnego dzialania. Ponadto, cytotoksycznosé
komplekséw rutenowych wzgledem komorek prawidtowych jest mniejsza, niz
w przypadku zwigzkow platyny. Zjawisko to tlumaczone jest faktem specyficznej,
preferencyjnej akumulacji rutenu w komorkach szybko dzielacych si¢ — jak ma to miejsce
m.in. w komorkach nowotworowych. Mechanizm akumulacji rutenu w guzach
nowotworowych spowodowany jest zdolnoscig metalu do jego oddziatywania
z transferryng (na zasadzie podobienstwa dziatania do zelaza), ktorej receptory ulegaja
nadekspresji w komoérkach nowotworowych (Timerbaev 1 wsp., 2006).

Uwaza sig¢, 1z wysoka, cytotoksyczna aktywno$¢ rutenowych komplekséw
z ferrocenylowymi moze zosta¢ osiaggnigta poprzez odpowiednie zaprojektowanie
chemiczne zwigzku, tak aby mialo miejsce synergistyczne wspoldziatanie obu metali
przejSciowych — rutenu oraz zelaza. Postuluje si¢, iz wowczas, na catkowita zdolnos¢
prooksydacyjna oraz cytotoksyczna zwiazku metaloorganicznego sktada¢ si¢ beda
wlasciwosci poszczegolnych jego pierwiastkow metali.

Jedne z pierwszych badan nad potencjalnym zastosowaniem przeciwnowotworowym
kompleksow rutenu-zelaza zostaty przeprowadzone przez Poelhsitz i wsp., (Poelhsitz i wsp.,
2007), ktorzy wykazali, ze pochodne te charakteryzuja si¢ wysoka efektywnoscig dziatania
wzgledem komorek nowotworowych MDA-MB-231, a wyliczone stezenie 1Csp bylo
zaskakujaco niskie 1 wynosito 10 pmol/L. Wartym podkreslenia jest rowniez fakt, iz
metaloorganiczna pochodna wykazywala znacznie lepsza biologiczng aktywno$¢ niz
cisplatyna (1C50=63 pmol/L).

Kolejne syntezy nowych pochodnych rutenu, zawierajace grupy ferrocenylowe, nie
przyniosty juz tak dobrych wynikow. Otrzymywane zwigzki wykazywaly cytotoksyczne
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dziatanie wzgledem komorek nowotworowych w zakresie stezen mikromolarnych, ale ich
aktywnosc¢ biologiczna w poréwnaniu z cisplatyng byta przynajmniej 2-krotnie nizsza (Ott
I wsp., 2010; Auzias i wsp., 2008). Kluczowym dla wysokiej przeciwnowotworowej
aktywnosci zwigzkéw rutenu i zelaza okazata si¢ ich struktura chemiczna. W jednych
z najnowszych badan Kemp i wsp.(2012) podkreslajg problem nieprawidtowej koniugacji
obu metali, prowadzacej do redukcji gestosci elektronowej i catkowitego potencjatu
oksydacyjnego rdzenia rutenu, co ostatecznie powoduje obnizenie cytotoksycznoSci
koniugatu wobec komoérek nowotworowych.

5.2. Kompleksy zlota zawierajace ferrocen

Zwigzki zlota znane s przede wszystkim z ich zastosowania jako leki przeciwko
zapaleniu stawow. Rozwdj chemii biometaloorganicznej przyczynit si¢ do badania
aktywnosci tych zwiagzkow takze i w innych dziedzinach medycyny, w tym w onkologii
klincznej. W dostepnej literaturze naukowej mozna znalezé szereg prac opisujacych
obiecujace wlasciwos$ci przeciwnowotworowe substancji zawierajacych ztoto (Ott i wsp.,
2009; Liu i wsp., 2013; Hackenberg i Tacke, 2014; Cisnetti 1 wsp., 2013). Niektore sposrod
nich hamujg proliferacj¢ komérek nowotworowych, opornych na dziatanie cisplatyny, co
najprawdopodobniej jest wynikiem r6znych mechanizméw molekularnych, warunkujacych
ich aktywno$¢ przeciwnowotworowa w porownaniu z pochodnymi platyny. Przewazajaca
cze$¢ biologicznych badan, prowadzonych z wykorzystaniem zwigzkow zlota, dotyczy
koniugatow 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 kompleksow ferrocenylowych,
w polaczeniu ztota i zelaza upatruje si¢ mozliwosci zwigkszenia cytotoksycznej
i antyproliferacyjnej aktywnosci calej czasteczki poprzez wzajemng kooperacje obu
pierwiastkdw. Wzrost skutecznosci dzialania metaloorganicznego koniugatu miatby wigc
by¢ pewna wypadkowa wlasciwosci biologicznych ziota 1 zelaza oraz wynikajacych z ich
obecnosci molekularnych mechanizmoéow funkcjonowania w komorce.

Pomimo, iz pierwsze badania nad aktywno$cig biologiczng ferrocenylowych
kompleksow ztota zostaty przeprowadzone ponad 20 lat temu (rok 1995; Viotte i wsp.,1995),
a zsyntetyzowane zwiazki charakteryzowaly si¢ wysoka aktywnoscig antyproliferacyjna
wzgledem komorek nowotworowych linii SW-60 (rak jelita grubego) oraz HT-1376 (rak
pecherza), dostepne publikacje naukowe oferuja ciagle niewiele informacji na temat
mozliwych szlakoéw dziatania tych zwigzkow w komorce. Co wigcej, kolejne proby syntezy
nowych koniugatow ztota 1 zelaza o jeszcze lepszych wihasciwosciach cytotoksycznych
wobec komorek nowotworowych konczyly si¢ w znacznej czgsci przypadkow
niepowodzeniem. Co prawda uzyskiwane metaloorganiczne czasteczki charakteryzowaty
si¢ zdolnoscia hamowania proliferacji komoérek nowotworowych w  niskich,
mikromolowych stezeniach, wyliczone stezenie ICso byto jednak wyzsze niz dla cisplatyny,
co dyskwalifikowalo nowe pochodne jako potencjalne i1 atrakcyjne chemioterapeutyki
(Gimeno i wsp., 2011).

Ostatnie badania przeprowadzone w tym zakresie przez dwa niezalezne zespoty
naukowe, wnosza nieco wigcej optymizmu. Horvath i wsp., (2008) wykazali wysoka
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aktywno$¢ karbenowych kompleksow ztota (I), polaczonych 2z ugrupowaniem
ferrocenylowym. Zwiagzki te charakteryzowaly si¢ wysoka zdolno$cia hamowania
proliferacji komoérek nowotworowych linii HeLa (rak szyjki macicy), CoLo 320 DM
(gruczolakorak jelita grubego) oraz Jurkat (biataczka T limfoblastyczna), przewyzszajac
aktywnos$¢ cisplatyny. Kolejna grupa badawcza (Goitia 1 wsp., 2011) dokonata syntezy
kilkunastu koniugatow zlota z fosfinami ferrocenylo-amidowymi. Przeprowadzony
w warunkach in vitro test cytotoksycznosci MTT na 4 liniach komérek nowotworowych
(NIH-3T3, PC-12, A549 oraz HepG2) wykazal, iz cze$¢ sposrdéd analizowanych
pochodnych, wykazywala wigkszg aktywnos¢ antyproliferacyjng niz cisplatyna.

6. Ferrocenylowe pochodne w leczeniu malarii

Pomimo licznych badan prowadzonych w ostatniej dekadzie w zakresie prewencji
i leczenia malarii, choroba ta nieustannie charakteryzuje si¢ bardzo wysokim odsetkiem
zachorowalno$ci polaczonym z réwnie wysoka $miertelnoscig. Jej wystepowanie
zanotowano juz w ponad 100 krajach, a problem duzej zachorowalno$ci (szczegodlnie
w krajach rozwijajacych si¢), oraz wysoka $miertelno$¢ wsrdd chorych, stanowi sprawe
priorytetowa dla Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization; WHO).
Jak podkres$laja raporty WHO na przestrzeni ostatnich 15 lat obserwowano 18% spadek
nowych zachorowan, jednak catkowita liczba 0s6b dotknietych malarig jest ciagle bardzo
duza. Tylko w 2015 roku na malari¢ zachorowato okoto 214 milionéw ludzi. Regionami
najbardziej narazonymi na jej wystepowanie jest Afryka (88% przypadkéw), Azja (10%)
oraz wschodni region §rodziemnomorski (2%) (World Malaria Report, 2015).

Istotnym aspektem w walce przeciwko malarii jest skuteczno$¢ stosowanych lekow.
Brak skutecznej szczepionki przeciwko malarii oraz catkowita niemozno$¢ kontroli nad
wektorem choroby jakim sg komary, stanowig fundamentalny problem.

Pierwszym lekiem stosowanym w malarii byta chinina oraz jej syntetyczna pochodna
— chlorochina (CQ). Jednak, jak wykazaly badania, juz w latach 50 XIX wieku okazalo sie,
ze pierwotniaki P. faciparum, powodujace malari¢, wyksztatcity odpornos¢ na te leki.
Kolejng strategia byla synteza nowych zwiazkéw o dzialaniu zblizonym do CQ, ale
o odmiennej strukturze chemicznej. Réwniez i ta terapia nie przyniosta spodziewanych
efektow. Obecnie, zgodnie z zaleceniami WHO, w leczeniu malarii stosuje si¢ terapi¢
skojarzong (politerapi¢), sktadajaca si¢ przynajmniej z dwdch réznych lekéw. Najbardziej
efektywna jest terapia skojarzona artemizyny (ACT) (lub jej pochodnych) z innymi
zwigzkami. Taka kombinacja chemioterapeutykéw przyczynia si¢ do zwigkszenia
skuteczno$ci leczenia oraz opdznia czas wyksztalcenia odpornosci pasozytow (Wani
i wsp., 2015; Salas i wsp., 2013; Held i wsp., 2015; Biot i wsp., 2011). Niepokojace dane
z ostatnich lat wskazuja jednak, iz w niektorych rejonach Azji pojawity si¢ gatunki oporne
roOwniez i na ten rodzaj leczenia (Noedl 1 wsp., 2008; Hawkes 1 wsp., 2014).

Duzy sukces stosowania cisplatyny w terapii przeciwnowotworowej oraz wzrost
zainteresowania zwigzkami metaloorganicznymi, skierowaty uwage naukowcow w strong
wykorzystania tych zwigzkow w leczeniu malarii (Biot i Dive, 2010). W pierwszych
syntezach, czasteczkg CQ koniugowano z podstawnikami zawierajagcymi roznorodne metale
jak ruten, zloto czy zelazo. Strategia przylaczenia podstawnika ferrocenylowego do
struktury dobrze poznanego i zbadanego leku antymalarycznego zostata po raz pierwszy
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zastosowana w potowie lat 90. Pierwsze uzyskane wyniki byly jednak rozczarowujace.
Skuteczno$¢ zwalczania pasozytéw malarii byla bowiem zblizona lub nawet nizsza niz
w przypadku macierzystej chlorochininy. Przyczyn niepowodzenia upatrywano w niskiej
stabilno$ci nowych koniugatéw w warunkach niskiego pH (Wani i wsp., 2015).
Przelomowym okazal si¢ rok 1994, kiedy to Biot i wsp. (1997) zaprojektowali oraz
zsyntetyzowali ferrocenylowa pochodng CQ, okreslang jako ferroquine (FQ).
Przeprowadzone badania wykazaly, iz czasteczka FQ charakteryzuje si¢ bardzo dobra
efektywnoscig dzialania in vivo wzgledem CQ-opornego gatunku P.flaciparum, przy
jednoczesnym braku ubocznych efektéw immunotoksycznych (Pierrot i wsp., 2005). Lepsza
aktywno$¢ biologiczna FQ, potaczona z interesujacymi wlasciwos§ciami antymalarycznymi
oraz nowym mechanizmem molekularnej aktywnosci, staty si¢ podstawg do dalszych badan
nad wykorzystaniem opisywanego zwigzku w leczeniu choroby pasozytniczej, jak rowniez
poszukiwania i syntezy nowych koniugatow, ktorych podstawe strukturalng stanowi FQ
(Wani i wsp., 2015).

Warto zaznaczy¢, ze skuteczno$¢ funkcjonowania czasteczki FQ idzie w parze
réwniez z aspektem ekonomicznym. Synteza FQ z punktu chemicznego jest procesem
nieskomplikowanym i tanim, co niewatpliwie zwigksza atrakcyjno$¢ zastosowania tego
zwigzku jako leku antymalarycznego — szczegdlnie w krajach o niskich dochodach (Biot
I Dive 2010).

6.1. Struktura czasteczki FQ

Punktem wyjscia do opracowania odpowiednio skutecznej czasteczki FQ byty jego
dwa elementy sktadowe struktury — podstawnik ferrocenylowy oraz 4-aminochinolina,
bedaca pochodng chininy. Poszukiwania efektywnie dzialajacego koniugatu wymagato
przeprowadzenia wielu badan oraz syntez, dzigki ktorym udato si¢ ustali¢ najlepsze
potaczenie wszystkich struktur chemicznych. W licznych eksperymentach ustalono, iz
kluczowym czynnikiem determinujagcym aktywnos¢ catego zwigzku jest wzajemne
usytuowanie ferrocenu, 4-aminochinoliny oraz tancucha alkiloaminowego. Wykazano, iz
ferrocenylowy podstawnik znajdowac si¢ musi pomiedzy pierScieniami aromatycznymi
4-aminochinoliny, a bocznym tancuchem alkiloaminowym (Rys. 5). Wartym podkreslenia
jest fakt, iz czasteczka tylko o takiej strukturze wykazuje wysoka efektywnos¢
antymalarycznego dziatania na szczepy P.falciaprum, zarowno wrazliwe jak i oporne na CQ
(Biot i wsp., 1997; Biot i wsp., 2005; Salas i wsp., 2013).

HNB\I:J'CHS
= Fe CHs
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Cl N

Rysunek 5. Struktura czasteczki FQ.
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6.2. Mechanizm aktywnos$ci FQ

Bazujac na strukturze i wlasciwosciach biologicznych komercyjnie dostepnego
zwigzku CQ, probowano zsyntetyzowaé wiele jego pochodnych ferrocenylowych,
odznaczajacych si¢ jeszcze lepszym antymalarycznym dzialaniem. Szybko jednak okazato
sig, iz FQ jest najbardziej efektywng pochodng, charakteryzujaca si¢ wysoka aktywnoscig in
vivo wzgledem P.falciaprum. Do dzi$ traktowany jest on jako zwigzek prekursorowy dla
dalszych poszukiwan 1 syntez metaloorganicznych pochodnych o wiasciwosciach
antymalarycznych (Wani i wsp., 2015).

Pomimo pewnego podobienstwa strukturalnego pomigdzy czasteczkami CQ oraz FQ,
ich zdolno$¢ hamowania rozwoju zarodzca malarii jest bardzo r6zna (Biot i wsp., 2009). Jak
wykazaly licznie badania, kluczowa dla funkcjonowania calej czasteczki okazala sig
obecno$¢ metaloorganicznego podstawnika ferrocenylowego oraz jej odpowiednia
lokalizacja w obrebie struktury chemicznej calego koniugatu. Odpowiednim kierunkiem
badan byto wigc porownanie poszczegdlnych szlakow aktywnosci biologicznej CQ oraz FQ.
Niezwykle interesujaca wlasciwoscia metaloorganicznej pochodnej jest jej zdolnos¢ do
skutecznego oddzialywania rowniez na CQ-oporne P.falciparum. O wysokiej biologicznej
atrakcyjnosci zwigzku $wiadczy fakt, iz przetestowanie FQ w warunkach in vitro na 16
roznych szczepach laboratoryjnych pasozytow, pozyskanych i wyizolowanych z réznych
regiondw geograficznych, dalo zadowalajace wyniki (Biot i Dive, 2010; Wani
I wsp., 2015).

Uwaza si¢, ze mechanizmy biologicznej aktywnosci antymalarycznej CQ 1 FQ s3
podobne. Glownym celem dzialania tych zwiazkow jest hamowanie powstawania
hemozoiny. Istotne roéznice w efektywnosci dziatania obu zwigzkow wynikaja z ich
wlasciwosci fizyko-chemicznych, takich jak lipofilno$¢, zasadowos$¢, budowa geometryczna
1 elektronowa. Biologiczna aktywno$¢ FQ realizowana jest na wielu szlakach
molekularnych, gléwnie w obrebie wakuoli pokarmowej zarodzca malarii,
1 opiera si¢ na zdolnosci czasteczki do oddziatywania na blony lipidowe pasozytow poprzez
peroksydacje lipidow, hamowania powstawania hemozoiny oraz generowania reaktywnych
form tlenu (gtownie rodnika hydroksylowego na drodze reakcji Fentona), co ostatecznie
prowadzi do $mierci pasozytow.

Wynikiem dziatania pasozytow Plasmodia sp. jest przebiegajacy w ich wakuoli
trawiennej rozktad enzymatyczny hemoglobiny erytrocytow czlowieka. Do cytosolu
uwalniany jest zawierajacy zelazo wolny hem, ktory w takiej formie jest cytotoksyczny.
Kolejnym etapem dziatania pasozytow jest jego konwersja do formy Krystalicznej —
hemozoiny, ktora jest niezbedna do ich przezycia. Wtasciwosci te sprawiaja, Ze staje si¢ ona
jednym z glownych celow dzialania lekow antymalarycznych oraz potencjalnych
chemioterapeutykow, a inhibicja powstawania hemozoiny jednym z najbardziej pozadanych
dziatan skutecznego terapeutyku.

Biot i wsp. (2005) w swoich badaniach wykazali, ze FQ przejawia duze
powinowactwo do hematyny (pochodna hemu, zawierajaca trojwarto$ciowy atom zelaza
Fe®"), bedacej jednym z substratow na szlaku powstawania hemozoiny. Opisywany zwiazek
metaloorganiczny tworzy z nig trwate kompleksy, tgczac si¢ z pochodna hemu
w stosunku stechiometrycznym 1:1. Pomimo zZe, wyniki badan wykazaly, iz mechanizm

32



oddziatywania CQ i FQ z hematyng byt taki sam dla obu zwigzkow, zaobserwowano istotne
roéznice w ich efektywnos$ci inhibowania hematyny. FQ powodowata zalezne od st¢zenia
hamowanie konwersji hematyny do B-hematyny, a wyliczone dla CQ i FQ stezenie ICso
wynosito odpowiednio 1,9 oraz 0,78 nmol/L. Warto$ci te wskazujg na ponad dwukrotnie
wickszg aktywno$¢ metaloorganicznej pochodnej (Dubar i wsp., 2010; Biot
i wsp., 2005).

Zaréwno CQ, jak i1 jego metaloorganiczna pochodna FQ, w zaleznosci od pH
srodowiska, charakteryzuja si¢ swoistg litofilnoscia, ktora jak wykazaty badania, implikuje
ich sposob dzialania wzgledem pasozytow zarodzca malarii. Poréwnujac molekularne
aktywnos$ci CQ i FQ, wykazano, iz metaloorganiczna pochodna w warunkach cytosolowego
pH, lokalizuje si¢ w obrgbie dwuwarstwy lipidowej ponad 100-krotnie silniej niz
niezmodyfikowana chemicznie chlorochina. Wtlasciwosci te, powoduja, iz FQ
preferencyjnie lokuje si¢ w obszarze wakuoli trawiennej pasozytow, gdzie pelni swoje
antymalaryczne funkcje. Uwaza sig, iz roznice w funkcjonowaniu FQ 1 CQ w obrgbie btony
biologicznej stanowig podstawe znacznie wyzszej aktywnosci pochodnej metaloorganicznej
(Biot i wsp., 2010; Wani i wsp., 2015).

Obecnos¢ w strukturze chemicznej FQ silnych wigzan wodorowych réwniez
koresponduje z dziataniem antymalarycznym czasteczki. Biot i wsp. (2009) wykazali, iz
biorag one bezposredni udziat w odpowiedniej lokalizacji koniugatu w dwuwarstwie
lipidowej komorek pasozytow Plasmodia sp.

W odpowiednich warunkach $rodowiska, czasteczka FQ, w przeciwienstwie do CQ,
zdolna jest do generowania reaktywnych form tlenu w komorkach pasozyta. Za indukcje
stresu oksydacyjnego odpowiedzialny jest podstawnik ferrocenylowy, obecny
w metaloorganicznej pochodnej FQ. Przeprowadzone badania wykazaly, iz w wyniku
lokalizacji FQ w obrgbie btony lipidowej wakuoli trawiennej pasozytow zarodzca malarii,
nastepuje jednoelektronowa, odwracalna reakcja redoks, przebiegajaca z udzialem atomu
zelaza. Jest to klasyczna reakcja Fentona, w ktorej produktem jest wysoce reaktywny rodnik
hydroksylowy "OH:

FQ(I1) + H202 — FQ(III) + HO™ + "HO

Stezenie RFT, generowanych przez FQ, jest stosunkowo niskie i mieSci sig
w granicach mikromolowych, skutkiem czego nie wplywaja one na stabilnos¢
metaloorganicznej pochodnej w komorkach. Z drugiej strony poziom rodnika
hydroksylowego jest na tyle wystarczajacy, aby spowodowa¢ liczne uszkodzenia (jak np.
peroksydacje lipidow) w komorce pasozytniczej, prowadzace do zaburzenia funkcjonowania
wakuoli trawiennej i w konsekwencji $mierci parazytow (Chavain i wsp., 2008; Biot i Dive
2010; Dubar i wsp., 2008; Dubar i wsp., 2013; Salas i wsp., 2013).

Uwaza si¢ iz brak zdolnosci czgsteczki CQ do generowania RFT w krwinkach
czerwonych, ktére mozliwe jest tylko w komorkach jadrzastych przy udziale czynnika
NF-xB, ostabia jej aktywno$¢ przeciwmalaryczng (Dubar i wsp., 2008; Chavain
I wsp., 2008). Z drugiej strony, doskonate wlasciwosci antymalaryczne FQ, wynikaja
z wieloczynnikowej aktywnosci — odpowiedniej lokalizacji, hamowania powstawania
hemozoiny i generowania RFT (Dubar i wsp., 2008; Chavain i wsp., 2008; Biot i wsp., 2011).
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Aktywno$¢ antymalaryczna FQ realizowana jest wigc na kilku szlakach
molekularnych. Ze wzgledu na swoje fizyko-chemiczne wtasciwosci gtdéwnym obszarem
dziatania metaloorganicznej czasteczki sg lipidy wakuoli trawiennej parazytéw, inhibicja
powstawania hemozoiny oraz uszkodzenia Plasmodium sp. przez RFT, generowane przez
zelazo FQ.

FQ jest obecnie w drugiej fazie badan klinicznych 1 uwazany jest za jeden
z najbardziej atrakcyjnych medycznie potencjalnych lekéw antymalarycznych. Duze
nadzieje, jakie poktadane sa W ta czasteczka, zwigzane sg nie tylko ze skutecznym leczeniem
malarii, ale rowniez z niezwykle istotnym poszerzeniem wiedzy w zakresie projektowania
nowych, efektywnych koniugatow metaloorganicznych (Biot i Dive 2010). Warto roéwniez
zaznaczy¢, iz prowadzone sg takze badania nad terapig skojarzeniowa ACT, gdzie partnerem
dla komercyjnie stosowanej artemizyny jest pochodna FQ. Atrakcyjne wyniki, ktore
uzyskano, wskazuja, iz metaloorganiczny koniugat moze w przysziosci by¢ jednym
z glownych lekéw antymalarycznych. Naukowcy sugeruja ponadto badania nad kombinacja
FQ z innymi lekami w celu opracowania nowej generacji terapii skojarzeniowej (Held i wsp.,
2015).

Nalezy rowniez podkresli¢, ze FQ, nie jest jedyna metaloorganiczng czasteczka
o wlasciwosciach przeciwmalarycznych. Prowadzone sg syntezy kolejnych pochodnych
ferrocenylowych o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu tej groznej choroby, jednak zaden
z dotychczas zsyntetyzowanych zwigzkéw nie wykazuje tak doskonatej aktywnosci
przeciwko zarodzcom malarii jak FQ (Wani i wsp., 2015; Biot i Dive 2010; Biot 1 wsp., 2012).

7. Antybakteryjne wlasciwosci ferrocenylowych pochodnych

W ostatnich latach obserwuje si¢ niepokojacy wzrost lekoopornosci wsrod
mikroorganizmow. Niewrazliwo$¢ drobnoustrojow na stosowane powszechnie antybiotyki
osigga alarmujacy poziom 1 stanowi powazne wyzwanie dla przemystu farmaceutycznego na
calym $wiecie. Konieczne jest wigc opracowanie lekow o szerszym spektrum dziatania.
Obiecujace wyniki, uzyskiwane w przypadku zastosowania ferrocenylowych pochodnych do
zwalczania infekcji bakteryjnych lub grzybiczych, stanowig solidny punkt wyjscia do
dalszych eksperymentow nad metaloorganicznymi pochodnymi. Staja si¢ one atrakcyjna
alternatywa dla obecnie stosowanych lekow i dobrze rokujacym rozwigzaniem problemu
lekoopornosci wsrdd drobnoustrojéw. Obecno$¢ metalu w zmodyfikowanej czasteczce
antybiotyku nadaje jej nowe wilasciwosci, wynikajace ze swoistych cech fragmentu
metaloorganicznego. Uwaza si¢, ze zwigkszenie aktywnos$ci metaloorganicznych
pochodnych dostgpnych lekow (w tym rowniez antybiotykow) i nowych zwigzkdéw, jest
sumg podstawowej cytotoksycznosci farmaceutyku oraz specyficznych wtasciwosci jonu
metalu (Eke i Abubakar 2015; Patra i wsp., 2012).

Na podstawie wynikéw dotychczasowych prac eksperymentalnych mozna stwierdzié,
iz w badaniach nad synteza i potencjalnym zastosowaniem ferrocenow jako antybiotykoéw
naukowcy przyjmuja nastepujace gtdwne strategie:

e synteza pochodnych ferrocenylowych dostgpnych komercyjnie antybiotykow,
ktorych 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),

e poszukiwanie zupetnie nowych zwigzkéw metaloorganicznych, zawierajagcych
podstawnik ferrocenylowy, ktéry polaczony jest z powszechnie dostgpnym zwigzkiem nie
pelniacym funkcji antybiotyku (E1 Arbi i wsp., 2011; Aliiwsp., 2013; Eke i Abubakar, 2015;
Bandow i Metzler-Nolte, 2009).

Pionierskie badania w zakresie taczenia ferrocenow z farmaceutykami przypadaja na
lata 70. Edwards i wsp. (1976) przeprowadzili seri¢ syntez ferrocenylowych pochodnych
penicyliny oraz cefalosporyny, w ktérych jeden z pierScieni benzenowych antybiotykéw
zostal zastgpiony czasteczka ferrocenu. Wyniki wskazuja, ze niektore z chemicznie
zmodyfikowanych zwigzkéw charakteryzujg sie efektywniejszymi wlasciwosciami
antybakteryjnymi, a mechanizm ich funkcjonowania skorelowany jest prawdopodobnie
z inhibicjag enzymu B-laktamazy. Molekularne szlaki aktywno$ci metaloorganicznych
pochodnych antybiotykow sa jednak stabo poznane (Patra i wsp., 2010, Patra i wsp., 2011;
Patra i wsp., 2012). Sugeruje si¢ iz fragment metaloorganiczny, zawierajacy atom zelaza,
moze by¢ odpowiedzialny za generowanie wolnych rodnikow, uszkadzajacych komorki
bakteryjne — analogicznie jak w przypadku aktywnosci antymalarycznej. Ponadto,
w komorkach bakteryjnych, eksponowanych na dzialanie ferrocenylowych koniugatéw,
obserwowano réwniez uszkodzenia bakteryjnego DNA, co powodowalo zahamowanie ich
replikacji i tym samym namnazania si¢ w organizmie gospodarza (El Arbi i wsp., 2011; Ali
I wsp., 2013).

Niemiecki profesor Nils Metzler-Nolte wraz z zespotem badawczym przeprowadzili
szereg badan nad synteza nowych, ferrocenylowych pochodnych antybiotyku
platensymycyny (Patra i wsp., 2009; Patra i wsp., 2010; Patra i wsp., 2011; Patra i wsp.,
2012). Zwigzek ten, odkryty i wyizolowany w 2006 roku (Wang i wsp., 2006), jest
metabolitem Streptomyces platensis. Charakteryzuje si¢ on wysoka aktywnoscig
przeciwbakteryjng wobec gram-dodatnich szczepow  Staphylococus aureus oraz
Enterococcus faecalis, blokujac enzymy kluczowe dla szlaku biosyntezy kwasow
thuszczowych. Ze wzgledu na stabg farmakokinetyke, nie jest on komercyjnie
rozpowszechniony jako antybiotyk, stanowi jednak doskonaly punkt wyjscia do modytikacji
chemicznych i otrzymywania nowych, skuteczniejszych farmaceutykow.

Mimo licznych syntez metaloorganicznych pochodnych platensymycyny oraz badan
nad molekularnymi mechanizmami ich aktywno$ci przeciwbakteryjnej, do tej pory nie udato
si¢ opracowa¢ zwigzku o wigkszej efektywnos$ci bakteriobdjczego dziatania niz zwiazek
macierzysty. Naukowcy zwracaja uwage na problem wieloetapowej syntezy, ktora
powodowac moze obnizenie aktywnosci biologicznej catego koniugatu. Koniecznym wydaje
si¢ wigc opracowanie nowych proceséw chemicznych, ktore nie bedg wptywac na zaburzenie
struktur chemicznych pochodnych. Kolejnym istotnym czynnikiem, limitujgcym
zastosowanie pochodnych metaloorganicznych platensymycyny, jest niska kinetyka ich
wnikania do komorek bakteryjnych, co zwigzane jest prawdopodobnie z niska
przepuszczalno$cig btony bakterii dla tych zwigzkow (Patra i wsp., 2009; 2010; 2011; 2012).

Réwniez w przypadku chemicznego taczenia podstawnika ferrocenylowego
z dostgpnymi zwigzkami, niepetnigcymi funkcji antybiotykoéw jak np. zwiazki fenylowe (El
Arbi i wsp., 2011), anilina (Ali i wsp., 2013), zasady Schiffa (Farooq i Lokande, 2015), nie
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uzyskano zadowalajacych wynikow. Wigkszo$¢ badanych pochodnych wykazywata
niewielka aktywno$¢ antybakteryjng. Nalezy wigc podkresli¢, ze w tym obszarze nauki
ferrocenylowe pochodne jak dotad nie osiggaja tak dobrych i zadowalajacych wynikéw jak
ma to miejsce w przypadku leczenia malarii (FQ) czy nowotworow (Ferrocifen). Biorac
jednak pod uwage duzy potencjal biologiczny ferrocenylowych pochodnych, zasadnym
wydaje si¢ poszukiwanie nowych koniugatow zelaza, ktore skutecznie hamowalyby m.in.
wzrost bakterii czy grzybow.
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II. CZESC DOSWIADCZALNA



8. CEL PRACY

Gléwnym celem badan, przeprowadzonych w niniejszej pracy, byla ocena
w warunkach in vitro profilu aktywnoS$ci przeciwnowotworowej nowosyntetyzowanych
i niebadanych dotychczas pochodnych metaloorganicznych oraz wyselekcjonowanie
najbardziej aktywnych zwigzkéw — potencjalnych chemioterapeutykow do dalszej
szczegdtowej analizy w badaniach podstawowych, przedklinicznych i klinicznych.

Podstawa hipotezy badawczej 1 oczekiwanych rezultatow bylo zatozenie, ze
spelniajace okreslone wymagania strukturalne i funkcjonalne pochodne metaloorganiczne
beda:

1) hamowa¢ proliferacje¢ wrazliwych 1 opornych na  konwencjonalne
chemioterapeutyki komorek biataczkowych oraz komoérek pochodzacych z najczesciej
wystepujacych obecnie nowotworow litych — raka piersi (estrogenozaleznego 1 potrojnie
ujemnego), raka ptuc i raka watroby, poprzez indukcj¢ uszkodzen DNA oraz zahamowanie
jego replikacji i cyklu podziatowego komorek

2) indukowa¢ $mier¢ komorek nowotworowych na drodze apoptozy, jako najbardziej
pozadany sposob ich niszczenia, bez wywotywania niekorzystnego dla pacjentow procesu
zapalnego, towarzyszacego np. nekrozy

3) generowaé stres oksydacyjny w komoérkach nowotworowych, ktorego udziat
W proapoptotycznym i genotoksycznym dziataniu badanych pochodnych bedzie znaczacy.

Oczekiwano, ze wybrane do badan metaloorganiczne pochodne charakteryzowac si¢ beda
wysokim potencjalem przeciwnowotworowym.

Szczegotowe badania, wykonane w warunkach in vitro, miaty na celu:

1) oceng wlasciwosci cytotoksycznych i cytostatycznych analizowanych pochodnych
wobec wybranych linii ludzkich komoérek nowotworowych

2) okreslenie rodzaju uszkodzen komorek, eksponowanych na dziatanie badanych
biokoniugatow (zmiany morfologii, btony komoérkowej, jadra komorkowego,
mitochondriow, chromatyny, DNA)

3) poznanie glownych mechanizméw molekularnych, odpowiedzialnych za
cytotoksyczne, antyproliferacyjne, pro-oksydacyjnej, pro-apoptotyczne
i genotoksyczne dziatanie najbardziej aktywnych zwigzkoéw, wyselekcjonowanych
na podstawie testow cytotoksycznosci 1 cytostatycznosci.

Zaktadano, ze uzyskane w badaniach wyniki beda stanowi¢ solidny fundament dla dalszych,
bardziej szczegotowych i wszechstronnych badan podstawowych, przedklinicznych
i klinicznych w celu potencjalnego zastosowania najbardziej aktywnych i obiecujgcych
pochodnych, o najkorzystniejszych wiasciwosciach biologicznych, jako nowych
efektywnych chemioterapeutykéw w leczeniu nowotwordéw. Badania te wymagaja rowniez
réwnolegle], szczegotowej analizy toksycznosci wobec komorek prawidlowych.
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9. MATERIALY

9.1.  Odczynniki chemiczne

Odczynniki posiadaty najwyzszy z dostepnych stopni czystosci, a do sporzadzania ich

roztwordw stosowano wode dejonizowang, oczyszczong w uktadzie odwroconej osmozy,
o przewodnosci okoto 0,06 uS/cm (Elix3/Mili-Q firmy Millipore).

9.1.1. Odczynniki do hodowli komérek

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)

Roztwor trypsyny — 0,25% trypsyna, 1 mM EDTA (Lonza, Verviers, Belgia)
Bydleca surowica ptodowa (PAA Laboratories GmbH, Niemcy)

Mieszanina antybiotykow penicylina/streptomycyna — 10 000 jednostek/ml
penicyliny, 10 000 ug/ml streptomycyny (Lonza, Verbiers, Belgia)

Mieszanina aminokwaséw — 10 mM (Lonza, Verbiers, Belgia)

9.1.2. Komercyjne zestawy odczynnikow

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

Oranz 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

H>DCFDA (ang. 2’,7"-Dichlorofluorescin diacetate), Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA
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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-/,7’, 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. Pozostale 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)

Bfekit 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-HCI), Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA

Trolox ((+)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid),
Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA

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

Odczynniki firmy POCh S.A, Gliwice, Polska — wszystkie odczynniki stosowane
do sporzadzenia roztworow, zawierajacych kwasy, zasady i sole (NaOH, HCI,
NaCl, KCI, MgClz, Na;-EDTA, CaClz, 1 mM NazHPOQO4, etanol 96%,

9.2. Sprzet

Hodowle komérek prowadzono z wykorzystaniem jatlowego sprzetu jednorazowego
uzytku firmy PAA Laboratories GmbH, Niemcy:

naczynia o powierzchni 25 cm? i 75 cm?
szalki o §rednicy 35 1 60 mm
przezroczyste 1 czarne ptytki 96-dotkowe
probéwki o pojemnosci 15 ml i 50 ml.

40



9.3.

9.4.

W badaniach wykorzystywano réwniez drobny sprz¢t jednorazowego uzytku:

probowki typu Eppendorf
koncowki do pipet automatycznych
pipety Pasteura (plastikowe i szklane).

Aparatura

mikroskop fluorescencyjny z odwroconym obiektywem Olympus IX70 (Tokyo,
Japonia) — obserwacje mikroskopowe, badania morfologii komorek, ilo§ciowa
analiza komorek zywych, apoptotycznych 1 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 mikroptytek 96-dotkowych Biotek PowerWave HT (Biotek Instruments,
Winooski, USA) — pomiary spektrofotometryczne (test MTT zywotnosci
komorek), kaspazy-8 i -9, TrxR

spektrofluorymetr Perkin-Elmer (Massachusetts, USA) z przystawka do pomiaru
anizotropii fluorescencji — plynnos¢ btony komorkowej (sondy TMA-DPH
i DAUDA)

czytnik mikroptytek Fluoroscan Ascent FL (Labsystems, Helsinki, Finlandia) —
pomiary spektrofluorymetryczne: poziom RFT (sondy fluorescencyjne
H>DCFDA, kaspaza-3, potencjal mitochondrialny (sonda fluorescencyjna JC-1)
cytometr przeptywowy BDUS LSR II (Beckton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA) — analiza cyklu komorkowego

Badane zwiazki metaloorganiczne

Analiza molekularnych szlakéw aktywnos$ci biologicznej badanych zwigzkow
metaloorganicznych mozliwa byta dzigki wspotpracy pomiedzy zespotami badawczymi
Katedry Termobiologii (obecnie Katedra Biofizyki Medycznej), kierowanej przez prof. dr.
hab. Anet¢ Koceva-Chyla a Katedry Chemii Organicznej, Wydziatu Chemii UL; Instytutu
Chemii, Uniwersytetu Neuchatel, Neuchatel, Szwajcaria; Katedry Chemii i Biochemii
Uniwersytetu Bern, Bern, Szwajcaria oraz Instytutu Chemii Medycznej i Farmaceutycznej
Politechniki Braunschweig, Braunschweig, Niemcy.

Zwiazki metaloorganiczne, badane w niniejszej pracy, zostaly zaprojektowane,
zsyntetyzowane i zanalizowane pod wzgledem chemicznym przez:

Dr. hab. Konrada Kowalskiego, prof. nadzw. UL — Katedra Chemii Organicznej,
Wydzial Chemii, Uniwersytet £.6dzki, £.6dZ (Polska)

Mgr. tukasza Szczupaka — Katedra Chemii Organicznej, Wydzial Chemii,
Uniwersytet £odzki, £.6dz, Polska
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e Prof. Georg Siiss-Fink — Institut de Chimie Université de Neuchatel, Neuchatel,
Szwajcaria

e Dr Bruno Therrien — Institut de Chimie, University of Neuchatel, Neuchatel,
Szwajcaria

e Prof. Julien Furrer — Departement fiir Chemie und Biochemie, Universitat Bern,
Bern, Szwajcaria

e Dr Luciano Oehninger — Institute of Medicinal and Pharmaceutical Chemistry,
Technische Universitat Braunschweig, Braunschweig, Niemcy

e Dr Ingo Ott — Institute of Medicinal and Pharmaceutical Chemistry, Technische
Universitat Braunschweig, Braunschweig, Niemcy

W pracy oceniano aktywnosc biologiczna (gtdéwnie przeciwnowotworowe wiasciwosci) 17
pochodnych metaloorganicznych o réznej strukturze. Byty to:

e pochodne akryloiloferrocenéw (zwiazki 15 i 15CI)

e pochodne azzaferrocenéw (zwiagzki 12 i 12a)

e flawonoidowe pochodne ferrocenylowe (zwiazki 4-7)

e pochodne ferrocenylowe zawierajace atom kobaltu (zwigzki 7-11)

e metaloorganiczne kompleksy alkilowe, zawierajace pierScien chromonowy i atom
ztota (zwiazki 4-6)

e pochodna rutenu (DiRu-1)

9.5. Linie komorkowe

Badania aktywnosci biologicznej zwigzkow wykonano na czterech liniach

komorkowych, wywodzacych si¢ z litych nowotworow ludzkich:

MCF-7 (hormonozalezny gruczolakorak (adenocarcinoma) piersi) — komorki rosngce
W monowarstwie

MDA-MB-231 (potrdjnie negatywny gruczolakorak (adenocarcinoma) piersi) — komorki
rosnagce w monowarstwie

HepG2 (rak watrobowo komorkowy) — komorki rosngce w monowarstwie

A549 (komorki nabtonka niedrobno komdrkowego (gruczolakoraka) ptuc) — komorki
rosngce w monowarstwie

oraz linii bialaczkowej:

CCRF- CEM (ostra biataczka limfoblastyczna) — komorki rosngce w zawiesinie.

Tabela 1. Wzory strukturalne badanych pochodnych metaloorganicznych.

O O ;
! ) Cl1
< A& < A&
Fe 15 Fe 15C1

~= ==

A. Akryloiloferroceny — zwiazki 15 i 15Cl

42



Fe Fe
G- &SR n

B. Azzaferroceny — zwiazki 12 i 12a
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C. Flawonoidowe pochodne ferrocenylowe — zwiazki 4, 5,61 7.
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D. Metaloorganiczne kompleksy alkilowe zawierajace
pierscien chromonowy oraz atom ztota — zwiazki 4, 51 6.
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F. Pochodna rutenu — diruten-1

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

Linia MCF-7 (estrogenozalezny gluczorakorak, ang. adenocarcinoma estrogen-
responsive) raka piersi zostata po raz pierwszy wyprowadzona w roku 1970 z komorek
metastazy (wysieku optucnowego) nabtonkowego gruczolakoraka gruczotu piersiowego 69-
letniej kobiety rasy kaukaskiej o grupie krwi 0, Rh+ (Michigan Cancer Foundation-7,
Detroit, USA). Komorki te posiadajg receptory dla estrogenéow, co ma wplyw na ich
funkcjonowanie 1 wrazliwo$¢ na chemioterapeutyki. Wykazuja takze ekspresje onkogenu
WNT7B oraz wrazliwo$¢ na cytokeratyny. Nie sg natomiast wrazliwe na desming,
endoteling 1 wimentyneg.

Jest to linia adherentna, rosngca w monowarstwie. Namnazanie i wzrost komorek
MCF-7 mozna zahamowaé poprzez dodanie do ich $rodowiska czynnika martwicy
nowotworu (TNFa) lub antyestrogenéw. Substancje te moga modulowa¢ sekrecje biatek
wigzacych insulino-podobny czynnik wzrostu (IGFBP).

Kariotyp linii MCF-7 okreslany jest jako hipotetraploidalny z 8% poliploidia,
hiperploidalny lub prawie triploidalny o liczbie chromosomow mieszczacej si¢ w zakresie
od 61 do 87.
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9.5.2. Charakterystyka linit MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™)

Linia estrogenoniezaleznego raka piersi MDA-MB-231 (estrogenoniezalezny
gluczorakorak, ang. adenocarcinoma estrogen-negative) zostala wyprowadzona w roku
1973 z komorek metastazy (wysieku oplucnowego) nablonkowego gruczolakoraka gruczotu
piersiowego 51-letniej kobiety rasy kaukaskiej (MD Anderson Cancer Center University of
Texas, USA). Komorki tej linii wywodzg si¢ od potrdjnie ujemnego raka piersi i nie posiadajg
zarObwno receptorow  hormonalnych  (estrogenowychi  progesterownowych) jak
1 nablonkowych HER2. Sg mato wrazliwe na cytostatyki i szybko zyskuja oporno$¢ na te
leki. Wykazuja natomiast wrazliwos¢ na wigkszo$¢ cytokeratyn i wimentyng, ale sa
niewrazliwe na desming i endoteling. Podobnie jak komorki linii MCF-7, wykazuja
ekspresje onkogenu WNT7B.

Komorki linii MDA-MB-231 sg adherentne, rosng w monowarstwie. Ich cecha
charakterystyczng jest wydtuzony, wrzecionowaty ksztatt.

Komoérki linit MDA-MB-231, podobnie jak komoérki MCF-7, sa aneuploidalne ($rednia
liczba chromosoméw wynosi 64 (zakres od 52 do 68), a zestaw chromosomow
w kariotypie okreslany jest jako prawie triploidalny. Brak prawidtowych chromosomoéw 81 15.

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

Komérki linii HepG2 (nowotwdr watrobowo-komoérkowy, ang. hepatocellular
carcinoma) zostaty wyizolowane z watroby 15 letniego chtopca rasy kaukaskiej, chorego na
raka watrobowokomorkowego (Filadelfia, USA). Jest to jedna z najcze$ciej stosowanych
(referencyjnych) ludzkich linii komoérek nowotworowych w badaniach nad metabolizmem
1 toksycznoscia powszechnie stosowanych chemioterapeutykow oraz zwigzkow
o potencjalnych wtasciwosciach przeciwnowotworowych. Komorki linii HepG2 wykazuja
wlasciwos$ci adherentne 1 rosng w monowarstwie. Na ich kariotyp sktada si¢ od 50 do 60
chromosomow ($rednia warto$¢ wynosi 55). Zdolne sg do wydzielania niektorych biatek
osocza oraz biatek fazy ostrej. Somatotropina (ludzki hormon wzrostu) stymuluje ich wzrost.

9.5.4. Charakterystyka linii A549 (ATCC® CCL-185™) komorek nablonkopodobnych
ludzkiego niedrobnokomorkowego raka phluca

Sa to pecherzykowe podstawne komorki nabtonka gruczotowego pluca, ktore rosng
W monowarstwie.

Komorki nabtonka gluczorakoraka ptuc A549 (ang. lung adenocarcinoma) zostaty
wyprowadzone w roku 1972 w wyniku zabiegu eksplantacji tkanki ptuc u 58 letniego
mezczyzny rasy kaukaskiej przez zespdt profesora D. J. Giard’a, Massachusetts, USA.
Zestaw chromosoméw komorek A549 okreslany jest jako hipotriploidalny. Srednia liczba
chromosoméw wynosi 66, jednak rownie czgsto wystepowaé moze ich mniejsza (64 lub 65)
lub wigksza liczba (67). Charakterystyczna dla komoérek tej linii jest obecnosé
6 markeréw chromosomowych: der(6)t(1;6) (q11;q27); del(6) (p23); del(11) (g21), del(2)
(q11), M4 oraz M5. Wigkszos¢ komorek zawiera po dwa chromosomy X 1 Y, jednakze
w przypadku okolo 40% komodrek obserwowano utrate jednego lub wszystkich
chromosomow Y. Komorki A549 wykazuja cechy adherentne i rosng w monowarstwie.
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9.5.5. Charakterystyka linit CCRF-CEM (ATCC® CCL-119™)

Komoérki CCRF-CEM ostrej biataczki limfoblastycznej (ang. acute lymphoblastic
leukaemia A) wyizolowano z krwi obwodowej 4-letniej dziewczynki rasy kaukaskiej, chorej
na ostrg biataczke limfatyczng (Boston, USA). Ich kariotyp sktada si¢ z od 41 do 95
chromosomoéw, $rednia ich liczba wynosi 47. Komorki te wykazujg ekspresje antygenow
powierzchniowych CD3, CD4, CD5 oraz CD7. S3 to komorki rosngce w hodowli
zawiesinowej, bezposrednio w medium hodowlanym.

10. METODY

10.1. Hodowla komorkowa

Hodowle komodrek prowadzono w warunkach jatowych, w sterylnych,
jednorazowych naczyniach hodowlanych. Komorki hodowano w kompletnym medium
wzrostowym, wzbogaconym inaktywowang termicznie bydleca surowicg ptodowa (FBS) —
10% v/v, z dodatkiem antybiotykéw: streptomycyny [10 000 U/ml] i penicyliny
[10 mg/ml] (1% v/v), w warunkach standardowych w inkubatorze CO> (temp. 37°C, 95%
powietrza, 5% CO,, 100% wilgotnosci wzglednej).

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 uzywano medium RPMI, rowniez wzbogacone FBS (10% v/v).

10.2. Pasazowanie komoérek

Komorki wszystkich linii utrzymywano w fazie wzrostu logarytmicznego przez
regularne pasazowanie do nowych naczyn hodowlanych po osiagnieciu przez hodowle ok.
80% konfluenciji.

10.2.1. Pasazowanie komorek adherentnych

Monowarstwg komorek, po usunigciu medium hodowlanego, przemywano 0,9%
NaCl. Nastepnie dodawano 0,25% roztwor trypsyny z EDTA w ilosci odpowiedniej dla
powierzchni danego naczynia hodowlanego (300-500 ul). Komoérki inkubowano z trypsyna
przez 3-5 min w inkubatorze CO3, a proces trypsynizacji kontrolowano pod mikroskopem.
Po zakonczeniu trypsynizacji dodawano medium hodowlane 0 objetosci odpowiedniej dla
wielko$ci nowego naczynia hodowlanego i zawiesing, po dokladnym wymieszaniu,
przenoszono do nowych, jalowych naczyn hodowlanych.

10.2.2. Pasazowanie komorek zawiesinowych

Zawiesing komorek linii CCRF-CEM, przenoszono do jatowych proboéwek
o objetosci 15 ml i wirowano w temp. 4°C przez 5 minut przy 1 000 obr/min. Do osadu
komorek dodawano $wiezego medium hodowlanego. Tak otrzymang, zawiesing poddawano
mikroskopowej analizie. Komorki liczono w komorze Biirkera, a nast¢pnie rozcienczano
medium RPMI w celu otrzymania odpowiedniej liczby komoérek w ml, zapewniajacej im
optymalny wzrost w naczyniu o okreslonej objetosci. Koficowa zawiesing przenoszono do
nowego, jalowego naczynia hodowlanego.
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10.3. Ocena zywotnosci komoérek

Oceng zywotnosci komodrek dokonywano kazdorazowo po ich pasazu. W tym celu
stosowano 4% roztwor blekitu trypanu w NaCl, ktory wnika jedynie do komorek
z uszkodzong btong komorkowa, barwiac je na kolor niebieski.

Niewielkg ilo$¢ zawiesiny komorek mieszano w stosunku 1:1 z roztworem barwnika
i nanoszono na hemocytometr Biirkera. Zliczano pod mikroskopem wszystkie komoérki oraz
komorki zabarwione na niebiesko (martwe). Obliczano procent martwych komorek
w hodowli, przyjmujac liczb¢ wszystkich zliczonych komorek za 100%.

10.4. Inkubacja komérek z badanymi zwigzkami

W zaleznosci od analizy, komdrki wysiewano na przezroczyste badz czarne, jalowe
96-dotkowe ptytki hodowlane lub na szalki o $rednicy 35 cm. Hodowle komorek zaktadano
24 godziny przed planowanym eksperymentem, w celu ich przyklejenia si¢ do powierzchni
naczynia hodowlanego oraz namnozenia.

Liczbe komorek oraz rodzaj naczyn hodowlanych stosowanych w poszczegdlnych
doswiadczeniach, przedstawiono w Tabeli 1.

10.5. OCENA WLASCIWOSCI CYTOTOKSYCZNYCZNYCH

10.5.1. Oznaczenie zywotnosci komorek metabolicznym mikroplytkowym testem
spektrofotometrycznym z MTT

Zasada metody

Metoda MTT nalezy do testow metabolicznych oznaczenia zywotnos$ci komorek
i polega na pomiarze absorbancji fioletowego roztworu formazanu, produktu redukcji
rozpuszczalnej w wodzie zoltej soli tetrazolowej (MTT) przez enzymy oksydoredukcyjne
(gtéwnie dehydrogenaza bursztynianowa mitochondriow) zywych komorek. Ilo§¢ produktu
reakcji (nierozpuszczalnych w wodzie krysztatow formazanu) jest proporcjonalna do liczby
zywych 1 aktywnych metabolicznie komorek w probie. W przypadku komorek
uszkodzonych badz martwych, formazan tworzy si¢ w mniejszych iloSciach, lub nie
powstaje. Uzyskany po rozpuszczeniu krysztatoéw formazanu w DMSO fioletowy roztwor
wykazuje maksimum absorbancji przy dlugosci fali A = 580 nm. W pracy zastosowano
oryginalng metode (Mosman, 1983). we wiasnej modyfikacji (Koceva-Chyla i wsp. 2005).
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Tabela 2. Warunki hodowli komdrek stosowane w poszczegdlnych analizach.

L.p. Rodzaj analizy Rodzaj zastosowanego Liczba komérek
naczynia hodowlanego

1. | Cytotoksyczno$é/cytostatyczno$¢ | Mikroplytki 96-dotkowe 1 — 1,2 x 10*/dotek
(MTT) (przezroczyste)

2. | Reaktywne formy tlenu (RFT) Mikroptytki 96-dotkowe 2 x 10*/dotek

(czarne)

3. | Apoptoza/nekroza (podwojne Szalki o $rednicy 35 mm 2x10°
barwienie), autofagia, katastrofa komorek/szalke
mitotyczna

4. | Potencjat mitochondrialny Mikroptytki 96-dotkowe 2 x 10*/dotek

(czarne)

5. | Uszkodzenia DNA Szalki o $rednicy 35 mm 3 x 10° komorek

6. | Plynnos¢ blony komoérkowe;j Szalki o $rednicy 35 mm 2 x 10° komorek

7. | Cykl komorkowy Szalki o $rednicy 35 mm 5 x 10° komorek

8. | Aktywnos¢ tioredoksyny Szalki o $rednicy 35 mm 8 x 10° komoérek

9. | Aktywnosc¢ kaspazy-8 i -9 Szalki o $rednicy 35 mm 8 x 10° komoérek

10. | Aktywno$¢ kaspazy -3 Szalki o $rednicy 35 mm 8 x 10° komoérek

Przebieq oznaczenia

Komorki wysiewano na bezbarwne, jalowe 96-dotkowe mikroptytki w liczbie
odpowiedniej dla danej linii komérkowej. Po 24-godzinnej hodowli do okreslonych dotkow
mikroptytki dodawano badane zwiazki i inkubowano w inkubatorze CO> przez 24 godziny,
po czym usuwano medium, monowarstwe komorek przemywano dwukrotnie jalowym
roztworem PBS, a do dotkéw mikroptytki dodawano $wieze medium hodowlane. Po 48-
godzinnej hodowli komorek wykonywano test MTT. Do kazdego dotka mikroptytki
dodawano po 50 pul roztworu soli tetrazolowe;j (stezenie koncowe 0,05 mg/ml). Mikroptytke
umieszczano na 3-4 godziny (w zaleznosci od linii komorkowej) w inkubatorze CO2. Po
zakonczeniu inkubacji do dotkéw mikroptytki dodawano po 100 pl DMSO, w celu
rozpuszczenia powstalych w $rodowisku zywych komorek fioletowych krysztatow
formazanu. Absorbancje roztworu formazanu, po delikatnym wymieszaniu, odczytywano
przy dtugosci fali A = 580 nm 1 dlugosci fali referencyjnej A = 720 nm. Procent zywych
komorek wyliczano poréwnujgc wartos$¢ absorbancji prob badanych z wartoscig absorbancji
kontroli (komorki nietraktowane zwigzkami). Absorbancje kontroli przyjmowano za 100%.
Na podstawie uzyskanych wynikéw wykreslano krzywe przezywalnosci komorek, przy
uzyciu programu komputerowego GraphPad Prism i obliczano stezenie ICso zwigzkow,
ktore redukowato odsetek zywych komoérek o 50%.
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10.6. OCENA WEASCIWOSCI ANTYPROLIFERACYJNYCH

10.6.1. Wiasciwosci cytostatyczne

W celu oznaczenia aktywnosci cytostatycznej badanych zwigzkow i ich zdolnosci do
hamowania proliferacji komoérek nowotworowych zastosowano inny wariant inkubacji
komorek ze zwigzkami. Prowadzono 24, 48 Iub 72-godzinng hodowle komorek
w medium, zawierajgcym badane zwiazki. W kazdym z ww. wymienionych punktach
czasowych wykonywano test MTT, analogicznie jak w przypadku cytotoksycznosci.
Na podstawie uzyskanych krzywych przezywalnos$ci dla kazdego zwigzku wyliczano stezenie
1Gso.

10.6.2. Analiza cyklu komérkowego metoda cytometryczna

Zasada metody

Cykl komorkowy okreslany jest jako sekwencja $cisle kontrolowanych zdarzen,
ktore prowadzg ostatecznie do podziatu komorki. Podziat mitotyczny umozliwia powstanie
dwoch identycznych komorek potomnych, bedacych kopiami komorki macierzyste;.

Do analizy cyklu komoérkowego wykorzystywana jest technika cytometrii
przeptywowej, umozliwiajagca zaré6wno identyfikacje zabarwionego odpowiednim
barwnikiem fluorescencyjnym DNA jak i dokladng analize¢ histogramu DNA w badanej
populacji komoérek. Jednym z najczgséciej stosowanych barwnikéw do tego celu jest jodek
propidyny (PI), ktory wnika przez blong komorkows utrwalonych w etanolu komorek,
a nastepnie wigze sic z DNA na zasadzie interkalacji. Reakcja ma charakter
stechiometryczny i nie jest specyficzna dla DNA, gdyz PI moze wigzaé si¢ takze
i zdwuniciowym RNA. Analiz¢ cyklu komorkowego wykonano wg metody Darzynkiewicz
i Juan (2001).

Przebieg oznaczenia

Komorki wysiewano na jatowe szalki o $rednicy 35 mm w ilosci odpowiedniej dla
stosowanej linii komorkowe;j. Po 24-godzinnej hodowli komoérek do medium hodowlanego
dodawano badanych zwiazkéw w stezeniu 1Cso i prowadzono 24-godzinng inkubacje.
Inkubacja Po zakonczonej inkubacji ze zwigzkami, wymieniano medium i hodowano
komorki przez kolejne 24 godziny. Po zakonczeniu hodowli poinkubacyjnej komorki
trypsynizowano, a nast¢pnie wirowano przez 5 minut, w 4°C, przy 1 000 obr./min.
Supernatant wylewano, a osad komoérek zawieszano w 200 pl PBS, pozbawionego jonow
Mg?* oraz Ca®". Zawiesing komorek utrwalano w 70% zimnym (-20°C) etanolu
I przechowywano w takiej samej temperaturze do czasu analizy. Bezposrednio przed
pomiarem cytometrycznym, utrwalone w etanolu komoérki odwirowywano przy 2 000 obr./min
przez 5 minut, w 4°C. Osad komorek przemywano roztworem PBS i ponownie wirowano
(1 000 obr./min, 5 minut, 4°C), a nastepnie zawieszano w 500 pl buforu HBSS,
zawierajacego 1M Tris HCI (stgzenie koncowe 10 mol/L), pH 7,5, 1 M MgCl> (stezenie
koncowe 5 mmol/L), oraz RNaze A 10 mg/ml (stg¢zenie koncowe 10 pg/ml) i inkubowano
przez 30 minut w temperaturze 37°C. Po zakonczeniu inkubacji do zawiesiny komorek
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dodawano Pl (4 mg/ ml DMSO, stgzenie koncowe 5 pM) dokonywano pomiaru
cytometrycznego na cytometrze przeplywowym Becton Dickinson LSR 1II..

Procent komorek w poszczegdlnych fazach cyklu podzialowego obliczano na
podstawie histograméw DNA korzystajac z odpowiedniego oprogramowania. Wyniki
przedstawiono jako procent odpowiednich dla danej fazy cyklu wartosci, uzyskanych dla
DNA komorek kontrolnych (nietraktowanych zwigzkami).

10.7. OCENA WLASCIWOSCI PROOKSYDACYNYCH
10.7.1. Okreslenie poziomu reaktywnych form tlenu (metoda z H.DCFDA)

Zasada metody

Metoda oparta jest na utlenianiu sondy fluorescencyjnej H.DCF-DA (dioctanu
dihydrodichlorofluoresceiny) przez wewnatrzkomorkowe RFT. H>DCFD-DA stanowi
zredukowang chemicznie formg fluoresceiny. Sonda swobodnie przenika przez btong
komoérkowa do wnetrza komorki, gdzie w wyniku dziatania esteraz ulega hydrolizie
(deacetylacji) do niefluoryzujacej H2DCF. Nastgpnym etapem przeksztalcen chemicznych
sondy jest jej utlenienie przez wewnatrzkomorkowe RFT, w wyniku ktérego powstaje
ostateczny produkt reakcji 2’°,7’-dichlorofluoresceina (DCF), charakteryzujaca si¢ silng
fluorescencjg. Zwiazek ten pozostaje w cytozolu komorek, wykazujac maksimum
wzbudzenia i emisji przy dlugos$ciach fal wzbudzenia/emisji Aex=495 nm i Aex=529 nm.
Intensywnos¢ fluorescencji sondy jest wprost proporcjonalna do ilosci reagujacych z nig
RFT, obecnych w komorce. Analiz¢ wykonano wedlug metody opisanej w pracy Balcerczyk

i wsp. (2005).

Przebieg oznaczenia

Komoérki wysiewano na jatowe, czarne 96-dotkowe mikroptytki w liczbie
odpowiedniej dla danej linii komorkowej. Po 24-godzinnej hodowli do dotkow
mikroplytkidodawano badane zwigzki w stezeniach ICso, %2 ICsp 0Oraz 2 X 1Csp. Komorki
inkubowano ze zwigzkami przez 0,5, 3 lub 6 godzin. Po tym czasie usuwano medium,
monowarstwe komorek przemywano dwukrotnie jalowym roztworem HBSS i do kazdego
dotka dodawano po 50 pl roztworu HBSS (140 mM NacCl, 5 mM KCI, 0.8 mM MgCl», 1.8
mM CaClz, 1 mM Na:HPOs, 10 mM HEPES and 1% glucose), zawierajacego H.DCFDA
o stezeniu koncowym 5 pmol/l. Komérki inkubowano z sonda przez 30 minut
w inkubatorze CO,. Pomiar6w natezenia fluorescencji dokonywano po 0, 15, 30, 45, 60, 90,
120, 150 1 180 minutach od zakonczenia inkubacji z sondg przy dtugosci fali wzbudzenia
Aex=490 nm i emisji Aem=529 nm.

10.7.2. Okreslenie poziomu reaktywnych form tlenu (metoda z dihydroetydyng)

Zasada metody:

Poziom anionorodnika ponadtlenkowego (O2™) okreslano mikroptytkowa metoda
spektrofluorymetryczng z dihydroetydyna (DHE), ktora jest naczgsiciej uzywana sonda
fluorogenna do monitorowania wewnatrzkomorkowej — produkcji  anionorodnika
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ponadtlenkowego O>™ (Reers et al., 1991;. Cossarizza et al., 1993). DHE uwazana jest za
najbardziej specyficzng i stabilng sonde fluorescencyjna do monitorowania generowania
0O, Jest zatrzymywana przez komoérke i mozna stosowacé jg rowniez do barwienia komoérek
utrwalonych oraz w badaniach In vivo. DHE charakteryzuje si¢ nicbieskg fluorescencja
(Rex=355 nm, Aem=430 nm). W wyniku reakcji pomiedzy DHE i O..powstaje wysoce
specyficzny produkt 2-hydroksyetydyna (2-OH-E+), ktéra po interkalacji do DNA
wykazuje silng czerwona fluorescencj¢ (Aex=460 nm, Lem=640 nm) (Zao et al., 2005).

Przebieq oznaczenia:

Po zakonczeniu inkubacji ze zwigzkami usuwano medium, monowarstwe komoérek
w poszczegdlnych dotkach przemywano dwukrotnie HBSS (140 mM NacCl, 5 mM KCI, 0.8
mM MgCl;, 1.8 mM CaClz, 1 mM Na;HPO4, 10 mM HEPES i 1% glucosa) i do kazdego
dotka dodawano po 50 pl roztworu dihydroetydyny w HBSS (st¢zenie koncowe 615 umol/l).
Komorki inkubowano ze sondg przez 20 minut w warunkach odpowiednich dla danej linii
komorkowej (37°C), a nastepnie mierzono fluorescencje po czasie 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150 i 180 min. Pomiar wykonywano przy dwoch dlugosciach fal wzbudzenia i emisji
fluorescencji: Aex = 360 nm/Aem = 420 nm (dla dihydroetydyny) oraz Aex = 360 nm/Aem =
640 nm (dla etydyny). Obliczano stosunek fluorescencji 640 nm/420 nm. Stosunek ten dla
kontroli przyjmowano za 0%, a fluorescencj¢ prob przeliczano jako Af w stosunku do
kontroli.

10.7.3. Ocena udzialu reaktywnych form tlenu w cytotoksycznosci badanych zwiazkéw
metaloorganicznych

W celu okreslenia udziatu reaktywnych form tlenu w cytotoksycznosci badanych
zwigzkéw  metaloorganicznych, komorki — pre-inkubowano  przez 1 godzing
z przeciwutleniaczami N-acetylocysteina (NAC, 3 mM), witaming E (Trolox, 50 uM) lub
kwasem askorbinowym (witaming C, 50 uM). Nastepnie, do medium komorek dodawano
odpowiednie stezenia zwigzkéw i wykonywano test MTT.

10.8. OCENA WELASCIWOSCI PRO-APOPTOTYCZNYCH

10.8.1. Okreslenie frakcji komérek apoptotycznych i nekrotycznych metoda
mikroskopii fluorescencyjnej (podwojne barwienie komérek fluorescencyjnymi
barwnikami Hoechst 33258 i jodkiem propidyny)

Zasada metody

Jednoczesne zastosowanie dwoch barwnikow fluorescencyjnych (jodek propidyny
1 Hoechst 33258), ktorych mechanizmem wnikania do komorki 1 widmo fluorescencyjne
roznig si¢, umozliwia identyfikacje w tej samej probie 4 typéw komorek: zywych,
wczesnoapoptotycznych, pdznoapoptotycznych i1 nekrotycznych. Jodek propidyny (PI)
posiada ujemny tadunek i wnika jedynie do komorek z uszkodzong btona komoérkows, co
pozwala na identyfikacje komodrek nekrotycznych Ilub komoérek znajdujacych sie
w poéznych fazach apoptozy. Hoechst 33258, natomiast, wnika swobodnie przez
nieuszkodzong btong¢ komorek zywych i wezesnoapoptotycznych, umozliwiajac tym samym
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ich identyfikacj¢. W wyniku przenikania barwnika przez nienaruszone btony biologiczne,
barwi DNA jadra komdrkowego na jasnoniebieski kolor. Natezenie fluorescencji barwnika
zwigzane jest ze stopniem upakowania DNA, co pozwala, na podstawie intensywnosci
$wiecenia fluorochromu w jadrze komoérkowym, odrézni¢ silnie fluoryzujace komorki
apoptotyczne, zawierajgce silnie skondensowang chromatyne, od stabo fluoryzujacych
komorek zywych, zawierajacych luzniejsza chromatyng. Oba fluorochromy ulegajg
wzbudzeniu przez $wiatlo z zakresu ultrafioletu — jodek propidyny charakteryzuje si¢
pomaranczowo-czerwong fluorescencja, natomiast Hoechst 33258 —
niebieskg. Barwienie komodrek mieszaning obu barwnikow pozwala na wyrdznienie
w obrazie mikroskopowym 4 frakcji komorek réznigcych si¢ fluorescencja:

» komorki zywe (slaba, matowa jasnoniebieska fluorescencja),

» komorki we wezesnej fazie PCD (jaskrawa jasnoniebieska fluorescencja),

» komorki w pdznej fazie PCD (rézowo-fioletowa fluorescencja),

» komorki nekrotyczne (intensywna czerwona fluorescencja) (Gasiorowski i wsp. 2001).

Przebieq oznaczenia

Po 24-godzinnej inkubacji komorek z badanymi zwigzkami, wymienano medium na
nowe i prowadzono dalsza hodowlg komoérek przez 24 i 48 godz. (hodowla poinkubacyjna).
Bezposrednio po zakonczeniu inkubacji ze zwigzkami (0 godz.) oraz po 24 i 48 godzinach
hodowli poinkubacyjnej, komoérki trypsynizowano 1 przygotowywano zawiesing,
zawierajacg 1 X 10° komérek/ml buforu HBSS. Nastepnie, do zawiesiny dodawano po 1 pl
barwnikow  fluorescencyjnych: ~ Hoechst 33258 i Pl (2 mg/ml kazdy)
i inkubowano w ciemnosci w temp. pokojowej przez 5-10 minut. Po zakonczonej inkubacji,
zawiesing komorek, po delikatnym doktadnym wymieszaniu, nanoszono na szkietka
podstawowe i analizowano pod mikroskopem fluorescencyjnym Olympus IX 70, stosujac
filtr UV 360-370 nm. W kazdym preparacie zliczano 300 komoérek w polu widzenia. Sume
wszystkich komorek przyjmowano za 100%, a zawarto$¢ komorek zywych, wczesno-
1 poznoapoptotycznych oraz nekrotycznych obliczano jako frakcje catosci.

10.8.2. Analiza zmian transblonowego potencjalu mitochondrialnego (A¥m)
(metoda z JC-1)

Zasada metody

JC-1 jest kationowym barwnikiem karbocyjaninowym, szeroko stosowanym jako
sonda fluorescencyjna do wykrywania depolaryzacji btony mitochondrialnej. Selektywne
nagromadzenie JC-1 w mitochondriach jest wysoce zalezne od transbtonowego potencjatu
mitochondrialnego (Wm) (Reers et al., 1991;. Cossarizza et al., 1993).

W komorkach prawidlowych, odpowiedni potencjat btony mitochondrialnej (MMP)
oraz sprawno$¢ mitochondriow zapewniaja efektywne funkcjonowanie energetycznych
szlakow metabolicznych, dostarczajgcych energii w postaci ATP. Komoérki w normalnych
warunkach, posiadajg wysoki potencjat btony mitochondrialnej (MMP), szacowany na —120
do -180 mV i uwarunkowany odpowiednig dystrybucjg protonow (H*). W stanach
patologicznych nastepuje gwattowny spadek produkcji ATP, co powoduje wyczerpanie
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energii 1 depolaryzacj¢ MMP. Zmiany potencjalu mitochondrialnego sa zjawiskiem
charakterystycznym dla poczatkowych etapow PCD.

Zastosowanie sondy fluorescencyjnej JC-1 umozliwia spektrofluorymetryczng
analiz¢ zmian potencjatu btony mitochondrialnej (MMP). JC-1 gromadzi si¢ w duzych
ilosciach w hiperspolaryzowanej blonie mitochondrialnej (-140 mV), gdzie tworzy
agregaty, emitujgce czerwong fluorescencje (hex = 485 nm, Aem = 538 nm). Podczas
depolaryzacji (MMP —100 mV) i uprzepuszczelnienia btony mitochondrialnej nast¢puje
spadek stezenia JC-1 i rozpad agregatdéw do monomerdéw, emitujacych zielong fluorescencje,
podobng do tej fluoresceiny (Aex = 530 nm, Aem = 590 nm). Przejscie JC-1
z postaci zagregowanej do monomerycznej wigze si¢ z przesunigciami w jego widmie
fluorescencyjnym oraz ze zmiang fluorescencji pomaranczowej na zielong. Te cechy
sprawiaja, ze JC-1 jest czutym markerem zmian MMP, a pomiar stosunku fluorescencji
agregatow do monomerow wygodnym i niezawodnym sposobem do oceny zmian w MMP
w komorkach (Nuydens 1 wsp., 1999).

Stosunek fluorescencji agregatow (Aem = 590 nm) i monomeré6w (Aem = 540 nm) —
590 nm/540nm, odzwierciedla poziom uszkodzenia blony mitochondriow komorek.
Pozytywna kontrole stanowily komorki preinkubowane z 5 pmol/l CCCP, ktérego funkcja
jest rozprzgganie transportu elektrondw tancucha oddechowego. Konsekwencja zmian
procesu fosforylacji oksydacyjnej jest obnizenie potencjalu mitochondrialnego
1 zmniejszenie prawdopodobienstwa wystapienia jednoelektronowych redukceji czasteczek
tlenu.

Przebieq oznaczenia

Komorki wysiewano na jatowe, czarne 96-dotkowe ptytki w liczbie odpowiedniej
dla danej linii komorkowej. Po 24-godzinnej hodowli do dotkéw dodawano badane zwigzki
w stezeniach ICsp, %2 ICsg 0raz 2 x 1Cso i inkubowano przez 0,5; 3 lub 6 godzin. Po
zakonczeniu inkubacji usuwano medium, zawierajgce badane zwigzki. Monowarstwe
komorek przemywano dwukrotnie jalowym roztworem HBSS 1 do kazdego dotka dodawano
po 50 ul sondy JC-1 o stezeniu 5 pumol/l rozpuszczonej w HBSS. Komorki inkubowano
z sondg przez 30 minut w inkubatorze CO2. Nastepnie, monowarstwe komorek przemywano
dwukrotnie roztworem PBS i do kazdego dotka mikroptytki dodawano po 100 pl buforu
HBSS. Pomiaréw fluorescencji monomerow i agregatow JC-1 dokonywano przy
nastgpujacych wartosciach dtugosci fal wzbudzenia i emisji:

> Aex=485 nm i Aem=538 nm (monomery)
> Aex=530 nm, Aem=590 nm (agregaty).

Wyniki przedstawiono w procentach kontroli obliczonych na podstawie poréwnania
stosunku nate¢zenia fluorescencji 590/540 nm proby badanej 1 kontroli (100%).

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

Zasada metody — kaspaza-8, -9

Kaspazy naleza do duzej rodziny proteaz serynowych zaangazowanych w proces
apoptotycznej $mierci komorki. Udziat tych enzyméw w procesie apoptozy realizuje si¢
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zar6wno na etapie inicjacji (kaspazy inicjujace, np. kaspaza-8 oraz -9), jak i etapie
koncowym, okreslanym jako faza efektorowa (kaspazy efektorowe, np. kaspaza-3).
Kaspaza-8 zaangazowana jest gtdéwnie w receptorowy (zewnatrzpochodny) szlak apoptozy,
przebiegajacy przy udziale biatek receptorowych, zlokalizowanych na btonie komdrkowe;.
Kaspazy-9 oraz -3 funkcjonujg natomiast w wewnatrzpochodnym szlaku mitochondrialnym,
w ktoérym gltowng role w przekaznictwie sygnatow apoptotycznych i regulacji proceséw
zwigzanych ze $miercig komorki odgrywaja mitochondria.

Oznaczenia aktywnos$ci kaspaz-8, -9 wykonywano w lizatach komorkowych, do
ktorych dodawano specyficznego dla badanych proteaz peptydu, skoniugowanego
Z p-nitroaniling (pNA). W wyniku proteolitycznego cigcia peptydu, pod wpltywem
aktywnych kaspaz -8 lub -9, dochodzi do uwolnienia chromoforu pNA i zabarwienia
roztworu. Pomiar absorbancji przy dlugosci fali A=405 nm umozliwia okreslenie poziomu
aktywno$ci kaspaz w lizatach komorkowych, ktéra jest wprost proporcjonalna do
intensywnos$ci zabarwienia mieszaniny reakcyjnej.

Przebieq oznaczenia — kaspazy-8 i -9

Komorki wysiewano na jatowe szalki o srednicy 35 mm w ilosci odpowiedniej dla
stosowanej linii komérkowej. Po 24-godzinnej hodowli do medium hodowlanego komoérek
dodawano badanych zwigzkow w  stezeniu ICsg. Inkubacja komoérek ze
zwigzkami trwata przez 24 godziny. Po zakonczeniu inkubacji komoérki poddawano 10-
minutowej homogenizacji na lodzie, a nastepnie odwirowywano w 4°C, przy 10 000
obr./min przez 1 minute. Z kazdej proby pobierano po 50 pl supernatantu i dodawano do
odpowiednich dotkéw 96-dotkowej czarnej plytki. Nastepnie, do kazdego dotka dodawano
mieszaning reakcyjna, sktadajaca si¢ 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 dtugosci fali A=405 nm.

Zasada metody — kaspaza-3

Aktywnos$¢ enzymu oznaczana jest w lizatach komorkowych. Do lizatu dodawany
jest specyficzny substrat Z-DEVD-R110 (bisamid rodaminy potgczony z substratem dla
kaspazy-3, ktory gasi fluorescencj¢ barwnika ksantenowego). Proteolityczne cigcie substratu
Z-DEVD-R110 przez kaspaze-3, powoduje odiaczenie monoamidu rodaminy, ktory
w dalszym etapie ulega przeksztatceniu do czasteczki R110. Oba produkty hydrolizy
wykazuja fluorescencje przy dtugosci fal wzbudzenia i emisji odpowiednio Aex=496 nm
I Aem= 520 nm. Pomiar fluorescencji umozliwia okreslenie poziomu aktywnosci kaspazy-3
w lizatach komoérkowych.

Przebieqg oznaczenia — kaspaza-3

Komorki wysiewano na jatowe szalki o $rednicy 35 mm w ilosci odpowiedniej dla
stosowanej linii komérkowej. Po 24-godzinnej hodowli do medium hodowlanego komorek
dodawano  badanych  zwigzkow w  stezeniu  1Cso. Komorki  inkubowano
ze zwigzkami przez 24 godziny. Po zakonczeniu inkubacji, komoérki poddawano
homogenizacji (30 minut) na lodzie w buforze dostarczonym w zestawie, a nastgpnie
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wirowano w 4°C, przy 5000 obr./min, przez 5 minut. Z kazdej proby pobierano po 50 pl
supernatantu i dodawano do  dotkéw  96-dotkowej czarnej  mikroptytki.
W celu okreslenia fluorescencji tta, do okreslonych dotkéw zamiast lizatu komorek
dodawano 50 pl buforu lizujgcego. Kolejng kontrole stanowity dotki zawierajgce inhibitor
aktywnosci kaspazy-3. Do wszystkich dotkow dodawano mieszaniny reakcyjnej, sktadajace;j
si¢ z buforu reakcyjnego oraz substratu dla kapsazy-3. Mikroptytke inkubowano
w ciemno$ci, w temperaturze pokojowej przez 30 min. Po zakonczeniu inkubacji
dokonywano pomiaru fluorescencji przy dtugosci fali wzbudzenia/emisji odpowiednio Aex=
496 i Xem= 520 nm.

10.9. ANALIZA ZDOLNOSCI BADANYCH ZWIAZKOW
METALOORGANICZNYCH DO INDUKOWANIA PROCESU AUTOFAGII

Najbardziej powszechng metoda, stosowana do wykrywania autofagosomow,
formowanych w komoérkach, w ktorych zachodzi proces autofagii, jest mikroskopia
fluorescencyjna. Do tego celu stosowanych jest ponad 60 roznych barwnikow
fluorescencyjnych. W pracy wykorzystano fluorochromatyczne barwienie oranzem
akrydynowym (AO), ktory wigze si¢ z niezdenaturowanym, dwuniciowym DNA zywych
komorek, barwigc jadro komorkowe w §wietle UV na kolor zielony. AO moze takze wigzac
si¢ z RNA 1 jednoniciowym DNA barwigc je na pomaranczowo. Jedynymi strukturami
komorki, ktore wybarwiaja si¢ na kolor czerwony sg lizosomy i autofagosomy. Natezenie
barwy zalezne jest od pH $rodowiska, w ktorym znajduje si¢ barwnik.
Ze wzgledu na to, ze AO posiada charakter zasadowy, gromadzi si¢ w najwigkszej ilosci
w $rodowisku o niskim pH.

Przebieq oznaczenia

Po zakonczeniu inkubacji komoérek ze zwigzkami usuwano medium, monowarstwe
komorek przemywano dwukrotnie roztworem PBS i wybarwiano roztworem AO (koncowe
stezenie barwnika 5 umol/l) przez 5 minut, w temperaturze pokojowej, w ciemnosci.
Po wybarwieniu komérek odmywano nadmiar barwnika i fotografowano komorki pod
mikroskopem fluorescencyjnym (Olympus 1X 70, Tokio, Japonia, filtr UV 360-370 nm),
przy powigkszeniu 150X. Oceniano komorki z wybarwionymi autofagosomami.

10.10. OCENA WLASCIWOSCI GENOTOKSYCZNYCH

10.10.1. Analiza uszkodzen DNA metoda kometowg (elektroforeza pojedynczej
komorki)

Zasada metody

Uszkodzenia materialu genetycznego bedace wynikiem ekspozycji komorki na
czynniki genotoksyczne prowadzga do zaburzen strukturalnych DNA 1 stanowig potencjalne
zrodto mutacji. Elektroforeza pojedynczych komoérek (ang. single cell gel electrophoresis,
SCGE), pozwala m.in. na pomiar jednoniciowych i dwuniciowych peknig¢ DNA. Podczas
elektroforezy, DNA migruje w stron¢ anody z predkoscia zalezng od wielko$ci czasteczki.
Obraz mikroskopowy uszkodzonej komorki poddanej elektroforezie przypomina wygladem
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komete: ,,glowa” odpowiada miejscu, w ktorym unieruchomiono komorke przed liza,
,»ogon” stanowig petle i fragmenty nici DNA zrelaksowane i uwolnione ze struktur
jadrowych w wyniku peknig¢ DNA.

Przebieq oznaczenia

Komérki wysiewano na jatowe szalki o $rednicy 35 mm w liczbie odpowiedniej dla
danej linii komérkowej. Po 24-godzinnej hodowli do medium hodowlanego komorek
dodawano badanych zwigzkéw w 3 stezeniach: 1Cso, %2 ICso 0raz 2 x ICso. Komorki
inkubowano ze zwiazkami przez 24 godziny. Po zakonczeniu inkubacji, wymieniano
medium na nowe i prowadzono dalszg 24-godzinng hodowlg poinkubacyjna, aby umozliwic¢
komérkom naprawe uszkodzen DNA. Bezposrednio przed analiza, komorki
trypsynizowano, wirowano, zawieszano w niewielkiej ilosci PBS i dodawano do roztworu
agarozy o niskim punkcie topnienia. Niewielka ilo$¢ tak przygotowanej zawiesiny komorek
w agarozie nanoszono na szkietko podstawowe, optaszczone agaroza o normalnym punkcie
topnienia, przykrywano szkielkiem nakrywkowym 1 pozostawiano do czasu zastygnigcia
agarozy. Preparaty inkubowano przez przynajmniej 1 godzing w buforze lizujacym (2,5
mol/l NaCl, 100 mmol/l Na, - EDTA, 10 mmol/l Tris, 1% Triton X -100)
w celu uwolnienia DNA. Nastepnie szkietka przemywano trzykrotnie buforem rozwijajagcym
(1 mmol/l Na,-EDTA, 300 mmol/l NaOH) i inkubowano w tym samym buforze przez 20
minut.

Kolejnym etapem byla elektroforeza komorek w buforze elektroforetycznym przez
20 minut (29V, 30 mA). Po elektroforezie, preparaty pozostawiano do wyschnigcia,
a nastepnie barwiono za pomoca roztworu DAPI (2 mg/ml). Analize¢ komet DNA
dokonywano pod mikroskopem fluorescencyjnym Nikon Eclipse (Nikon, Tokio, Japonia),
wyposazonym w kamere video 4910 COHU (Cohu, Inc., San Diego, CA) i komputerem
z zainstalowanym oprogramowaniem Lucia-Comet v. 4.51 (Laboratorium Obrazowania,
Praga, Republika Czeska). Kazdorazowo Z kazdego preparatu zliczano 100 przypadkowo
wybranych komet.

10.11. OCENA WLASCIWOSCI BLONY KOMORKOWEJ

10.11.1. Zmiany plynnosci blony plazmatycznej (pomiar anizotropii fluorescencji
TMA-DPH i DAUDA)

Zasada metody

Do oznaczen zmian plynnosci btony plazmatycznej wykorzystano metode
spektroskopii fluorescencyjnej oraz dwie sondy fluorescencyjne (TMA-DPH i DAUDA),
lokujacych si¢ na roznej gitebokosci dwuwarstwy lipidowej. TMA-DPH wbudowuje si¢
w powierzchniowym obszarze zewngtrznej monowarstwy, DAUDA natomiast wnika
w glebszy hydrofobowy obszar blony. Fluorescencje sond mierzono na spektrofluorymetrze
Perkin-Elmer (Massachusetts, USA) z przystawka do pomiaru anizotropii fluorescencji przy
réwnoleglym 1 prostopadtym potozeniu polaryzatorow.
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Przebieg oznaczenia

Komérki wysiewano na jatowe szalki o $rednicy 35 mm w liczbie odpowiedniej dla
danej linii komoérkowej. Po 24-godzinnej hodowli do medium hodowlanego komorek
dodawano szereg rozcienczen badanych zwigzkoéw w stezeniach koncowych 1, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 40, 50, 60 uM. Po 2-godzinnej inkubacji komorki trypsynizowano
i przenoszono do proboéwek Eppendorf (po 0,5 ml zawiesiny/probe). Zawiesing komorek
komorek wirowano przy 2500 obr/min, przez 5 minut, w temp. 4°C. Osad komorek
przemywano dwukrotnie zimnym PBS (0-4°C) i zawieszano w buforze Tris-HCI/KCI
(50 mM Tris-HCI, 0,15 M KCI). Tak przygotowane proby umieszczano na lodzie.
Bezposrednio przed pomiarem do prob dodawano odpowiedniej sondy fluorescencyjnej
(stezenie koncowe 10 uM) i inkubowano w lodzie, w ciemnosci. Pomiarow fluorescencji
dokonywano na spektrofluorymetrze Perkin-Elmer LS-5B w przystawce z polaryzatorem,
odczytujac anizotropi¢ fluorescencji przy dtugosci fali wzbudzenia Aex=365 nm i dtugosci
fali emisji Aem=425 nm (TMA-DPH) oraz dtugos$ci fali wzbudzenia Aex=350 nm i dtugosci
fali emisji Aem= 420 nm (DAUDA).

10.12. ANALIZA AKTYWNOSCI REDUKTAZY TIOREDOKSYNY (TEST
KOLORYMETRYCZNY)

Zasada metody

Reduktaza tioredoksyny (EC1.8.1.9) jest enzymem, zaangazowanym w szereg
istotnych procesow komorkowych oraz metabolicznych, takich jak prawidlowy wzrost
komorek, aktywno§¢ p53 czy ochrona komoérek przed szkodliwym dziataniem stresu
oksydacyjnego. Do oceny zmian aktywnosci enzymu w komorkach nowotworowych,
eksponowanych na dziatanie badanych pochodnych metaloorganicznych, wykorzystano
komercyjnie dostepny zestaw kolorymetryczny firmy BioVision (Milpitas Boulevard,
Milpitas, CA, USA). Podstawa metody jest katalizowana przez TrxR reakcja redukcji kwasu
5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoesowego) (DTNB) do  barwnego  anionu  2-tio-5-
nitrobenzoesowego (TNB27). Reakcja przebiega w obecnoéci NADPH. Zoétty kolor TNB
wykazuje maksimum absorbcji przy dtugosci fali 412 nm. Ze wzgledu na to, Zze obecne
w probach materiatu biologicznego inne reduktazy oraz peroksydaza glutationowa moga
rowniez redukowa¢ DTNB, w metodzie stosowane sg inhibitory, swoiste dla TrxR.
W probach dokonuje si¢ 2 pomiardw absorbancji produktu redukcji DTNB: bez inhibitora
TrxR oraz w obecnosci inhibitora TrxR. Roznica pomiedzy warto$ciami absorbancji okresla
posrednio aktywno$¢ enzymatyczng TrxR. Enzym ssaczy moze oprocz tioredoksyn
redukowac takze substraty nie zawierajace mostkow disiarczkowych, np. seleniany, kwasy
liponowe, nadtlenki lipidéw i nadtlenek wodoru.

Przebieqg oznaczenia

Przed wlasciwym oznaczeniem wykre$lano krzywa wzorcowa, dodajac do
poszczegolnych studzienek 96-dotkowej bezbarwnej mikroptytki wzorcowy roztwor TNB
w stezeniu koncowym 0, 10, 20, 30, 40, 50 nM/dotek.
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Komorki wysiewano na jalowe szalki o $rednicy 35 mm w liczbie odpowiedniej dla
stosowanej linii komérkowe;j. Po 24-godzinnej hodowli do medium hodowlanym dodawano
badanych zwigzkow w stezeniu 1Cso 1 inkubowano przez 24 godziny
w inkubatorze CO;. Po zakonczeniu inkubacji, komorki 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 mieszaning reagentow,
sktadajaca si¢ z buforu reakcyjnego, roztworu DTNB oraz NADPH. Mieszaning te
w objetosci 40 ul dodawano do kazdego z nastepujacych rodzajow dotkow:

» kontrola pozytywna — roztwoér TrxR i bufor reakcyjny

» homogenaty komorek, bez inhibitora TrxR — 50 ul homogenatu i bufor reakcyjny,

» homogenaty komorek z inhibitorem TrxR — 50 pl homogenatu, inhibitor TrxR i bufor
reakcyjny.

Po dodaniu buforu reakcyjneego i doktadnym wymieszaniu $ledzono kinetyke
reakcji poprzez pomiar absorbancji roztworu przy dhugos$ci fali 412 nm w czasie 0 — 20 minut
w temperaturze 25°C. Aktywno$¢ reduktazy trioredoksyny wyznaczono ze wzoru:

B o o mU
m x rozcienczenie badanej proby = —
gdzie: B — ilo$¢ wytworzonego TNB, odczytana z krzywej wzorcowej, T1 — czas
pierwszego odczytu absorbancji [min], T2 — czas w przedziale 0-20 min., po ktéorym
absorbancja osigga warto$¢ maksymalng; czas ostatniego odczytu absorbancji [min],

V —ilos¢ proby dodanej do studzienki 96 dotkowej mikroptytki [ml].

Aktywnos¢ TrxR =

10.13. ANALIZA STATYSTYCZNA

Wyniki badan, uzyskanych w przynajmniej 3 niezaleznych eksperymentach,
w 3-6 powtdrzeniach kazdy, przedstawiono w formie $redniej arytmetycznej i $redniego
btedu $redniej (SEM). Srednia arytmetyczna i $redni btad éredniej obliczano przy uzyciu
programu Microsoft Excel (program pakietu Microsoft Office 2010, Microsoft Corporation,
USA). Do oceny istotno$ci statystycznej uzyskanych wynikéw zastosowano analizg
wariancji jednoczynnikowej ANOVA oraz test post-hoc Tukeya dla poréownan
wielokrotnych programu STATISTICA firmy StatSoft, USA.
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11. WYNIKI

11.1. AKRYLOILOFERROCENY (POCHODNE KWASU
AKROLEINOWEGO) ORAZ AZAFERROCENY

11.1.1. Cytotoksyczno$¢ pochodnych ferrocenylowych

Cytotoksyczno$¢ ferrocendw okre$lono na podstawie frakcji komorek, ktore po 24-
godzinnej inkubacji ze wzrastajgcymi stezeniami (10-120 umol/L) tych zwigzkow zdolne
byty do proliferacji. Zywotnoé¢ komoérek okreslano mikroptytkowa metoda
spektrofotometryczng z MTT. Odsetek zywych komorek w probie obliczano
w odniesieniu do komorek kontrolnych (komérki inkubowane w PBS), ktorych zywotno$é
arbitralnie przyjmowano za 100%. Na podstawie krzywych przezywalnosci, za pomocg
programu komputerowego GraphPad Prism Software, wyliczano st¢zenie ICsp zwigzkow,
ktére powodowato 50% spadek zywotnosci traktowanych komorek w pordéwnaniu
z komodrkami kontrolnymi.

Krzywe przezywalno$ci komorek linii HepG2 oraz A549 eksponowanych przez 24
godziny na dzialanie badanych metaloorganicznych pochodnych, wyznaczone przy uzyciu
metody MTT, przedstawiono na Rys. 10. W tabeli 3 zamieszczono wartosci stezen 1Cso
obliczonych dla obu linii komoérek po ich potraktowaniu zwigzkami 15, 15CI, 12a
1 12b.

Tabela 3. Wartosci stezen 1Csp pochodnych 15, 15CI, 12a i 12b wyznaczone dla linii komérek HepG2 oraz A549.
Komorki inkubowano ze zwigzkami metaloorganicznymi przez 24 godziny (efekt cytotoksyczny).

Linia Cytotoksyczne wlasciwosci pochodnych ferrocenow
komorkowa 1Cs0 [umol/L]
15 15ClI 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 62,543 58,0+3.6

Wszystkie pochodne metaloorganiczne przejawiaty wiasciwosci cytotoksyczne
w stosunku do komdrek nowotworowych linii HepG2 oraz A549. Stopien zahamowania
proliferacji komérek nowotworowych i stezenie ICso zwigzkdw wydaja si¢ by¢ skorelowane
zarowno z ich strukturg chemiczng jak i z rodzajem linii komérkowej. Komorki nabtonka
gruczolakoraka ptuc A549 charakteryzowat niski poziom wrazliwosci na wszystkie cztery
badane ferroceny. Stgzenie ICso, wyliczone na podstawie krzywych przezywalnosci dla
wszystkich ferrocenow miescito si¢ w zakresie 60-65 umol/L. Bardziej wrazliwe byty
komorki watroby HepG2 (stezenie ICso=17-25 umol/L). Z czterech testowanych zwigzkow,
trzy charakteryzowaty si¢ wysoka efektywno$cig hamowania proliferacji komorek. Stezenie
ICs0 zawarte byto w przedziale 17-25 umol/L. Najbardziej cytotoksyczne okazaty si¢ proste
pod wzgledem budowy chemicznej akryloiloferroceny (zwiazki 15 i 15CI). W oparciu
o wyniki MTT oraz dalszych badan nad wilasciwos$ciami genotoksycznymi, generowania
reaktywnych form tlenu oraz indukcji apoptozy, wykazano, iz chlor obecny w strukturze
metaloorganicznej pochodnej zwigkszal jej cytotoksycznos¢ w poréwnaniu ze zwigzkiem
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macierzystym. Zwiazek 12a natomiast, w niskim st¢zeniu (10 pmol/L) pobudzat proliferacj¢

komorek.

Do dalszych badan

nad molekularnymi  mechanizmami  aktywnosci

przeciwnowotworowej pochodnych ferrocenylowych wybrano najbardziej wrazliwg lini¢
HepG2 oraz zwigzki 15, 15CI i 12a jako najbardziej cytotoksyczne.
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Rysunek 6a. Krzywe przezywalno$ci komoérek linii HepG2, inkubowanych przez 24 godziny
z ferrocenylowymi pochodnymi 15, 15Cl, 12a.

60



120

100 45 =
{> ?\%\§
80

60

40

20 %

0 L] L L L L L]
0 20 40 60 80 100 120

Stezenie ferrocenu[pmol/l]

Przezywalno$¢ komorek [%]

120

©15

100 &
80 A

60

40

20

Przezywalnos$¢ komorek [%]

0 20 40 60 80 100 120
Stezenie ferrocenu[umol/l]

Rysunek 6b. Krzywe przezywalnosci komorek linii HepG2 oraz A549, inkubowanych przez 24 godziny
z ferrocenylowymi pochodnymi 15, 15Cl, 12 lub 12a.
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11.1.2. Udzial reaktywnych form tlenu (RFT) w aktywnosci cytotoksycznej
pochodnych ferrocenylowych

W celu okre§lenia udzialu reaktywnych form tlenu RFT w cytotoksycznej
aktywnosci ferrocenow 15, 15CI oraz 12a, komoérki HepG2 przed hodowla ze zwigzkami,
inkubowano w ciggu 1 godziny z przeciwutleniaczami: N-acetylocysteing (NAC), lub
rozpuszczalng w wodzie pochodng witaminy E (Trolox). Uzyskane wyniki wskazuja, ze
preinkubacja komorek z przeciwutleniaczami powodowata zanaczacy spadek wiasciwosci
cytotoksycznych metaloorganicznych pochodnych, co znalazto odzwierciedlenie
w zwigkszeniu wartosci stgzenia ICso. Na Rys. 7 przedstawiono wartosci stezenia ICsp
ferrocenéw uzyskanych bez lub po godzinnej preinkubacji komoérek z antyoksydantami
NAC lub Troloxem. W przypadku zastosowania antyoksydantow, zaobserwowano znaczny,
istotnie statystycznie wzrost warto$ci ICso dla wszystkich uzytych ferrocenéw. Warto jednak
zaznaczy¢, iz NAC byla bardziej skuteczna niz Troloks (w kazdym wariancie
eksperymentu), jako zmiatacz wolnych rodnikow generowanych przez ferroceny. Wyniki te
moga wskazywac, ze gldwnym miejscem dziatania stosowanych metaloorganicznych
pochodnych jest cytosol.
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Rysunek 7. Wptyw przeciutleniaczy NAC (3 mmol/L) oraz Trolox (Wit. E) (50 uM) na wiasciwosci
cytotoksyczne ferrocenow 15, 15Cl oraz 12a wzgledem komorek linii HepG2. Komoérki przed inkubacjg ze
zwigzkami metaloorganicznymi preinkubowano przez 1 godzing z przeciwutleniaczami. Komorki traktowano
ferrocenami w szerokim zakresie stezen (0-120 pM) przez 24 godziny. Frakcje zywych komorek oceniano
metodg MTT. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane PBS), #p<0,05 NAC vs. Trolox (Wit. E).

11.1.3. Cytostatyczna aktywno$¢ pochodnych ferrocenylowych

W celu oceny zdolno$ci pochodnych ferrocenylowych 12a, 15, 15CI do
zahamowania proliferacji komoérek raka watroby HepG2, zastosowano czasy inkubacji
dhuzsze od czaséw podwojenia tzw. cell doubling time ktéry w przypadku komorek linii
HepG2 wynosit 20 + 3 godzin. Komadrki nowotworowe inkubowano ze zwigzkami przez 48
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I 72 godz., a nastgpnie oznaczano procent zywych komoérek w hodowli metoda MTT.
Krzywe przezywalno$ci komorek zamieszczono na Rys. 8.

Na podstawie uzyskanych wynikow zaobserwowano, ze przedtuzony czas inkubacji
komorek nowotworowych z pochodnymi ferrocenylowymi skutkuje nizszg ich wydajnoscia
dziatania w zakresie mechanizméw cytotoksycznych i antyproliferacyjnych, niz ma to
miejsce w przypadku klasycznego testu cytotoksyczno$ci MTT i 24 godzinnej ekspozycji
komorek na badane metaloorganiczne pochodne. Obliczone stezenie 1Gso dla ferrocenéw 15
I 15CI byto wyzsze o okoto 10 pmol/L, w stosunku do wartosci ICso. Wyjatkowo wyrazny
spadek antyproliferacyjnego dziatania odnotowano natomiast dla ferrocenu 12a. St¢zenie
IGsp wyliczone dla stosowanych czaséw inkubacji byto okolo 3-krotnie wigksze niz wartos¢
ICs0 tego zwigzku. Dodatkowo, w przypadku 12a, przedtuzenie czasu ekspozycji komorek
na niskie dawki badanych pochodnych ferrocenylowych powodowato wzrost ich
proliferacji. Efekt taki jest niepozadany w kontekS$cie potencjalnych wlasciwosci
przeciwnowotworowych badanych zwiazkow. W tabeli 4 przedstawiono wartosci 1Gso
wyliczone na podstawie krzywych przezywalnosci komorek HepG2 eksponowanych na
dziatanie 15, 15ClI lub 12a, w roznych czasach inkubacji.

Tabela 4. Wartosci stezenia IGsp ferrocendéw 15, 15Cl oraz 12a wzgledem linii HepG2. Komorki inkubowano
z metaloorganicznymi pochodnymi przez 24, 48 lub 72 godziny (efekt cytostatyczny).

Czas Cytostatyczne wlasciwosci pochodnych ferrocenéow, IGso [pumol/L]
inkubacji 15 15CI 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 przezywalnosci komoérek linii HepG2 inkubowanych przez 24, 48 lub 72 godziny
z ferrocenylowymi pochodnymi 15, 15ClI lub 12a.
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11.1.4. Poziom reaktywnych form tlenu generowanych
w komorkach nowotworowych eksponowanych na dzialanie badanych
metaloorganicznych pochodnych

Reaktywne formy tlenu, generowane w komorkach nowotworowych HepG2
poddanych dziataniu ferrocenéw (glownie H20,) identyfikowano przy uzyciu
fluorescencyjnej sondy H:DCFD-DA. Komoérki HepG2 traktowano nastepujacymi
stezeniami zwigzkow: 1Cso, 2X1Csooraz 100 umol/L. Zastosowano trzy czasy inkubacji: 0,5;
3 oraz 6 godzin. Poziom generowanych reaktywnych form tlenu byt skorelowany z czasem
inkubacji oraz st¢zeniem z testowanych pochodnych.

W przypadku 30 minutowej inkubacji komorek z ferrocenami najwigkszy wzrost
poziomu RFT obserwowany byl przy zastosowaniu najwigkszego st¢zenia 100 pM.
Zalezno$¢ ta obowigzywata dla wszystkich trzech testowanych czasteczek. Ferroceny 15,
15Cl i 12a dodane do $rodowiska komoérek HepG2 w najwyzszym stezeniu powodowaty
odpowiednio okoto 1,5-, 2- lub 3-krotny wzrost RFT wzgledem nietraktowanych komorek
kontrolnych. Dla nizszych stgzen ferrocenow 15 i 15CI (ICsp, 2xICs0) nie zaobserwowano
istotnych statystycznie zmian poziomu RFT. Pochodna 12a w st¢zeniu 2x1Csp powodowata
nieznaczny wzrost poziomu RFT (okoto 20% w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi).

Wydhuzenie czasu inkubacji do trzech godzin spowodowat wzrost poziomu RFT,
a zmiany te byty skorelowane ze st¢zeniem zwigzkéw i czasu od zakonczenia inkubacji.
Ferroceny zawierajace w swej strukturze atom chloru wykazywaty najwigksza aktywno$¢
prooksydacyjna, generowaly najwigcej RFT w komorkach nowotworowych. Stezenie
2x1Cs0 15CI i 12a powodowato okoto 1,5-2 krotny wzrost RFT w stosunku do komoérek
kontrolnych. W przypadku najwigkszego zastosowanego st¢zenia (100 uM), dla wszystkich
badanych zwigzkéw zarejestrowano 2,5 — 3,5- krotny wzrost poziomu RFT w poréwnaniu
z kontrolg. Nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian w poziomie reaktywnych form
tlenu, gdy zwiazki stosowano w stezeniu ICsp.

W 6 godzinnej ekspozycji komorek na badane zwiazki, wzrost reaktywnych form
tlenu w przypadku najwyzszego stezenia (100 pM) wzrastal progresywnie wraz
z czasem od zakonczenia inkubacji. W przypadku ferrocenu 15 i 15CI kinetyka zmian
poziomu RFT podczas 3 godz. okresu poinkubacyjnego byta procesem dwuetapowym.

W pierwszym etapie nastepowal stopniowy wzrost reaktywnych form tlenu, ktore
osiggaty maksymalny poziom w 45 (15) i 60 minucie (15Cl). Po dluzszym czasie
zaohserwowano stopniowy spadek poziomu RFT (60-180 min). Istotny statystycznie wzrost
poziomu RFT w komoérkach traktowanych najnizszym stg¢zeniem ICso 0bserwowano jedynie
dla zwiazku 12a.
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Rysunek 9a. Iloé¢ reaktywnych form tlenu generowanych w komorkach nowotworowych linii HepG2 przez

badane ferrocenylowe pochodne 15, 15Cl, 12a — czas inkubacji 0,5 godz.. *p<0,05 vs. kontrola (komorki
traktowane PBS).
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Rysunek 9b. Tlo§¢ reaktywnych form tlenu generowanych w komorkach nowotworowych linii HepG2 przez
badane ferrocenylowe pochodne 15, 15Cl, 12a — czas inkubacji 3 godz.. *p<0,05 vs. kontrola (komorki
traktowane PBS).
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Rysunek 9c. Ilos¢ reaktywnych form tlenu generowanych w komorkach nowotworowych linii HepG2 przez
badane ferrocenylowe pochodne 15, 15Cl, 12a — czas inkubacji 6 godz.. *p<0,05 vs. Kontrola (komoérki
traktowane PBS).
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Badanie wptywu przeciwutleniaczy NAC i Troloxu na wzrost poziomu reaktywnych
postaci tlenu w komoérkach traktowanych ferrocenami 15, 15CI lub 12a wykonywane byty
dla czasu inkubacji 3 oraz 6 godzin. Czas 0,5 godziny zostat pomini¢ty ze wzgledu na fakt,
iz po tym czasie inkubacji nie wykazano istotnych statystycznie zmian w Kinetyce
generowania ROS. Zastosowanie przeciwutleniaczy spowodowato spadek poziomu
wytwarzania reaktywnych form tlenu w komoérkach HepG2. Taka zalezno$¢ obserwowana
byta dla wszystkich zastosowanych stezen ferrocenéw. Wyniki wskazuja, iz
efektywniejszym dziataniem charakteryzuje si¢ przeciwutleniacz NAC. Potwierdzaja
réwniez wczesniejsze badania wplywu RFT na cytotoksycznosci metaloorganicznych
pochodnych.
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Rysunek 10a. Tlo§¢ reaktywnych form tlenu generowanych w komoérkach 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 (komérki traktowane PBS).

70



150

S
L 5
R 100
© =
8=
S5
&S
o< 50
S &
T8
s
0
0 15 30 45 60 90 120 150 180
@IC50 @2*IC50 @100 uM min
150 yFe-15CIH-NAC-6g¢godz. — ——
;\5\ * * *
55 *
%u
25 100 -
c 5
85
ex
O-i—'
28 504
=
0 4
0 15 30 45 60 90 120 150 180
@IC50 @2*IC50 @100 pM min
150 - - -
S
55
s~ 100
o O
c 5
8 c
gL
O-l—‘
E§ 50
=
0
0 15 30 45 60 90 120 150 180
@IC50 O2*IC50 @100 pM min

Rysunek 10b. Tloé¢ reaktywnych form tlenu generowanych w komoérkach 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 (komérki traktowane PBS).
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Rysunek 11a. llo§¢ reaktywnych form tlenu generowanych w komoérkach 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 (komorki traktowane PBS).
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Rysunek 11b. l1oé¢ reaktywnych form tlenu generowanych w komorkach 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 (komérki traktowane PBS).
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11.1.5. Wplyw metaloorganicznych pochodnych na potencjal mitochondrialny

Cechg charakterystyczng wczesnych etapow aptoptozy jest zaburzenie
funkcjonowania mitochondriow, przejawiajace si¢ zmiang ich potencjalu blonowego oraz
potencjatu redox. W celu okreslenia aktywnos$ci proapoptotycznej badanych ferrocenéw
dokonano analizy potencjatu mitochondrialnego komorek linii HepG2 inkubowanych przez
24 godz. z ferrocenami 15, 15CI i 12a. Uzyskane wyniki wskazujg, iz badane pochodne
przejawiajg wlasciwosci proapoptotyczne. Zwigzki te, powoduja zmiany transbtonowego
potencjalu mitochondrialnego (AWm) komoérek HepG2, co $wiadczy 0 indukcji
zaprogramowanej $mierci, ktora moze przebiega¢ gtownie na szlaku mitochondrialnym.
Inkubacja komorek HepG2 z ferrocenami powodowata istotne zaburzenia potencjatu
mitochondrialnego na skutek depolaryzacji, jak i hiperpoparyzacji btony mitochondrialne;.
W przypadku 0,5 oraz 3 godzinnej inkubacji komorek z ferrocenami, w trakcie trwania 180
minutowego pomiaru, zaobserwowano zaréwno proces depolaryzacji, jak i repolaryzacji
btony mitochondrialnej HepG2. Zastosowanie najdluzszego czasu inkubacji (6 godzin)
skutkowato detekcjg stanu depolaryzacji. Zmiany AWn zalezne byty od rodzaju ferrocenu
i jego stezenia. W komorkach traktowanych przez 30 min stezeniem ICso pochodnej 15
obserowawano w pierwszym okresie (0-30 min) po zakonczeniu inkubacji z ferrocenem
depolaryzacje btony mitochondrialnej oraz okoto 30% spadek potencjalu mitochondriow,
w porownaniu do komoérek kontrolnych. W kolejnym okresie (60-90 min) obserwowano
przejsciowe stany repoplaryzacji/hiperpolaryzacji po czym nastepowat powrdt do stanu
wyjsciowego AWm, ponowng repolaryzacje (90-120 min). W przypadku 3 godzinnej
inkubacji z 15 obserwowano dtuzszy stan depolaryzacji blony mitochondrialnej komorek
HepG2. Czas, w jakim obserwowano zmiany AWm uwarunkowany byt od stosowanych
stezen ferrocenu (ICso lub 1Cg0). W przypadku ICgo stan depolaryzacji trwal dhuzej,
a zjawiska catkowitej repolaryzacji nie zaobserwowano. Regeneracja potencjalu
mitochondrialnego 1 jego powrdt do stanu poczatkowego obserwowano jedynie dla stezenia
ICso. Depolaryzacja btony mitochondriow w komorkach eksponowanych na dziatanie
ferrocenu 15 przez 6 godzin, trwata jeszcze dtuzej — az do 90 minuty pomiaru. Maksymalny
spadek AWm dla stezenia ICso wynosita 20%, natomiast dla 1Cg — 50% wzgledem komorek
kontrolnych.

Podobna kinetyk¢ zmian AWm obserwowano w komorkach inkubowanych przez 30
min ze stezeniem ICso chloropochodnej ferroceny 15 (15Cl). Zwigzek ten powodowat
jednak wiekszy (40%) spadek AWm w poczatkowym okresie (0-30 min) niz zwigzek
macierzysty (ferrocen 15 — 30%). W kolejnych okresach obserwowano takie same zmiany
AW¥nm jak w przypadku ferrocenu macierzystego (15): przejsciowg hiperpolaryzacj¢ btony
mitochondrialnej (60-90 min), a nastepnie jej repolaryzacje (90-120 min) i powrot do
poziomu kontroli. Tendencja ta utrzymywatla si¢ zaréwno dla ICsp jak i 1Cgo ferrocenu 15CI.
3 godzinna inkubacja komorek HepG?2 z opisywang metaloograniczng pochodng w stezeniu
IC90 powodowata znaczny spadek AWm, postepujacy wraz z catkowitym czasem pomiaru.
W ciggu 180 minut hodowli poinkubacyjnej nie zaobserwowano wzrostu A¥Ym i zjawiska
repolaryzacji. Nieco inaczej zachowywaly si¢ mitochondria komorek traktowanych
mniejszym stezeniem zwigzku 15, gdzie w zakresie 90-150 min. pomiaru obserwowano
hiperpolaryzacj¢, a w koncowym etapie repolaryzacje.
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W wariancie eksperymentu, gdzie komorki nowotworowe traktowane byty
ferrocenem 12a wartym odnotowania jest fakt, iz dla 30 minutowej hodowli poinkubacyjnej,
zmiany ich potencjatu mitochondrialnego (depolaryzacja) byly znacznie szybsze i wicksze
niz dla HepG2 inkubowanych z 15 czy 15CI. Spadek A¥m obserwowany byl juz
w pierwszych 15 minutach pomiaru. Kolejnymi etapami zmian funkcjonowania
mitochondriow byta hiper- i repolaryzacja ich blon. W przypadku 3 lub 6 godzinnej
inkubacji komorek z 12a, Kinetyka zmian AWm przebiegata w sposob analogiczny, jak
opisano to dla 15 i 15Cl. Poziom zmierzonej warto$ci depolaryzacji oraz pdzniejszego
powrotu do stanu homeostazy mitochondriow uwarunkowany byl stosowanym st¢zeniem
metaloorganicznej pochodnej.
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Rysunek 12a. Zmiany potencjalu mitochondrialnego komorek HepG2 eksponowanych na dziatanie
ferrocenylowych pochodnych 15, 15CI, 12a — czas inkubacji 30 min. *p<0,05 vs. kontrola (komoérki traktowane

PBS).
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Rysunek 12b. Zmiany potencjatu mitochondrialnego komérek HepG2 eksponowanych na dziatanie

ferrocenylowych pochodnych 15, 15ClI, 12a — czas inkubacji 3 godz. *p<0,05 vs. kontrola (komdérki traktowane
PBS).
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Rysunek 12c. Zmiany potencjalu mitochondrialnego komoérek HepG2 eksponowanych na dziatanie
ferrocenylowych pochodnych 15, 15Cl, 12a — czas inkubacji 6 godz. *p<0,05 vs. kontrola (komoérki traktowane

PBS).
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11.1.6. Analiza uszkodzen DNA metoda kometowa

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wszystkie trzy badane metaloorganiczne pochodne
wykazuja genotoksyczne wilasciwosci powodujac uszkodzenia DNA ludzkich komorek
nowotworowych linii HepG2. Wszystkie zaobserwowane zmiany procentowej zawarto$ci
DNA w ogonie komet byly istotne statystycznie i $wiadczyty o znacznym uszkodzeniu DNA
przez badane zwiazki. Nalezy podkresli¢ iz najefektywniejsze genotoksyczne dzialanie
wykazywaly ferroceny zawierajace w swej strukturze atom chloru — 15CI oraz 12a, ktore
powodowaty prawie 2-krotnie wigcej uszkodzen DNA, niz ferrocen 15, ktory nie zawierat
atomu chloru. Wyniki te wskazuja, ze obecno$¢ chloru w badanych pochodnych
metaloorganicznych, odgrywa kluczowa role w ich aktywnos$ci genotoksycznej oraz jak
wykazaty wcze$niejsze badania — cytotoksycznej. Wysoka aktywnos$¢ antyproliferacyjng
chlorowanych pochodnych ferrocenéw wobec komoérek HepG2 potwierdzono przy uzyciu
testu MTT. Najwiecej uszkodzen DNA (procentowa zawartoS¢ DNA w ogonie komety)
stwierdzono bezposrednio po zakonczeniu 24-godzinnej inkubacji komorek ze zwigzkami.

W  celu umozliwienia komoérkom naprawy powstalych wuszkodzen DNA,
zastosowano 24-godzinng hodowle poinkubacyjng, gdzie procent uszkodzen DNA dla
kazdego z badanych ferrocendw byl mniejszy. Ilo§¢ uszkodzen DNA po tym czasie ulegta
znacznemu obnizeniu, co §wiadczy o tym, ze komorki nowotworowe w tym czasie byty
w stanie naprawi¢ cz¢s$¢ uszkodzen DNA.

HepG2
20
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16
14
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o N B~ OO

K 15 15CI 18Cl

Zawartos¢ DNA w ogonie komety [%]

@0 godz. @24 godz.

Rysunek 13. Uszkodzenia DNA generowane w komoérkach nowotworowych linii HepG2 przez
metaloorganiczne pochodne 15, 15CI lub 12a. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane PBS), #p<0,05 0 godz.
vs. 24 godz..
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Komorki kontrolne

Fe 15 (1Cs0) 0 godz. Fe 15 (1Cs0) 24 godz.

Fc 15Cl (ICso) 0 godz. Fc 15Cl (1Cso0) 24 godz.

Fc 12a (1Cs0) 0 godz. Fc 12a (1Cs0) 24 godz.

Rysunek 14. Zdjecia komet DNA, uzyskanych z ludzkich komérek nowotworowych linii HepG2, poddanych
dziataniu metaloorganicznych pochodnych 15, 15CI i 12a. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego Nikon Eclipse, Tokyo, Japan.
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11.1.7. Zmiany plynno$ci blony plazmatycznej wywolane przez metaloorganiczne
pochodne

Zmiany mikro lepkosci wewnetrznej btony komorek linii HepG2 poddanych
dziataniu metaloorganicznych pochodnych badano przy uzyciu 2 sond fluorescencyjnych,
lokujacych si¢ na roéznych glebokosciach dwuwarstwy lipidowej btony: TMA-DPH
lokujacej si¢ w warstwie powierzchniowej i DAUDA - lokujacej si¢ w rdzeniu
hydrofobowym.

Wykazano, ze badane ferroceny wplywaja znaczaco na wlasciwosci blony
plazmatycznej komorek linii HepG2, powodujac zmiany jej lepkosci wewngtrznej.
W komorkach inkubowanych z ferrocenami zastosowanymi w szerokim zakresie st¢zen (1-
60 umol/L) stwierdzono statystycznie istotny spadek plynnosci btony komorkowe;j
w obrebie jej zewnetrznej warstwy (sonda TMA-DPH). Zmiany te obserwowano juz przy
najnizszych ze stosowanych stezen ferrocenéw. Pozostaly one w  korelacji
z zastosowanym stezeniu ferrocenu — 1 pmol/L (15ClI, 12a) oraz 5pmol/L (15). Najbardziej
skutecznym okazat si¢ zwigzek 12a, powodujac okoto 10% spadek plynnosci blony
komorkowej. Interesujace, ze w komorkach traktowanych zwigzkiem 15CI nie stwierdzono
istotnych zmian ptynno$ci blony w jej obszarze hydrofobowym. Niechlorowana pochodna
(zwigzek 15) byla skuteczna jedynie w wyzszych stezeniach (20-60 umol/L) powodujac
spadek plynnosci btony w granicach 5-7%. Najbardziej skuteczna okazata si¢, pochodna
12a, ktora powodowata spadek plynnosci btony komoérek HepG2 zaréwno w obszarach
powierzchniowych jak i hydrofobowych juz w stezeniu (5umol/L).
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Rysunek 15. Zmiany ptynnosci blon komoérek HepG2 eksponowanych na dziatanie ferrocenylowych
pochodnych 15, 15ClI lub 12a. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane PBS).
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11.2. FLAWONOIDOWE POCHODNE FERROCENYLOWE
11.2.1. Cytotoksyczno$¢ pochodnych ferrocenylowych

Krzywe przezywalnosci komorek nowotworowych linii HepG2, MCF-7, MDA-MB-
231 oraz CCRF-CEM inkubowanych z badanymi ferrocenylowymi pochodnymi
flawonoidow, wyznaczone metodg MTT przedstawiono na Rys. 16a-b.
Cytotoksycznos¢ zwigzkoéw okreslono na podstawie frakcji komorek, ktore przezyly 24
godzinng inkubacje w S$rodowisku metaloorganicznych pochodnych stosowanymi
z wzrastajagcym stezeniem (0-120 pmol/L). Zywotnoéé komoérek okreslono metoda
spektrofotometrycznag (test MTT). Odsetek zywych komorek przeliczano na procent kontroli
(komorki inkubowane w PBS), ktorych zywotnos¢ arbitralnie przyjeto jako 100%. W tabeli
5 przedstawiono wartosci stezenia 1Cso obliczonych dla linii MCF-7, MDA-MB-231, HepG2
oraz CCRF-CEM po traktowaniu zwigzkami 4, 5, 61 7.

Tabela 5. Wartosci stezenia 1Cso zwigzkéw 4-7 wobec linii komorek MCF-7, MDA-MB-231, HepG2 oraz
CCRF-CEM. Komorki inkubowano ze zwigzkami przez 24 godziny (efekt cytotoksyczny).

Linia Cytotoksyczne wlasciwosci pochodnych ferrocenow, 1Cso [umol/L]
komorkowa 4 5 6 7

HepG2 >120 >120 >120 >120

MCF-7 >120 >120 >120 >120

MDA-MB-231 >120 >120 >120 >120

CCRF-CEM  37.5+0,9  86,5+3.4 472423 64,1+1,2

Sposrod zastosowanych w badaniach linii komoérek nowotworowych najbardziej
wrazliwa na badane zwiazki okazata si¢ zawiesinowa linia biataczkowa CCRF-CEM, ktorej
proliferacja hamowana byta przez kazda z badanych flawonowych pochodnych
ferrocenylowych. Najbardziej cytotoksyczny byt zwigzek 4, dla ktorego warto$é
wyliczonego stezenia ICso wynosita 37,5 pmol/L. W przypadku adherentnych linii komorek
nowotworowych poddanych analizie, obserwowano znacznie mniejsza cytotoksyczno$¢
zwigzkow. Jak przedstawiono w tabeli 5 dla HepG2, MCF-7 oraz MDA-MB-231
zastosowanie szerokiego zakresu stezen analizowanych zwigzkow 4-7  bylo
niewystarczajace, aby odpowiednio wyznaczy¢ warto$¢ stezenia ICso.

Réznice w  molekularnych  mechanizmach  cytotoksycznych — wlasciwosci
opisywanych flawonoidowych pochodnych wynika¢ moga z rodzaju komorek
nowotworowych zastosowanych w badaniu oraz ich specyficznych wlasciwosci.
Z drugiej jednak strony warto podkresli¢ rowniez istotny wptyw budowy chemicznej samych
zwigzkéw. Na podstawie analizy ich struktury mozna stwierdzi¢, ze zmiana jednego
z podstawnikow w pozycji wegla C2 znajdujacego si¢ strukturze aromatycznych pier§cieni
szkieletu kromonu implikuje zmiane wiasciwosci cytotoksycznych catego zwiazku.
Zjawisko to szczeg6lnie dobrze widoczne jest dla badanych flawonoidowych komplekséw
metaloorganicznych 4, 5 oraz 6. Zwiazki te zawieraja w pozycji C2 odpowiednio wodor,
grupe metylowag CHz lub pierécien aromatyczny CeHs Najwicksza efektywnoscig dziatania
w zakresie cytotoksyczno$ci 1 hamowania podziatéw komorek nowotworowych jak
wspomniano wczesniej charakteryzowat si¢ zwigzek 4. Zamiana atomu wodoru w pozycji
C2 w sposob diametralny i istotny obnizata skuteczno$¢ dziatania zwigzku, co potwierdzaja
wyliczone wartosci ICso.
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Na podstawie wstgpnej analizy cytotoksycznych wtasciwosci flawonoidowych
pochodnych ferrocenylowych, dokonano selekcji zwigzkow jak rowniez linii komorek
nowotworowych stosowanych w dalszych eksperymentach. Ze wzglgdu na niska aktywnos¢
badanych czasteczek, do kolejnych badan z zakresu cytostatycznos$ci oraz mikroskopowej
analizy morfologii komorek nowotworowych i1 procesu PCD wykorzystano lini¢ CCRF-
CEM oraz zwigzki 4, 5, 6, 7.
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Rysunek 16a. Krzywe przezywalnosci komérek linii CCRF-CEM, HepG2, MCF-7 oraz MDA-MB-231
inkubowanych przez 24 godziny z ferrocenylowymi pochodnymi 4 i 5.
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Rysunek 16b. Krzywe przezywalno$ci komoérek 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 komoérek apoptotycznych i nekrotycznych
metoda mikroskopii fluorescencyjnej zastosowaniem podwojnego barwienia
komorek barwnikami fluorescencyjnymi Hoechst 33258 i jodkiem propidyny

(P1)

Zmiany morfologii komorek linii CCRF-CEM inkubowanych przez 24 godziny
w srodowisku ferrocenylowych pochodnych 4-7 przeprowadzono z wykorzystaniem technik
mikroskopowych. W dalszych eksperymentach przeprowadzono réwniez analizg
apoptotycznych wlasciwosci ferrocenylowych zwigzkéw — zdjecia mikroskopowe pod
powigkszeniem obiektywu 150x10. Przyktady poszczegolnych zmian w zakresie morfologii
komorek przedstawiono na Rys. 17.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, iz badane zwiazki
charakteryzowaly si¢ roznorodnym stopniem oddzialywania na komorki CCRF-CEM
przejawiajace si¢ zmianami ich morfologii. Ciekawym jest fakt, iz nie stwierdzono
wystepowania $cistej korelacji pomiedzy aktywnoscig cytotoksyczng danej pochodnej,
a stopniem jej oddziatywania na komorki nowotworowe pod wzgledem morfologii.

W przypadku zwiazku 4, ktory wykazywal najwigksza efektywno$¢ hamowania
proliferacji komorek biataczkowych (IC50=37,5 umol/L) nie zaobserwowano jednoczesnych
zmian ich ksztattu czy wielkosci zaleznych od funkcjonowania metaloorganicznej
pochodnej. z wykorzystaniem metody podwojnego barwienia barwnikami Hoechst 33258
oraz PIL. Juz po 24 godzinnej inkubacji komoérek z badanymi czasteczkami, obserwowano
pojawienie si¢ frakcji komorek apoptotycznych. Uruchomienie szlaku programowanej
$mierci skorelowane byto rowniez z morfologicznymi zmianami w obrgbie komorek, ktore
sa charakterystyczne dla tego procesu. Pod mikroskopem widoczna byla kondensacja
chromatyny z jednoczesnym obkurczaniem jadra komorkowego CCRF-CEM. Istotnym
odnotowania jest rowniez fakt, pojawienia si¢ w catkowitej populacji komorek traktowanych
zwigzkami 4-7 frakcji nekrotycznej. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wigc
stwierdzi¢, iz prawdopodobnie u podstaw cytotoksycznych oraz cytostatycznych
wlasciwosci badanych flawonoidowych pochodnych metaloorganicznych, lezy ich zdolno$é
do indukcji w komorkach nowotworowych PCD oraz nekrozy.
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Rysunek 17. Indukcja apoptozy komoérek CCRF-CEM eksponowanych na ferrocenylowe pochodne
flawonoidéw 4-7. Komorki barwiono dwoma barwnikami fluorescencyjnymi — Hoechst 33258 oraz jodkiem
propidyny w celu okre$lenia frakcji komorek zywych (blada, niebieska fluorescencja),
wczesnoapoptotycznych (jasna, niebieska fluorescencja), péznoapoptotycznych (fioletowa fluorescencja) oraz
nekrotycznych (czerwona fluorescencja).
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11.3. POCHODNE FERROCENYLOWE ZAWIERAJACE KOBALT
11.3.1. Cytotoksyczno$¢ pochodnych ferrocenylowych

Komoérki MCF-7, MDA-MB-231, HepG2 i CCRF-CEM inkubowano z wrastajgcymi
stezeniami (0-120 umol/L) zwigzkoéw metaloorganicznych, a nast¢pnie hodowano przez 48
godz. Na podstawie uzyskanych wynikow wykreslono krzywe przezywalnosci komoérek
ww. wymienionych linii oraz w programie GraphPad Prism wyliczono st¢zenia ICso.
Krzywe przezywalnosci komorek linii MCF-7, MDA-MB-231, HepG2 oraz CCRF-CEM
przedstawiono na Rys. 18a-b.

Zywotno$¢ komoérek okreslono mikroptytkowa metoda spektrofotometryczng
z MTT. Odsetek zywych komoérek w probee obliczano w stosunku do kontroli (komorki
inkubowane w PBS), ktorych zywotno$¢ arbitralnie przyjeto jako 100%. W tabeli 6
przedstawiono wartos$ci stezen ICso obliczonych dla komoérek linii MCF-7, MDA-MB-231,
HepG2 oraz CCRF-CEM inkubowanych ze zwigzkami 7, 8, 9, 10, 11.

Tabela 6. Wartosci stezenia 1Cso pochodnych 7-11 wyznaczone dla linii komérek MCF-7, MDA-MB-231,
HepG2 oraz CCRF-CEM. Komoérki inkubowano ze zwigzkami metaloorganicznymi przez 24 godziny (efekt
cytotoksyczny).

Linia Cytotoksyczne wlasciwosci pochodnych ferrocenow, 1Cso [umol/L]
komoérkowa 7 8 9 10 11

MCF-7 >120 >120 50,0+1,8 23,0+2,1 24,0+ 2,4
MDA-MB-231 >120 >120 >120 >120 >120
CCRF-CEM >120 62,1+1,3 >120 30,009 450+1,1
HepG2 >120 >120 >120 35,0+ 1,6 >120

Sposrdad 5 przebadanych pochodnych metaloorganicznych jedynie dwie wykazywaty
zadowalajagce  wlasciwosci  cytotoksyczne  wzgledem badanych linii  komorek
nowotworowych. Pochodna 7 nie wykazywala istotnej aktywnos$ci antyproliferacyjne;j
w zakresie stosowanych stezen (0-120 pmol/L). Pochodne 8 i 9 byty cytotoksyczne jedynie
dla komorek linii CCRF-CEM (8) oraz MCF-7 (9), a warto$¢ wyliczonego na podstawie
krzywych przezywalnosci stezenia ICso zawarta byla w zakresie stezen 50-62 pumol/L.
Najwickszg aktywnoscig cytotoksyczng charakteryzowaly si¢ zwigzki zawierajace uktad
aromatyczny ferrocenu — winylowa pochodna ferrocenylowa (10) oraz chromonowa (11).
Pierwsza z wymienionych czasteczek hamowata proliferacj¢ komorek linii HepG2, MCF-7
I CCRF-CEM w zakresie stosowanych st¢zen, podczas gdy dziatanie antyproliferacyjne
zwigzku 11 ograniczato si¢ do linii MCF-7 oraz CCRF-CEM. Najbardziej wrazliwe na
dziatanie obu substancji byly komorki estrogenozaleznego raka piersi MCF-7.

Roéznice cytotoskycznosci badanych pochodnych metaloorganicznych moga
wynika¢ z ich budowy chemicznej. Najbardziej efektywne byty zwiazki zawierajace w swej
strukturze ugrupowanie ferrocenu oraz atom kobaltu.

Do dalszej analizy wyselekcjonowano dwie najbardziej aktywne pochodne (10
i 11) oraz 3 linie komoérek nowotworowych. HepG2, CCRF-CEM i MCF-7,
charakteryzujacych si¢ najwigksza wrazliwoscig na badane pochodne metaloorganiczne.
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Rysunek 18a. Krzywe przezywalnosci komorek 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 przezywalnosci komoérek linii CCRF-CEM, HepG2, MCF-7 oraz MDA-MB-231
inkubowanych przez 24 godziny z ferrocenylowymi pochodnymi 10 11.
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11.3.2. Udzial reaktywnych form tlenu (ROS) w aktywnosci cytotoksycznej
pochodnych ferrocenylowych

Aby okresli¢ udzial reaktywnych form tlenu w aktywnosci cytotoksycznej badanych
ferrocenow 10 oraz 11, komorki przed inkubacjg ze zwigzkami preinkubowano przez
1 godzine z przeciwutleniaczami: N-acetylocysteing (NAC), lub witaming C. Podobnie, jak
w przypadku pierwszej grupy ferrocenéw (akryloiloferroceny oraz azzaferroceny)
preinkubacja z antyoksydantami powodowala istotny statystycznie wzrost przezywalno$ci
komoérek nowotworowych 1 réwnoczesny spadek aktywno$ci  cytotoksycznej
metaloorganicznych pochodnych. Jak pokazuje Rys. 19, wzrost przezywalno$ci komorek
nowotworowych po preinkubacji z NAC lub witaming C wzrosta 1,6 — 3,8-krotnie
w pordéwnaniu z komorkami niecinkubowanymi z przeciwutleniaczami. Uzyskane wyniki
sugerujg istotng role RFT w aktywno$ci cytotoksycznej i antyproliferacyjnej badanych
zwiazkow wobec ludzkich linii komorek nowotworowych.

NAC wykazywala lepsze wlasciowos$ci cytoprotekcyjne i hamowata cytotoksyczne
dziatanie ferrocenu 10 wzglgdem linii HepG2 i MCF-7. Witamina C natomiast z wigksza
skuteczno$cig redukowata cytotoksyczne dziatanie zwigzku 10 i 11 na komorki CCRF-CEM
(10) oraz MCF-7 (11).
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Rysunek 19. Wptyw przeciwutleniaczy NAC (3 mmol/L) oraz witaminy C (50 pmol/L) na wlasciwosci
cytotoksyczne ferrocenow 10 oraz 11 wzgledem komorek linii HepG2, CCRF-CEM, MCF-7. Komorki przed
inkubacja ze zwigzkami metaloorganicznymi preinkubowano przez 1 godzine z przeciwutleniaczami. Komorki
traktowano ferrocenami w szerokim zakresie stezen (0-120 uM) przez 24 godziny. Frakcj¢ zywych komorek
oceniano metodg MTT. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane PBS), #p<0,05 NAC vs. witamina C.
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11.3.3. Cytostatyczno$¢ pochodnych ferrocenylowych

Celem eksperymentu byta ocena zdolnosci pochodnych ferrocenylowych 10 i 11 do
zahamowania proliferacji komorek HepG2, MCF-7 i CCRF-CEM. Zastosowano czasy
inkubacji z badanymi zwigzkami dtuzsze od czasow podwojenia tzw. cell doubling time.
Komoérki nowotworowe inkubowano ze zwigzkami przez 48 i 72 godz., a nast¢pnie
oznaczano procent zywych komodrek w hodowli metoda MTT. Krzywe przezywalnos$ci
komorek zamieszczono na Rys. 20a-b.

W przypadku linii HepG2, skutecznos$¢ inhibicji podziatéw komorkowych przez
zwigzek 10 zalezat od czasu ich ekspozycji na badany ferrocen. Zastosowanie dtuzszego
czasu inkubacji (72 godz.) skutkowalo lepsza efektywnos$cia zahamowania proliferacji
komorek nowotworowych. Wyliczona na podstawie krzywych przezywalnosci warto$¢
stezenia IGsp byla mniejsza niz warto$¢ stezenia ICsp Wyznaczonego W tescie
cytotoksycznosci. Analogiczne zmiany obserwowano dla komorek linii MCF-7
traktowanych pochodng 10, gdzie obserwowano zalezng od czasu inkubacji z badanym
ferrocenem inhibicj¢ proliferacji komorek nowotworowych oraz mniejszg niz ICso warto§¢
IGso. Zalezno§¢ hamowania podziatlow komoérkowych od czasu inkubacji ze zwigzkami
stwierdzono takze dla komorek linii MCF-7 (zwiazek 11) oraz CCRF-CEM (zwiazek 10).

Tabela 7. Wartosci stezenia IGso ferrocenow 10 oraz 11 wzgledem linii HepG2, MCF-7 oraz CCRF-CEM. Komorki
inkubowano z metaloorganicznymi pochodnymi przez 48 lub 72 godziny (efekt cytostatyczny).

Linia komoérkowa  Cytostatyczne wlasciwosci pochodnych ferrocenéw, 1Gsp [umol/1]

(ferrocen) 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) 41,5+23 39,0 + 1,4
CCRF-CEM (10) 47,0+1,1 41,5+0,9
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Rysunek 20a. Krzywe przezywalno$ci komorek linii CCRF-CEM, HepG2 inkubowanych przez 24, 48 lub 72
godziny z ferrocenylowymi pochodnymi 10.
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Rysunek 20b. Krzywe przezywalnosci komorek 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 komérkach nowotworowych
eksponowanych na dzialanie badanych metaloorganicznych pochodnych

[los¢ RFT (glownie H202), generowanych w komoérkach nowotworowych
eksponowanych na dziatanie ferrocenéw, mierzono przy uzyciu sondy fluorescencyjnej
H2DCFD-DA. Komorki traktowano stezeniami ICso i 1Cog zwigzkdéw przez 3 lub 6 godzin.
Badania wykazaly wzrost poziomu RFT w komorkach nowotworowych, ktéry byt
skorelowany zaréwno z czasem ich inkubacji z testowanymi pochodnymi, jak réwniez
z ich stg¢zeniem. Najwigkszy wzrost RFT obserwowano dla najdtuzszego czasu inkubacji (6
godz.) oraz wyzszego stezenia (ICgeo). Stwierdzono dwutorowy przebieg kinetyki RFT
w trakcie 180 minutowego okresu hodowli poinkubacyjnej. W trakcie pierwszych 15-45 min
nastepowat poczatkowy, postepujacy wzrost ilosci RFT w komorkach nowotworowych.
Podczas kolejnych 60-120 min nastepowat ich spadek, po czym poziom RFT utrzymywat
si¢ na tym samym poziomie do konca poinkubacyjnego okresu (150-180 min). Wyjatek
stanowily komorki liniit MCF-7, inkubowane ze zwigzkiem 11 przez 6 godzin, w ktorych
stezenia ICgo powodowato 50% wzrost RFT, utrzymujacy si¢ przez caty okres 180-
minutowej hodowli poinkubacyjnej.
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Rysunek 21a. Tlo$¢ reaktywnych form tlenu generowanych w komoérkach nowotworowych linii MCF-7 przez
badane ferrocenylowe pochodne 10 lub 11. *p<0,05 vs. kontrola (komoérki traktowane PBS).
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Rysunek 21b. Tlo$¢ reaktywnych form tlenu generowanych w komérkach nowotworowych linii CCRF-CEM
oraz HepG2 przez badang ferrocenylowa pochodna 10. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane PBS).
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11.3.5. Identyfikacja komorek apoptotycznych i nekrotycznych metoda mikroskopii
fluorescencyjnej z zastosowaniem podwdjnego barwienia komorek barwnikami
fluorescencyjnymi Hoechst 33258 i jodkiem propidyny (PI)

Analize wlasciwosci proapoptotycznych badanych ferrocenéw wykonano przy
uzyciu mikroskopii  fluorescencyjnej. Komodrki barwiono jednoczesnie dwoma
fluorochromami — jodkiem propidyny oraz Hoechst 33258, co umozliwito identyfikacje
w tej samej probie frakcji komorek zywych, wczesno-, pdzno-apoptotycznych
I nekrotycznych. Na Rys. 23a-C przedstawiono wyniki analizy wlasciwosci
proapoptotycznych badanych pochodnych.

Komorki nowotworowe linii MCF-7, HepG2 oraz CCRF-CEM inkubowano ze
stezeniem ICso metaloorganicznych pochodnych przez 24 godziny, po czym zmieniano
medium i1 hodowano komorki przez nastepne 24 godziny (hodowla poinkubacyjna).
W celu oceny udzialu RFT, a w konsekwencji réwniez stresu oksydacyjnego w indukcji
apoptozy przez badane zwiazki, komorki nowotworowe przed potraktowaniem zwigzkami
metaloorganicznymi preinkubowano przez 1 godzing z przeciwutleniaczami NAC
(3 mmol/L) oraz witaming C (50 pmol/L).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wszystkie zastosowane pochodne
indukowaty apoptoze komoérek nowotworowych. Analiza morfologiczna komoérek wykazata
liczne zmiany w ich strukturze, ktore sa charakterystyczne dla procesu programowanej
$mierci, takie jak obkurczanie komorek, marginalizacj¢ chromatyny czy wakuolizacje
cytoplazmy. Procentowa zawarto$¢ komorek, jaka umierata na drodze $§mierci apoptotycznej
skorelowana byta z czasem hodowli poinkubacyjnej. Bezposrednio po zakonczeniu
inkubacji (0 godz.), obserwowano pojawienie si¢ frakcji komoérek we wczesnej apoptozie
(~ 10-17%). Znacznie mniejszy natomiast byt odsetek komorek w pdznej fazie procesu
apoptozy, ktory wynosit jedynie 0,5-5%. Warto rowniez podkresli¢, iz skutkiem traktowania
komorek nowotworowych badanymi ferrocenami, bylo pojawienie si¢ frakcji komorek,
ktére umieraly na drodze $mierci nekrotycznej. Ich zawarto$¢ w catej populacji wynosita 6-
12%. Ilosciowy rozklad poszczeg6lnych frakeji populacji komérkowej uwarunkowany byt
zarowno przez rodzaj zastosowanego zwiazku, jak réwniez 1 badanej linii komorkowe;.

Po 24 godzinnej hodowli poinkubacyjnej obserwowano kilkuprocentowy (5-8%)
wzrost zarowno frakcji komoérek wczesnoapoptotycznych, jak 1 nekrotycznych.
W populacji obecna byta zawsze mata frakcja komorek pézno-apoptotycznych.

Godzinna preinkubacja komérek nowotworowych z przeciwutleniaczami NAC lub
witaming C powodowala istotnie statystyczng redukcje zaro6wno frakcji komorek
apoptotycznych jak i nekrotycznych, przy jednoczesnym wzros$cie frakcji komoérek zywych.
Zmiany takie notowano dla wszystkich zastosowanych metaloorganicznych pochodnych
oraz linii komorek nowotworowych. W wiekszosci przypadkow NAC wykazywal wigksza
efektywno$¢ hamowania proapoptotycznych wlasciwosci analizowanych ferrocenow.
Uzyskane dane sugeruja, iz stres oksydacyjny, generowany przez opisywang grupe
ferrocendw, warunkuje rowniez ich wlasciwosci proapoptotyczne i przyczynia si¢ do
indukcji PCD.
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Rysunek 22a. Indukcja apoptozy komérek CCRF-CEM i MCF-7, eksponowanych na dziatanie ferrocenylowej pochodnej
10. Komorki barwiono barwnikami fluorescencyjnymi — Hoechst 33258 oraz jodkiem propidyny w celu okre$lenia frakcji
komorek zywych (blada, niebieska fluorescencja), wczesnoapoptotycznych (jasna, niebieska fluorescencja),
poznoapoptotycznych (fioletowa fluorescencja) oraz nekrotycznych (czerwona fluorescencja).
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Rysunek 22b. Indukcja apoptozy komérek CCRF-CEM i MCF-7, eksponowanych na dziatanie ferrocenylowej pochodnej
10. Komorki barwiono barwnikami fluorescencyjnymi — Hoechst 33258 oraz jodkiem propidyny w celu okreslenia frakcji
komoérek zywych (blada, niebieska fluorescencja), wczesnoapoptotycznych (jasna, niebieska fluorescencja),
poznoapoptotycznych (fioletowa fluorescencja) oraz nekrotycznych (czerwona fluorescencja).
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Rysunek 23a. Indukcja apoptotycznej i nekrotycznej $mierci komorek nowotworowych linii CCRF-CEM
poddanych 24 godzinnej inkubacji z badanymi ferrocenylowymi pochodnymi 10 w stezeniu ICso po
preinkubacji przeciwutleniaczami — NAC lub witaminy C. Metoda mikroskopii fluorescencyjnej
z zastosowaniem podwdjnego barwienia komorek fluorochromami Hoechst 33258 i jodku propidyny. *p<0,05
vs. kontrola (komorki traktowane PBS).
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Rysunek 23b. Indukcja apoptotycznej i nekrotycznej $mierci komorek nowotworowych linii MCF-7
poddanych 24 godzinnej inkubacji z badanymi ferrocenylowymi pochodnymi 10 w stezeniu ICso poO
preinkubacji przeciwutleniaczami — NAC lub witaminy C. Metoda mikroskopii fluorescencyjnej
z zastosowaniem podwdjnego barwienia komorek fluorochromami Hoechst 33258 i jodku propidyny. *p<0,05
vs. kontrola (komorki traktowane PBS).
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Rysunek 23c. Indukcja apoptotycznej i nekrotycznej $mierci komorek nowotworowych linii MCF-7
poddanych 24 godzinnej inkubacji z badanymi ferrocenylowymi pochodnymi 11 w stezeniu ICso poO
preinkubacji przeciwutleniaczami — NAC lub witaminy C. Metoda mikroskopii fluorescencyjnej
z zastosowaniem podwdjnego barwienia komorek fluorochromami Hoechst 33258 i jodku propidyny. *p<0,05
vs. kontrola (komorki traktowane PBS
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11.3.6. Analiza cyklu komoérkowego metoda cytometrii przeptywowej

Wiasciwosci  cytostatyczne lekéw przeciwnowotoworowych lub zwigzkow

o wlasciwosciach antyproliferacyjnych wynikaja przede wszystkim z ich zdolnosci do
hamowania cyklu podzialowego komorek nowotworowych. Komorki linii HepG2, MCF-7
oraz CCRF-CEM inkubowano przez 24 godziny ze stezeniem ICso badanych
ferrocenylowych pochodnych. Rozktad cyklu komorkowego analizowano bezposrednio po
zakonczeniu inkubacji ze zwigzkami (0 godz.) oraz po 24-godzinnej hodowli komorek
w medium nie zawierajacym badanych zwigzkéw (hodowla poinkubacyjna). Wplyw
metaloorganicznych pochodnych na cykl komoérkowy wyzej wymienionych linii
nowotworowych przedstawiono w postaci wykresow na Rys. 24a-b. Histogramy DNA
uzyskane w wyniku cytometrycznej analizy zaprezentowano na Rys. 25.
W komorkach nowotworowych, inkubowanych z badanymi ferrocenylowymi pochodnymi,
obserwowano zaburzenia przebiegu ich cyklu podziatowego. Stwierdzono zablokowanie
cyklu komorkowego w punkcie kontrolnym fazy G2/M, co sugeruje wlasciwosci
cytostatyczne analizowanych ferrocenow.

Zahamowanie cyklu komoérkowego w fazie G2/M wystepowato we wszystkich
liniach komorkowych bezposrednio po zakonczeniu 24-godzinnej inkubacji (czas 0 godz.)
z ferrocenami. Najwigksze zmiany obserwowano w komorkach linii MCF-7 raka piersi, po
ich potraktowaniu zwiazkiem 10. Wykazano, ze okoto 55% komoérek MCF-7 zostalo
zatrzymanych w punkcie kontrolnym G2/M cyklu podziatowego. Najmniejsze zmiany ( ok.
10% wzrost frakcji G2/M) odnotowano w populacji komorek biataczkowych CCRF-CEM,
inkubowanych z ferrocenem 10.

Zastosowanie 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej, podczas ktorej komorki
nowotworowe roslty w miedium hodowlanym pozbawionym ferrocendéw, spowodowato
zmniejszeniem frakcji komorek z blokadg cyklu komérkowego, prawie we wszystkich
badanych probach, z wyjatkiem komorek linit MCF-7 poddanych dziataniu zwigzku 11.
W tym przypadku, obserwowano dalszy (okoto 7%) wzrost frakcji komorek z blokiem G2/M
cyklu podziatowego. Wyniki te sugeruja, ze podczas 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej,
wigkszo$¢ komoérek zdolna byta do naprawy uszkodzen DNA, indukowanych na skutek
genotoksycznego dziatania badanych ferrocenéw. Naprawa uszkodzen DNA umozliwita
komodrkom przejscie przez punkt kontrolny G2/M i podziat mitotyczny.
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Rysunek 24a. Frakcja komorek nowotworowych linii MCF-7 znajdujacych si¢ w poszczegdlnych fazach cyklu
komorkowego. Komorki inkubowano z metaloorganicznymi pochodnymi 10 oraz 11 przez 24 godziny.
*p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane PBS).
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Rysunek 24b. Frakcja komoérek nowotworowych linii CCRF-CEM oraz HepG2 znajdujacych sie

w poszczegolnych fazach cyklu komoérkowego. Komorki inkubowano z metaloorganiczng pochodng
10 przez 24 godziny. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane PBS).
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Rysunek 25. Histogramy DNA komorek nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7, HepG2, uzyskane

z cytometrycznej analizy cyklu podziatowego. Komorki inkubowano z metaloorganicznymi pochodnymi 10
lub 11 przez 24 godziny.
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11.3.7. Analiza uszkodzen DNA metoda kometowg

W  komoérkach nowotworowych inkubowanych z badanymi ferrocenami,
obserwowano istotny wzrost poziomu uszkodzen DNA, przejawiajacy si¢ zwigkszong
zawarto$cia DNA w ogonie komety. Najbardziej podatna na uszkodzenia bylo DNA linii
bialaczkowych CCRF-CEM, w ktorych odnotowano ok. 10-krotny wzrost uszkodzen DNA
w komorkach traktowanych ferrocenem 10, w porownaniu z kontrolg. Komaérki MCF-7 raka
piersi inkubowane z pochodnymi 10 lub 11 wykazywaly wicksza wrazliwo$¢ na dziatanie
drugiego z wymienionych powyzej zwigzkow.

Zastosowanie 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej, podczas ktorej komorki
namnazaty si¢ w medium pozbawionym pochodnych metaloorganicznych, spowodowato
spadek uszkodzen DNA. Zjawisko to obserwowano w przypadku wszystkich badanych linii
komorkowych, jak réwniez dla kazdego zwigzku poddanego analizie. Prawdopodobnym jest
wiec, ze komorki nowotworowe usunety czes¢ powstalych uszkodzen DNA przez sprawne
mechanizmy naprawcze. Procent uszkodzonego DNA w komorkach MCF-7, HepG2 oraz
CCRF-CEM po 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej byt mniejszy o okoto 1/3 w stosunku
do czasu 0 godzin. Kinetyka procesu naprawczego przebiegala jednak rdznie
w poszczegdlnych typach komoérek nowotworowych.
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Rysunek 26. Uszkodzenia DNA generowane w komoérkach nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7, oraz

HepG2 przez metaloorganiczne pochodne 10 lub 11. *p<0,05 vs. kontrola (komoérki traktowane PBS), #p<0,05
0 godz. vs. 24 godz..
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Rysunek 27. Zdjecia komet DNA, uzyskanych z ludzkich komoérek nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7 i HepG2, poddanych dziataniu metaloorganicznych
pochodnych 10 i 11. Zdjg¢cia wykonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse, Tokyo, Japan.
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11.4. METALOORGANICZNE POCHODNE ALKILOWE
ZAWIERAJACE PIERSCIEN CHROMONOWY ORAZ ATOM

7ZX.0TA
11.4.1. Cytotoksyczno$¢ pochodnych ferrocenylowych

Cytotoksyczne whasciwosci ww. metaloorganicznych pochodnych oraz auranofiny
zbadano w warunkach in vitro na podstawie ich zdolno$ci do hamowania proliferacji
komoérek  nowotworowych  czterech  linii:  HepG2, MCF-7, MDA-MB-231
i CCRF-CEM. Zywotno$¢ komorek okreslono metoda spektrofotometryczng (test MTT).
Odsetek zywych komoérek w probee przeliczono na procent kontroli (komorki inkubowane
w PBS), ktorych zywotnos¢ arbitralnie przyjeto za 100%. Zastosowano szeroki zakres stezen
badanych zwigzkdéw mieszczacy si¢ w zakresie 0,5 — 120 umol/L. Wyliczone na podstawie
krzywych przezywalno$ci stgzenia ICsp charakterystyczne dla kazdego zwigzku
metaloorganicznego oraz auranofiny przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Wartosci stezenia 1Csq pochodnych 4-6 oraz auranofiny wyznaczone dla linii komoérek MCF-7, MDA-

MB-231, HepG2 oraz CCRF-CEM. Komorki inkubowano ze zwigzkami metaloorganicznymi
metaloorganicznymi przez 24 godziny (efekt cytotoksyczny).

Linia Cytotoksyczne wlasciwosci pochodnych alkilowych oraz auranofiny
komorkowa ICso [wmol/L]
4 5 6 Auranofina
HepG2 10,0+ 1.3 >120 19.5 £ 1.9 50.0 = 2.7
MCF-7 55 +07 11.0 £ 0.8 13.0 £ 2.3 13.1 £ 0.9
MDA-MB-231 9.7 £+ 25 497 £ 1,7 10.0 + 3.4 3.0 £ 0.6
CCRF-CEM 35 £ 1.1 3.8+ 09 42 £ 09 6.0 £ 1.2
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Rysunek 28a. Krzywe przezywalno$ci komorek linii MCF-7, CCRF-CEM inkubowanych przez 24 godziny
z pochodnymi alkilowymi 4-6.
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Rysunek 28b. Krzywe przezywalnosci komorek linii HepG2, oraz MDA-MB-231 inkubowanych przez 24
godziny z pochodnymi alkilowymi 4-6.
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Wszystkie badane zwiazki z tej grupy charakteryzowatly si¢ duza efektywnoscia
hamowania proliferacji komoérek nowotworowych. Metaloorganiczne pochodne juz
w niskich, mikromolowych stezeniach przejawialy cytotoksyczne wilasciwosci. Warto
podkresli¢, ze obliczone dla analizowanych zwigzkow wartosci stezenia ICso sg zblizone do
stezenia ICsg zwigzku referencyjnego auranofiny. W niektorych przypadkach obserwowano
nawet wickszg skuteczno$¢ dziatania nowo zsyntetyzowanych pochodnych. Najbardziej
aktywna biologicznie czasteczka byt zwigzek 4, ktéry powodowat spadek przezywalnosci
50% populacji komoérek badanych linii nowotworowych juz w zakresie 3,5 — 10 pmol/L.
Nieco mniej efektywny byta pochodna 6, natomiast ostatni z badanych zwigzkow 5 nie
wykazywat cytotoksycznych wlasciwosci w zakresie 0,5 — 120 umol/L wobec komorek linii
HepG2. Zawiesinowa linia komorek biataczkowych CCRF-CEM pozostawata najbardziej
wrazliwa na wszystkie pochodne metaloorganiczne.

Na podstawie uzyskanych wynikow przezywalnosci komorek eksponowanych na
dziatanie analizowanych metaloorganicznych pochodnych oraz krzywych przezywalnosci,
do dalszych badan molekularnych mechanizméw aktywnos$ci przeciwnowotworowych
wybrano zwiazki 4, 5, 6 dla liniit CCRF-CEM i MCF-7 oraz 4, 6 dla HepG2 i MDA-MB-
231.

11.4.2. Analiza uszkodzen DNA metoda kometowg

W komérkach nowotworowych linii zawiesinowej CCRF-CEM oraz adherentnych
HepG2, MCF-7, MDA-MB-231, eksponowanych na dzialanie metaloorganicznych
pochodnych obserwowano wzrost uszkodzen materialu generycznego w pordéwnaniu
z kontrolg. Skutkiem genotoksycznego dzialania alkilowych pochodnych ztota byt
kilkakrotny wzrost zawartosci DNA w ogonie komet. Wielko$¢ zmian uwarunkowana byta
rodzajem linii komorkowe;j jak 1 rodzajem zastosowanego zwigzku. Prawdopodobnym jest
fakt, iz aktywnos$¢ genotoksyczna poszczegdlnych pochodnych moze warunkowaé w sposob
posredni ich wlasciwosci cytotoksyczne 1 antyproliferacyjne.

Najwieksze zmiany poziomu uszkodzen DNA obserwowano dla linii komérek MCF-
7 estrogenozaleznego raka piersi traktowanych zwigzkami 4 oraz 5 (odpowiednio okoto 9,5
1 8,5%). Co ciekawe, wysoka aktywnos$¢ cytotoksyczna i antyproliferacyjna zwigzku 6
wzgledem wyzej wymienionej linii komérkowej (ICs50=13,1 pmol/L), nie byta skorelowana
z réwnie wysoka efektywnos$cig indukcji uszkodzen DNA. Procentowa zawartos¢ DNA w
ogonie komety, uzyskanej po elektroforezie pojedynczych komorek MCF-7 traktowanych
zwigzkiem 6, byla najnizsza 1 wynosila ok. 5%. Wynik ten $wiadczy¢ moze, iz za
cytotoksyczne wiasciwosci wspomnianej metaloorganicznej pochodnej odpowiada¢ moga
inne  mechanizmy, niezwigzane z genotoksycznoscia 1 uszkodzeniem materiatu
genetycznego komorek nowotworowych. W przypadku pozostatych linii komorkowych,
zawartos¢ DNA w ogonie byta zblizona 1 wynosita okoto 7-8% wzgledem kontroli.
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Rysunek 29. Uszkodzenia DNA, generowane w komorkach nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7,
MDA-MB-231 oraz HepG2 przez metaloorganiczne pochodne ztota 4-6. *p<0,05 vs. kontrola (komorki
traktowane PBS).
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Rysunek 30. Zdjecia komet DNA uzyskanych z ludzkich komoérek nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-
7, MDA-MB-231 i HepG2, poddanych dziataniu analizowanych metaloorganicznych pochodnych ztota 4-6.
Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse, Tokyo, Japan.
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11.4.3. Analiza aktywnosci reduktazy tioredoksyny (TrxR)

Enzymatyczny wuktad bialek tioredoksyna - reduktaza tioredoksyny petni
w organizmie cztowieka szereg istotnych funkcji, niezbednych do zachowania homeostazy.
Jednym z wazniejszych biologicznych dziatan jest kontrola wzrostu oraz proliferacji
komorek, regulacja procesow uczestniczacych w indukcji apoptozy oraz ochrona przed
stresem oksydacyjnym. Obecnie coraz wigcej uwagi poswieca si¢ roli uktadu tioredoksyna-
reduktaza tioredoksyny w kancerogenezie. Jak wykazano podwyzszony poziom ekspresji
gendw, kodujacych biatka tego ukladu, sprzyja zwigkszonej proliferacji komorek
nowotworowych. Duza nadzieje poktada si¢ w m.in. w kompleksach i zwigzkach zlota, ktére
mogg dziata¢ jako inhibitory TrxR, powodujac tym samym wzrost apoptozy komorek
nowotworowych i zahamowanie ich proliferacji (Szokalska, 2008).

W celu oceny wplywu badanych pochodnych metaloorganicznych na aktywnos¢
reduktazy tioredoksyny w komorkach nowotworowych zastosowano komercyjnie dostepny
zestaw odczynnikow Thioredoxin Reductase Activity Colorimetric Assay Kit. Komorki
inkubowano przez 24 godziny z pochodnymi zawierajagcymi ztoto, a nast¢pnie dokonano
oznaczenia aktywnosci TrxR. Wyniki przedstawiono na Rys. 31.

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze kazdy z badanych zwiazkéw ztota
powodowat istotny statystycznie spadek aktywnos$ci TrxR w komodrkach nowotworowych
linii HepG2, MCF-7, MDA-MB-231 oraz CCRF-CEM. Procent inhibicji aktywnos$ci
enzymu zawarty byt w granicach 20-70% w zaleznos$ci od rodzaju linii komoérkowej oraz
rodzaju badanego zwigzku. Najmniejszy wpltyw hamujacy wykazywaty zwigzki ztota 4 i 6
(20%) w biataczkowej linii CCRF-CEM, gdzie obserwowano najmniejsze hamowanie
aktywnos$ci enzymatycznej TrxR przez wszystkie badane zwiazki zlota. Wynik ten uzyskano
zarobwno dla zwiazku 4 jak i 6. Lepsza efektywno$¢ wobec ww. linii komorek
nowotworowych wykazywatla natomiast pochodna 5, ktéra powodowata okoto 50% spadek
aktywnosci TrxR. Brak wyraznych réznic w dziataniu zwigzkoéw ztota 4 i 6 na aktywno$é
reduktazy odnotowano rowniez w przypadku linii HepG2, w ktorej aktywnos¢ enzymu
w komorkach eksponowanych na dziatanie zwigzkéw 4 lub 6 wynosita okoto 60%.
Najwigkszy wptyw na aktywnos$¢ TrxR (hamowanie 70%) obserwowano dla zwigzkow 4
I 6 w liniach estrogenozaleznego MCF-7 i estrogenoniezaleznego raka piersci MDA-MB-
231. Otrzymane wyniki $wiadcza iz jednym z celéw molekularnych $ciezek aktywnosci
przeciwnowotworej badanych metaloorganicznych czasteczek zlota jest enzym reduktaza
tioredoksyny. Obnizenie aktywnosci tego enzymu moze powodowaé wzrost hamowania
proliferacji komoérek nowotworowych. Ciekawym jest jednak fakt, iz efektywnos$¢
hamowania aktywnosci TrxR przez zwiagzki 4 — 6 nie byta bezposrednio skorelowana z ich
wlasciwosciami cytotoksycznymi (stezenie ICsg), co $§wiadczy¢ moze o dodatkowych
mechanizmach, warunkujacych cytotoksyczne dziatanie badanych pochodnych
metaloorganicznych.
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Rysunek 31. Wzgledna aktywnos¢ reduktazy tioredoksyny (TrxR) w komérkach nowotworowych linii CCRF-
CEM, MCF-7, MDA-MB-231 i HepG2, poddanych dziataniu analizowanych metaloorganicznych pochodnych
ztota 4-6. *p<0,05 vs. kontrola (komoérki traktowane PBS).

11.4.4. Analiza cyklu komdérkowego metodq cytometrii przeplywowej

Cytometryczna analiza cyklu podziatlowego komoérek HepG2, MCF-7, MDA-MB-
231 oraz CCRF-CEM wykazata iz badane zwiazki ztota nie powoduja, jak to miato miejsce
w przypadku kobaltowych pochodnych ferrocenylowych, zahamowanie cyklu w fazie
G2/M. Istotnie statystyczny wzrost frakcji komoérek w punkcie kontrolnym G2/M
obserwowano jedynie w linii CCRF-CEM. Byt on jednak stosunkowo niewielki (6-11%)
wzgledem komorek kontrolnych. Dla wszystkich zastosowanych zwigzkow, niezaleznie od
linii komorkowej, obserwowano ok. 15-20% spadek frakcji komorek w fazie G1. Warte
podkreslenia jest pojawienie si¢ na histogramach DNA charakterystycznego piku sub-G1
zawierajgcego apoptotyczne komorki hipodiploidalne. Wynik ten uzyskano dla wszystkich
zastosowanych metaloorganicznych pochodnych oraz linii komoérek nowotworowych,
eksponowanych na ich dziatanie. Najwigkszy wzrost (ok. 20%) frakcji komoérek w piku sub-
G1 obserwowano w komorkach estrogenozaleznego raka piersi MCF-7, traktowanych
zwigzkiem 4. Procent apoptotycznych hipodiploidalnych komoérek nowotworowych we
frakcji sub-G1 przedstawiono w tabeli 9.

Cytometryczna analiza cyklu podzialowego komorek traktowanych badanymi
metaloorganicznymi pochodnymi potwierdzita ich wtasciwosci genotoksyczne powodujace
uszkodzenia materiatu genetycznego. Pojawienie si¢ piku sub-G1 na histogramach DNA
uzyskanych metodg cytometryczng, $wiadczy réwniez 0 uruchomieniu szlaku
programowanej $mierci komorki przez analizowane zwigzki ztota.
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Tabela 9. Odsetek komoérek sub-G1 histogramu DNA, uzyskanego z cytometrycznej analizy cyklu podziatowego
komoérek nowotworowych linii HepG2, MCF-7, MDA-MB-231 oraz CCRF-CEM, poddanych dzialaniu
metaloorganicznych pochodnych 4, 5 oraz 6. *p<0,05 w stosunku do kontroli (komoérki traktowane PBS).

Linia Odsetek komorek sub-G1 histogramu DNA
komoérkowa 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%
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Rysunek 32a. Frakcja komorek nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7 znajdujacych sie
w poszczegodlnych fazach cyklu komorkowego. Komoérki inkubowano z metaloorganicznymi pochodnymi
4-6 przez 24 godziny. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane PBS).
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Rysunek 32b. Frakcja komorek nowotworowych linii

MDA-MB-231,
w poszczegodlnych fazach cyklu komorkowego. Komorki inkubowano z metaloorganicznymi pochodnymi 4-6
przez 24 godziny. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane PBS).
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Rysunek 33. Histogramy DNA komoérek nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7, MDA-MB-231 i HepG2
uzyskane z cytometrycznej analizy cyklu podziatowego. Komorki inkubowano przez 24 godz. z analizowanymi
metaloorganicznymi pochodnymi 4 — 6 przez 24 godz..
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11.4.5. Zmiany aktywnoSci kaspaz 8, 91 3

Kaspazy, enzymy nalezace do proteaz serynowych, peilnia kluczowa funkcje
w najwazniejszych etapach szlaku programowanej §mierci komorki. Aktywacja kaspazy 8
zachodzi gtownie podczas inicjacji PCD na szlaku receptorowym (zewnatrzpochodnym),
natomiast kaspaza 9 zaangazowana jest w szlak mitochondrialny (wewnatrzpochodny). Oba
biatka nalezg do grupy kaspaz inicjatorowych szlaku apoptotycznego. Ostatnia z badanych
proteaz, kaspaza 3, okreSlana jest jako kaspaza efektorowa ze wzgledu na udziat
w koncowym etapie obu szlakow PCD.

W celu oceny proapoptotycznych wlasciwos¢ badanych metaloorganicznych
pochodnych zlota oraz szlakéw PCD inicjowanych przez nie w badanych liniach komoérek
nowotworowych, eksponowanych na ich dziatanie, zastosowano komercyjnie dostepne testy
analizy aktywnosci trzech ww. kaspaz. Uzyskane wyniki zamieszczono na Rys. 34a-b.

Wykonane badania nie wykazaty istotnych statystycznie zmian aktywnosci kaspazy
8 we wszystkich zastosowanych wariantach eksperymentu. Wydaje si¢ wiec wysoce
prawdopodobne, iz apoptoza indukowana przez analizowane metaloorganiczne pochodne
zlota, nie przebiega na szlaku receptorowym (zewnatrzpochodnym). Za ta hipoteza
przemawia takze wzrost aktywnosci dwoch pozostatych proteaz serynowych — kaspazy 9
oraz 3. Najwigksze zmiany stwierdzono w komorkach traktowanych zwigzkiem 4.
Powodowat on we wszystkich czterech liniach komérek nowotworowych wzrost aktywnos$ci
kaspaz 3 1 9, mieszczacy si¢ w graniach odpowiednio 15-20% oraz 25-30%. W przypadku
metaloorganicznych pochodnych 5 oraz 6 obserwowano gtéwnie wzrost aktywnosci
inicjatorowej kaspazy 9. Brak istotnych statystycznie zmian aktywno$ci enzymu wykazano
jedynie dla linii HepG2. W pozostatych liniach komoérkowych (MCF-7, MDA-MB-231,
CCRF-CEM) wzrost aktywnosci kaspazy 9 mies$cit si¢ w granicach 10-25%.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, iz badane metaloorganiczne
pochodne ztota moga indukowac apoptoze ludzkich komorek nowotworowych gltéwnie na
szlaku wewnatrzpochodnym (mitochondrialnym), w ktéorym zaangazowane sg kaspaza 9
oraz 3. Za hipoteza tg przemawia dodaktowo fakt, iz zwigzki te nie powodowaly zmian
aktywnosci inicjatorowej proteazy serynowej (kaspazy 8), zaangazowanej we wczesne etapy
procesu programowanej $Smierci komorki, przebiegajacej przy udziale receptorow $mierci
(szlak receptorowy; zewnatrzpochodny).
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Rysunek 34a. Aktywno$¢ kaspaz 3, 8 i 9 w komorkach nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7,
inkubowanych z metaloorganicznymi pochodnymi 4-6 przez 24 godz.. *p<0,05 vs. kontrola (komoérki traktowane
PBS).
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Rysunek 34b. Aktywno$¢ kaspaz 3, 8 i 9 w komorkach nowotworowych linii MDA-MB-231, HepG2
inkubowanych z metaloorganicznymi pochodnymi 4-6 przez 24 godz.. *p<0,05 vs. kontrola (komdrki traktowane

PBS).
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11.5. POCHODNA DIRUTENU-1 (DiRu-1)
11.5.1. Cytotoksycznos¢ pochodnej dirutenu-1

Pierwszym etapem badan nad molekularnymi mechanizmami aktywnosci
przeciwnowotworowych pochodnej dirutenu-1 (DiRu-1) byta ocena in vitro jej dziatania
cytotoksycznego oraz antyproliferacyjnegoo wobec linii komorek ludzkiego raka HepG2,
MDA-MB-231 i MCF-7. Zywotno$¢ komorek okreslono metoda spektrofotometryczna (test
MTT). Odsetek zywych komorek w probee przeliczono na procent kontroli (komorki
inkubowane w PBS), ktorych zywotno$¢ arbitralnie przyjeto za 100%. Zgodnie
z oczekiwaniami, obserwowano hamowanie wzrostu komorek oraz znaczny spadek ich
zywotnosci przy wzrastajacym stezeniu DIRu-1 dla wszystkich linii komoérkowych.
Pochodna rutenu juz w niskich, nanomolowym zakresie stezen, wykazywata wysoka
cytotoksycznos¢ wobec wszystkich badanych linii komoérek nowotworowych. Komorki
MDA-MB-231 i HepG2 charakteryzowaly si¢ stosunkowo podobng wrazliwoscig na DiRu-
1 (odpowiednio I1Cso = 228,1 + 8,1 1 268,2 = 4,4 nmol/L). Komorki MCF 7 byly natomiast
okoto 3-krotnie bardziej czute (ICso = 77 nmol/L) na cytotoksyczne dzialanie analizowanej
czasteczki. Do dalszej analizy wyselekcjonowano lini¢ najbardziej wrazliwa — MCF-7.

W celu oceny udziatlu RFT powstajacych w wyniku dziatania DiRu-1 na catkowitg
cytotoksycznos$¢ czasteczki, komorki przed inkubacja ze zwigzkiem preinkubowano przez
1 godzing z przeciwutleniaczami: N-acetylocysteing (NAC), lub Troloxem oraz inhibitorem
kaspaz Z-FA-FMK. Zaréwno przeciwutleniacze, jak i inhibitor znacznie ostabiaty
cytotoksycznosci DiRu-1, co odzwierciedla zmniejszenie jego wartosci ICso (tabela 10).
1-godzinna preinkubacja komorek z-FA-FMK, NAC lub Troloxem, powodowata
odpowiednio, 3-, 9- i 12-krotny wzrost 1Cso DiRu-1. Pochodna witaminy E wykazata
najwyzsza wydajnos¢ hamowania cytotoksycznych wlasciwosci metaloorganiczne;j
czasteczki.

Wyniki te wskazujag na znaczenie stresu oOksydacyjnego generowanego przez
DiRu-1 w ksztaltowaniu catkowitej aktywno$ci cytotoksycznej wobec komorek
nowotworowych.
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Tabela 10. Wartosci stezenia 1Csp pochodnej dirutenu-1 DiRu-1 wyznaczone dla linii komorek MCF-7, MDA-
MB-231 oraz HepG2. Komorki inkubowano ze zwigzkiem metaloorganicznym przez 24 godziny (efekt
cytotoksyczny). Wplyw przeciwutleniaczy (1-godzinna preinkubacja) NAC (3 mmol/l), Troloxu (50 pmol/L) oraz
inhibitora kaspaz Z-FA-FMK na cytotoksyczno$¢ DiRu-1.

Linia Cytotoksyczne wlasciwosci pochodnej dirutenu-1, ICso [nmol/L]
komorkowa DiRu-1 DiRu-1+Z-FA-  DiRu-1+NAC  DiRu-1+Trolox

FA-FMK
MCF-7 772+14  2263+7,3 713,1+£9,8 9533+ 11,5
MDA-MB-231  228,1 +£8,1 264,7+6,3 280,3+5,9  305,1+4,7
HepG2 2682+4,4 2982+5,2 304,1 £3,7 321,1+6,5
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Rysunek 35. Wptyw przeciwutleniaczy NAC (3 mmol/l), Troloxu (50 pmol/l) oraz inhibitora kaspaz Z-FA-
FMK na wiasciwosci cytotoksyczne DiRu-1 wzgledem komorek linii MCF-7, MDA-MB-231 oraz HepG2.
Komorki przed inkubacja ze zwigzkiem metaloorganicznym preinkubowano przez 1 godzing z inhibitorami.
Komorki traktowano DiRu-1 w szerokim zakresie stezen (0-1000 nmol/L) przez 24 godziny. Frakcje zywych

komorek oceniano metoda MTT. 1Cso DiRu-1 przyjeto jako 1. #p<0,05 vs. DiRu-1.
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11.5.2. Identyfikacja komérek apoptotycznych i nekrotycznych metoda mikroskopii
fluorescencyjnej z zastosowaniem podwdjnego barwienia komorek barwnikami
fluorescencyjnymi Hoechst 33258 i jodkiem propidyny (PI)

Ocen¢ proapoptotycznych wlasciwosci pochodnej rutenu przeprowadzono
z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Analiza umozliwita ocen¢ ilosSciowa oraz
jakosciowa typu $mierci komorek nowotworowych oraz procentowego rozktadu frakcji
poszczegbdlnych populacji komorek.

Komorki MCF-7 inkubowano z badang pochodng metaloorganiczng w stezeniach
Y 1Cs0 (38 nmol/L), 1Cso (77 nmol/L) oraz 2xICsp (154 nmol/L) przez 24 godz., a nastgpnie
zmieniano medium i hodowano komorki przez nastepne 24 lub 48 godz. (hodowla
poinkubacyjna). Oznaczenia apoptozy oraz nekrozy wykonywano bezposrednio po
zakonczeniu inkubacji z DiRu-1 (0 godz.) oraz po 24- (24 godz.) i 48-godzinnej (48 godz.)
hodowli komorek w medium nie zawierajagcym DiRu-1.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz pochodna DiRu-1 powoduje w komorkach
nowotworowych MCF-7 indukcje zaréwno apotozy, jak i nekrozy. Odsetek komorek
nekrotycznych w caltkowitej populacji komorek traktowanych ww. zwigzkiem byt
szczegblnie widoczny w przypadku najwyzszego zastosowanego stezenia (154 nmol/L) dla
wszystkich czaséw inkubacji. Indukcja PCD potaczona byta z charakterystycznymi dla tego
procesu zmianami morfologii komoérek takimi jak kondensacja chromatyny i jej dalsza
marginalizacja oraz obkurczanie jadra komorkowego.

Poziom indukcji $mierci komorek MCF-7 obu rodzajow pozytywnie skorelowany
byt z zastosowanym stezeniem metaloogranicznej pochodnej. Z drugiej strony, nie
obserwowano takiej zalezno$ci dla poszczegélnych czasow hodowli poinkubacyjne;.
W przypadku 24- i 48 godz. hodowli komoérek w medium pozbawionym DiRu-1, nie
obserwowano istotnego statystycznie zmniejszenia populacji komoérek objetych PCD lub
nekroza, w stosunku do czasu 0 godz.

W wyniku traktowania komorek pochodng DiRu-1 w najnizszym stezeniu (38
nmol/L), obserwowano wzrost puli komodrek apoptotycznych (wczesna oraz pozna
apoptoza) o ok. 1,5 razy (6-8% catkowitej populacji) w stosunku do komorek kontrolnych
nietraktowanych metaloorganiczng pochodna. Wyzsze stezenia DiRu-1, jakie zastosowano
w eksperymencie powodowaty zwigkszenie frakcji komorek objetych szlakiem PCD
wzgledem kontroli i wynosity odpowiednio 15-17% oraz 18-21% catkowitej populacji
komorek. Wyniki wuzyskane z analizy identyfikacji komodrek apoptotycznych
i nekrotycznych z zastosowaniem podwdjnego barwienia przedstawiono na Rys 38. Odsetek
apoptotycznych komorek MCF-7 raka piersi po ich 24-godzinnej inkubacji z DiRu-1
w stezeniach 38 nmol/L, 77 nmol/L i 154 nmol/L oraz 24- i 48-godzinnej hodowli komdrek
w medium nie zawierajacym DiRu-1 przedstawiono na Rys 36.
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Rysunek 36. Odsetek apoptotycznych komérek MCF-7 raka piersi po ich 24-godzinnej inkubacji z DiRu-1
w stezeniach %2 ICso (38 nmol/L), 1Cso (77 nmol/L) oraz 2xICsp (154 nmol/L) oraz 24- i 48-godzinnej hodowli

komorek w medium nie zawierajacym DiRu-1. . *p<0,05 vs. kontrola (komoérki traktowane PBS); #p<0,05 vs. 38
nmol/L DiRu-1; "p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1.

Rysunek 37. Morfologia zywych (A), wczesno-apoptotycznych (B), pozno-apoptotycznych (C)
i nekrotycznych (D) komérek MCF-7 raka piersi, barwionych podwdjnie fluorochromami Hoechst 33258 oraz
jodek propidyny. Zdjgcia wykonano pod mikroskopem fluorescencyjnym z odwréconym obiektywem
(Olympus IX70, Japonia), przy 400x powigkszeniu.
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Rysunek 38. Indukcja apoptotycznej i nekrotycznej $mierci komorek nowotworowych linii MCF-7 poddanych
24 godzinnej inkubacji z DiRu-1 w stezeniach 38 nmol/L (% ICso), 77 nmol/L (ICsp) i 154 nmol/L
(2 x ICsp). Metoda mikroskopii fluorescencyjnej z zastosowaniem podwodjnego barwienia komorek
fluorochromami Hoechst 33258 i jodku propidyny. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane PBS); #p<0,05 vs.
38 nmol/L DiRu-1; "p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1.
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Rysunek 39a. Morfologia, indukcja apoptozy oraz autofagii komorek MCF-7, eksponowanych na dziatanie
pochodnej DiR-1. Dla oceny apotozy, komorki barwiono barwnikami fluorescencyjnymi — Hoechst 33258 oraz
jodkiem propidyny w celu okreslenia frakcji komorek zywych (blada, niebieska fluorescencja),
weczesnoapoptotycznych (jasna, niebieska fluorescencja), péznoapoptotycznych (fioletowa fluorescencja) oraz
nekrotycznych (czerwona fluorescencja). Dla oceny autofagii, komorki barwiono barwnikiem
fluorescencyjnym — oranzem akrydyny. Kolor zielony — jadra komorkowe, kolor czerwony — autofagosomy.
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Rysunek 39b. Morfologia, indukcja apoptozy oraz autofagii komorek MCF-7, eksponowanych na dziatanie
pochodnej DiR-1 po 1-godzinnej preinkubacji z NAC (3 mmol/L). Dla oceny apotozy, komodrki barwiono
barwnikami fluorescencyjnymi — Hoechst 33258 oraz jodkiem propidyny w celu okre$lenia frakcji komorek
zywych (blada, niebieska fluorescencja), wczesnoapoptotycznych (jasna, niebieska fluorescencja),
pdéznoapoptotycznych (fioletowa fluorescencja) oraz nekrotycznych (czerwona fluorescencja). Dla oceny
autofagii, komoérki barwiono barwnikiem fluorescencyjnym — oranzem akrydyny. Kolor zielony — jadra
komoérkowe, kolor czerwony — autofagosomy.
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Rysunek 39c. Morfologia, indukcja apoptozy oraz autofagii komérek MCF-7, eksponowanych na dziatanie
pochodnej DiR-1 po 1-godzinnej preinkubacji z Troloxem (50 umol/L). Dla oceny apotozy, komodrki barwiono
barwnikami fluorescencyjnymi — Hoechst 33258 oraz jodkiem propidyny w celu okre$lenia frakcji komorek
zywych (blada, niebieska fluorescencja), wczesnoapoptotycznych (jasna, niebieska fluorescencja),
poznoapoptotycznych (fioletowa fluorescencja) oraz nekrotycznych (czerwona fluorescencja). Dla oceny
autofagii, komorki barwiono barwnikiem fluorescencyjnym — oranzem akrydyny. Kolor zielony — jadra
komorkowe, kolor czerwony — autofagosomy.
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11.5.3. Analiza cyklu komdérkowego metodq cytometrii przeplywowej

Cytometryczna analiza cyklu komorkowego wykazata, ze pochodna DiRu-1
powodowata blokade cyklu podzialowego MCF-7 w fazie G2/M. Efekt ten obserwowany
byl jednak przede wszystkim w komorkach inkubowanych z najwyzszym st¢zeniem
metaloorganicznej czasteczki (157 nmol/L) oraz przy dluzszym czasie hodowli
postinkubacyjnej (48 godz.). Nieznaczna blokada cyklu w fazie G2/M byta poprzedzona
przejsciowym zatrzymaniem komorek w fazie S cyklu. Wszystkie obserwowane zmiany
byly pozytywnie skorelowane ze stezeniem DiRu-1.

Zastosowanie pre-inkubacji z przeciwutleniaczami NAC/Trolox lub inhibitora
kaspaz Z-FA-FMK nie wplyngto znaczaco na cykl komérkowy MCF-7.

Uzyskane wyniki pozostaja spojne z genotoksycznymi wiasciwosciami DiRu-1
1 zdolno$ci metaloorganicznej czasteczki do generowania obszernych uszkodzen DNA
komorek nowotworowych MCF-7. Zaburzenia te odpowiedzialne moga by¢ m.in. za
hamowanie cyklu komorkowego. Ponadto, w przypadku dluzszego czasu hodowli
poinkubacyjnej (48 godz.), cz¢s¢ komoérek niezdolnych do skutecznej naprawy wszystkich
uszkodzen DNA pozostawata w fazie G2/M cyklu podziatlowego, a ich proliferacja zostala
zahamowana.
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Rysunek  40. Frakcja ~ komodrek  nowotworowych linii MCF-7 znajdujacych si¢

w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego. Komoérki inkubowano z metaloorganiczng pochodng
DiRu-1 przez 24 godziny w stezeniach 38 nmol/L (% 1Csp), 77 nmol/L (ICso) i 154 nmol/L
(2 x ICsp). Komorki przed inkubacjg ze zwiazkiem metaloorganicznym preinkubowano przez 1 godzing
z przeciwutleniaczami NAC (3 mmol/l), Troloxem (50 umol/l) oraz inhibitorem kaspaz Z-FA-FMK.
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11.5.4. Wplyw metaloorganicznej pochodnej na potencjal mitochondrialny

Proces apoptozy moze zosta¢ zainicjowany na dwoch gléwnych szlakach -
zewnetrznym  obejmujagcych  domeny  receptorow  $mierci 1 wewngtrznym
(mitochondrialnym) Mitochondria uwazane sa za niezwykle wazny cel aktywnos$ci
przeciwnowotworowej pochodnych rutenu. Wigkszos$¢ tych zwigzkow indukuje apoptoze
komorek nowotworowych na drodze wewnetrznej powodujac czesto dysfunkcje
mitochondridéw, jako organelli kluczowych dla tego procesu. W celu oceny zmian potencjatu
mitochondrialnego komorek MCF-7 eksponowanych na dzialanie DiRu-1 zastosowano
fluorescencyjng sonde JC-1. Komorki MCF-7 inkubowano z badang pochodng
metaloorganiczng w stezeniach % ICsg (38 nmol/L), I1Cso (77 nmol/L) oraz 2xICso (154
nmol/L) przez 24 godz.,, a nastgpnic dokonano oznaczenia zmian potencjalu
mitochondrialnego.

Whasciwoséci proapototyczne pochodnej rutenu DiRu-1 zostaly potwierdzone

w analizie potencjatu mitochondrialnego komérek MCF-7 traktowanych ww. zwiazkiem. Po
24-godzinnej inkubacji, obserwowano zaburzenie potencjalu blonowego mitochondriow.
Wielko$¢ zmian byta wprost proporcjonalna do stosowanego stezenia metaloorganiczne;j
pochodnej — najwigksze obserwowano dla najwyzszego stezenia 157 nmol/L.
W ciggu pierwszych 15 min. pomiaru obserwowano ok. 20-40% wzrost A¥Ym
(hiperpolaryzacja btony mitochondrialnej). W dalszym etapie pomiaru (30 min) zanotowano
szybki spadek A¥m odzwierciedlajacy stan depolaryzacji, a nast¢gpnie stopniowy powrot do
stanu AWm charakterystycznego dla komoérek kontrolnych.

1-godzinna preinkubacja komorek z inhibitorem kaspaz Z-FA-FMK nie wptywala
w istotny sposob na zmiany potencjatu mitochondrialnego. Wynik ten potwierdza, iz zalezna
od DiRu-1 depolaryzacja bton mitochondrialnych komérek MCF-7 jest wczesnym etapem
szlaku wewnetrznego apoptozy, poprzedzajacym aktywacje kaspaz.
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Rysunek 41. Zmiany potencjatu mitochondrialnego komérek MCF-7 eksponowanych na dziatanie pochodnej
DiRu-1. Komorki inkubowano z metaloorganiczng pochodng przez 24 godziny w stezeniach 38 nmol/L (%
ICsp), 77 nmol/L (ICsp) i 154 nmol/L (2 x ICsp). Komorki przed inkubacja ze zwigzkiem metaloorganicznym
preinkubowano przez 1 godzing z inhibitorem kaspaz Z-FA-FMK. *p<0,05 vs. kontrola (komorki 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 aktywno$ci kaspaz 8, 9 i 3

W celu doktadniejszego poznania mechanizmoéw indukcji apoptozy w komorkach
MCEF-7 traktowanych DiRu-1, dokonano analizy aktywacji trzech kaspaz zaangazowanych
w szlak receptorowy (kaspaza 8) lub mitochondrialny (kaspaza 3 i 9). Doswiadczenia
przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnych testow analizy aktywnosci ww.
enzymoéw. Dodatkowo, w celu weryfikacji indukcji kaspazo-zaleznej apoptozy
w komorkach MCF-7, zastosowano inhibitor proteaz serynowych Z-FA-FMK (kontrola
negatywna). Komoérki MCF-7 inkubowano z badang pochodng metaloorganiczng
w stezeniach ¥ ICsg (38 nmol/L), ICso (77 nmol/L) oraz 2xICsp (154 nmol/L) przez 24 godz.,
a nastepnie dokonano oznaczenia aktywnosci kaspaz. Wyniki przedstawiono na Rys 42.

Analizowana pochodna rutenu DiRu-1 indukowata wzrost aktywnosci kaspazy 3
w komorkach nowotworowych MCF-7. Poziom aktywno$ci enzymu byt wprost
proporcjonalny do zastosowanego stezenia metaloorganicznej pochodnej. W przypadku
najnizszego st¢zenia, aktywacja bialka byla stosunkowo niewielka i wynosita okoto 10%
wzgledem komorek kontrolnych. Znacznie wigksze zmiany obserwowano natomiast dla
stezen 77 nmol/L oraz 154 nmol/L — odpowiednio 2- i 3-krotny wzrost aktywnosci kaspazy
3.

W przypadku kolejnej proteazy serynowej zaangazowanej w szlak mitochondrialny
— kaspazy 9 — nie obserwowano tak wyraznego wzrostu jej aktywacji w komorkach MCF-7
traktowanych DiRu-1. Podobnie jednak, jak w przypadku kaspazy 3, obserwowana byta
pozytywna korelacja miedzy zastosowanym stezeniem metaloorganicznej czasteczki,
a procentowym wzrostem aktywnos$ci enzymu w komorkach. Istotne zmiany w poziomie
aktywnosci kaspazy 9 obserwowano dla stezen 77 nmol/L oraz 154 nmol/L, ktére miescity
si¢ w granicach 15%-25%.

Zalezna od proapoptotycznych wiasciwosci DiRu-1 aktywacja kaspazy 8
przebiegata na niskim poziomie. W przypadku najwigkszego st¢zenia (154 nmol/L)
zwiazku, obserwowano zaledwie ok. 15% wzrost aktywnosci enzymu w komérkach MCF-
7.

Zastosowanie specyficznego dla inhibitora proteaz serynowych Z-FA-FMK
powodowato zahamowanie aktywacji wszystkich trzech analizowanych kaspaz. Uzyskany
wynik  $wiadczy wigc o  specyficznosci  proapoptotycznych  wiasciwosci
DiRu-1 1 jego bezposrednim udziale w indukcji aktywnosci kaspazy 3, 8 oraz 9.

Prawdopodobnym jest wigc, iz podobnie, jak w przypadku wczesniej omawianej
grupy metaloorganicznych pochodnych zlota, pochodna DiRu-1 indukuje apoptoze
komorek nowotworowych przede wszystkim na szlaku mitochondrialnym, gdzie gtéwna
role odgrywaja kaspazy 3 oraz 9.
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Rysunek 42. Aktywnos$¢ kaspaz 3, 8 i 9 w komoérkach nowotworowych linii MCF-7, inkubowanych z
metaloorganiczna pochodng DiRu-1 przez 24 godz.. Wptyw inhibitora Z-FA-FMK (+). *p<0,05 vs. kontrola
(komorki 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 komoérkach nowotworowych
eksponowanych na dzialanie badanej metaloorganicznych pochodnej DiRu-1

Analiza poziomu RFT generowanych w komoérach MCF-7 eksponowanych na
dziatanie pochodnej rutenu pozwolita oceni¢ znaczenie stresu oksydacyjnego
w cytotoksycznych i wlasciwosciach DiRuU-1 oraz udzialu metaloorganicznej czgsteczki
w indukcji $mierci komorkowej. Zmiany poziomu RFT w komoérkach eksponowanych na
dziatanie rutenowej pochodnej przedstawiono na Rys. 43-44.

Do pomiaru RFT wykorzystano specyficzne, fluorescencyjne sondy: H.DCFD-DA
oraz DHET. Sonda H.DCFD-DA pozwala na detekcj¢ zmian poziomu H20,, natomiast
DHET wykrywa preferencyjnie zmiany przyrostu anionorodnika ponadtlenkowego O™
Komorki MCF-7 inkubowano przez 0,5 godz. lub 3 godz. z DiRu-1 w stezeniach % ICsp
(38 nmol/L), ICso (77 nmol/L) oraz 2xICso (154 nmol/L), a nast¢pnie dokonywano pomiaru.
W celu okres$lenia udziatu DiRu-1 w generowaniu RFT w komorkach MCF-7, przed
potraktowaniem ich analizowang czasteczkg metaloorganiczna, wykonano 1 godzinng pre-
inkubacje¢ z przeciwutleniaczami: N-acetylocysteina (NAC; 3 mmol/L), witaming E (Trolox;
50 umol/L). Nastepnie, do medium komoérek dodawano odpowiednie st¢zenia zwigzku
1 przeprowadzano detekcje RFT.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz analizowana pochodna rutenu DiRu-1 powodowata
wzrost poziomu RFT w komoérkach MCF-7, ktory zalezny byt zarowno od zastosowanego
stezenia zwiazku, jak i1 czasu ekspozycji komoérek na badang substancje. W przypadku
zastosowania sondy H>DCFD-DA, istotnie statystycznie zmiany poziomu RFT
obserwowano jedynie dla krotszego czasu inkubacji komoérek (0,5 godz.)
z metaloorganiczng czasteczka. Ponadto, najwyzszy przyrost RFT obecny byt w komadrkach
MCF-7 traktowanych najwyzszym st¢zeniem (157 nmol/L) rutenowej pochodnej — okoto
45% wzrost RFT wzgledem kontroli. Zastosowanie stezenia ICso (77 nmol/L) skutkowata
mniejszymi zmianami poziomu stresu oksydacyjnego w komoérkach nowotworowych. Po
poczatkowym okoto 30% wzroscie stezenia RFT podczas pierwszych 60 min hodowli
poinkubacyjnej, w dalszym etapie obserwowano stopniowy, minimalny jego spadek.
Analogicznie przebiegala rowniez kinetyka reakcji generowania RFT w komoérkach MCF-7
traktowanych najnizszym stezeniem — 38 nmol/L. Interesujacym jest natomiast fakt, iz w
przypadku dhuzszego czasu inkubacji komoérek z DiRu-1 (3 godz.) dla wszystkich
zastosowanych stezen metaloorganicznej pochodnej, nie obserwowano wzrostu poziomu
RFT. Uzyskane wyniki sugeruja, iz wybuch tlenowy w komoérkach MCF-7 eksponowanych
na dziatanie DiRuU-1 moze bezposrednio poprzedzaé inicjacj¢ apoptozy oraz przyczyniac si¢
do jej promaciji.

Zastosowanie godzinnej preinkubacji komorek MCF-7 z przeciwutleniaczami NAC
oraz Troloxem skutkowata zahamowaniem generowania RFT zaleznych od funkcjonowania
badanej czasteczki.

Podobnie, jak w przypadku H>O, analiza zmian poziomu anionorodnika
ponadtlenkowego O>~ w komoérkach MCF-7 traktowanych DiRu-1 wykazata, iz poziom
powstajacych RFT skorelowany byl z czasem inkubacji komoérek z metaloorganiczng
pochodng oraz zastosowanym stezeniem. Najwieksze zmiany obserwowano dla 3 godzinnej
inkubacji komoérek z analizowang czgsteczkg oraz najwiekszego jej stezenia 157 nmol/L.
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Kinetyka reakcji przebiegata inaczej, niz w przypadku zmian poziomu H202, W trakcie 180
minut pomiaru, obserwowano minimalny, jednakze stopniowy wzrost poziomu O~ w
komorkach MCF-7, ktory osiggal maksymalny poziom po 150-180 min. hodowli
poinkubacyjne;j.
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Rysunek 43a. I10$¢ reaktywnych form tlenu (H20.) generowanych w komérkach nowotworowych linii MCF-

7 przez DiRu-1 po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z NAC. *p<0,05 vs. kontrola (komoérki traktowane
PBS); #p<0,05 vs. 38 nmol/L DiRu-1; ~p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1, + p<0,05 vs. NAC lub Trolox.
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Rysunek 43b. Tlo$¢ reaktywnych form tlenu (H207) generowanych w komoérkach nowotworowych linii MCF-
7 przez DiRu-1 po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z NAC. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane
PBS); #p<0,05 vs. 38 nmol/L DiRu-1; ~p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1, + p<0,05 vs. NAC lub Trolox.
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0,5 godz. DiRu-1+Trolox (50 pmol/L)
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Rysunek 43c. Ilo$¢ reaktywnych form tlenu (H202) generowanych w komérkach nowotworowych linii MCF-
7 przez DiRu-1 po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z Troloxem. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane
PBS); #p<0,05 vs. 38 nmol/L DiRu-1; *p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1,  p<0,05 vs. NAC lub Trolox.
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Rysunek 44a. Tlo$¢ reaktywnych form tlenu (O2~") generowanych w komoérkach nowotworowych linii MCF-
7 przez DiRu-1. *p<0,05 vs. kontrola (komoérki traktowane PBS); #p<0,05 vs. 38 nmol/L DiRu-1; ~p<0,05 vs. 77
nmol/L DiRu-1, # p<0,05 vs. NAC lub Trolox.
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0,5 godz. DIiRu-1 + NAC (3 mmol/L) RFT (O,™)
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Rysunek 44b. T1o$¢ reaktywnych form tlenu (O2~") generowanych w komérkach nowotworowych linii MCF-
7 przez DiRu-1 po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z NAC. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane
PBS); #p<0,05 vs. 38 nmol/L DiRu-1; ~p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1, + p<0,05 vs. NAC lub Trolox.
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0,5 godz. DiRu-1 + Trolox (50 pmol/L)
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Rysunek 44c. Tlos¢ reaktywnych form tlenu (O, ") generowanych w komorkach nowotworowych linii MCF-

7 przez DiRu-1 po zastosowaniu godzinnej preinkubacji z Troloxem. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane
PBS); #p<0,05 vs. 38 nmol/L DiRu-1; ~p<0,05 vs. 77 nmol/L DiRu-1, # p<0,05 vs. NAC lub Trolox.
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11.5.7. Analiza uszkodzen DNA metodg kometowa

Proapoptyczna aktywno$¢ DiRu-1 potwierdzona zostata przy pomocy cytometrii
przeptywowej w pomiarze cyklu podziatowego komérek MCF-7. Wzrost piku sub-G1, ktory
sktada si¢ z hipodiploidalnych komorek apoptotycznych, zawierajacych mniej niz 2n DNA
byto widoczne na histogramach DNA. Najbardziej znaczacy wzrost frakcji sub-G1 (ok. 17-
18%) zaobserwowano po 24-48 godzinach hodowli poinkubacyjnej dla komorek MCF-7
traktowanych najwyzszym st¢zeniem DiRu-1 (154 nmol/L) (Tabela 11).

W celu oceny wlasciwosci genotoksycznych rutenowej pochodnej przeprowadzono
analiz¢ uszkodzen DNA komorek traktowanych ww. zwigzkiem z wykorzystaniem
alkalicznej (pH>13) wersji metody kometowej. Komoérki MCF-7 inkubowano przez 24
godz. z DiRu-1 w stezeniach % ICso (38 nmol/L), ICso (77 nmol/L) oraz 2xICso (154
nmol/L), a nastepnie poddawano analizie lub hodowano przez dalsze 24/48 godz. w §wiezym
medium. Hodowla poinkubacyjna pozwolila na naprawe czesci uszkodzen DNA powstatych
na skutek dziatania DiRu-1.

DiRu-1 wykazuje silne, genotoksyczne dziatanie wzgledem linii komoérkowej MCF-
7, co prawdopodobnie moze by¢ Zrdédltem cytotoksycznego i antyproliferacyjne dziatania
metaloorganicznej pochodnej. Wyniki uzyskane w tescie kometowym wskazuja na
bezposredni zwigzek pomiedzy poziomem uszkodzenia DNA komoérek MCF-7, a wielkoscia
zastosowanego stezenia DiIRuU-1. Wigkszy procent zawartosci DNA w ogonach komet
komorek MCF-7 traktowanych DiRu-1 obserwowany byt dla wyzszych stezen (77 1 154
nM). Wartym podkreslenia jest rowniez fakt, iz zawarto$¢ uszkodzonego DNA w ogonach
komet nie zmienia si¢ jednak znaczaco w czasie, co wskazuje, ze uszkodzenia wystgpujace
w ciagu 24-48 godzin po zakonczeniu okresu inkubacji nie byly efektywnie naprawiane
przez systemy naprawcze komérek MCF-7.

1-godzinna preinkubacja komorek z NAC, lub Troloxem powodowata zmniejszenie
procentowe] wartosci uszkodzonego DNA, co wskazuje, ze znaczna jego czg$¢ moze by¢
spowodowana dziataniem RFT, a wigc uszkodzeniemi oksydacyjnymi. Najbardziej
efektywny w hamowaniu genotoksycznych wtasciwosci DiRuU-1 pozostat jednak inhibitora
apoptozy Z-FA-FMK. 1-godzinna preinkubacja z Z-FA-FMK przyczynita si¢ do
zmniejszenia odsetka uszkodzonego DNA o ponad potowe.

Uzyskane wyniki pozwalaja przypuszczacé, ze uszkodzenia DNA komoérek MCF-7 sa
nie sa spowodowane bezposrednim oddziatywaniem DiRu-1 z DNA lecz prawdopodobnie
przez RFT powstajace na skutek dziatania oraz proapoptotycznych wilasciwosci ww.
zwigzku. apoptozy fragmentacji DNA.
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Rysunek 45. Uszkodzenia DNA generowane w komorkach nowotworowych linii MCF-7 przez
metaloorganiczng pochodng DiRu-1. *p<0,05 vs. kontrola (komorki traktowane PBS); #p<0,05 vs. 38 nmol/L
DiRu-1.

Kontrola 38 nmol/lL 77 nmol/L 154 nmol/L
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Rysunek 46. Zdjecia komet DNA, uzyskanych z ludzkich komérek nowotworowych linii MCF-7, poddanych
dziataniu metaloorganicznej pochodnej DiRu-1. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego Nikon Eclipse, Tokyo, Japan.
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Tabela 11. Odsetek komorek sub-G1 histogramu DNA, uzyskanego z cytometrycznej analizy cyklu podziatowego
komoérek nowotworowych MCF-7, poddanych dziataniu metaloorganicznej pochodnej DiRu-1. *p<0,05 vs.
kontrola (komorki traktowane PBS).

Czas hodowli Stezenie metaloorganicznej pochodnej rutenu [nmol/L]
poinkubacyjnej Kontrola 38 77 154
0 godz. 1,7+ 0,09 501,15 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 cze$¢ badan naukowych poswiecona jest prewencji, wczesnemu
wykrywaniu i efektywnemu leczeniu choréb nowotworowych. Szacunkowe dane,
pochodzace z projektu Europa Przeciw Nowotworom (Europe Against Cancer) wskazuja,
ze liczba zgonow w krajach Unii Europejskiej z powodu nowotworéw zmniejszyla si¢
o prawie 10% w stosunku do roku 2000. Pomimo duzego postepu w zakresie leczenia chordb
nowotworowych, intensywnych badan naukowych oraz dynamicznego rozwoju
farmakologii, wspoétczesna medycyna wcigz nie dysponuje w pelni skuteczng i mato
inwazyjng  terapia  przeciwnowotworowg.  Nieodlagcznym  problemem  lekow
przeciwnowotworowych — cytostatykow, przeciwcial monoklonalnych czy zwiazkow
alkilujacych — jest ich mata specyficznos¢ wobec komorek nowotworowych oraz
towarzyszace niepozadane efekty uboczne, jak réwniez konieczno$¢ podawania pacjentom
zbyt wysokich (toksycznych dla zdrowych tkanek) lub zbyt niskich (niewystarczajacych dla
osiggni¢cia pozadanego efektu terapeutycznego) dawek farmaceutykow. Najpowazniejsze
powiktania, spowodowane chemioterapig, to myelosupresja, kardiotoksycznosc,
hepatotoksyczno$¢, neurotoksycznos¢ 1 nefrotoksyczno$é. Uboczne efekty lekow
przeciwnowotworowych moga ujawni¢ si¢ nawet po wielu latach od zakonczenia
chemioterapii.

Wielkim wyzwaniem nowoczesnej onkologii i sprawg priorytetowa staje si¢ wigc
synteza skutecznych i bezpiecznych dla pacjentow lekow przeciwnowotworowych, ktore
charakteryzowac si¢ beda:

- wysoka specyficznosciag dziatania na komorki nowotworowe, szybka eliminacja
z organizmu chorego (wysoka reaktywno$¢) w sposdb najmniej obcigzajacy
organizm,

- niskg toksycznoscia ogdlnoustrojowa lub catkowitym jej brakiem,

- zminimalizowanymi efektami ubocznymi zaréwno podczas stosowania terapii jak

- 1po jej zakonczeniu,

- brakiem immunogennosci i mutagennosci.

W ostatnich latach nastgpit istotny rozwdj nowej gat¢zi nauki okreslanej jako chemia
biometaloorganiczna. Powstata ona poprzez potaczenie chemii organicznej oraz biochemii,
a gtobwnymi obszarami jej dziatania sg synteza nowych pochodnych metaloorganicznych
oraz badania ich aktywnosci biologicznej i mozliwoséci zastosowania w leczeniu chordb
przewlektych m.in. nowotwordéw. Atrakcyjne wilasciwosci fizyko-chemiczne, fatwos¢
modyfikacji chemicznej oraz znaczna aktywno$¢ biologiczna, przyczynity sie do
zwigkszenia zainteresowania wspotczesnej onkologii zwigzkami metaloorganicznymi
(Ornelas, 2011; Fouda i wsp., 2007; Gasser i wsp., 2012; Lainei wsp., 2012). Za najstarszego
przedstawiciela tej grupy zwiazkow, ktory wcigz stosowany jest klinicznie, uwaza si¢
cisplatyng.  Potencjat  chemioterapeutyczny  tego  alkilujacego  DNA  leku
przeciwnowotworowego zostal po raz pierwszy opisany przez Rosenberga
I wsp. (1969). Obecnie, cisplatyna stosowana jest w leczeniu réznych typéw nowotworow,
zwlaszcza raka jajnikow, jader, szyi, glowy i ptuc. Wysokiej przeciwnowotworowej
aktywnosci tego leku towarzyszy jednak znaczna toksyczno$¢ wobec tkanek prawidtowych,
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co przejawia si¢ wystepowaniem licznych niepozadanych efektow ubocznych. Czesé
pacjentow wykazuje ponadto, pierwotng lub nabyta oporno$¢ na ten lek. Mimo tak
wyraznych ograniczen W chemioterapeutycznym stosowaniu cisplatyny, stata si¢ ona
prekursorem dla wielu nowych pochodnych metaloorganicznych. Potrzeba opracowania
nowych zwigzkow, zawierajagcych w swojej strukturze metal i powodujgcych mniej
niepozadanych efektow niz cisplatyna, przy jednoczesnym zachowaniu jej szerokiego
spektrum dziatania, stala si¢ nowg silg napedowg dla rozwoju badan 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 zwigkszajaca si¢ grupa zwiazkoéw. Wigkszosé
z nich projektowana jest wedtug okre§lonego modelu — do biologicznie rozpoznawalnego
wektora przylaczany jest fragment metaloorganiczny. Rolg wektora jest zapewnienie
czasteczce prawidtowego funkcjonowania w organizmie — tzw. ,,biokompatybilnosci”
(biozgodnosci), rozpoznawania i tolerancji przez struktury komorkowe, przez co nie jest ona
traktowana jako antygen lub toksyna (brak wptywu na uktad immunologiczny organizmu).
Réznorodnosé¢ stosowanych wektorow jest bardzo duza. Mozliwe jest przylaczenie szeregu
roznych zwigzkéw takich jak zasady purynowe/pirymidynowe, aminokwasy, witaminy,
polimery, dendrymery, czy polifenole, jak roéwniez komercyjnie dostepne i powszechnie
stosowane leki (w tym przeciwnowotworowe). Fragment metaloorganiczny odpowiada za
okreslone, zaprojektowane witasciwosci catego zwiazku jak np. dziatanie terapeutyczne,
antyproliferacyjne czy pro-apoptotyczne.

Poza zwigzkami rutenu oraz ztota coraz wigkszg popularnoscig wsréd naukowcow
cieszg si¢ ferroceny — kompleksy, zawierajace w swojej strukturze atom zelaza, ktory
w pochodnych metaloorganicznych wystepuje w postaci podstawnika ferrocenylowego.
Chemiczna stabilno$¢ ferrocenoéw, tatwo$é modelowania ich wiasciwosci biologicznych
poprzez szerokie mozliwosci ich syntezy oraz silne wlasciwosci redoks, to tylko niektore
z cech, ktore czynig te zwigzki atrakcyjnymi kandydatami do opracowania nowych
chemioterapeutykow. Rosngca ilo$¢ literatury naukowej wskazuje na duzg atrakcyjnosé
biologiczng ferrocenéow oraz na mozliwo$¢ ich wielowymiarowego zastosowania we
wspotczesnej medycynie. Ferrocenylowe pochodne z duzg skuteczno$cig wykorzystywane
sa w leczeniu zakazen bakteryjnych oraz wirusowych (Gérmen i wsp., 2015; El Arbi
i wsp., 2011; Tiwari i wsp., 2011; Liu i wsp., 2012). Obiecujace wyniki uzyskano
w przypadku zastosowania pochodnych ferrocenylowych w leczeniu niezwykle groznej
choroby jaka jest malaria (Chopra i wsp., 2015; Quirante i wsp., 2011; Kumar
1 wsp.,, 2014). Zwigzek Ferroquine, bedacy ferrocenylowa pochodng dostepnych
komercyjnie lekow antymalarycznych, jest obecnie w drugiej fazie badan klinicznych dajac
bardzo obiecujace wyniki (Brown i Hyland, 2015). Niemniej jednak, gldwnym obszarem
zainteresowania wielu naukowcOw pozostaja wihasciwosci  przeciwnowotworowe
pochodnych ferrocenylowych i ich zastosowanie jako nowych chemioterapeutykow,
konkurencyjnych dla cisplatyny. Szereg danych literaturowych wskazuje na cytotoksyczne
dziatanie tych zwigzkow na réznego typu komorek nowotworowych in vitro. Wykazano, ze
ferroceny moga indukowaé programowang S$mier¢ komorki oraz towarzyszace jej
uszkodzenia DNA i blokade cyklu podziatowego komorek nowotworowych. Ostatnio
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prowadzone sg intensywne badania na ferrocenlyowej pochodnej tamoksifenu/
hydroksytamoksifenu, ktora funkcjonuje pod nazwa generyczng Ferrocifen. Ze zwigzkiem
tym wigze si¢ bardzo duze nadzieje, gdyz, jak wykazaly dotychczasowe badania, wykazuje
on lepsza aktywno$¢ cytotoksyczng i cytostatyczng wobec komorek raka piersi niz
macierzysty tamoksyfen. Ferrocifen znajduje sie obecnie w fazie badan klinicznych (Jaoueni
wsp., 2015).

Pomimo intensywnego rozwoju chemii biometaloorganicznej, mnogosci Syntez
nowych pochodnych, zawierajacych w swojej strukturze atom metalu (w tym rowniez
ferrocenow), oraz przeprowadzonych wstepnych analiz cytotoksycznosci tych zwigzkow,
ciaggle jest niewiele informacji na temat molekularnych mechanizméw ich aktywnos$ci
przeciwnowotworowej. Obszar ten pozostaje malo zbadany. Zrozumienie mozliwych
szlakow aktywno$ci, zwigzanych z generowaniem stresu oksydacyjnego, indukcjg apoptozy,
genotoksycznos$cia, czy tez hamowaniem proliferacji komorek nowotworowych poprzez
wplyw na ich cykl podziatowy, jak roéwniez zrozumienie wzajemnych realcji miedzy tymi
procesami, moze przyczyni¢ si¢ do opracowania i syntezy nowych, jeszcze efektywniej
dzialajacych na komorki nowotworowe zwiazkéw metaloorganicznych jako nowa
alternatywa dla cisplatyny.

Przytoczone dane literaturowe, duza atrakcyjno$¢ metaloorganicznych pochodnych
jako potencjalnych chemioterapeutykow oraz nowatorski charakter badan staty si¢ istotng
przestanka do podjgcia niniejszej tematyki. Zaplanowane w ramach pracy doktorskiej
badania dotyczyly oceny aktywno$ci przeciwnowotworowej nowosyntetyzowanych
i niebadanych dotychczas pochodnych metaloorganicznych w wybranych liniach komorek
nowotworowych, wrazliwych i opornych na konwencjonalne chemioterapeutyki
1 wywodzacych si¢ z nowotwordw hematologicznych oraz z nowotworéw litych. Podjeta
tematyka miesci si¢ w zakresie badan podstawowych, majacych na celu zdobycie nowej
wiedzy na temat profilu aktywnosci przeciwnowotworowej wyselekcjonowanych
pochodnych opisywanej grupy zwigzkow.

Znaczng uwage 1 szczegOlny aspekt poznania ukierunkowano na podstawowe
molekularne mechanizmy aktywnos$ci zwigzkow metaloorganicznych, odpowiedzialnych za
ich wilasciwosci cytotoksyczne i cytostatyczne (hamowanie cyklu podziatowego), pro-
oksydacyjne, pro-apoptotyczne i genotoksyczne.

Realizacja zadan badawczych umozliwita wyselekcjonowanie najbardziej aktywnych
zwigzkow 0 najlepszym cytotoksycznym i cytostatycznym profilu w badanych liniach
komorek nowotworowych oraz uzyskanie danych na temat relacji migdzy strukturg zwigzku
a jego aktywnoscig. Pozwolita takze odpowiedzie¢ na nastgpujace pytania: 1) na jakim
szlaku przebiega apoptoza, indukowana przez badane pochodne metaloorganiczne; 2)
jakiego typu uszkodzen DNA komorek nowotworowych moga one powodowaé; 3) czy
analizowane zwiazki dziataja specyficznie na okreslong faze¢ cyklu podzialowego oraz
4) czy beda generowac stres oksydacyjny w badanych liniach komdrek nowotworowych, a
jesli tak, to jaki jest w nim udziat nadtlenku wodoru i anionorodnika ponadtlenkowego;
5) jaki jest udziat stresu oksydacyjnego W procesach apoptozy i indukowania uszkodzen
DNA; 6) czy badane pochodne metaloorganiczne moga, oprocz apoptozy, indukowac takze
inny rodzaj $mierci komorek nowotworowych.
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Poréwnanie otrzymanych wynikéw przyczynito si¢ do uzyskania podstawowych
informacji na temat roznic w funkcjonowaniu poszczegolnych pochodnych, w zaleznosci od
ich budowy chemicznej (zalezno$¢ SAR) oraz typu komorek nowotworowych na ktore one
dziatajg. Szczegdétowe poznanie Ww. molekularnych mechanizméw funkcjonowania
metaloorganicznych substancji w komorkach nowotworowych pozwolito ponadto oceni¢ ich
przydatnos¢ jako nowej klasy potencjalnych chemioterapeutykow.

Wiasciwosci cytotoksyczne i cytostatyczne badanych pochodnych metaloorganicznych

W pierwszym etapie badan oznaczono cytotoksyczno$¢ i cytostatycznos¢ badanych
zwiagzkow na podstawie stezenia 1Cso, redukujacego przezywalnos¢ komorek o 50% oraz
stezenia 1Gsp, hamujacych wzrost i1 proliferacj¢ komorek o 50%. Na tej podstawie
wyselekcjonowano zwigzki o najwickszej aktywnosci cytostatycznej i cytotoksycznej
wobec wybranych linii ludzkich komdérek nowotworowych.

Pochodne kwasu akroleinowego oraz azzaferroceny

Przedmiotem badan pierwszej grupy substancji metaloorganicznych byly pochodne
kwasu akroleinowego oraz azaferroceny. Podstawnik akroleinowy C(O)CHCH2, obecny
w ich strukturze, determinuje aktywno$¢ przeciwnowotworowg naturalnych zwigzkow
takich jak wernolepina, elefantopina czy helenalina (Jankowiak, 2014). Mozliwosc¢
zastapienia strukturalnie ztozonych zwigzkéw naturalnych przez wykazujace podobny profil
aktywnos$ci zwigzki syntetyczne 0 znacznie mniej skomplikowanej budowie, mniejszej
masie czasteczkowej oraz efektywniejszej przenikalnosci przez btong komérkowsa stanowi
duze wyzwanie dla wspotczesnej medycyny (Kowalski i wsp. 2005; 2007).

W pracy dokonano analizy biologicznych wlasciwosci i molekularnych
mechanizmow aktywnosci przeciwnowotworowej czterech pochodnych ferrocenylowych
0 symbolach 12a, 12b, 15 i 15Cl. Badania wykonano na dwodch liniach komorek
nowotworowych — HepG2 raka watroby i A549 niedrobnokomoérkowego raka ptluc.
Uzyskane wyniki wykazaty wysoki potencjal przeciwnowotworowy analizowanych
koniugatow, ktore w zakresie stezen 10-120 pmol/L hamowaly w znacznym stopniu
proliferacje komorek nowotworowych. Warto podkresli¢, ze obecnos¢ atomu chloru
W czasteczce badanych pochodnych powodowato nasilenie wtasciwosci cytotoksycznych
zwigzku w poroéwnaniu z analogiem, niezawierajacym CL. Prawdopodobnym jest wigc, iz
pierwiastek ten odkrywa kluczowa rolg w ksztattowaniu aktywno$ci cytotoksycznej
analizowanych zwigzkoéw. Duzy potencjal biologiczny wspomnianego pierwiastka
widoczny byt rowniez w badaniach innych witasciwosci biologicznych tych zwigzkow,
w ktorych chlorowane pochodne wykazywaly zawsze wyzszg aktywno$¢ niz ich
niechlorowane odpowiedniki.

Na podstawie cytotoksycznych wlasciwosci zwigzkow do dalszych badan
wyselekcjonowano trzy najbardziej aktywne pochodne — 12a, 15 i 15Cl. Ze wzgledu na to,
ze komorki linii A549 niedrobnokomoérkowego raka ptuc okazaty si¢ mato wrazliwe na te
zwiazki, dalsze badania przeprowadzono jedynie na linii komoérek HepG2 gruczolakoraka
watroby, ktora uwazana jest za linie referencyjng w testowaniu cytotoksycznosci roznych
zZwigzkow.
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Flawonoidowe pochodne ferrocenylowe

Przedmiotem licznych badah w ostatnim czasie sg naturalnie wystgpujace zwigzki
roslinne okreslane jako fitozwigzki. Szczegdlna uwaga naukowcdw skupiona jest wokot
zwigzkow polifenolowych — flawonoidow. Stanowig one zlozong chemicznie
i funkcjonalnie grupe zwigzkow organicznych, pelnigcych szereg istotnych funkcji.
Odpowiadaja one za barwe lisci, kwiatow i owocoéw. Ponadto, jako niezwykle efektywne
naturalne przeciwutleniacze stanowig skuteczng ochrong dla organizmu przed
destruktywnym dziataniem stresu oksydacyjnego. W roslinach, flawonoidy petnig rowniez
funkcje ochronne przed patologicznym atakiem owadow i grzybéw (Grotewold E., 2006,
Malikov i Yuldashev 2002). Zwiazki te sa szczegdlnie istotne W naszej codziennej diecie.
W licznych publikacja naukowych, podkreslana jest zdolnos$¢ flawonoidow do ,,zmiatania”
wolnych rodnikow, jak rowniez ich wlasciwosci przeciwzapalne, antyalergiczne,
przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe (Yoon i wsp., 2006). Wtasciwosci i aktywnosé
biologiczna polifenoli stanowiag dla wspotczesnej medycyny niezwykle atrakcyjny punkt
wyjscia do opracowania i syntezy nowych zwiazkoéw, zawierajacych w swej strukturze
flawonoidy.

Ostatnie lata to réwniez wzrost zainteresowania ferrocenylowymi pochodnymi
flawonoidow w chemii biometaloorganicznej. Istotne z biologicznego punktu widzenia
wlasciwos$ci biokoniugatéw flawonoidoéw z ferrocenami zostaty udowodnione w szeregu
badan.  Zesp6t  prof.  Jaouen’a  wykazal  cytotoksyczne,  antybakteryjne
I przeciwnowotworowe dziatanie ferrocenylowych kompleksow flawonoidéw (Monserrat
i wsp. 2011; Monserrat i wsp., 2013; Tiwari i wsp., 2011; Monserrat i wsp., 2011).

W niniejszej pracy dokonano analizy aktywnosci biologicznej czterech pochodnych
metaloorganicznych, skoniugowanych ze zwigzkami flawonowymi 0 symbolach 4,5, 6 7.

Analize wlasciwosci cytotoksycznych i cytostatycznych ww. koniugatow wykonano
na rosngcej w zawiesinie linii komorek CCRF-CEM ostrej biataczki limfocytarnej oraz na
trzech liniach adherentnych — komoérek HepG2 raka watroby oraz komorek MCF-7,
estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi i komérek MDA-MB-231 potrdjnie negatywnego
gruczolakoraka piersi, opornego na chemioterapi¢. Najbardziej wrazliwe okazaly si¢
komorki linii CCRF-CEM, dla ktérych wartosci stezen 1Cso, w zalezno$ci od rodzaju
koniugatu, zawarte byty w przedziale 37,5 pmol/L — 86,5 umol/L. Nie zaobserwowano
istotnego  wptywu koniugatow na przezywalnosci pozostatych linii  komorek
nowotworowych. Dane te wskazuja na wystepowanie zaleznosci pomiedzy budowa
chemiczng czasteczki, a jej wlasciwosciami cytotoksycznymi wobec komorek
nowotworowych. Analiza cytostatycznych wlasciwosci badanej grupy koniugatow
metaloorganicznych nie wykazata $cistej zaleznosci pomigdzy czasem inkubacji
a zahamowaniem cyklu podzialowego. Co wiecej, po zastosowaniu niskich stezen
koniugatow |1 wydtuzonej inkubacji (48 lub 72 godz.) obserwowano wzrost proliferacji
niektorych linii komorek nowotworowych. Jest to dziatanie niepozadane w kontekscie
potencjalnego zastosowania tych zwigzkow jako nowych chemioterapeutykow.

Aktualna wiedza na temat losu pochodnych ferrocenylowych w komorce jest bardzo
niewielka. Mozliwe, ze niektore komorki nowotworowe zdolne sg do szybkiego
metabolizowania zwigzku metaloorganicznego, zastosowanego w niskich st¢zeniach,
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i wykorzystania wolnego zelaza do zwigkszenia proliferacji. Weryfikacja tej hipotezy
wymaga wykonania szeregu dodatkowych badan, m.in. analizy szybkosci akumulacji
I trwatosci chemicznej ferrocenéw w komorkach.

Istotnych danych na temat cytotoksycznych wlasciwosci metaloorganicznych
pochodnych flawonowych dostarczajg prace badawcze zrealizowane przez zespot Elizabeth
Hillard (Monserrat 1 wsp., 2013; Monserrat i wsp., 2010). Naukowcy wykazali iz
cytotoksyczno$¢ opisywanych koniugatow skorelowana jest z ich budowa chemiczng (efekt
Structure Activity Relationship, SAR). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy koresponduja
dobrze z wynikami badan tych autorow. Przylaczenie grupy ferrocenylowej do flawonoidu
potegowalo aktywnos$¢ przeciwnowotworowa koniugatu, 1 nasilalo jego efekt
antyproliferacyjny. Wymienieni powyzej autorzy zwracaja réwniez uwage na mozliwe
molekularne drogi aktywnosci biologicznej ferrocenylowych pochodnych flawonoidow,
ktore moga by¢ realizowane poprzez ztozone szlaki przekaznictwa sygnatow w komorkach.

Ze wzgledu na szeroki zakres aktywnos$ci biologicznej, flawonoidy stanowig
niezwykle interesujacg grupe zwigzkow. Ich struktura chemiczna i obecno$é licznych
ugrupowan chemicznych warunkuje ich wysoka aktywno$¢ molekularng oraz réznorodny
sposob oddziatywania na metabolizm komorek (prawidtowych i nowotworowych) (Rawson
I wsp., 2014; Ravishankar D. i wsp., 2013). Zasadnym wydaje si¢ wigc projektowanie
i synteza kolejnych ferrocenylowych pochodnych flawonoidowo aktywnosci
przeciwnowotworowej jak rowniez dokladne zbadanie molekularnych szlakow ich
funkcjonowania w komorkach nowotworowych.

Ferrocenylowe pochodne kromonu zawierajgce kobalt

Jedna z najczescie] stosowanych strategii w projektowaniu aktywnych biologicznie
pochodnych metaloorganicznych jest przylaczenie podstawnika ferrocenylowego do
biologicznie aktywnego ugrupowania, ktorego funkcja i molekularna aktywnosc jest dobrze
poznana. Dostepna literatura naukowa wskazuje na duzg liczbe ferrocenylowych
metaloorganicznych pochodnych, ktére znajdujg szerokie zastosowanie w medycynie.
W syntezie nowych koniugatow wykorzystywane sg 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 Co02(CO)s ze wzgledu na jego wiasciwosci biologiczne (Heffern
i wsp., 2013). Znaczna ilo§¢ danych, jaka pojawita si¢ w ostatniej dekadzie, wskazuje na
wysoki potencjat kobaltu w zakresie zastosowania medycznego. Chang i wsp. (2010)
potwierdzity przeciwwirusowe i antybakteryjne dziatanie pochodnych kobaltowych.
Wykazano, ze przytaczenie tego metalu do biologicznie poznanych struktur chemicznych
nasila wlasciwosci cytotoksyczne catej czasteczki (Sergeant i wsp., 2008; Schlenk i wsp.,
2008; Hall i wsp., 2007). Poznanie specyficznych wiasciwosci kobaltu oraz biologicznej roli
jaki metal ten odgrywa w komorkach nowotworowych wydaje si¢ by¢ kluczowe dla syntezy
efektywnych, pochodnych metaloorganicznych 0 wysokim potencjale
przeciwnowotworowym.

W pracy badano aktywno$¢ przeciwnowotworowg czterech ferrocenylowych
pochodnych, zawierajagcych heksakarbonylowy podstawnik dikobaltowy. Molekularne
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mechanizmy aktywno$ci biologicznej tych zwigzkoéw analizowano w warunkach in vitro na
czterech liniach komorek nowotworowych — MCF-7, MDA-MB-231, HepG2 oraz CCRF-
CEM. Zwiazki roznity si¢ migdzy soba budowa chemiczng, natomiast tylko jeden
z nich (7) nie posiadat zadnego atomu metalu. Pozostale koniugaty zawieraty podstawnik
ferrocenylowy lub/oraz atom kobaltu.

Analizowane pochodne wykazywaly rozna cytotoksycznos¢  wzgledem
poszczegbdlnych linii komorek nowotworowych. Najwieksza efektywno$cig hamowania
proliferacji komorek odznaczat si¢ zwiazek 0 symbole 10, ktéry skutecznie hamowat
proliferacje trzech sposrod czterech badanych linii komérek nowotworowych, bedac
jednoczesnie calkowicie nieaktywny wobec komorek MDA-MB-231 potrdjnie ujemnego
raka piersi. Nalezy podkresli¢, ze nowotwory tego typu sa rowniez bardzo oporne na
Klinicznie stosowane cytostatyki. Z drugiej strony, najbardziej wrazliwe na wszystkie
badane metaloorganiczne koniugaty tej grupy byly komorki linii MCF-7 estrogeno-
zaleznego raka piersi. Wtasciwosci cytotoksyczne i antyproliferacyjne koniugatow byty
Scisle skorelowane z ich budowa chemiczng. W przypadku koniugatu 7, ktory nie posiadat
w swojej strukturze ani podstawnika ferrocenylowego, ani atomu kobaltu, nie odnotowano
zadnej aktywnosci antyproliferacyjnej wobec testowanych linii komérkowych. Zblizone
wyniki otrzymano dla koniugatow 8 i 9, ktore w szerokim zakresie stezen hamowatly
proliferacj¢ tylko jednej sposrod badanych linii komorkowych — CCRF-CEM (zwiazek 8)
lub MCF-7 (zwiazek 9). Nalezy wspomnie¢, iz zwiazek 8 zawierat jedynie atom kobaltu,
natomiast zwigzek 9 — podstawnik ferrocenylowy, przylaczony do reszty alkinowe;.
Pozostate dwa koniugaty (zwiazki 10 i 11) zawieraty dwupierscieniowy uktad winylowy
ferrocenu przytaczony do pierscieni aromatycznych kromonu i/lub atom kobaltu. Wydaje
si¢ wiec, iz obecno$¢ wspomnianej grupy organicznej, zawierajacej atom zelaza, jest
kluczowe i niezwykle istotne dla aktywnos$ci przeciwnowotworowej tego biokoniugatu.
Analizujac  budowe chemiczng badanych pochodnych, stwierdzono, iz obecnos¢
podstawnika ferrocenylowego, przytaczonego za posrednictwem grupy winylowej do wegla
C6 szkieletu kromonu, zwigksza zaréwno aktywnos¢  cytotoksyczng  jak
| cytostatyczng calej czasteczki, tak jak w przypadku koniugatu 10. Co ciekawe, dotgczenie
do potrojnego wigzania reszty alkinowej kompleksu dikobaltowego (zwigzek 11)
powodowato spadek aktywnosci cytotoksycznej i antyproliferacyjnej tego zwigzku
w porownaniu z aktywnoscig niemal identycznej czasteczki pochodnej 10.

Podsumowujac uzyskane wyniki, mozna stwierdzi¢, iz istnieje Scisla zalezno$¢
pomigdzy budowa chemiczng analizowanych metaloorganicznych pochodnych, a ich
wlasciwo$ciami cytotoksycznymi i antyproliferacyjnymi, co sugeruje wystepowanie efektu
SAR, tak jak w przypadku innych pochodnych metaloorganicznych (de Jesus Cazares-
Marinero i wsp., 2013, Noffke i wsp., 2012).

Na podstawie testu cytotoksycznosci, do dalszej analizy molekularnych
mechanizméw aktywnosci przeciwnowotworowej opisywanej grupy biokoniugatow
wyselekcjonowano koniugaty 10 i 11. Z badan wykluczono natomiast lini¢ potrojnie
negatywnych komorekMDA-MB-231, ktére byly niewrazliwe na dziatanie tej grupy
Zwigzkow.

Cystostatyczne wilasciwo$ci analizowanych koniugatow uwarunkowane sg ich
zdolnoscig do blokowania cyklu podziatowego komoérek nowotworowych (Miao 1 wsp.,

156



2011). W komorkach linii HepG2 i MCF-7, traktowanych zwigzkiem 10 obserwowano
zalezno$¢ efektu cytostatycznego od czasu inkubacji z koniugatem. Wydluzenie czasu
inkubacji z 24 do 48 godzin nie powodowato istotnych zmian wartosci 1Gso, podczas gdy
72-godzinna inkubacja powodowala istotne zmiany. Wydluzenie ekspozycji komorek
HepG2 i MCF-7 na zwigzek 10 zwigkszalo znacznie jego cytostatyczne dzialanie,
szczegblnie wobec komorek linii HepG2 raka watroby (spadek 1G50 o ok. 10 umol/L), nie
wptywato natomiast na warto$¢ parametru IG50 w komérkach CCRF-CEM oraz zwigkszato
2-krotnie jego warto$¢ w komorkach MCF-7.

Metaloorganiczne kompleksy alkilowe zawierajgce pierscien chromanowy oraz atom ztota

Historia zastosowania zwigzkow zawierajacych ztoto w medycynie si¢ga przetomu
XIX 1 XX wieku, kiedy zastosowano z powodzeniem tiolanéw ztota (I) w leczeniu gruzlicy.
W pdzniejszym okresie (1929 r.) wykazano, ze zloto przejawia duza efektywnosc
w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow (Forestier, 1935). Niezwykle istotnym
wydarzeniem okazato si¢ roéwniez Wwykrycie przeciwnowotworowych wilasciwosci
pochodnej ztota — auranofiny (Mirabelli 1 wsp., 1985). Uzyskane wyniki staly si¢ solidng
podstawg do dalszych badan nad potencjalnym zastosowaniem koniugatow zlota jako
chemioterapeutykow oraz analizy ich molekularnych szlakow aktywnosci i wynikajacych
z nich wlasciwoséci przeciwnowotworowych. Wtasnie z powodu tych wlasciwosci
metaloorganiczne zwigzki ztota cieszg si¢ ostatnio duza popularnoscig wsrdéd naukowcow
(Oftt i wsp., 2009; Liu i wsp., 2013; Hackenberg i Tacke, 2014; Cisnetti i wsp., 2013).
Zwiazki te wykazuja takze silne wiasciwosci bakteriobojcze (Glisic i Djuran, 2014; Tacke,
2015) i charakteryzuja si¢ wysoka reaktywnos$cig w warunkach fizjologicznych, m.in. ze
wzgledu na indukcje szlakow komorkowych reakcji redoks. Zwraca si¢ natomiast uwage na
stosunkowo niska stabilnos¢ tych pochodnych (Zou i wsp., 2015).

Szczegdlne zainteresowanie wzbudzajg koniugaty jondéw ztota na +1 stopniu
utleniania, ktore taczone sg najczesciej z tiolanami, N-heterocyklicznymi karbenami (NHC)
oraz alkenami. Znaczna cze$¢ najnowszych badan poswigcona jest syntezie oraz
molekularnym mechanizmom biologicznej aktywnosci kompleksow ztoto (I11)-NHC (Rana
i wsp., 2014; Rubbiani i wsp., 2014; Zou i wsp., 2013). Za ich glowny cel molekularny
uwaza si¢ mitochondria i reduktaza tioredoksyny TrxR.

W pracy zbadano wtasciwosci cytotoksyczne i cytostatyczne trzech kompleksow
ztota (I) potaczonego z alkenami oraz pierscieniami kromonu. WSszystkie pochodne
0 nazwach 4, 5i 6 byty wysoce cytotoksyczne wobec komorek nowotworowych linii HepG2,
MCF-7, MDA-MB-231 i CCRF-CEM, wykazujac mikromolowe stezenie ICsp, zblizone lub
nawet nizsze od stezenia ICso auranofiny. Analizowane pochodne nie wykazywaty
selektywnej aktywnosci wzgledem komoérek nowotworowych i byly cytotoksyczne réwniez
wzgledem immortalizowanych komorek srodbtonka izolowanego z zyty pepowinowe;j (linia
HUVEC-ST funkcjonujacych, jako model komorek prawidtowych). Wyniki te wskazuja na
niezwykle istotny problem wspoétczesnej onkologii — brak lub niska selektywno$¢ dziatania
zarowno potencjalnych chemioterapeutykow, jak i dostgpnych komercyjnie lekow,
charakteryzujacych si¢ wysoka aktywno$cig przeciwnowotworowa.

Uzyskane dane znajdujg potwierdzenie w badaniach innych autoréw. Wysoka
cytotoksyczno$¢ pochodnych metaloorganicznych, zawierajacych ztoto potaczona jest
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czesto z ich  proosydacyjnymi i proapoptotycznymi  wiasciwosciami  (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). Roznice w przeciwnowotworowym funkcjonowaniu trzech analizowanych
koniugatow ztota mogg wynika¢ z r6znic w ich budowie chemicznej i wlasciwosci z nich
wynikajacych.

Pochodna rutenu (DiRu-1)

Pochodne rutenu ze wzgledu na swoje obiecujace wlasciwosci przeciwnowotworowe
wzbudzaja coraz wigksze zainteresowanie jako potencjalne chemioterapeutyki. Zwiazki te
ulegaja czgsto hydrolizie, a nastgpnie wiaza si¢ z szeregiem biomolekut (Siiss-Fink, 2010;
Siiss-Fink, 2014). Cze$¢ z nich wykazuje wysoka cytotoksycznos¢ wzgledem komorek
nowotworowych, na poziomie podobnym lub nawet wyzszym niz cisplatyna. Jedna
z pierwszych, prototypowych pochodnych rutenu wykazywata bardzo wysoka aktywno$¢
w warunkach in vivo, hamujac proliferacj¢ komorek raka jelita grubego u myszy (Murray
i wsp., 2016).

W pracy obserwowano zalezny od stezenia zwigzku spadek przezywalno$ci komoérek
nowotworowych raka piersi i raka watroby. Najbardziej wrazliwa na dziatanie DiRu-1 byta
linia MCF-7. Warto podkresli¢ iz st¢zenie ICsg obliczone dla tych komoérek zawarte byto w
zakresie niskich stezen nanomolowych bylo o rzad wielko$ci nizsze od stezen ICso wielu
innych kompleksow rutenu, opisanych w literaturze (Xiei wsp., 2013; Schatzschneider
i wsp., 2008; Schifer i wsp., 2007). 24-godzinna inkubacja komoérek MCF-7
z nanomolowymi stezeniami DiRu-1 redukowata o potowe populacje komorek, podczas gdy
podobny efekt in vitro dla innych pochodnych rutenu oraz cisplatyny osiggano po znacznie
dhuzszej (48-96 godzinnej) ekspozycji komorek na stezenia wyzsze o rzad wielkosci od
stezen DiRu-1 stosowanych w niniejszej pracy.

Wysoka cytotoksycznos¢ pochodnych rutenu znajduje potwierdzenie w badaniach
innych autoréw. Zwiazki te hamuja skutecznie proliferacje komoérek nowotworowych
roéznego typu (Xie i wsp., 2013; Schatzschneider i wsp., 2008; Schifer i wsp., 2007; Zhao
i wsp., 2014; Du i wsp, 2015). Co wigcej, badania Zao i wsp. (2014) wykazaty selektywne
dziatanie tych zwigzkoéw na komorki nowotworowe i ich niskg toksycznos¢ w stosunku do
komorek prawidtowych. Wykazano, ze Zywotnos¢ prawidlowych komoérek endotelialnych
HUVEC-ST, eksponowanych na pochodne rutenu, byla zblizona do zywotnosci
nietraktowanych komoérek kontrolnych. Fakt, iz wiele sposrod pochodnych rutenu wykazuje
wyzszg aktywno$¢ cytotoksyczng i antyproliferacyjng od cisplatyny czyni je niezwykle
atrakcyjng grupe zwigzkow o potencjalnym zastosowaniu chemioterapeutycznym (Zhao
i wsp., 2014; Xie i wsp., 2013).

Prooksydacyjne wlasciwosci pochodnych metaloorganicznych

Niezwykle istotnym pierwiastkiem warunkujacym molekularne aktywnosci
ferrocenow jest atom zelaza. W organizmie bierze on udziat w licznych procesach, istotnych
dla prawidtowego rozwoju i funkcjonowania organizmu, takich jak wzrost komorek i ich
podziaty, czy kontrola nad metabolizmem energetycznym. Zelazo stanowi ponadto
elementarny sktadnik budulcowy bialek zaangazowanych w transport tlenu (hemoglobina)
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czy enzymatycznych polipeptydéw, regulujacych ztozone procesy metaboliczne np.
cytochromu, peroksydaz.

Z drugiej strony zwraca si¢ rOwniez uwagg na destrukcyjne dziatanie tego pierwiastka
W ustroju. Fe?* przyczyniaé sie¢ moze do generowania reaktywnych form tlenu, gtéwnie na
drodze przemian chemicznych, okre$lanych jako reakcja Fentona, w ktorej powstaje
niezwykle reaktywny rodnik hydroksylowy ‘OH. Proces ten powoduje uruchomienie
w organizmie patologicznych reakcji, zwigzanych z licznymi jednostkami chorobowymi
takimi jak marsko$¢ watroby, choroby serca, cukrzyce. Niepozadane dzialanie zelaza w
naszym organizmie szczeg6lnie czesto taczone rowniez jest z ontogeneza, bedacej wynikiem
destrukcyjnego dzialania RFT. Powstajace wolne rodniki dziataja szkodliwie na szereg
niezwykle waznych struktur takich jak bialka, lipidy czy DNA, powodujac zaburzenia ich
prawidtowego funkcjonowania.

Nalezy zaznaczy¢, ze prooksydacyjne wiasciwosci zelaza wykorzystywane sa
réwniez jako potencjalna bron do walki z komérkami nowotworowymi. Dotychczasowe
badania wskazuja, ze kontrola nad prawidlowa gospodarka zelaza w organizmie moze
stanowi¢ doskonatg bron do zwalczania nowotwordw, jak rowniez by¢ waznym czynnikiem
prewencyjnym (Bystrom L. M., Rivella S., 2015, Foy S. P, Labhasetwar V., 2011). Kiessling
I wsp. (2009) w swoich badaniach wykorzystali agresywne komorki chtoniaka (limfocyty
T). Poprzez zablokowanie szlaku NF-kB spowodowaty zahamowanie ferrytyny,
kluczowego dla gospodarki Zelaza bialka, ktére kompleksujac jony Fe** warunkuje ich
odpowiedni poziom w ustroju. Skutkiem dysfunkcji ferrytyny byt znaczny wzrost poziomu
wolnego Fe?* i reaktywnych form tlenu w komorkach nowotworowych. Powstajace
w komorkach nowotworowych wolne rodniki przyczyniaty si¢ do zahamowania wzrostu
komorek nowotworowych oraz ich $mierci na drodze apoptozy. W prawidlowych
komorkach nie obserwowano natomiast wzrostu RFT zaleznych od Fe?* (Kiessling M. K.,
1 wsp. 2009). Kolejny zesp6t badawczy (Kalinowski D. S., Richardson 2007) wykorzystat
w swoich badaniach zwiazki chelatujace zelazo, ktore po zwigzaniu z metalem powodowaty
w komodrkach nowotworowych wzrost reaktywnych form tlenu zalezny od funkcjonowania
zelaza. Dane te wskazujg na istotng role RFT w niszczeniu komorek nowotworowych oraz
na cytotoksyczne i przeciwnowotworowe wilasciwosci zelaza oraz zwigzkow
metaloorganicznych zawierajagcych w swojej strukturze ten metal.

Przyjmuje si¢, ze generowanie RFT przez dostepne komercyjnie chemioterapeutyki
jest jednym z gtownych i istotnych mechanizméw ich aktywnosci przeciwnowotworowe;j
(Kovacic, 2007). Zastosowanie ferrocenylowych pochodnych zwigzane jest bardzo czesto
z generowaniem stresu oksydacyjnego, pojawigjacego si¢ w komoérkach w wyniku
uruchomienia reakcji wolnorodnikowych przez te zwigzki. W pracy oznaczano poziom RFT
(nadtlenku wodoru i anionorodnika ponadtlenkowego) w komoérkach nowotworowych
poddanych dziataniu metaloorganicznych biokoniugatow.

Azzaferroceny i pochodne kwasu akroleinowego

W komoérkach nowotworowych linii HepG2, poddanych dziataniu trzech
pochodnych ferrocenylowych (zwiazki 15, 15Cl oraz 12a) obserwowano wzrost poziomu
reaktywnych form tlenu (gtownie nadtlenku wodoru). Istotnie statystyczne zmiany
obserwowano glownie po dluzszych czasach inkubacji komorek ze zwigzkami.
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Obserwowano korelacje pomigdzy budowa zwiazku, a jego prooksydacyjnymi
wlasciwosciami. Analogicznie, jak w przypadku cytotoksycznego dziatania biokoniugatow,
najwyzsza aktywnosc¢ pro-oksydacyjng wykazywaty chlorowane pochodne. Wydaje si¢ wiec
prawdopodobne, ze pierwiastek ten wzmaga aktywnos¢ calej czasteczki w calym zakresie
jej aktywnosci przeciwnowotworowej.

W celu okreslenia udziatu RFT w cytotoksycznosci badanych koniugatow wykonano
test cytotoksyczno$ci po stosujac  1-godzinng preinkubacje komorek HepG2
z dwoma przeciwutleniaczami — N-acetylocysteing (NAC), kwasem askorbinowym oraz
rozpuszczalnym w wodzie analogiem witaminy E (Trolox). Zastosowanie zmiataczy
wolnych rodnikow powodowalo redukcje cytotoksycznosci biokoniugatow i wzrost
przezywalnosci komorek nowotworowych. Znacznie lepsze wiasciwosci hamowania
cytotoksycznego dziatania metaloorganicznych zwiazkoéw przejawiata NAC, co wskazywac
moze na pewng preferencyjng lokalizacje dziatania analizowanych biokoniugatow
W cytoplazmie komorek. Uzyskane wyniki wskazuja, Zze u podstaw aktywnoS$ci
przeciwnowotworowej pochodnych kwasu akroleinowego oraz azzaferrocenéw znajduje si¢
atom zelaza oraz zalezny od niego szlak indukowania stresu oksydacyjnego. Generowanie
RFT jest niezwykle istotnym mechanizmem odpowiedzialnym za cytotoksyczno$¢é oraz
genotoksyczno$¢ wielu chemioterapeutykoéw oraz zwigzkéw o potencjalnych dziataniu
przeciwnowotworowym (Dunn i wsp., 2015, Tong i wsp., 2015).

Ferrocenylowe pochodne kromonu zawierajgce kobalt

W komorkach nowotworowych linii MCF-7, HepG2 oraz CCRF-CEM, poddanych
dziataniu dwoch zwigzkow metaloorganicznych (10 i 11), odnotowano wzrost poziomu
RFT. Obserwowane zmiany byly skorelowane zaré6wno =z czasem inkubacji
z ferrocenylowymi pochodnymi jak i z ich st¢zeniem. Najwigksze zmiany obserwowano po
6-godzinnej inkubacji komoérek z koniugatami (okoto 50% wzrost wzgledem kontroli).
Proces generowania RFT przebiegal dwuetapowo w prawie kazdym wariancie
eksperymentu (wyjatek stanowily komorki MCF-7 traktowane zwigzkiem 11).
W poczatkowym etapie widoczny byt stopniowy wzrost poziomu RFT, ktory trwat do okoto
45-60 minuty pomiaru, po czym nastepowal spadek poziomu RFT az do ustalenia ich
wzglednie statego poziomu na koncu 180-minutowego pomiaru. Zastosowanie zmiataczy
wolnych rodnikow (NAC, wit. C, Trolox) powodowato redukcje cytotoksycznosci
wszystkich analizowanych pochodnych. Komorki nowotworowe zdolne byty do proliferacji
nawet po 24-godzinnej inkubacji z metaloorganicznymi pochodnymi. Wyliczone na
podstawie uzyskanych krzywych przezywalnosci warto$ci st¢zen ICso byty od 2 do 4 razy
wyzsze niz w przypadku samodzielnie zastosowanych pochodnych ferrocenylowych.
Wyjatek stanowita linia MCF-7 traktowana zwigzkiem 10, po godzinnej preinkubacji
z witaming C, dla ktorej nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian
w proliferacji komodrek. Uzyskane wyniki s3 zgodne z wynikami innych autoréw
I wskazuja na istotny udziat RFT w aktywnosci przeciwnowotworowej i cytotoksycznosci
badanych pochodnych ferrocenylowych.

Dostepne dane literaturowe podkreslaja wpltyw prooksydacyjnych wlasciwosci
pochodnych ferrocenylowych na ksztattowanie catkowitego potencjatu
przeciwnowotworowego oraz cytotoksycznego zwigzkéw metaloorganicznych (Neuse,
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2005, Jaouen G. i wsp., 2015). Perez i wsp. (2015) wykazali, ze ferrocenylowe pochodne
estradiolu generowaly RFT w komorkach linii MCF-7, ktore wplywaty takze na
genotoksyczne wlasciwosci catej czasteczki. Wzajemna korelacja pomiedzy RFT,
powstajagcymi w komodrkach nowotworowych traktowanych ferrocenylowymi pochodnymi,
a cytotoksycznymi wiasciwosciami catej czasteczki badana byla rowniez przez zespdt
Acevedo-Morantes’a (Acevedo-Moranes i wsp., 2012), ktory wykazat prooksydacyjne
wilasciwosci soli ferrocenylowych wobec komoérek MCF-7 estrogenozaleznego raka piersi.
Co wigcej, zastosowanie przeciwutleniacza (NAC) powodowato istotny spadek poziomu
RFT w komorkach nowotworowych oraz skutkowato obnizeniem efektywnosci
cytotoksycznego dziatania czasteczki metaloorganicznej. Godzinna preinkubacja komorek
z 10 mmol/L NAC umozliwiata natomiast swobodng proliferacj¢ komdrek nowotworowych,
nawet wowczas, gdy traktowano je wysokimi stezeniami zwigzkow metaloorganicznych.

Pochodna rutenu (DiRu-1)

O tym, jak niezwykle istotna jest rola RFT jako mediatoréw procesu apoptozy
swiadczy fakt duzej ilo$ci badan prowadzonych w tym zakresie. Liczne chemioterapeutyki
realizuja swoja aktywno$¢ przeciwnowotworowa wlasnie poprzez generowanie stresu
oksydacyjnego w komorkach nowotworowych, ktorego skutkiem jest m.in. uruchomienie
PCD (Yang i wsp., 2013).

Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza oksydacyjnych wlasciwosci pochodnej
rutenu DiRu-1 wykazata, iz zwigzek ten powodowat wzrost reaktywnych form tlenu (H20>
I O2°7). w komoérkach MCF-7. Indukcja stresu oksydacyjnego skorelowana byla z czasem
inkubacji komorek z analizowana pochodna metaloorganiczng oraz jej st¢zeniem.
Najwiekszy wzrost poziomu RFT zanotowano dla najwyzszego stezenia zwigzku (154
nmol/L) oraz 0,5 godz. czasu inkubacji. Ciekawym jest fakt, iz w przypadku 3 godz.
ekspozycji komérek MCF-7 na dziatanie DiRu-1 nie obserwowano istotnego statystycznie
wzrostu nadtlenku wodoru w komorkach nowotworowych.

DiRu-1 powodowal réwniez wzrost poziomu anionorodnika ponadtlenkowego.
Jego poziom w komodrkach MCF-7 byl proporcjonalny do zastosowanego stezenia
metaloorganicznej pochodnej oraz wzrastat w miar¢ uptywu czasu hodowli poinkubacyjne;.
Co cickawe, w przeciwienstwie do kinetyki reakcji charakterystycznej dla H20:
w przypadku tego rodnika, zastosowanie dluzszej, 3-godzinnej inkubacji z DiRu-1,
powodowato wzrost ilo$ci zwigkszong iloscig O2*~ w komorkach MCF-7 w poréwnaniu
z inkubacja 0,5-godzinng.

Uzyskane wyniki koreluja z wynikami publikacji naukowych, w ktorych
udowodniono, ze wzrost poziomu wewnatrzkomorkowych RFT zwigzany byt z indukcja
uszkodzen mitochondriéw oraz uruchomieniem szlaku PCD w komoérkach nowotworowych.
Stres oksydacyjny powodowany dziataniem pochodnych rutenu skutkowat amplifikacja
sygnatow  apoptotycznych, realizowanych na  wielu  szlakach  sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej, w ktorej zaangazowanych jest wiele bialek, takich jak p53 oraz szlak
kinaz MAPK (Zhao i wsp., 2014; Jiang i wsp., 2014).

Genotoksyczne wlasciwosci pochodnych metaloorganicznych
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Materiat genetyczny kazdego organizmu narazony jest na uszkodzenia, ktore
spowodowane moga by¢ wieloma réznorodnymi procesami i czynnikami fizjologicznymi.
Jednym z najwazniejszych zadan komorki jest efektywna ochrona informacji genetycznej,
zawartej w DNA oraz szybka 1 skuteczna naprawa wszelkich uszkodzen
1 nieprawidtowosci, jakie pojawiajg si¢ w obrebie struktury DNA. Komorki eukariotyczne
wyksztalcily system monitorujacy integralno$¢ genomu, ktory okreslany jest jako szlak
odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR). Jednym z jego kluczowych elementow jest biatko
p53 okreslane jako ,,straznik genomu”. Od jego dziatania uzalezniony jest m.in. los komorki
ktéry prowadzi¢ moze do jej przezycia lub §mierci. Decyzja o wyborze aktywacji okre§lone;j
Sciezki zalezy przede wszystkim od poziomu uszkodzen DNA (Korwek i Alster, 2014).

Wigkszo$¢ dostepnych i stosowanych w onkoterapii chemioterapeutykdw wptywa na
DNA komoérek nowotworowych powodujac zahamowanie jego syntezy lub jego
uszkodzenia. Najbardziej efektywne zwiagzki o duzej genotoksycznos$ci indukujg zmiany
w DNA niemozliwe do reperacji przez dostepne w komorkach molekularne systemy
naprawcze. Poniewaz komoérki nowotworowe charakteryzuja sie szybka i niekontrolowang
proliferacja, ich material genetyczny jest szczegdlnie wrazliwy na dzialanie wszelkich
czynnikow genotoksycznych oraz mutagennych. Wsrdd najczesciej stosowanych lekow
cytostatycznych, uszkadzajacych DNA, wymienia si¢ zwiazki alkilujace (np. cisplatyna)
oraz inhibitory topoizomeraz I i Il.

Publikacje naukowe wskazuje na genotoksyczne wiasciwosci pochodnych
ferrocenylowych (Kowalski 1 wsp., 2007). W nawigzaniu do tych informacji w niniejszej
pracy postanowiono zbada¢ zdolno$¢ analizowanych grup koniugatow ferrocenylowych do
indukcji uszkodzen w materiale genetycznym komorek nowotworowych okreslonych typow
Nowotworow.

Azzaferroceny i pochodne kwasu akroleinowego

Analiza uszkodzen DNA wykazata, ze wszystkie badane w pracy azzaferroceny
i pochodne kwasu akroleinowego powodujg uszkodzenia materiatu genetycznego komorek
nowotworowych linii HepG2. Zauwazono dwie prawidlowosci, charakterystyczne dla
genotoksycznego dzialania opisywanych zwigzkow. Uszkodzenia DNA byly najwigksze
bezposrednio po zakonczeniu inkubacji komorek ze zwigzkami (0 godz.), natomiast juz po
24-godzinnym okresie hodowli komoérek w medium pozbawionym ferrocenéw, nastgpowat
spadek procentowej zawarto$ci uszkodzonego DNA. Tendencja ta utrzymywata si¢
w przypadku wszystkich badanych zwiazkéw z opisywanej grupy. Swiadczyé moze to
o sprawnie dzialajacych systemach naprawczych DNA w testowanych komodrkach
nowotworowych, w wyniku ktorych, byly one zdolne do naprawy czgsci z powstatych
uszkodzen. Potwierdzenie genotoksycznych wilasciwosci azaferrocenéw znalez¢ mozna
badaniach innych autorow. Kowalski 1 wsp. (Kowalski 1 wsp., 2007) wykazali, 1z zwigzki te
zdolne byty do indukcji uszkodzen DNA. Badania wskazuja, iz aktywno$¢ genotoksyczna
ferrocenylowych  zwiazkéw metaloorganicznych wynika gltéwniez — generowania
w komorkach nowotworowych stresu oksydacyjnego (RFT), powstajacego w wyniku
funkcjonowania metalu zelaza.

Istotnym jest réwniez fakt wystgpowania korelacji pomigdzy budowg zwigzkdéw,
a efektywnos$cig ich genotoksycznego dziatania na komoérki nowotworowe linii HepG2.
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Podobnie, jak w przypadku wtasciwosci cytotoksycznych i pro-oksydacyjnych, wlasciwosci
genotoksyczne tych  pochodnych wydaja si¢ by¢ zalezne od obecno$ci
w czasteczce metaloorganicznej atomu chloru. Dla wszystkich zwiazkow, ktore w swej
strukturze zawieraly oprécz atomu zelaza dodatkowy metal (chlor), obserwowano
zwigkszong zawarto$¢ uszkodzonego DNA w ogonie komety. Sugeruje sig, ze
genotoksyczne dziatanie atomu chloru prawdopodobnie nie wynika z jego bezposredniego
oddzialywania z czasteczkg DNA oraz, ze moze on zwigksza¢ genotoksyczne wiasciwosci
calej czasteczki poprzez wchodzenie w interakcje z biatkami zwigzanymi z DNA, lub
posrednio poprzez generowanie reaktywnych form tlenu uszkadzajacych szereg struktur
komorkowych, w tym materiatu genetycznego (Velverde i wsp., 2001, Wada i wsp., 2015).

Wczeéniej opisana analiza wynikow generowania RFT w komorkach HepG2
eksponowanych na dzialanie badanych metaloorganicznych pochodnych oraz dane innych
autoréw, pozwalaja sktania¢ si¢ ku hipotezie udziatu RFT, generowanych z udziatem m.in.
chloru i zZelaza, w ksztaltowaniu wlasciwo$ci genotoksycznych  czasteczki
metaloorganicznej.

Pochodne ferrocenylowe zawierajgce atom kobaltu

Wynikiem aktywnos$ci opisywanej grupy pochodnych ferrocenylowych
w komorkach nowotworowych liniit CCRF-CEM, MCF-7 oraz HepG2 byty uszkodzenia ich
materialu genetycznego. Najbardziej wrazliwa na dziatanie pochodnej metaloorganicznej 10
pozostata zawiesinowa linia biataczkowa CCRF-CEM. Warto podkresli¢, ze w przypadku
wszystkich zwigzkow i zastosowanych linii komérek nowotworowych, po 24-godzinnej
hodowli poinkubacyjnej obserwowano spadek zawartosci uszkodzonego DNA w ogonie
komety, co prawdopodobnie jest wynikiem naprawy uszkodzenh DNA przez systemy
naprawcze komorek.

Z powodu zastosowania selekcji badanych pochodnych ferrocenylowych, trudno jest
bezposrednio odnies¢ poziom uszkodzen DNA do wilasciwosci metaloorganicznych
pochodnych, wynikajacych z ich struktury chemicznej. Linia MCF-7 estrogenozaleznego
nowotworu piersi, jako jedyna testowana byta na dwoch metaloorganicznych zwigzkach (10
oraz 11), natomiast pozostate dwie linie eksponowane byty jedynie na dziatanie pochodnej
10. Réznica w strukturze chemicznej kompleksow metaloorganicznych polegata jedynie na
obecnosci w zwigzku 11 dikobaltowo heksakarbonylowej grupy funkcyjnej Co2(CO)s, ktéra
czesto przytaczana jest do alkindw warunkujac ich molekularne aktywnos$ci. W dostepne;j
literaturze naukowej pojawia si¢ coraz wigcej informacji na temat whasciwosci
wspomnianego ugrupowania chemicznego. Ott i wsp. wykazali, ze przytgczenie Co2(CO)e
do struktury aspiryny powodowalo istotne zmiany w zakresie udziatu catej czasteczki
w procesie angiogenezy (Ott i wsp., 2009, Ott i wsp., 2005). Ponadto, ugrupowanie to
odpowiedzialne jest za zwigkszenie  wlasciwosci  cytotoksycznych  niektorych
metaloorganicznych pochodnych (Schlenk i wsp., 2008, Sergeant i wsp., 2007).

Analiza cytotoksycznych wlasciwosci wykazala, ze sposrod wszystkich czterech
zastosowanych linii komoérek nowotworowych jedynie linia MCF-7 wrazliwa byla na
dziatanie zarowno zwigzku 10, jak i 11. Analiza poziomu uszkodzen DNA komorek
estrogenozaleznego raka piersi, wykazata, ze metaloorganiczna pochodna zawierajaca
w swej strukturze Co2(CO)s (11) generowata wiecej uszkodzen DNA. Uzyskane wyniki
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wskazuja na udziat ugrupowania Co2(CO)s w ksztattowaniu molekularnych mechanizmow
genotoksycznosci catej czasteczki metaloorganiczne;.

Metaloorganiczne kompleksy alkilowe zawierajgce w swOjej strukturze pierscien
chromanowy oraz atom ztota

Ekspozycja linii CCRF-CEM, MCF-7, MDA-MB-231 oraz HepG2 na dziatanie
analizowanych pochodnych metaloorganicznych zbudowanych m.in. z pierscienia kromonu
oraz  zlota, powodowata  uszkodzenie  materialu = genetycznego  komorek.
W przypadku CCRF-CEM oraz MCF-7 testowane byly wszystkie trzy metaloorganiczne
pochodne — 4, 5 i 6, natomiast pozostate dwie linie (MDA-MB-231 oraz HepG2) traktowano
zwigzkami 4 lub 6. Istotnym do podkreslenia jest fakt, iz wylacznie
w przypadku estrogenozaleznego raka piersi (MCF-7) obserwowano istotne statystycznie
réznice pomiedzy aktywnos$cia genotoksyczng, zwigzkéw o rdznej strukturze chemiczne;.
Najwiekszy odsetek uszkodzonego DNA obserwowano w komoérkach eksponowanych na
dziatanie odpowiednio zwigzkéw 4>5>6. W pozostatych liniach nowotworowych (CCRF-
CEM, HepG2, MDA-MB-231) nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic
w genotoksycznej aktywnosci pomiedzy metaloorganicznymi pochodnymi.

W dostgpnej literaturze jest niewiele informacji na temat genotoksycznych
wlasciwosci metaloorganicznych pochodnych, zawierajagcych w swojej strukturze ztoto.
Uwaga naukowcow skupiona jest przede wszystkim na udziale opisywanych zwigzkow
w hamowaniu aktywnosci reduktazy tioredoksyny (TrxR). Bialko to odgrywa niezwykle
istotng role¢ w rozwoju i proliferacji komorek nowotworowych. Podwyzszona ekspresja
genu, kodujacego wspomniany polipeptyd jest charakterystyczna dla nowotworow. Coraz
czesciej TrxR staje si¢ jednym z gtdwnych celow nowych terapii przeciwnowotworowych
(Lima, Rodriguez, 2011, Rana i wsp., 2014, Zou i wsp., 2015).

Rana i wsp. (Rana i wsp., 2014) sugeruja, iz u podstaw molekularnych mechanizméow
aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych metaloorganicznych zawierajacych ztoto —
Au(l) lub Au(lll), lezy prawdopodobnie ich zdolno$¢ hamowania aktywnosci TrxR. Enzym
ten odkrywa niezwykle istotng rolg w zachowaniu homeostazy redoks catego organizmu.
Ograniczenie lub zahamowanie jego aktywnos$ci w komoérkach nowotworowych uruchamiaé
moze kolejne procesy biochemiczne, m.in. uruchomienie szlaku programowanej $mierci
(apoptozy) i procesow jej towarzyszacych (aktywacja kaspaz, spadek potencjatu
mitochondrialnego), generowanie wolnych rodnikow. Mozna wigc przypuszczal, ze
genotoksyczne wiasciwosci badanych w niniejszej pracy pochodnych metaloorganicznych,
zawierajacych ztoto, moga réwniez by¢ zwigzane z blokowaniem aktywnosci TrxR.

Pochodna dirutenu-1 (DiRu-1)

Zwiazki metaloorganiczne zawierajace w swej strukturze chemicznej planarne
ligandy aromatyczne zdolne sg do niekowalencyjnego wigzania si¢ z DNA oddziatujac
w ten sposob znaczaco na wlasciwosci 1 prawidlowe funkcjonowanie materiatu
genetycznego. Znane sg trzy rézne mechanizmy niekowalencyjnych oddziatywan zwigzkow
metaloorganicznych z DNA: interkalacja (planarne aromatyczne ugrupowania ,,wchodzg”
pomiedzy pary zasad DNA), oddziatywania hydrofobowe z rowkami DNA oraz
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elektrostatyczne interakcje z konkretnymi parami zasad lub sekwencjami DNA odbywajace
si¢ za posrednictwem wigzan wodorowych (Komor i Barton, 2013). Wigkszo$¢ zwigzkow
metaloorganicznych zdolna jest takze do interakcji z DNA za pomoca wigzania
kowalencyjnego z N7 adeniny i guaniny.

Genotoksyczne wlasciwosci  badanej pochodnej rutenu (DiRu-1) =zostaty
potwierdzone w tescie kometowym, przeprowadzonym w warunkach alkalicznych.
Wykazano, iz zwigzek ten powodowat istotne statystycznie zmiany poziomu zawartosci
uszkodzonego DNA w ogonie komet. Indukcja uszkodzen DNA skorelowana byla
z czasem ekspozycji komorek MCF-7 na diruten-1 oraz jego st¢zeniem. Uzyskane wyniki
charakteryzuje analogia do przeprowadzonych dotychczas badan nad genotoksyczng
aktywno$cia pochodnych rutenu. W licznych pracach udowodniono, ze kompleksy
zawierajace ruten wykazuja bardzo duze zdolnosci do wigzania si¢ z DNA. Skutkiem
wzajemnej interakcji jest zaburzenie cyklu podziatowego komodrek nowotworowych oraz ich
apoptoza. Genotoksyczne dziatanie pochodnych rutenu wskazywane jest czgsto jako jeden
z glownych mechanizméw, warunkujacych catkowita aktywno$¢ przeciwnowotworowag
tych zwigzkow (Xie 1 wsp., 2013; Putta i wsp., 2015).

Stwierdzono ponadto, ze kompleksy rutenu moga hamowaé wzrost komorek
nowotworowych poprzez indukcje p53, zalezng od dysfunkcji mitochondriow
I uszkodzenia DNA, co w konsekwencji prowadzi do apoptozy komoérek nowotworowych
(Liiwsp., 2012; Chen i wsp., 2010). Tan i wsp. wykazali, ze uszkodzenia DNA, wywotane
przez pochodne rutenu skutkowaly zalezng od funkcjonowania RFT dysfunkcja
mitochondriow i uruchomieniem PCD (Tan i wsp., 2010).

Zmiany plynnosci blony plazmatycznej wywolane przez pochodne metaloorganiczne
Azzaferroceny i pochodne kwasu akroleinowego

Generowany przez analizowane ferroceny stres oksydacyjny przyczynia¢ si¢ moze
takze do indukcji zaburzen prawidtowego funkcjonowania btony plazmatycznej komorek.
W wyniku reakcji wolnorodnikowych dochodzi do utleniania wielonienasyconych kwasow
thuszczowych, co w konsekwencji prowadzi do powstania zmodyfikowanych strukturalnie
i uszkodzonych czasteczek lipidowych. Produkty peroksydacji lipidow zmieniaja
wlasciwosci fizyczne oraz biologiczne btony komorkowej, czego skutkiem moze by¢ m.in.
zahamowanie aktywno$ci enzymoéw btonowych czy polipeptydow o charakterze
transporterow. Naruszona struktura dwuwarstwy lipidowej btony komorkowej moze
prowadzi¢ do zmian jej plynnosci oraz wzrostu lub spadku przepuszczalnosci
1 zaniku integralno$ci. Ostatecznym efektem dziatania RFT jest uszkodzenie tkanek (Pedzik
1 wsp., 2004, Zabtocka 1 wsp., 2008).

W niniejszej pracy dokonano analizy stopnia peroksydacji lipidow blonowych
w komodrkach nowotworowych linii HepG2, eksponowanych na dziatanie trzech
pochodnych ferrocenylowych. Bezposrednio po zakonczeniu inkubacji komorek
z badanymi pochodnymi metaloorganicznymi obserwowano spadek plynnosci btony
w obrgbie zewnetrznego obszaru dwuwarstwy lipidowej oraz w mniejszym stopniu,
w jej glebszych (hydrofobowych) obszarach. Poziom peroksydacji lipidow skorelowany byt
z budowg chemiczng zastosowanego ferrocenu. Uzyskane wyniki pozostawaty
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w S$cistej korelacji z wynikami testow cytotoksyczno$ci oraz detekcji RFT. Ponownie,
najwigksze zmiany obserwowano dla zwigzkéw zawierajacych atom chloru w strukturze.
Wydaje sie prawdopodobne, ze pierwiastek ten jest istotny z punktu widzenia ksztattowania
mechanizméow funkcjonowania catej pochodnej ferrocenylowe;.

W dostepnej literaturze naukowej nie odnaleziono informacji na temat peroksydacji
lipidow zaleznej od funkcjonowania metaloorganicznych pochodnych ferrocenylowych.
Przedstawione zagadnienie naukowe wymaga wi¢c dalszych analiz. Poniewaz
prooksydacyjne wtasciwosci czasteczek metaloorganicznych odkrywaja jedng z kluczowych
rol w ksztaltowaniu wtasciwosci antynowotworowych calej czasteczki, powstajace
w komorkach nowotworowych RFT pod wpltywem pochodnych metaloorganicznych moga
powodowac m.in. uszkodzenia lipidow btonowych.

Identyfikacja komorek apoptotycznych i nekrotycznych metodg mikroskopii
fluorescencyjnej

Apoptoza, okreslana réwniez jako zaprogramowana $§mier¢ komorki, jest zlozonym
procesem biochemicznym, kontrolowanym przez ekspresje odpowiednich gendéw i udziatu
szeregu biatek regulatorowych. Biologiczne znaczenie apoptozy dla rozwoju organizmu
oraz utrzymywania stanu homeostazy jest ogromne. Proces ten odgrywa kluczowg role
w szeregu roznorodnych procesow biochemicznych zachodzacych w organizmach,
przyczyniajac si¢ tym samym do ich prawidlowego funkcjonowania. Apoptoza jest
konieczna podczas embriogenezy, gdyz zapewnia usuwanie komorek zmutowanych,
zainfekowanych, autoreaktywnych czy uszkodzonych oraz prawidlowa homeostaze
tkankowga regulujac rownowage miedzy podziatami, a ,,cichym znikaniem” komorek.

Apoptoza przebiega¢ moze na dwoch glownych szlakach sygnalizacyjnych -
zewnetrznym (receptorowym), w ktorym udziat biorg tzw. receptory $mierci — DR (ang.
death receptor) znajdujace sic w blonach komérkowych. Smier¢ komoérki odbywa sie
wowczas przy udziale specyficznych ligandow (np. TNF, cytokiny) wiazacych si¢ z DR.
Druga drogg jest szlak wewnetrzny (mitochondrialny). W tym przypadku kluczowg role
odgrywaja  mitochondria oraz rozbudowana pula Dbialek zaangazowanych
w opisywany proces. Niezwykle istotna dla prawidtowej regulacji PCD oraz jej realizacji
jest rodzina biatek Bcl-2. Niezaleznie jednak od drogi aktywacji apoptozy, w proces
fizjologicznej $mierci komorek zaangazowane sg proteazy cysteinowe (kaspazy)
(Moldoveanu i wsp., 2014; Chipuk i wsp., 2010; Llambi, Green 2011; Martinou i wsp.,
2011).

Istotnym problemem wspotczesnie stosowanej chemioterapii jest jej niska
efektywnos¢ w  zakresie hamowania niekontrolowanej proliferacji  komorek
nowotworowych oraz ich dalszej likwidacji. Brak wrazliwosci komorek nowotworowych na
apoptozg stanowi powazny czynnik ograniczajacy stosowanie lekow cytostatycznych.
Zaburzenia PCD oraz odpornos¢ komoérek nowotworowych na wspomniany wyzej proces
wynikaja przede wszystkim z zaburzen ekspresji genow kodujacych czynniki o charakterze
pro- i anty-apoptotycznym. Z jednej strony dochodzi do inaktywacji biatek kierujacych
komorki na szlak zaprogramowanej $mierci, z drugiej natomiast do zwigkszenia aktywno$ci
polipeptyddéw promujacych proliferacje.
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Podczas realizacji szlaku apoptozy, w komorkach dochodzi do wielu istotnych
I charakterystycznych dla tego procesu zmian strukturalnych i funkcjonalnych. W komorce
wchodzacej na szlak PCD ma miejsce m.in. znaczny ubytek elektrolitoéw i wody, prowadzac
do jej obkurczenia i zwigkszenia gestosci. W poczatkowym stadium apoptozy dochodzi do
kondensacji chromatyny i jej marginalizacji. W miare uptywu czasu postepuje rowniez
degradacja DNA. Odpowiednia identyfikacja oraz pomiar molekularnych zdarzen
realizowanych w trakcie apoptotycznej S$mierci pozwala na efektywne okreslenie
mechanizmow dzialania poszczegélnych zwigzkéw o charakterze przeciwnowotworowym.
W niniejszej pracy w celu identyfikacji PCD indukowanej przez poszczegdlne
metaloorganiczne pochodne, zastosowano metody mikroskopii fluorescencyjnej (podwojne
barwienie) oraz mikroptytkowe metody spektrofluorymetryczne (poziom aktywnosSci
kaspaz-3, -8 i -9 oraz zmiany zachodzace w mitochondriach poprzez monitorowanie zmian
potencjatu btony mitochondrialne;.

Flawonoidowe pochodne ferrocenylowe

Ze wzgledu na stosunkowo niska aktywno$¢ antyproliferacyjng badanej grupy
pochodnych metaloorganicznych wobec komorek nowotworowych do dalszych badan
stosowano jedynie najbardziej wrazliwg lini¢ — CCRF-CEM. Mikroskopowa analiza procesu
apoptozy ograniczona byta wytacznie do analizy jakoSciowej wspomnianego procesu.

Po 24-godzinnej inkubacji komorek biataczkowych CCRF-CEM z analizowanymi
pochodnymi metaloorganicznymi (100 pmol/L) obserwowano wzrost odsetka komorek
apoptotycznych. Istotnym jest rowniez fakt pojawienia si¢ w catkowitej populacji duzej
liczby komorek nekrotycznych (zwlaszcza w przypadku zwigzkow 4 oraz 6). Ze wzgledu na
stan zapalny oraz szeregu nickontrolowanych procesow biochemicznych, ktore towarzysza
tej formie $mierci komodrkowej, jest ona niekorzystna dla selektywnego dziatania
potencjalnych chemioterapeutykow.

W komorkach linii CCRF-CEM obserwowano rowniez morfologiczne zmiany,
charakterystyczne dla procesu programowanej $Smierci komorki — obkurczenie komorki,
kondensacja i fragmentacja chromatyny i jadra komorkowego. Zmiany te wystepowaty
jedynie w przypadku trzech pochodnych — 5, 6 i 7. Zastosowanie najbardziej aktywnej
cytotoksycznie pochodnej 4 — nie powodowato tak widocznych zmian strukturalnych. Nie
obserwowano zatem zalezno$ci pomigdzy cytotoksycznymi wiasciwosciami flawonowych
pochodnych metaloorganicznych, a poziomem ich oddziatywania na morfologie i strukture
komorki nowotworowej. Uzyskane wyniki pozostaja w pewnym stopniu zgodne
z wynikami otrzymanymi przez zesp6t badawczy Hillard i wsp. (Tiwari i wsp., 2011;
Monserrat i wsp., 2013).

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przypuszczac, iz apoptoza oraz nekroza
indukowane przez analizowane flawonowe pochodne metaloorganiczne przyczyniajg si¢ do
cytotoksycznych i antyproliferacyjnych wtasciwosci tych zwigzkéw wobec nowotworowych
komorek linii CCRF-CEM. Nalezy jednak podkresli¢, ze przeprowadzone badania maja
charakter wstepny 1 wymagaja dalszej weryfikacji.

Pochodne ferrocenylowe zawierajgce atom kobaltowy
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Mikroskopowa analiza komoérek HepG2, CCRF-CEM oraz MCF-7 traktowanych
ferrocenylowymi pochodnymi zawierajacymi kobalt wykazala, ze zwigzki te zdolne sg do
indukowania  apoptotycznej $mierci komoérek  nowotworowych.  Obserwowano
charakterystyczne dla tego procesu zmiany morfologiczne takie jak marginalizacja
1 kondensacja chromatyny, formowanie mostkéw cytoplazmatycznych oraz wakuolizacja
cytoplazmy. Po 24-godzinnej inkubacji komorek ze zwigzkami, w catkowitej populacji
obecna byta przede wszystkim frakcja komorek wczesno-apoptotycznych. Badane pochodne
indukowaly roéwniez nekroze. Zastosowanie 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej
powodowato wzrost zarowno frakcji komorek apoptotycznych jak i nekrotyczntch.

Udzial reaktywnych form tlenu w ksztatltowaniu wlasciwosci antyproliferacyjnych
(w tym wypadku proapoptotycznych) zwigzkoéw metaloorganicznych zostal ponownie
potwierdzony w niniejszym eksperymencie. Godzinna preinkubacja komorek
z przeciwutleniaczami NAC lub witaming C, powodowata istotny spadek odsetka komorek
apoptotycznych.

W piSmiennictwie naukowym jest niewiele informacji na temat molekularnych
mechanizméw aktywnosci biologicznej ferrocenylowych pochodnych, zawierajacych
kobalt. Coraz czesciej jednak w chemii biometaloorganicznej uwaga naukowcoOw
skierowana jest na synteze nowych zwigzkoéw, zawierajacych w swojej strukturze
wspomniany metal oraz na wynikajace z jego obecnosci wilasciwosci biologicznie
(Munteanu C., Suntharalingam K., 2015; Heffern i wsp., 2013). Gong i wsp. (Gong i wsp.,
2015). Wykazano, ze zwiazki metaloorganiczne, zawierajace atom kobaltu, sg
cytotoksyczne dla komorek nowotworowych HeLa. Generowanie RFT, zalezne od
funkcjonowania badanych pochodnych kobaltowych, wptywato na indukcje apoptozy
komorek, uszkodzen DNA, jak rowniez na blokade cyklu komorkowego. Dane te
korespondujg z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy doktorskiej.

Sergeant i wsp. (2008) zwracajg natomiast uwagg na istotne zagadnienie mozliwych
biologicznych szlakéw reakcji realizowanych przy udziale ugrupowania Co2(CO)e
I zaleznych od jego funkcjonowania. Naukowcy podkreslaja, Ze ciaggle jest bardzo niewiele
informacji na temat loséw czgsteczki zwigzku metaloorganicznego w komorce, jej
metabolizmu i mozliwych celow dziatania. Prawdopodobnym jest, iz gtownym miejscem
molekularnej aktywnosci Co2(CO)s jest DNA, a ugrupowanie chemiczne nadawa¢ moze
calej czasteczce wlasciwosci genotoksyczne. Hipoteza ta znajduje potwierdzenie
w kometowym tescie genotoksycznos$ci analizowanych ferrocenylowych pochodnych.

Pochodna rutenu (DiRu-1)

Proces apoptotycznej $mierci komodrek nowotworowych uwazany jest za jeden
z gldwnych mechanizméw aktywnosci metaloorganicznych kompleksow. Wykazano, iz
pochodne rutenu przejawiajg rozne formy molekularnej aktywnosci, zaleznej od ich
akumulacji w organellach komorkowych (Romero-Canelon i wsp., 2013). Proces ten jest
kolei skorelowany z budowa chemiczng zwiazku. Zwigzki rutenu poprzez oddziatywanie
z receptorem transferryny zdolne sg do wnikania wewnatrz komorki na drodze endocytozy,
gdzie nastgpnie ulegaja translokacji z lizosoméw do mitochondridw (Zhao i wsp., 2014).
Mitochondria uwazane s3 za gtowny cel molekularnej aktywnosci zwigzkoéw rutenu,
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a znaczna wigkszo$¢ pochodnych rutenu zdolna jest do indukcji apoptozy na szlaku
wewnetrzym (mitochondrialnym) (Zhao i wsp., 2014; Li i wsp., 2012).

Wyniki, uzyskane w pracy doktorskiej znalazty potwierdzenie w pracach innych
autorow. Wykazano bowiem, iz aktywno$¢ cytotoksyczna badanej pochodnej
metaloorganicznej jest zwigzana z jej zdolnoscia do indukcji PCD komorek
nowotworowych. Nalezy jednak podkresli¢ iz, oprécz apoptotycznej $mierci komorki,
pozadanej z punkty widzenia skutecznego chemioterapeutyku, wykazano réwniez duzy
odsetek komorek nekrotycznych.

Proces apoptozy przebiegat przy udziale mitochondriow i kaspaz, a wigc realizowany
byt na szlaku wewnetrznym. Wyniki te potwierdzaja badania innych autoréw, ktore
wskazuja, ze pochodne rutenu aktywuja kluczowe enzymy uczestniczace W procesie
apoptotycznym — kaspazy-8, -9 i -3 (Zhang i wsp., 2011) oraz reguluja ekspresje biatek
rodziny Bcl-2 na korzys¢ zwigkszenia aktywnosci ich propapototycznych przedstawicieli —
Bax, Bak, Bad oraz Bim (Jiang i wsp., 2014). Analogiczne wyniki uzyskat réwniez inny
zespol naukowcow (Zhao 1 wsp., 2014), ktory wykazal, iz pochodne rutenu powodowaty
dysfunkcj¢ mitochodnriow komoérek MCF-7, prowadzaca do indukcji PCD na szlaku
mitochondrialnym. W komoérkach MCF-7, traktowanych pochodnymi rutenu obserwowano
supresje ekspresji bialek antyapototycznych przy jednoczesnym wzroscie aktywnos$ci ich
partneréw, promujacych PCD (Bax oraz Bad). Zasadnym wydaje si¢ wigc zbadanie wptywu
analizowanej w niniejszej pracy pochodnej rutenowej na aktywnos$¢ bialek rodziny Bel-2.
Na podstawie analizy mikroskopowej komoérek barwionych oranzem akrydynowym
stwierdzono obecnos¢ fagosomow oraz obecnos$¢ komorek-olbrzymow
z licznymi wypustkami, sugerujacyh indukcje odpowiednio autofagi¢ 1 katastrofe
mitotyczng przez pochodna Di-Ru-1.

Wphw metaloorganicznych pochodnych na potencjat mitochondrialny

Ze wzgledu na r6znorodne funkcje pelnione w naszym organizmie, mitochondria
okreslane sa jako ,fabryka zycia 1 $mierci”. Z jednej strony biora one udziat
w kluczowym dla zachowania homeostazy energetycznej procesie produkcji energii
w postaci ATP, z drugiej strony natomiast stanowia gtowny rezerwuar szeregu biatek
regulatorowych i wykonawczych wewngtrznego szlaku procesu apoptozy. W trakcie
realizacji procesu PCD, przy udziale bialek rodziny Bcl-2 (proapoptotycznych
przedstawicieli Bax oraz Bak) dochodzi do zmian potencjatu btony mitochondrialne;j, jej
permeabilizacji i uwolnienia do cytosolu komorki m.in. cytochromu c. Uwaza sig, iz zmiana
potencjatu mitochondrialnego jest nieodwracalnym etapem PCD, po ktéorym komorka
dostaje jednoznaczny sygnat do wejscia na droge apoptozy (Landes T., Martinou J., 2011;
Dave 1 wsp., 2008). Przeprowadzona analiza zmian potencjatu mitochondrialnego komorek
HepG2 eksponowanych na dziatanie ferrocenylowych pochodnych z wykorzystaniem
fluorescencyjnej sondy JC-1 pozwolita potwierdzi¢ indukcje apoptozy przez te zwigzki na
szlaku mitochondrialnym.

Pochodne kwasu akroleinowego oraz azzaferroceny
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Wszystkie analizowane ferroceny (15, 15CI oraz 12a) powodowaly zmiany
potencjatu mitochondrialnego komorek HepG2. Poziom oraz kinetyka zmian AWm byty
skorelowane z czasem ekspozycji komoérek na dziatanie pochodnych ferrocenylowych, ich
budowa oraz stezeniem. Zmiany AWm, wywotane przez badane zwigzki byly odwracalne.
przede wszystkim dla najkrétszego czasu inkubacji (0,5 godz.) oraz stezenia ICso. Komorki,
traktowane przez 0,5 godz. stezeniem ICso zwigzkow byty zdolne do catkowitej regeneracji
swojego potencjatu (repolaryzacja) w trakcie trwania hodowli poinkubcyjnej. Zastosowanie
dtuzszego czasu inkubacji (3 godz.) oraz stezenia ICgo zwickszala proapoptotyczne dziatanie
metaloorganicznych pochodnych, powodujac wigkszy i nicodwracalny spadek A%Wm.

Uzyskane wyniki wskazuja na proapoptotyczne wlasciwosci badanej grupy
ferrocenylowych pochodnych, ktore prawdopodobnie realizowane sa gtownie na szlaku
mitochondrialnym.

Pochodna dirutenu-1 (DiRu-1)

Podczas indukcji procesu apoptozy w komodrce zachodzi wiele zmian
biochemicznych, a jedng z najszybszych jej odpowiedzi na bodZce proapoptotyczne jest
zaburzenie potencjalu blony mitochondrialne;.

W wyniku dziatania DiRu-1 na komoérki MCF-7 obserwowano zaburzenia A¥m,
przejawiajace si¢ znacznym (ok. 42%) wzrostem w ciggu pierwszych 15 min. hodowli
poinkubacyjnej (hiperpolaryzacja), a nastgpnie szybkim spadkiem (ok. 25%) ponizej
warto$ci dla komorek kontrolnych (stan depolaryzacji). Zmiany te byly najbardziej
widoczne w komorkach traktowanych wysokimi stezeniami DiRu-1 (77 nmol/L oraz 154
nmol/L). Podczas dalszych 150 min pomiaru, komorki nowotworowe zdolne byty do
regeneracji swojego A¥m.

Uzyskane wyniki pozostaja zgodne z wcze$niejszymi analizami wilasciwosci
proapoptotycznych pochodnej DiRu-1, jak réwniez najnowszymi badaniami w tym
zakresie. Wiele pochodnych rutenu wykazuje wlasciwosci cytotoksyczne wzgledem
roznych typow komorek nowotworowych, gdzie gtdownym miejscem ich aktywnosci sg
mitochondria 1 wynikajaca z tego aktywacja kaspaz (Schatzchneider 1 wsp., 2008).

Uwaza si¢, iz zmiana AWm jest nieodwracalnym etapem szlaku PCD, po ktorym
nastepuje aktywacja kaspaz i uruchomienie ztozonej kaskady proceséw zwigzanych z PCD.
Dysfunkcja mitochondriéw moze indukowa¢ dziatanie wielu czynnikow apoptotoycznych,
takich jak cytochrom c, ktory uwalniany jest z przestrzeni migdzybtonowej mitochondriow
do cytosolu, gdzie wchodzi w interakcj¢ z wieloma zwigzkami o charakterze promujacym
PCD, uruchamiajac tym samym szlak biochemicznych reakcji, prowadzacy do altruistyczne;j
smierci komorki (Han i wsp., 2014).

Zaburzenia cyklu komaérkowego

Prawidlowy rozw6j 1 wzrost organizmow eukariotycznych oraz regeneracja
uszkodzonych tkanek 1 narzadow mozliwa jest dzigki sprawnie funkcjonujacymi
mechanizmami cyklu komorkowego. Ten ztozony proces biochemiczny sktada si¢ z ciggu
Scisle kontrolowanych i uporzadkowanych reakcji molekularnych, w ktorych zaangazowane
jest bardzo wiele biatek regulatorowych. Ztozona sie¢ interakcji, jakie zachodza pomiedzy
biatkami metabolizmu, szlakami sygnalizacyjnymi, i mechanizmami kontroli podziatow
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komoérkowych umozliwia namnazanie komoérek wylacznie w odpowiednich warunkach,
w odpowiedzi na swoiste bodzce do podziatu. Tak restrykcyjna molekularna kontrola
podziatdow zapewnia wigc m.in. unikni¢cie namnazania komoérek z uszkodzonym DNA,
z drugiej jednak strony, moze by¢ rowniez gldwng przyczyna niekontrolowanych podzialow
komorek nowotworowych, skutkujagcych rozwojem nowotworu. W wyniku mutacji genéw
kodujacych biatka o charakterze proapoptotycznym/antyproliferacyjnym oraz polipeptydéw
promujacych podzialy komoérek dochodzi do zaburzenia rownowagi pomiedzy proliferacja,
a $miercig. Komoérki nowotworowe wylamuja si¢ wiec spod restrykcyjnych punktow
kontrolnych cyklu komodrkowego i unikajac programowanej $mierci namnazajg si¢
w sposob niekontrolowany.

W projektowaniu chemicznym potencjalnych chemioterapeutykéw poszukuje sie¢
zwigzkow, ktore z duzg wydajnoscia i selektywnoscia powodowac beda zahamowanie cyklu
podzialowego komodrek nowotworowych. Zahamowanie cyklu pod wptywem tych
zwigzkdw moze odbywaé si¢ w sposob bezposredni poprzez interakcje z biatkami
zaangazowanymi w ten proces i zahamowanie ich aktywnosci. Druga droga jest
oddziatywanie posrednie na podzialy komorek poprzez wihasciwosci genotoksyczne lub
prooksydacyjne potencjalnych chemioterapeutykow (Moralli i wsp., 2013).

Cytometryczna analiza cyklu podzialowego komoérek nowotworowych,
eksponowanych na dzialanie badanych metaloorganicznych pochodnych, pozwolita
stwierdzi¢, czy wykazuja one wlasciwosci cytostatyczne, powodujac tym samym
zatrzymanie proliferacji komorek nowotworowych. Badania w tym zakresie
przeprowadzono na dwoch grupach ferrocenylowych czasteczek — zawierajacych kobalt lub
ztoto.

Pochodne ferrocenylowe zawierajgce atom kobaltu

Uzyskane wyniki wskazuja, 1z badana grupa metaloorganicznych pochodnych
charakteryzuje si¢ wlasciwosciami cytostatycznymi. W komoérkach wszystkich badanych
linii (MCF-7, CCRF-CEM, HepG2) obserwowano zaburzenia cyklu podziatowego. Oba
zastosowane ferroceny powodowatly blokad¢ cyklu w punkcie kontrolnym G2/M. Procent
komorek nowotworowych w poszczegdlnych fazach cyklu, oceniany na podstawie
zawarto$ci DNA skorelowana byta z budowa chemiczng stosowanej pochodnej, jak réwniez
z czasem hodowli poinkubacyjnej. W przypadku 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej
obserwowano spadek frakcji komorek w fazie G2/M (wyjatek stanowi linia MCF-7
traktowana zwigzkiem 11). Dane te $wiadczg 0 sprawnych systemach naprawczych DNA
w komorkach nowotworowych, dzieki ktorym czg$¢ uszkodzen materiatu genetycznego
zostata efektywnie naprawiona.

W ostatnim okresie niezalezne zespoty badawcze z Chin (Miao 1 wsp., 2011, Shen
i wsp., 2013) wykazaly, iz ferrocenylowe koniugaty potaczone ze zmodyfikowanym
pier§cieniem tiazolidynowym lub benzodiazepiny powoduja blokade cyklu komérkowego
ludzkich komorek nowotworowych HT1080 oraz AS549 w fazie Gl. Zahamowanie
podzialow komoérkowych skorelowane byto z uruchomieniem szlaku apoptotycznej $§mierci
tych komorek, o czym §wiadczyt m.in. wzrost ekspresji proapoptotycznego biatka Bax, przy
jednoczesnym spadku aktywnosci jego antyapoptotycznego ,,partnera” Bcl-2. Réwniez
ferroceny skoniugowane z naturalnie wystepujacymi zwigzkami (aminokwasy lub
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dipeptydy) zdolne byly do zahamowania cyklu komérkowego nowotworu ptuc H1299
w fazie G2/M (Corry 1 wsp., 2009). Dane te swiadcza o duzym cytostatycznym potencjale
ferrocenylowych pochodnych.

Metaloorganiczne kompleksy alkilowe zawierajgce w strukturze pierscien chromanowy oraz
atom zlota

W przypadku tej grupy ferrocenylowych pochodnych, nie zanotowano tak duzych,
zmian w cyklu podziatowym komorek nowotworowych (MCF-7, MDA-MB-231, CCRF-
CEM, HepG2) eksponowanych na dziatanie tych zwiazkéw. Jedynie w przypadku CCRF-
CEM oraz MCF-7 obserwowano nieznaczng inhibicj¢ cyklu podziatlowego, skutkujaca
procentowym wzrostem frakcji komoérek w punkcie kontrolnym G2/M. W przypadku
komorek linii HepG2 oraz MDA-MB-231 analizowane pochodne metaloorganiczne nie
wykazywaty cytostatycznych wtasciwosci. Cytometryczna analiza wykazata, iz badane
kompleksy alkilowe, zawierajace w swej strukturze ztoto powodowaly wzrost frakcji
hipodiploidalnych komoérek apoptotycznych z uszkodzonym DNA, okre$lanej jako sub-G1.
Dane te pozostaja wigc w S$cistej korelacji z wczesniej przeprowadzong analizg
genotoksycznych wilasciwosci opisywanych metaloorganicznych pochodnych. Ponadto
potwierdzaja rowniez ich proapoptotyczne wlasciwosci, ktore badano przez pomiar
aktywnos$ci kaspaz 8, 9 oraz 3. Zdolno$¢ ferrocenylowych czasteczek do indukcji PCD
w komoérkach nowotworowych zostaty rowniez potwierdzone w cytometrycznej analizie
cyklu komérkowego wykonanej przez zesp6t Wanga (Miao i wsp., 2011), ktéra m.in.
wykazata wzrost frakcji sub-G1.

Pochodna dirutenu-1 (DiRu-1)

Zahamowanie niekontrolowanych podziatéw komoérek nowotworowych poprzez
blokadg¢ ich cyklu komérkowego uwazana jest za jeden z najwazniejszych mechanizmow
cytotoksycznego 1 cytostatycznego dziatania wielu biologicznie aktywnych zwigzkow
przeciwnowotworowych oraz lekow chemioterapeutycznych.

Analizowany kompleks DiRu-1 powodowal zatrzymanie cyklu podzialowego
komorek linii MCF-7 w punkcie kontrolnym fazy G2/M, jednak tylko w przypadku
najwyzszego z zastosowanych stezen (154 nmol/L). Stosunkowo niewielka blokada cyklu
podzialowego komoérek MCF-7 poprzedzona byla przejSciowym zahamowaniem ich
proliferacji w fazie S. Wyniki te sugeruja, ze zmiany te spowodowane s3 gtéwnie przez
apoptotyczng fragmentacje DNA, gdyz efekty genotoksyczne obserwowane sa na ogot przy
Znacznie nizszych st¢zeniach. Przypuszczenia te potwierdza znaczny spadek iloSci
uszkodzonego DNA w komorkach preinkubowanych z inhibitorem kaspaz oraz
progresywny wzrost populacji  komoérek we frakcji  sub-Gl, co Swiadczy
o proapoptotycznych wlasciwosciach badanego zwigzku. Duzy udzial w generowaniu
uszkodzen DNA maja réwniez RFT generowane przez ten zwigzek, gdyz zmniejszenie
uszkodzen DNA obserwowano takze po preinkubacji komoérek z antyoksydantami.

Otrzymane wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi, wskazujacymi, ze u podstaw
aktywnos$ci przeciwnowotworowej pochodnych rutenu lezy ich zdolno$¢ do indukcji
apoptozy, uszkodzen DNA oraz blokady cyklu podziatowego. Wykazano, iz zwigzki rutenu
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mogg hamowa¢ podziaty komoérek w réznych fazach cyklu: GO/G1, S lub G2/M (Huang
1 wsp., 2011). Omoéwione powyzej wyniki otrzymane po cytometrycznej analizie cyklu
podziatowego komoérek MCF-7, eksponowanych na dziatanie dirutenu-1 pozostaja
w korelacji z wynikami innych autoréw. Sg one zgodne z wynikami analizy uszkodzen DNA
spowodowane przez DiRu-1, ktéore mogg by¢ odpowiedzialne za zaburzenia
i zahamowanie cyklu komorkowego. Po dtuzszym czasie hodowli poinkubacyjnej (48 godz.)
cze$¢ komorek, ktora nie mogla skutecznie naprawi¢ wszystkich uszkodzen DNA,
pozostawala w punkcie kontrolnym G2/M cyklu komoérkowego, czego wynikiem byto
zahamowanie ich proliferacji.

Ocena aktywnosci kaspaz 8, 9i 3

Metaloorganiczne kompleksy alkilowe, zawierajgce w swojej strukturze pierscien
chromanowy oraz atom ztota

Kolejnym istotnym zadaniem badawczym, jakie podjeto w trakcie realizacji
niniejszej rozprawy doktorskiej byta analiza pro-apoptotycznych wtasciwosci pochodnych
ferrocenylowych zawierajacych ztoto. W tym celu, w komorkach nowotworowych (MCEF-
7, MDA-MB-231, CCRF-CEM, HepG2) traktowanych analizowanymi zwigzkami,
dokonano pomiaru aktywnosci trzech kluczowych dla procesu PCD proteaz cysteinowych —
kaspaz 8, 9 oraz 3.

Enzymy te odgrywaja kluczowa rol¢ zaréwno w fazie inicjacji jak
i w fazie efektorowej PCD. W komorkach nieobjetych PCD, proteazy te wystepuja
w postaci nieczynnych zymogendéw. Sygnaty proapoptotyczne, powoduja ich
natychmiastowg aktywacje¢. Do kaspaz inicjatorowych, ktore biorg udziat w poczatkowych
etapach PCD, nalezg kaspaza 8 (aktywowana w PCD przebiegajacej na szlaku
receptorowym) oraz kaspaza 9 (biorgca udziat w PCD indukowanej na szlaku
mitochondrialnym). Kaspaza 3, natomiast, nalezy do grupy kaspaz efektorowych, ktérych
rola jest realizacja ostatnich, nieodwracalnych etapow altruistycznej Smierci komoérki — np.
(LiiYan, 2008, Mcllwain i wsp., 2013).

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, iz badane ferrocenylowe kompleksy
ze zlotem, po 24 godzinnej inkubacji z komdrkami nowotworowymi powodowaty wzrost
aktywnosci dwoch kaspaz — 3 oraz 9. Nie stwierdzono natomiast aktywacji kaspazy
inicjatorowej-8, uczestniczacej w indukcji apoptozy na szlaku receptorowym
(zewnetrznym). Wzrost aktywnosci kaspazy-9 byt wiekszy niz wzrost aktywnosci kaspazy-
3. Ze wzgledu na ograniczong dostepno$¢ pochodnych ferrocenylowych, zawierajacych
ztoto, mozliwe byto wykonanie analizy aktywacji tych enzymow tylko bezposrednio po
zakonczeniu 24-godzinnej inkubacji komorek ze zwigzkami. Prawdopodobnym jest wigc
fakt, iz stosunkowo maty wzrost aktywno$ci kaspazy-3 obserwowany w komorkach
nowotworowych, po ich ekspozycji na badane pochodne, moze by¢ spowodowany zbyt
krotkim okresem pomigdzy inkubacjga pomiarem. Nalezy pamigtac, iz kaspaza-3, jako
kaspaza efektorowa szlaku PCD, aktywowana jest znacznie pozniej, niz inicjatorowe
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proteazy cysteinowe — kaspazy-8 i -9. Znaczacy jest jednak wniosek, iz badane
metaloorganiczne kompleksy zlota indukowaly apoptoze komoérek nowotworowych
wylacznie na szlaku mitochondrialnym (wewnetrznym) z udzialem kaspaz. Ten rodzaj
$mierci apoptotycznej uruchamiany jest na skutek pojawienia si¢ m.in. uszkodzen DNA,
stresu oksydacyjnego (RFT), czy tez aktywnosci wigkszosci komercyjnie stosowanych
chemioterapeutykow (Mcllwain i wsp., 2013). Analiza aktywnosci kaspaz znajduje przy
udziale tych czynnikow znajduje potwierdzenie we wczesniej przeprowadzonych
eksperymentach dotyczacych genotoksycznosci 1 wiasciwosci  pro-oksydacyjnych
opisywanej grupy metaloorganicznych pochodnych.

Biologiczna analiza ferrocenylowych kompleksow alkinylowych ztota (I), opisywana
w dostgpnej literaturze, przeprowadzana jest w mocno ograniczonym zakresie
I dotyczy glownie ich cytotoksycznych wilasciwosci (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 podkresli¢, ze zaréwno zwiazki ferrocenylowe, jak
i metaloorganiczne kompleksy ztota zdolne sg do uruchomienia apoptozy komorek
nowotworowych na szlaku mitochondrialnym poprzez aktywacje kaspaz (Pereira i wsp.,
2015; Rigobello i wsp., 2008; Rackham 1 wsp., 2007). Zaleznej od dzialania
metaloorganicznych komplekséw aktywacji proteaz cysteinowych, towarzyszyly réwniez
inne procesy lub zdarzenia charakterystyczne dla procesu PCD, przebiegajacego na szlaku
mitochondrialnym (wewnetrznym). Obserwowano uwolnienie cytochromu C, spadek
potencjatu mitochondrialnego, czy zmiany ekspresji gendow, kodujacych biatka pro-
apoptotyczne z rodziny Bcl-2.

Pochodna dirutenu-1 (DiRu-1)

Pochodna DiRu-1, podobnie jak zwiazki metaloorganiczne zawierajace ztoto, powodowata
aktywacje kaspaz 8, 91 3, ktorych wzrost aktywnos$ci byl zalezny od stg¢zenia zwigzku.
Najwieksze zmiany (ok. 2-3-krotny wzrost wzgledem kontroli) zanotowano dla kaspazy 3.
Wazrost aktywnosci kaspaz 8 1 9 byl porownywalny, ale znacznie mniejszy (zawarty
w przedziale 11-24% w zalezno$ci od zastosowanego stg¢zenia analizowanej pochodnej
rutenu. Wyniki te sugeruja, ze DiRU-1 moze indukowa¢ apoptoze komorek nowotworowych
zarowno na szlaku mitochondrialnym (wewngtrznym) jaki receptorowym (zewngtrznym).
Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sa zgodne z wynikami innych autorow, ktorzy wykazali,
ze pochodne rutenu Ru(II) 1 Ru(Ill) moga indukowaé¢ PCD na obu szlakach — zewn¢trznym
i wewnetrznym, m.in. w komérkach A375 czerniaka (Murray i wsp., 2016; Giannini i wsp.,
2013; 2015).

Analiza aktywnosci reduktazy tioredoksyny (TrxR)

Metaloorganiczne kompleksy alkilowe zawierajgce w swojej strukturze pierscien
chromanowy oraz atom zlota

Uktad tioredoksyna-reduktaza tioredoksyny odgrywa kluczowa role w regulacji
wewnatrzkomoérkowej gospodarki redoks, warunkujac tym samym jej homeostazg.
W sktad tego uktadu wchodzi mate biatko tioredoksyna, zredukowana forma
ufosforylowanego dinukleotydu adeninowego NADPH oraz homodimeryczny enzym
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reduktaza tioredoksyny (TrxR), ktéra kontroluje potencjat redoks tioredoksyny. Ostatnio
duzag uwage poswigca si¢ blokowaniu aktywnos$ci tego enzymu przez zwigzki
metaloorganiczne, jako jednej z gtdéwnych drog ich przeciwnowotworowego dzialania.
Uwaza sie¢, iz inhibicja enzymu skorelowana jest z hamowaniem proliferacji komorek
nowotworowych (Bindoli i wsp., 2009; Lu i Holmgren 2014; Gandin i Fernandes, 2015).
Szczegolne nadzieje poktadane sg w zwigzkach zawierajacych w swojej strukturze atom
ztota, dla ktorych uktad TrxR jest gléwnym celem dziatania (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 wykazatly, iz wszystkie analizowane pochodne
metaloorganiczne, zawierajace ztoto hamowaly w roéznym stopniu aktywnos¢ TrxR
w komorkach nowotworowych linii CCRF-CEM, MCF-7, MDA-MB-231 oraz HepG2.
Procent hamowania aktywnosci enzymu zalezny byt od rodzaju linii komoérkowej i zawarty
byt w przedziale 20%-70%. Najwigkszy spadek aktywnosci enzymu stwierdzono
w komoérkach MCF-7 i MDA-MB-231 raka piersi traktowanych pochodnymi o symbolach
4 i 6. Wicksza aktywno$¢ hamujaca wykazywata pochodna 4. Uzyskane wyniki znajduja
potwierdzenie w danych literaturowych (Gandin 1 Fernandes, 2015; Cisnetti
I wsp., 2013; Hickey i wsp., 2008; Meyer i wsp., 2013; Barnard i wsp., 2007). Nalezy jednak
podkresli¢, ze cytotoksyczno$¢ metaloorganicznych pochodnych ztota badanych
W niniejszej pracy nie pozostawata w Scistej korelacji z ich odzialywaniem na aktywno$¢
TrxR. Wysoka cytotoksyczno$¢ poszczegdlnych koniugatow, nie w kazdym przypadku
korespondowata z rownie efektywnym hamowaniem aktywnosci TrxR. Zasadnym jest
zatem przeprowadzenie kolejnych eksperymentdéw, ktore pozwola lepiej poznaé i ustali¢
molekularne mechanizmy aktywnosci analizowanych pochodnych w tym zakresie.

Dostepne dane literaturowe wskazuja, iz gtownym celem molekularnej aktywnosci
zwiagzkow zlota sg mitochondria oraz TrxR. Dodatnio natadowane koniugaty ztota zdolne sa
do efektywnej penetracji bton mitochondrialnych, ktore charakteryzuja si¢ ujemnym
potencjatem AWm. Ponadto, wykazano, iz oddziatywanie opisywanych kompleksow
metaloorganicznych zaréwno na mitochondria, jak i na aktywno$¢ TrxR pociaga za soba
istotne konsekwencje. Obserwowano zaburzenia gospodarki redoks, wzrost ilosci RFT, jak
rowniez dysfunkcje mitochondriow, przejawiajaca si¢ m.in. spadkiem potencjatu
transbtonowego (A¥m), ktore prowadza do apoptozy (Holenya i wsp., 2014; Pratesi i wsp.,
2014). Podobne wyniki uzyskano w niniejszej pracy.

Podsumowujac, otrzymane w pracy wyniki potwierdzity atrakcyjne
przeciwnowotworowe  wlasciwosci  ferrocenylowych  pochodnych. Analizy ich
cytotoksycznych, antyproliferacyjnych, proapoptotycznych i genotoksycznych wtasciwosci
wskazuja na duzy potencjat analizowanych koniugatow jako nowej klasy potencjalnych
chemioterapeutykow. Kazda z badanych grup zwiazkéw wykazywata wlasciwosci
cytotoksyczne  wzgledem komoérek nowotworowych. Efektywnos¢  aktywnosci
przeciwnowotworowej skorelowana byta przede wszystkim z budowa chemiczng danego
zwigzku. Najbardziej reaktywne okazaly si¢ ferrocenylowe kompleksy ztota i pochodna
DiRu-1 rutenu, natomiast najmniejszg aktywno$¢ wykazywaty metaloorganiczne koniugaty
flawonoidow. Analizowane zwiazki wykazywaly wlasciwosci apoptogenne, indukujac PCD
komorek nowotworowych. Proces ten przebiegal gléwnie na szlaku wewngtrznym
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(mitochondrialnym) przy udziale kaspaz. Pochodna rutenu natomiast indukowata apoptoze
zar6wno na szlaku mitochondrialnym jak i zewnetrznym. Silne, prooksydacyjne dziatanie
ferrocenow, spowodowane obecnoscig Fe (II) wplywalo znaczaco na ich cytotoksycznosc,
gdyz preinkubacja komorek z antyoksydantami NACi a-Tocoferolem znaczaco redukowata
ich cytotoksyczno$¢. Podobny efekt antyoksydantéw zaobserwowano w komodrkach MCF-
7 traktowanych pochodna rutenu. Stres oksydacyjny, indukowany przez badane pochodne
metaloorganiczne prawdopodobnie byt takze odpowiedzialny za uszkodzenia DNA, ktorych
ilo$¢ ulegata obnizeniu po preinkubacji z antyoksydantami. Podobny efekt obserwowano po
preinkubacji komorek z inhibitorem proteaz, co sugeruje, ze znaczna cz¢sc tych uszkodzen
moze by¢ spowodowana przez apoptotyczna fragmentacje DNA. Zaburzenia struktury
materialu genetycznego skorelowane byto z hamowaniem cyklu podziatowego komorek
nowotworowych. Wyniki te wskazujag na cytostatyczny potencjal ferrocenylowych
koniugatow. Sposrod analizowanych w pracy pochodnych metaloorganicznych najbardziej
obiecujaca okazata si¢ pochodng rutenu, ktora wykazywata wyzsza cytotoksycznos$¢ od
cisplatyny 1 szerokie spektrum aktywnosci molekularnej, prowadzacej do $mierci komorki
nowotworowej zarowno na drodze apoptozy jak i katastrofy mitotycznej, procesy korzystne
dla organizmu z uwagi na to, ze nie powoduja procesu zapalnego. Kompleks DiRu-1
indukowata rowniez autofagie, ktora jest bardzo istotna dla niszczenia komorek
nowotworowych opornych na indukcje apoptozy. Uzyskane wyniki stanowig solidng bazg
informacji, ktora uzupetnia i poszerza dotychczasowy stan wiedzy na temat molekularnych
podstaw aktywnos$ci przeciwnowotworowej pochodnych metaloorganicznych. Zrozumienie
molekularnych  szlakow odpowiedzialnych za aktywno$¢ przeciwnowotworowsg
metaloorganicznych kompleksow ferrocenow oraz wzajemnych relacji na poziomie
struktura-aktywnos¢ (SAR) ma zasadnicze znaczenie dla dalszego rozwoju chemii
biometaloorganicznej oraz doskonalenia syntezy nowych zwigzkéw o jeszcze lepszych
wlasciwosciach przeciwnowotworowych. Nalezy podkresli¢, ze realizacja kluczowego celu,
jakim jest opracowanie nowych metaloorganicznych pochodnych, ktére w przysztosci
moglyby funkcjonowaé jako leki przeciwnowotworowe wymaga ciaglej i wnikliwej
wielopoziomowej analizy ich biologicznej aktywnosci w badaniach podstawowych in vitro,
badaniach przedklinicznych in vivo oraz badaniach klinicznych. Zasadnym wydaje si¢ wigc
przeprowadzenie kolejnych badan z zakresu wpltywu opisywanej grupy zwiazkéw na
ekspresje  genoOw  zaangazowanych ~w  proces  apoptozy,  przekaZnictwa
wewnatrzkomorkowego czy kontroli podziatow. Z drugiej strony konieczne jest réwniez
poszukiwanie w syntezach chemicznych takich rozwigzan strukturalnych, ktore
zapewnilyby wysokg selektywnos$¢ dziatania i aktywno$¢ biologiczng, z zachowaniem
niskiej cytotoksycznosci wzgledem komorek prawidtowych.
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13. WNIOSKI

Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki wykazaty, ze w ludzkich komodrkach
nowotworowych (MCF-7, MDA-MB-231, HepG2, CCRF-CEM, A549) badane
pochodne metaloorganiczne:

1.

2.

Charakteryzujg sie roznorodng aktywnoscig biologiczng, ktéra uwarunkowana
jest ich strukturg chemiczng, wykazujac typowa zalezno$¢ SAR.

Wykazujg dziatanie cytotoksyczne | cytostatyczne wobec komorek
nowotworowych, a efektywnos$¢ hamowania proliferacji komorek skorelowana
jest z budowa chemiczng zwigzku oraz jego prooksydacyjnymi
wlasciwo$ciami.

Indukuja apoptotyczna oraz nekrotyczng $mieré komorki, PCD realizowana
jest na szlaku mitochondrialnym przy udziale kaspaz -9 i -3.

Powodujg uszkodzenia materialu genetycznego, ktore skorelowane sa
z apoptotyczng fragmentacja DNA oraz zatrzymaniem cyklu komorkowego
w punkcie kontrolnym G2/M.

Hamuja aktywno$¢ reduktazy tioredoksyny (TrxR), enzymu odgrywajacego
duza role w regulacji proliferacji i migracji komodrek oraz hamowaniu apoptozy
na drodze regulacji proceséw utleniania i redukcji wielu biatek.

Sposrod przebadanych w pracy doktorskiej nowozaprojektowanych zwigzkoéw
metaloorganicznych najwyzsza aktywnos$¢ przeciwnowotworowsa,
poréwnywalng lub nawet wigksza niz stosowana klinicznie cisplatyna,
wykazuje pochodna rutenu (ICsp w zakresie stgzen nanomolowych). Powoduje
ona smier¢ komodrki nowotworowej na drodze apoptozy, wspomaganej przez
katastrofe mitotyczna i autofagig. Sg to procesy korzystne dla organizmu, gdyz
moga niszczy¢ komorki nowotworowe, oporne na indukcje apoptozy i w
odrdznieniu od nekrozy nie powodujg procesu zapalnego.
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14. STRESZCZENIE

W przedstawionej pracy doktorskiej pt. ,,Molekularne mechanizmy aktywnos$ci

przeciwnowotworowej nowych pochodnych metaloorganicznych” poddano biologiczne;j
analizie cztery zrdznicowane pod wzgledem strukturalnym grupy metaloorganicznych

pochodnych ferrocenéw oraz jedng pochodng rutenu.

Badano wtasciwos$ci przeciwnowotworowe 17 zwigzkow:

pochodnych akryloiloferrocenow (zwiazki 15 i 15ClI),

pochodnych azzaferrocenow (zwiazki 12 i 12a),

flawonoidowych pochodnych ferrocenylowych (zwiazki 4, 5, 6 i 7),

pochodnych ferrocenylowych, zawierajacych atom kobaltu (zwigzki 7, 8, 9, 10
i 11),

kompleksow alkilowych, zawierajacych pierscien chromonowy oraz atom zlota
(zwiazki 4, 51 6),

pochodnej rutenu DiRu-1.

Glownym celem badan, byta ocena profilu aktywnosci przeciwnowotworowej

nowosyntetyzowanych i niebadanych dotychczas pochodnych metaloorganicznych oraz
wyselekcjonowanie najbardziej aktywnych zwigzkow.

Szczegdtowe badania, wykonane w warunkach in vitro, miaty na celu:

1)

2)

3)

ocen¢ witasciwosci cytotoksycznych i cytostatycznych analizowanych pochodnych
wobec wybranych linii ludzkich komoérek nowotworowych

okreslenie rodzaju uszkodzen komorek, eksponowanych na dziatanie badanych
zwigzkow (zmiany morfologii, btony komorkowej, jadra komorkowego,
mitochondriow, chromatyny, DNA)

poznanie gtownych mechanizméw molekularnych, odpowiedzialnych za aktywnos$é
przeciwnowotworowg badanych zwigkow.

Analizowano cytotoksyczne, cytostatyczne, pro-oksydacyjne, pro-apoptotyczne

I genotoksyczne wilasciwosci najbardziej aktywnych zwiazkow, wyselekcjonowanych na
podstawie testow cytotoksycznosci. Dodatkowo oznaczano wptyw wybranych zwiazkéw na

aktywnos$¢ reduktazy tioredoksyny.

Badania wykonano na czterech adherentnych liniach komérek nowotworowych:

estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi (MCF-7); potrojnie negatywnego gruczolakoraka
piersi (MDA-MB-231); raka watrobowokomoérkowego (HepG2); niedrobnokomoérkowego
gluczorakoraka ptuc (A549) oraz ostrej biataczki limfoblastycznej (CCRF-CEM).

Wykazano, ze badane pochodne metaloorganiczne:

Charakteryzowaty si¢ roznorodng aktywnoscia biologiczng, zalezng od ich struktury
chemicznej wykazujac typowa zalezno$¢ SAR.

. Wykazywaly dziatanie cytotoksyczne 1 cytostatyczne wobec komorek

nowotworowych, a ich efektywno$¢ hamowania proliferacji komodrek
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nowotworowych skorelowana byta ze strukturg chemiczng i prooksydacyjnymi
danego zwiazku.

3. Indukowaty apoptotyczng $mier¢ komorek nowotworowych, realizowana na szlaku
mitochondrialnym przy udziale kaspazy.

4. Niektore pochodne indukowaty rowniez nekroze, katastrofe mitotyczng oraz
autofagie.

5. Powodowaly uszkodzenia materialu genetycznego, ktore skorelowane byly
z zatrzymaniem cyklu podziatowego w punkcie kontrolnym G2/M.

6. Hamowaly aktywnos¢ reduktazy tioredoksyny (TrxR), odpowiedzialnej za
homeostaze¢ redoks i proliferacje komorek.

Sposrod analizowanych pochodnych metaloorganicznych najbardziej obiecujaca
okazata si¢ pochodng rutenu (kompleks DiRu-1), ktéra wykazywala wyzsza
cytotoksyczno$¢ od cisplatyny i szerokie spektrum aktywno$ci molekularnej, prowadzacej
do $mierci komorki nowotworowej zaréwno na drodze apoptozy jak 1 katastrofy
mitotycznej, procesy korzystne dla organizmu z uwagi na to, ze nie powoduja procesu
zapalnego. Kompleks DiRu-1 indukowatl roéwniez autofagig, ktora jest bardzo istotna dla
wyeliminowania komorek nowotworowych opornych na indukcje apoptozy. Uzyskane
wyniki stanowig solidng bazg informacji, ktora uzupehia i poszerza dotychczasowy stan
wiedzy na temat molekularnych podstaw aktywnos$ci przeciwnowotworowej pochodnych
metaloorganicznych. Badania te wymagajg rowniez rownoleglej, szczegdlowej analizy
toksycznosci tych zwigzkéw wobec komorek prawidtowych.
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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:

e Acryloicferrocenes (compounds 15 and 15Cl),

e Azaferrocenes (compounds 12, 12a),

e Ferrocenylvinyl flavones (compounds 4, 5, 6 and 7),

e Ferrocenyl and dicobalt hexacarbonyl chromones (compounds 4, 5, 6 and 7),
e Gold(I)-Alkynyl Chromones(compounds 7, 8, 9, 10 and 11),

e 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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