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1. WSTEP

1.1. Wystepowanie stilbenoidow w przyrodzie i ich charakterystyka ogdlna

Badania ostatnich lat dowodza, ze istnieje Scisty zwiazek pomig¢dzy konsumpcja owo-
cow 1 warzyw, a ich wplywem na zdrowie cztowieka. Udowodniono, ze dieta bogata w te
produkty zmniejsza ryzyko chorob uktadu krazenia, zachorowalno$¢ na nowotwory i — w
efekcie — umieralno$¢. Wykazano, ze wiele r6znych zwiazkéw chemicznych wystepujacych
w przyrodzie jest odpowiedzialnych za prewencyjne i lecznicze dziatanie owocow 1 warzyw.
Wisrdd nich najwigksza aktywno$¢ biologiczna wykazuja flawonoidy oraz stilbenoidy. Jest to
szeroka klasa zwiazkow, ktora wykazuje silng aktywnos$¢ biologiczna 1 medyczna. Stilbeno-
idy naleza do substancji bedacych pochodnymi hydroksylowymi stilbenu, ktory w przyrodzie
wystgpuje gltdéwnie w formie stereoizomeru trams. Zaliczamy do nich izoflawony, ligniny,
kumestany i polifenole. Podstawowym elementem strukturalnym stilbenoidéw jest szkielet
trans-stilbenowy oraz grupy hydroksylowe w dwoch pierscieniach fenylowych. Uktad winy-
lowy zapewnia petna koniugacje pierscieni fenylowych. Do najbardziej znanych polifenoli
stilbenowych pochodzenia naturalnego naleza: TR, CR, frans- i cis-piceid, pinosylwina, PC,
rapontygenina oraz pterostilben (Rys. 1.1.1.). W Tabeli 1.1.1. podano gtéwne zrédta TR oraz
innych stilbenoidow wystepujacych w przyrodzie, a takze w produktach zywno$ciowych.
Gloéwne Zrodla tych zwiazkéw to: winogrona, orzechy ziemne, owoce morwy oraz rozne ga-
tunki boréwek. Ostatnie doniesienia wskazuja na obecno$¢ stilbenoidéw w skoérce pomidora
[1] 1 w wyciagach z ciemnej czekolady [2]. Jako ciekawostke mozna podaé fakt, ze niektore
triacylowe pochodne polifenoli stilbenowych wyizolowano z czerwonej gabki (Kirkpatrickia
variolosa 1 Myxillideae). Stilbenoidy odkryto rowniez w szyszkach chmielu [3], w ktorych
zawarto$¢ TR okreslono na poziomie 5-16 mg/kg, natomiast zawarto$¢ frans-piceidu na po-
ziomie 4-9 mg/kg. Sposréd wszystkich stilbenoidow najwigcej doniesien dotyczy TR —
zwiazku o najwyzszej aktywnos$ci biomedycznej, ktory obecnie przezywa renesans zaintere-

sowania wielu grup badawczych na calym §wiecie.
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Rys. 1.1.1. Polifenole stilbenowe naturalnego pochodzenia: a) trans-resweratrol (TR), b) cis-
resweratrol (CR), ¢) trans-piceid, d) cis-piceid, e) pinosylwina, f) piceatannol (PC), g) rapon-
tygenina, h) pterostilben

TR (trans-4",3,5-trihydroksystilben, 5-[(1E)-2-4-hydroksyfenylo)winylo]benzeno-1,3-
diol, Rys. 1.1.1.a) jest biata, krystaliczna substancja, bardzo stabo rozpuszczalnag w wodzie
(rozpuszczalno$¢ w temp. 298,2 K wynosi 0,000387g/100g H,0), natomiast bardzo dobrze
rozpuszczalng w etanolu (rozpuszczalno$¢ w temp. 298,2 K wynosi 85,118g/100g etanolu),
DMSO oraz dimetyloformamidzie [4] Uzyskane wyniki dowodza, ze TR jest substancja w
duzym stopniu hydrofobowa, ktérej rozpuszczalno$¢ w wodzie jest nawet mniejsza od roz-
puszczalnosci fenolu (9,2 g/100g H,O w temp. 298 K). TR tatwo ulega fotoizomeryzacji do
stereoizomeru cis (Rys. 1.1.1.b). Ponadto izomer frans charakteryzuje si¢ fluorescencja, pod-
czas gdy cis praktycznie nie fluoryzuje. [zomer trans charakteryzuje si¢ tez duza niestabilno-

$cig termiczng 1 juz w temperaturze pokojowej moze ulec termoindukowanej izomeryzacji,
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prowadzacej do stereoizomeru cis. Ponadto wykazano, ze w $rodowisku o wysokim pH, TR
bardzo latwo ulega przeksztalceniu w CR [5]. Przeprowadzone badania dowodza, Ze istnieje
réznica w aktywnosci biologicznej stereoizomerow cis i trans, przy czym TR jest bardziej
aktywna forma [6,7]. Badania pozostatych stilbenoidow réwniez wykazaty, ze stereoizomery
trans wykazuja inng aktywno$¢ biologiczna, niz stereoizomery cis. Na przykilad: TR ma
wigksze zdolnosci do indukowania apoptozy w leukocytach HL-60 niz CR [6] oraz jest sil-
niejszym inhibitorem cyklooksygenazy (COX-1) w poréwnaniu z CR [7]. Bazujac na danych
spektroskopowych, otrzymanych dla TR w roztworze etanolowym stwierdzono, ze zwiazek
ten wykazuje maksymalna absorbancj¢ przy 308 nm, podczas, gdy cis-stereoizomer przy 288
nm. Nastepnie rozdzielono te stereoizomery za pomoca metody HPLC (High Performance
Liquid Chromatography). Wykonujac badania spektroskopowe w roztworze wodnym i etano-
lowym stwierdzono, ze TR wykazuje najwigksza absorpcj¢ promieniowania UV w etanolu.
Ponadto na podstawie wykonanego widma NMR stwierdzono znaczace réznice w przesunig-
ciu pikéw, co pozwolito rozr6zni¢ badane stereoizomery [8]. Trela oraz Waterhouse [9] zba-
dali stabilno$ci TR w réznych warunkach fizykochemicznych. Stwierdzili, ze TR jest trwaty
przy braku $wiatla i w roztworze buforu o wysokim pH. Autorzy wykazali rowniez, Ze izomer
cis jest szczegblnie wrazliwy na $wiatlo, ale pozostaje wyjatkowo stabilny przechowywany
przez 35 dni w ciemno$ci w roztworze etanolu. Badania ujawnity réwniez, ze niskie pH przy-
czynia si¢ do izomeryzacji cis w trans. Deak 1 Falk [8] studiowali trwato$¢ i fotochemig ste-
reoizomerow resweratrolu. Ich badania pokazaty, ze TR jest trwalszy od izomeru cis o okoto
11 kcal/mol. Natomiast obliczona bariera rotacyjna dla tych zwiazkéw wynosita okoto 14
kcal/mol. W pracy tej rowniez wyznaczono state dysocjacji TR, odpowiadajace deprotonacji
poszczeg6lnych protonéw z grup hydroksylowych. Wartosci pK, (ujemny logarytm dziesigtny
ze statej dysocjacji kwasowej) otrzymane dla monoanionu oraz dianionu wynosity odpowied-
nio 9,3 i 10,0. Na postawie tych wartosci autorzy jednoznacznie dowiedli, ze proton z grupy
4’-OH jest najbardziej kwasowy. Stwierdzono rowniez, ze dominujaca forma resweratrolu w
surowcach naturalnych jest izomer #rans, natomiast obecno$¢ w czerwonym winie stereoizo-
meru cis moze by¢ zwigzana z wystgpowaniem enzymow powstajacych podczas fermentacji,
ktore katalizuja konwersje trans—cis. Autorzy sugeruja rowniez, ze stereoizomer cis moze by¢
uwalniany w wyniku powolnego rozktadu oligomerow resweratrolu. W ostatnich latach opra-
cowano metody pozwalajace na wyodrgbnienie TR z ekstraktow roslinnych. Okazato sig, ze
metoda HPLC [10], HPTLC [11] oraz chromatografia gazowa (GC — Gas Chromatography)
[12] sa najbardziej adekwatne do tego celu, poniewaz ekstrakty, oprocz resweratrolu, zawiera-
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ja szereg innych stilbenoidéw oraz ich kompleksy z cukrami i garbnikami. Gtownie stosowa-
no metod¢ HPLC z kolumna zawierajaca odwrdcona fazg oraz detektor promieniowania UV.
Metoda ta jest szczegdlnie zalecana, gdyz mozemy za jej pomoca rozdzieli¢ nie tylko miesza-
ning, ale rowniez oznaczy¢ jej sktad na podstawie roznic wartosci absorbancji sktadnikow
mieszaniny. Wykazano réwniez ze uzycie spektrometrii masowej, fluorymetrii oraz metod
elektrochemicznych zdecydowanie poprawia mozliwos$ci detekcji pochodnych resweratrolu w
ztozonych mieszaninach.

Chemicznie TR powstaje na drodze przemian kwasu cynamonowego. Podobny szlak
syntezy wystepuje w obszernej klasie zwiazkéw zwanych flawonoidami. Zasadniczym eta-
pem syntezy TR jest kondensacja czasteczki p-kumarylo-CoA i trzech czasteczek malonylo-
CoA [13]. Reakcja ta jest katalizowana przez syntazg resweratrolu. W zaleznosci od budowy
wyjsciowego substratu moga powstawaé rézne pochodne hydroksylowe trans-stilbenu. Po-
wstate na kolejnych etapach syntezy zwiazki moga ulega¢ nast¢pnie reakcjom glukozydacji,
metylacji 1 kondensacji, w wyniku ktorej powstaja oligomeryczne pochodne TR, zwane wini-
ferynami [14]. Ostatnie badania pokazuja, ze TR moze tworzy¢ dimery, trimery, a nawet te-
tramery 1 pentamery [15-17]. Spos$rod nich najwazniejsze to: pallidol, trans-e-winiferyna, a-
winiferyna (suffruticosol B), cis-e-winiferyna, trans-d-winiferyna-A, trans-8-winiferyna-B
oraz gnetina H (Rys. 1.1.2.). Zwiazki te wystepuja gtownie w skorkach czerwonych winogron
1 czerwonym winie oraz w owocach Vitis vinifera.

W surowcach roslinnych wystepuja tez réznorodne glikozydy TR. Na szczeg6lna uwage
zastuguja O-glukozydy i O-fruktozydy. Z rosliny Hopea atilis C udato si¢ takze wyizolowac
glukozyd resweratrolu [15]. Sposrod wszystkich glukozydéw najwigcej doniesien literaturo-
wych dotyczy silnie bioaktywnego trans-piceidu (Rys. 1.1.1.¢) — jednego z aktywnych sktad-
nikow czerwonych win [16,17]. W winogronach czerwonych piceid wystgpuje rowniez w
formie izomeru cis (Rys. 1.1.1.d). W winogronach odmiany Casteao uprawianej w Portugalii
zawarto$¢ w suchej skorce trans- i cis-piceidu wynosita odpowiednio 67,24 1 58,90 mg/kg, co
stanowilo prawie trzykrotnie wigksza zawarto$¢, niz TR. Bardzo bogatym zrodlem trans-
piceidu jest tez sok winogronowy. Stgzenie tego glukozydu w soku z czerwonych winogron
jest okoto 20-krotnie wyzsze, niz w soku z biatych winogron [18]. Sok z ciemnych winogron
zawiera §rednio 3,38 mg/L TR, podczas gdy cis-piceidu jest ok. 0,18 mg/L [18]. Z dotychcza-
sowych badan wynika, Zze najbogatszym Zrédlem TR jest korzen rdestowca ostrokonczystego
(Reynoutria japonica). Oprocz TR 1 CR w korzeniu tej rosliny wystepuje cis- i trans-piceid
oraz 4'-O-glukozyd TR. Badania Burnsa i wsp. [19] pokazaly, ze w naparze przygotowanym
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z tej rosliny znajduje si¢ ok. 974 mg catkowitego resweratrolu w postaci aglikonu i1 glukozy-
du. Po raz pierwszy TR wyizolowano w 1939 roku z rosliny Veratrum grandiflorum [20]. W
1976 roku odkryto go w winie gronowym i owocach Vitis vinifera w trakcie badan nad odpo-
wiedzia rosliny na infekcje grzybowa [21]. P6zniejsze badania doprowadzily do oznaczenia
stezenia TR w skorce winogron i réznych gatunkach win. Wykazano, ze st¢zenie tego zwiaz-
ku w winie jest w zakresie od 0,2 mg/L do 10,6 mg/L, przy czym doktadna warto$¢ zalezy od
rodzaju winogron [20]. Praca Juan [23] pokazala, ze w winach Merlot stezenie TR moze osia-
ga¢ nawet warto$¢ 7,74 mg/L. W poroéwnaniu z winem czerwonym, biate zawiera mniejsze
stezenie TR i jego pochodnych. Przyktad: suma stilbenoidéw w probkach z biatych winogron
wynosi $rednio 0,49 mg/L, a w probkach z czerwonych winogron 4,73 mg/L [23]. Przy
umiarkowanym spozyciu wina (150-200 mL) dziennie mozemy przyswoi¢ 0,627-2,75 mg TR
1 jego pochodnych znajdujacych si¢ w czerwonych winach z Hiszpanii [24] lub okoto 3 mg
tego zwiazku wraz z winem pochodzacym z Portugalii [25].

Badania pokazaly, ze TR jest transportowany do zywych komorek w postaci tatwo roz-
puszczalnego w wodzie 3-O-glukuronianu, ktory nastgpnie w cytoplazmie komorkowej pod
wplywem glukuronidazy ulega hydrolizie enzymatycznej do obojgtnej formy TR oraz kwasu
glukuronowego [26-28]. Uwaza sig, ze forma posiadajaca aktywno$¢ farmakologiczna jest
wolny resweratrol, natomiast glukuroniany tego stilbenoidu uznaje si¢ za nieaktywne, chociaz
istnieja doniesienia o mozliwym biologicznym dziataniu takich potaczen. Aumont i wsp. [26]
wykazali po raz pierwszy, ze TR w komorkach watrobowych u szczuréow tatwo ulega bio-
transformacji do glukuronianu. W ich eksperymencie komorki z watroby szczura zostaty
wprowadzone do roztworu zawierajacego TR oraz kompleks 5°-difosforanu(V) urydyny i1
kwasu glukuronowego. Na podstawie wynikow uzyskanych za pomoca wysokowydajnej
chromatografii cieczowej (HPLC) wydzielono glowny produkt metabolizmu. Widmo masowe
potwierdzito, ze metabolitem tym jest glukuronian TR, w ktérym reszta kwasu glukuronowe-
go jest zwigzana z atomem O3 [30]. Co wigcej, badania przeprowadzone przez Meng i wsp.
[27] wykazaty, Zze w probce osocza pobranego od szczura, ktoremu podano TR, 90% z catko-
witej ilosci tego zwiazku wystgpuje w postaci glukuronianu. TR jest rowniez metabolizowany
do siarczanow(VI) w komorkach na drodze sulfonowania. W wyniku tego procesu powstaja
siarkowe metabolity, m.in. sulfonian i siarczan(VI) TR, ktore wykazuja bardzo dobra roz-
puszczalno$¢ w ptynach ustrojowych. Badania Wenzel 1 wsp. [28] udowodnity, Zze obok glu-
kuronianu, metabolity TR stanowia mono-, di- oraz trisiarczany(VI). Jednakze badania ekspe-

rymentalne wykazaty, ze glukuronacja dominuje nad sulfonowaniem w szlaku metabolicznym
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TR. W Tabeli 1.1.2. przedstawiono podsumowanie najwazniejszych farmakokinetycznych i
farmakologicznych badan nad TR.

Pierwsze badania materiatu biologicznego w kontekscie przemian metabolicznych TR
przeprowadzili Juan i wsp. [23]. Po podaniu szczurom izomeru trans (2 mg/kg), po 15 min.
jego stezenie w osoczu wynosito 0,175 mg/L. W innym badaniu, po podaniu szczurom tej
samej 1losci TR po 10 min. osiagat on stezenie maksymalne 550 ng/mL, a oznaczany byl jesz-
cze 60 min. po podaniu. Absorpcje, biodostgpnos¢ i metabolizm TR u ludzi badali Walle i
wsp. [29], podajac doustnie zdrowym ochotnikom znakowany '“C-TR w dawce 25 mg. Po
godzinie oznaczyli maksymalne stezenie tego polifenolu we krwi (491 ng/mL). Badanie me-
chanizmow wchlaniania w jelitach TR jest konieczne do sprawdzenia, czy zwigzek ten moze
by¢ uzyty w farmakoterapii 1 farmakokinetyce. Podejmowano wiele prob w celu wyjasnienia
tego procesu [30,31]. Pionierskie badania zapoczatkowane przez Andlauera i wsp. [30] wyka-
zaty, ze TR w kosmkach jelitowych ulega bardzo szybkiemu wchtanianiu i nastgpnie biotrans-
formacji do glukuronianu. Do ciekawych wynikéw doszli Henry 1 wsp. [31], badajac wchta-
nianie TR przez ludzka rodzing komoérek Caco-2. Badania te udowodnity, Zze TR niezwykle
tatwo ulega wchlonigciu przez szczytowa cze$¢ tej komorki i jest metabolizowany do po-
chodnej kwasu glukuronowego i siarkowego (VI). Natomiast do wngtrza komorki jest trans-
portowany na zasadzie dyfuzji biernej. Stosujac TR z podstawieniem izotopowym *H wyka-
zano, ze watroba w organizmie czlowieka jest glbwnym organem, w ktérym nastgpuje prak-
tycznie calkowita biotransformacja TR. Glownym metabolitem jest glukuronian, cho¢ u
szczurOW oznaczono tez monosiarczany oraz aglikon. Dwa stereoizomery resweratrolu inku-
bowane in vitro z ludzkimi mikrosomami watrobowymi ulegaly glukuronidacji do 3-O oraz
4°-O-glukuronianu resweratrolu [37]. Powstawanie tych koligatow jest katalizowane przez
UDP-glukuronylotransferazg. Badanie mechanizmu glukuronidacji pokazalo, ze jest to proces
wysoce stereoselektywny. [zomer cis resweratrolu jest metabolizowany znacznie szybciej (5-
10 razy), niz jego izomer trans, a preferencja obu reakcji dotyczy glownie pozycji 3. Glowna
forma glukuronylotransferazy, ktora katalizuje glukuronidacjg izomeru trans jest UGT1AL, a
izomeru cis — UGT1A6. Badania farmakokinetyczne miaty na celu wyznaczenie st¢zenia TR
w komorkach serca, watroby i nerek. Otrzymane wyniki sugeruja, ze zwiazek ten po szybkim
wchtonigciu do krwi w jelicie cienkim ulega gtownie akumulacji w komoérkach watrobowych
1 nerkowych. W badaniach tych wykorzystano parametr UAC — Urinary Albumin Concentra-
tion, jako miarg czasowego dziatania leku w Srodowisku komérkowym oraz osoczu. Najwigk-
sza warto$¢ tego wskaznika otrzymano dla osocza i ptynu komérkowego tkanek pobranych z
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nerek 1 watroby. Uzyskane wyniki pokazuja, ze TR jest szybko wchtaniany 1 rozprowadzany

w sercu, watrobie i nerkach, a nastgpnie sprawnie usuwany przez nerki i wraz z zo6tcia [32].

12 %
)

g 4OH
Rys. 1.1.2. Struktury oligomeréw TR: a) trans-e-winiferyna, b) cis-e-winiferyna, c) trans-o-
winiferyna-A, d) trans-d-winiferyna-B, e) a-winiferyna (suffruticosol B), f) pallidol, g) gneti-
na H
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W winie stwierdzono tez obecnos¢ w duzym stezeniu hydroksylowej pochodnej TR, a
mianowicie PC. Ribeiro de Lima i wsp. [25] pokazali, Ze stgzenie tego zwiazku w winach
francuskich jest blisko trzykrotnie wigksze od st¢zenia TR i wynosi ok. 13,1 mg/L. W winie
zidentyfikowano tez trans-astringing (3-p-O-glukozyd PC, Rys. 1.1.3.a) oraz oligomery TR:
o-winiferyne, e-winiferyng, pallidol oraz tetramer — hopeafenol [33]. Powstawanie stereo-
izomeru cis jest najprawdopodobniej spowodowane izomeryzacja TR, zachodzaca podczas
dojrzewania wina. Szczegolowy rozklad stezen trans- 1 CR oraz trans- i cis-piceidu w winach

z Francji 1 Portugalii przedstawiono w Tabeli 1.1.3.

C

Rys. 1.1.3. B-O-glukozydy TR, PC i 3-O-glukuronian TR: a) trans-astringina, b) TR-4"-3-O-
glukopiranozyd, c) 3-O-glukuronian TR

Z wystepowaniem TR w czerwonym winie jest bezposrednio zwiazany tzw. ,,paradoks
francuski”, opisany po raz pierwszy w 1992 roku [34], w zwiazku z kardioprotekcyjna aktyw-
noscia TR. Paradoks francuski, to anomalne zmniejszenie chordb serca i uktadu krazenia u
0sob, ktore regularnie pija czerwone wino, mimo codziennej diety do$¢ bogatej w thuszcze.
Efekt ten przypisano obecnosci TR, PC i flawonoidow — sktadnikdéw czerwonego wina i ich
aktywno$ci antyoksydacyjnej. Paradoksalnym wydaje si¢ by¢ fakt, ze pomimo jedzenia ttu-

stych potraw i jednoczesnego spozywania czerwonego wina przez Francuzow, ich zachoro-
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walno$¢ na arterioskleroze jest bardzo mata. Sktania to do wysunigcia przypuszczenia, ze
czerwone wino daje Francuzom szczego6lna ochrong przed ta choroba. Bertelli i wsp. [35]
przeanalizowali, w jaki sposob zawartos¢ TR w czerwonym winie wptywa na jego zdolno$¢
do zapobiegania powstawaniu wolnych rodnikéw hydroksylowych. Badaniom poddano re-
gionalne czerwone wino o duzej zawartos$ci tego polifenolu oraz wino o jego mniejszej zawar-
tosci. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow stwierdzono, ze to pierwsze charakte-
ryzowalo si¢ znacznym dzialaniem antyoksydacyjnym. Wyniki te sugeruja, ze TR jest istot-
nym skfadnikiem aktywnym czerwonych win, hamujacym powstawanie wolnych rodnikow,
zwlaszcza hydroksylowych.

Oprécz czerwonego wina, innym zrédtem TR sa orzeszki ziemne. W warunkach natu-
ralnych najwigksze stgzenie TR wystgpuje w niedojrzaltym bielmie nasion. Na podstawie ba-
dan przeprowadzonych przez Sanders i wsp. [36] nalezy wnioskowaé, Ze nieprzetworzone
orzechy ziemne zawieraja 0,02-1,79 pg/g TR. Pozbawione tupiny, gotowane orzechy charak-
teryzuja si¢ najwigksza iloscia tego zwiazku (5,138 pg/g) [37]. Co wigcej, Ibern-Gomez 1
wsp. [38] oznaczyli zwartos¢ TR w masle orzechowym na poziomie 0,27-0,75 ng/g. Ostatnio
przeprowadzone badania Lyons i wsp. [39] pokazaly, Zze innym zréodtem TR w przyrodzie sa
boréwki. Stwierdzono, ze najwigksza zawarto$¢ tego zwiazku wystgpuje w potnocnoamery-
kanskiej borowce wysokiej (0,006 ng/g §wiezej masy) oraz borowce czernicy (0,003 ng/g
$wiezej masy). Badania Rimando i wsp. [40] wykazaty, Ze nie tylko TR jest sktadnikiem bo-
réwek. Rowniez pterostilben i PC sa obecne w tych owocach na poziomie 138-422 ng/g. Mi-
mo, ze zawarto$¢ TR 1 jego pochodnych jest zdecydowanie mniejsza, niz w czerwonych wi-
nach, czy skorkach winogron, owoce borowki stanowia warto$ciowe zrddto stilbenoidow.
Stad sa one owocami o cennych wtasciwosciach leczniczych.

PC, czyli trans-3,4,3",5 -tetrahydroksystilben, piceatannol Iub astringenina (Rys.
1.1.1.f) jest oprocz TR jednym z najlepiej poznanych stilbenoidow wystepujacych w przyro-
dzie. Jego gtowne zrodta wystgpowania to: trzcina cukrowa, czarne jagody, boréwki, orzeszki
ziemne, czerwone wina oraz skorka czerwonych winogron [41]. Po raz pierwszy zostat wy-
izolowany z ro§liny Euphorbia lagascea [42] w 1984 roku. Roélina ta jest stosowana w me-
dycynie ludowej jako lek na choroby nowotworowe oraz brodawki. PC jest syntezowany w
roslinie w odpowiedzi na atak grzybow, dzialanie swiatta ultrafioletowego oraz infekcje bak-
teryjna [50]. Wzmozona syntezg PC zaobserwowano réwniez podczas dojrzewania winogron
oraz w trakcie fermentacji wina, zachodzacej pod wplywem B-glukozydazy, wytwarzanej

przez bakterie aneorobowe [43]. PC zostal réwniez wyizolowany z azjatyckiej rosliny stracz-
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kowej Cassia garrettiana, pochodzacej z Azji [44]. Ostatnio przeprowadzone badania rzucity
Swiatto na wystgpowanie 1 mechanizm powstawania PC w zywych komoérkach. Wykazano, ze
zwiazek ten jest jednym z gtownych metabolitow TR, powstajacych w cytochromie P450 przy
wspoétudziale enzymow 1A2 oraz 1B1. W jednym z badan, w ktorych wykorzystano mikro-
somy z komoérek watroby cztowieka dowiedziono, ze gtlbwnym metabolitem TR jest wtasnie
PC. Ponadto badania te pokazaly, ze szybko$¢ tej biotransformacji jest bardzo duza, co po-
twierdzaja jej parametry kinetyczne Ky = 21 tM oraz vme = 86 pmol 'mg™ [45]. Potter i wsp.
[46] badali mechanizm powyzszej reakcji, wykorzystujac w eksperymentach ludzkie limfo-
balsty, wyposazone w cytochrom P450.. Z badan wynika, ze procesowi temu towarzyszy po-
wstawanie dwoch kolejnych tetrahydroksylowych pochodnych #rans-stilbenu. Wyniki tych
prac eksperymentalnych prowadza do wniosku, ze TR moze by¢ potencjalnym lekiem, ktory
dziata jako substancja generujaca inne stilbenoidy o wtasciwos$ciach leczniczych.

Pinosylwina (trans-3",5"-dihydroksystlilben) to jeden z najlepiej poznanych stilbeno-
1doéw, ktéry ma zdolno$¢ ochrony przed rozmaitymi infekcjami. Ten stilbenoid jest gtéwnym
sktadnikiem ekstraktow wydzielonych z réznych czgsci sosny oraz eukaliptusa [47]. Najwigk-
sze stgzenie pinosylwiny zostalo zaobserwowane w iglach sosny w odpowiedzi na infekcje.
Mozemy stad wnioskowac, ze pinosylwina jest substancja chroniaca kambium sosny przed
szkodliwymi bakteriami, wirusami oraz grzybami. Kilka prac jednoznacznie pokazalo, ze
pinosylwina chroni rézne fragmenty sosny i drzew okrytonasiennych przed chorobami oraz
procesami prochniczymi [48]. W szczegdlnosci wykazano, ze stilbenoid ten jest efektywnym
inhibitorem préchnicy w probkach drewna wyodrgbnionego z osiki i brzozy, w przeciwien-
stwie do TR, ktéry w tym samym stgzeniu, co pinosylwina wykazywat zdecydowanie stabsze
dzialanie antyprochnicze.

Rapontygenina (trans-3,3",5-trihydroksy-4-metoksystilben) jest kolejnym stilbenoidem,
ktoéry jest obecnie intensywnie badany pod katem jego aktywnosci antyoksydacyjnej, antyno-
wotworowej, antyalergicznej, przeciwzapalnej oraz jako substancja wspomagajaca uktad kra-
zenia [49]. Gtéwnym zrodtem rapontygeniny jest rabarbar, ktory byl stosowany w medycynie
chinskiej z uwagi na jego silne dziatanie przeczyszczajace i1 przeciwzapalne. Silniejsze dzia-
tanie lecznicze wykazuje glukozyd rapontygeniny — rapontycyna, ktora jest stosowana w le-
czeniu syndromu Oketsu, objawiajacego si¢ niewydolno$cia krazenia, dolegliwos$ciami bolo-
wymi oraz chronicznymi stanami zapalnymi [50]. Rapontygenina byta rowniez rekomendo-

wana, jako potencjalny lek stosowany przeciwko alergiom [51].
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W ostatnich latach obiektem intensywnych badan stal si¢ pterostilben (trans-3,5-
dimetoksy-4'-hydroksystilben) z uwagi na jego silna aktywno$¢ biologiczna. W szczegdlno-
sci, w kilku pracach, autorzy pokazali, ze substancja ta posiada zdolno$¢ obnizania stgzenia
glukozy w surowicy oraz indukowania apoptozy komoérek nowotworowych. Stilbenoid ten
jest aktywnym sktadnikiem czarnej jagody, szyszek chmielu, rosliny Botrytis vinifera oraz
niedojrzatych jagdd odmiany Pinot i Gamay [40]. Rimando i1 wsp. [40] pokazali, Ze w jago-
dach rodzaju Vaccinium, pterostilben wystepuje w stezeniu wynoszacym 99-520 ng/g suchych
owocow. Duze stgzenie tego zwiazku obserwowane jest w skorkach winogron odmiany Xa-
rello, natomiast mata ilo$¢ pterostilbenu znajduje si¢ w ekstrakcie z lisci winogron. Nalezy
podkresli¢, ze w poréwnaniu z innymi polifenolami zwigzek ten nie wystgpuje w czerwonym
winie [52], stanowi natomiast gtowny polifenolowy sktadnik darkchasavey — tradycyjnego
napoju spozywanego przez Hindusow w celu ochrony organizmu przed chorobami serca i
innym dolegliwo$ciami [53]. Ponadto, zwiazek ten znajduje si¢ w drzewie Pterocarpus mar-
supiu, ktorego kambium stosowane jest jako naturalny lek przeciw cukrzycy. Warto przy tym
zaznaczyC, ze pterostilben zostal po raz pierwszy wyizolowany z tej rosliny. Réwniez kora
todygi Guibourtia tessmani zawiera ten zwiazek 1 jest stosowana w afrykanskiej ludowej me-

dycynie, jako lek na r6zne dolegliwosci.

1.2. Wlasciwosci przeciwutleniajace, przeciwlipemiczne i kardioprotekcyjne TR oraz

innych stilbenoidow

Reaktywne formy tlenu, to indywidua chemiczne zawierajace w swoim sktadzie atomy
tlenu z niesparowanym elektronem i inne pochodne tlenu tripletowego, tatwiej wchodzace w
reakcje, niz tlen czasteczkowy. Reaktywne formy tlenu powstaja jako naturalny produkt me-
taboliczny 1 odgrywaja rolg sygnalizatorow komorkowych. Jednakze w czasie stresu oksyda-
cyjnego ilo$¢ tych form moze drastycznie wzrosnaé, powodujac degradacjg organelli komor-
kowych. W takiej sytuacji nastepuje zwigkszenie ekspresji gendw kodujacych enzymy — kata-
lazy 1 dysmutazy ponadtlenkowej. Organizm cztowieka dysponuje sprawnym systemem chro-
niacym komorki przed stresem antyoksydacyjnym. Sktada si¢ on gtownie z przeciwutleniaczy
endogennych, czyli enzymow: katalazy, peroksydazy oraz dysmutazy, sposrdd ktoérych naj-
wigksze znaczenie ma dysmutaza ponadtlenkowa oraz peroksydaza glutationowa. Bardzo
wazna rol¢ w zmniejszaniu uszkodzen komorkowych, wywotanych przez wolne rodniki, od-

grywaja przeciwutleniacze pochodzenia naturalnego. Naleza do nich gléwnie zwiazki polife-
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nolowe, flawonoidy, witaminy C i E oraz karotenoidy. Badania potwierdzaja silng aktywnos¢
przeciwutleniajaca polifenoli zawartych w zielonej herbacie oraz w czerwonych winogronach.

W ostatnich latach szczegdlna uwage zwrdcono na TR. Badania te w sposob jedno-
znaczny udowodnily aktywnos$¢ antyoksydacyjna tego zwiazku na poziomie komorkowym w
testach in vivo oraz in vitro [54,55]. Pokazano, ze aktywnos$¢ biologiczna jest zdeterminowana
ptaska budowa szkieletu trans-stilbenowego obojetnego zwiazku oraz jego form rodniko-
wych, a takze obecnoscia grup hydroksylowych w pierscieniach aromatycznych. Co wigcej —
udowodniono, ze obecno$¢ wiazania winylowego zapewnia efektywna delokalizacje¢ niespa-
rowanego elektronu w rodnikach fenoksylowych. Efektem koniugacji miedzy dwoma pier-
Scieniami jest istnienie duzej ilosci struktur rezonansowych, co przektada si¢ na zwigkszenie
trwatosci rezonansowej rodnikow TR. Wykazano takze, ze grupa hydroksylowa zawarta w
pozycji para ma decydujace znaczenie w zmiataniu wolnych rodnikéw, gdyz wigzanie O-H w
tej pozycji jest najmniej trwale [56]. W efekcie jest ono bardzo podatne na homolityczny roz-
pad w interakcji z wolnymi rodnikami. Francuzi w poréwnaniu z innym populacjami rzadziej
zapadaja na choroby sercowo-naczyniowe. Pozytywny wplyw TR na spadek tych choréb mo-
ze by¢ wynikiem dezaktywacji wolnych rodnikéw, dziatania ochronnego wobec oksydacji
cholesterolu LDL (Low Density Lipoproteid), a takze modyfikacji przemian thuszczowych.
Wsrod wielu proceséw prowadzacych do powstania miazdzycy istotng rol¢ odgrywa wspo-
mniane utlenianie LDL oraz lipidéw, stanowiacych gléwny sktadnik bton biatkowo-
lipidowych. Szkodliwe rodniki na poziomie komérkowym indukuja peroksydacje¢ thuszczow,
w wyniku czego powstaja szkodliwe nadtlenki alkilowe kwasow tluszczowych, ktore bezpo-
srednio uszkadzaja srodbtonek matych naczyn krwiono$nych, uruchamiajac tym samym ka-
skade reakcji prowadzacych do powstawanie zmian miazdzycowych.

W 1993 roku Frankel i wsp. [57] doniesli po raz pierwszy o wlasciwos$ciach antyoksy-
dacyjnych resweratrolu wobec peroksydacji LDL katalizowanej przez jony Cu(II). Ich bada-
nia dowiodly, ze TR wykazuje zdolnos¢ do neutralizacji wolnych rodnikéw generowanych w
obecnosci jonéw Cu(Il) oraz ich chelatowania. Ta ostatnia wtasciwos¢ dla izomeru cis reswe-
ratrolu wynosi okolo potowy aktywnos$ci izomeru trans, podczas gdy oba stereoizomery sa
podobnie skuteczne, jako zmiatacze wolnych rodnikow w systemach biologicznych. Wykaza-
no rowniez, ze zwiazek ten dziata na etapie inicjacji i progresji procesu peroksydacji mikro-
somalnej silnie zaleznej od obecnosci jondw Fe(Ill). W przeciwienstwie do poprzednich ba-
dan, w tym przypadku wykazano, ze TR nie ma zdolno$ci do chelatowania jonéw Fe(III).
Réwniez Miura i wsp. [58] udowodnili, ze TR hamuje peroksydacje lipidow katalizowana
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przez jony Fe(IIl), co sugeruje jednoczesne dzialanie anty- i prooksydacyjne. Formy jonowe
zelaza biora udziat w reakcjach transferu elektronu, co powoduje, Ze ten metal jest grupa pro-
stetyczng enzymow katalizujacych reakcje redoks, w wyniku ktérych moga tworzy¢ si¢ wolne
rodniki. Frémont i wsp. [59] wykazali, ze zwiazek ten efektywnie zapobiegal oksydac;ji lipi-
doéw wywotanej jonami metali w mikrosomach oraz lipoprotein wystepujacych w LDL. W
pracy tej badano roéwniez wplyw obecno$ci witaminy C na aktywno$¢ antyoksydacyjna TR.
Okazato sig, ze kombinacja tych dwoch substancji jest bardziej skuteczna w ochronie komo-
rek, niz kazdy z przeciwutleniaczy osobno. Antyoksydacyjna aktywno$¢ TR ujawnia sig takze
w procesie rozpadu DNA, indukowanego przez ten polifenol i jony Cu(Il). Fukuhara i Miyata
[60] po raz pierwszy pokazali, ze TR wiaze si¢ z DNA oraz, ze rozpad DNA jest uwarunko-
wany obecnos$cig jonéw Cu(Il), tlenu 1 obojgtnym pH. Natomiast w warunkach beztlenowych,
nawet zwigkszenie stezenia TR nie miato wptywu na szybkos¢ rozpadu DNA. PdzZniejsze ba-
dania Fukuhary i wsp. [61] wykazatly, ze w obecnosci TR i jonow Cu(Il) generowane sa rod-
niki hydroksylowe, ktore uczestnicza w procesie degradacji DNA. Ponadto stwierdzono, ze
TR wykazuje zdolno$¢ do tworzenia trwatych kompleksow z tymi jonami. Kompleksy te z
kolei moga uczestniczy¢ w procesie generowania innych wolnych rodnikéw. Wykazano tak-
ze, ze TR w roztworze zwierajacym kwas askorbowy i glutation nie wykazuje zdolnosci do
zwigkszania st¢zenia rodnika hydroksylowego, ktory jest generowany przez potaczenia TR z
jonami Cu(II). Ostatnie badania wykazaty, Ze stilbenoid ten w stgzeniu 10 uM znaczaco sty-
muluje rozpad nici DNA indukowany przez uktad 5'-difosforan(V) adenozyny-Fe’" w obec-
nosci nadtlenku wodoru. Znaczacy wktad w zrozumienie aktywnos$ci antyoksydacyjnej TR
wniosly badania Zini 1 wsp. [62]. Sugeruja oni, ze istnieja trzy rozne mechanizmy antyoksy-
dacyjne dla tego zwiazku:

1.  Kompetencyjny mechanizm z koenzymem Q, prowadzacy do zmniejszania liczby pro-

cesOW biochemicznych, generujacych reaktywne formy tlenu.
2.  Mechanizm prowadzacy do neutralizacji anionorodnika ponadtlenkowego, powstajace-
go gléwnie w mitochondriach.

3.  Mechanizm inhibicji peroksydacji lipidow, indukowanej przez reakcj¢ Fentona.

Do zrozumienia aktywnosci antyoksydacyjnej TR i jego hydroksylowych pochodnych przy-
czynila si¢ praca Shang i wsp. [63]. Autorzy badali mechanizmy i kinetyke reakcji TR z gla-
winoksylowym oraz 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowym rodnikiem w roztworze etanolo-
wym oraz w octanie etylu. Badania pokazaly, Zze mechanizm reakcji zalezy od $rodowiska
reakcyjnego, a takze budowy badanego polifenolu. Wykazano, ze obecno$¢ dodatkowej grupy
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hydroksylowe] w pier§cieniu aromatycznym zwigksza zdolno$ci antyoksydacyjne badanego
zwiazku. Stwierdzono, ze w etanolu dominuje mechanizm oparty na przeniesieniu wodoru z
polifenolu na rodnik. Wedlug tego mechanizmu i mechanizmu opartego na protonowej dyso-
cjacji w uktadach biologicznych zachodzi proces wymiatania rodnikéw przez polifenol. W
pracy tej rowniez wyznaczono za pomoca metod spektroskopowych geometri¢ dimeru, po-
wstalego w wyniku oksydacyjnej dimeryzacji rodnikow TR.

Duzy wktad w poznanie aktywno$ci przeciwutleniajacej wnie§li Wang 1 wsp. [64].
Uzywajac metody Rancimata, ktora bazuje na reakcji polifenolu z rodnikiem DPPH zbadano
zdolno$¢ do wymiatania tego rodnika przez nastgpujace polifenole: 3,4°,5-trihydroksystilben,
3,3",4,5 -tetrahydroksystilben, 3,4,4°,5"-tetrahydroksystilben, 3,3%,5,5 -tetrahydroksystilben
oraz 3,3°.,4,5,5 -pentahydroksystilben. Na podstawie wyznaczonych eksperymentalnie warto-
$ci parametrow antyoksydacyjnych stwierdzono, ze wszystkie te polifenole sa silniejszymi
antyoksydantami, niz TR. Badania wykazaty takze, ze rodniki TR ulegaja spontanicznej di-
meryzacji. Po wyizolowaniu dimeru z roztworu, za pomoca widma 'H oraz *C NMR ustalo-
no jego budowe. Antyoksydacyjny efekt TR 1 jego pochodnych na peroksydacje kwasow
thuszczowych w roztworze siarczanu(VI) dodecylu byt rowniez badany przez Fang i wsp.
[65]. W pracy tej wykazano, ze aktywno$¢ antyoksydacyjna badanych zwiazkow zalezy od
lokalizacji grup hydroksylowych w pier$cieniu aromatycznym, potencjatu oksydacyjnego
oraz §rodowiska reakcji. W szczegolnosci wykazano, ze obecno$¢ grup hydroksylowych w
potozeniu orto 1 para wyraznie zwigksza moc antyoksydacyjna badanych zwiazkow. Zdol-
no$¢ do wymiatania anionorodnika ponadtlenkowego przez TR i jego hydroksylowe pochod-
ne oraz relacja pomigdzy aktywnoscia antyoksydacyjna, a struktura byta badana przez Muria-
sa 1 wsp. [66]. Otrzymane wyniki zaprezentowane w tej pracy pokazuja, ze wszystkie badane
pochodne TR sa od niego znacznie silniejszymi przeciwutleniaczami. Jak wiadomo, regulacja
stezenia tlenku azotu(Il) (NO) odgrywa istotng rol¢ w kardio- i neuroprotekcji. Badania do-
wodza, ze bardzo duze stgzenie NO w komorkach jest bezposrednio zwiazane z szybkim
wzrostem guzow nowotworowych oraz stopniowa degradacja naczyn krwiono$nych pod
wptywem wysokiego ci$nienia krwi. Aktywno$¢ NO w komorkach zywych byta przedmiotem
wielu badan. Duzo uwagi poswigcono wptywowi TR na regulacje¢ tempa powstawania NO w
srodbtonku naczyn wtosowatych [67,68]. Migdzy innymi Lorenz i wsp. [67] badali wptyw TR
na stgzenie NO podczas stresu antyoksydacyjnego. Ich badania pokazaty, ze TR wyraznie
zmniejsza produkcjg¢ NO 1 jest bezposrednim inhibitorem enzymow uczestniczacych w szla-
kach biochemicznych, prowadzacych do powstawania tego gazu. Ponadto, na podstawie ba-
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dan Hsieh 1 wsp. [68] stwierdzono, ze TR indukuje syntaze tlenku azotu (iNOS) w $rodbtonku
tetnic.

W ostatnich latach zwrdcono réwniez uwagg na aktywnos¢ antyoksydacyjna CR [6,69].
Po raz pierwszy takie badania zostalty wykonane przez Leiro i wsp. [69]. W pracy tej badano
wpltyw CR na stgzenie reaktywnych form tlenu i azotu, a takze procesy syntezy prostaglan-
dyn, jako mediatoréw stanu zapalnego. Autorzy wykazali wplyw stgzenia CR na aktywno$¢
oksydazy ksantynowej oraz cyklooksygenazy. Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono, ze CR w zakresie stezen 1-100 uM efektywnie hamuje produkcj¢ reaktywnych
form tlenu w procesach komoérkowych, natomiast w zakresie stgzen 10-100 pM zmniejsza
tempo generowania reaktywnych form azotu. Z kolei w zakresie stezen 1-100 uM CR okazat
si¢ by¢ nieefektywnym zmiataczem anionorodnika ponadtlenkowego, ktory jest generowany
w procesach enzymatycznych, realizowanych przez kompleks oksydazy ksantynowej. Bada-
nia pokazaty rowniez, ze CR zmniejsza aktywno$é oksydazy NAD/NADH+H" w komérkach
makrofagéw myszy oraz hamuje syntez¢ podjednostek wchodzacych w sktad syntazy NO 1
cyklooksygenazy COX-2. Finalnie, autorzy stwierdzili, ze polifenol ten moze by¢ potencjalna
substancja przeciwzapalna, gdyz hamuje syntezg prostaglandyn. Z wtasciwos$ciami antyoksy-
dacyjnymi jest $Sci§le zwiazana aktywnos$¢ antyagregacyjna TR, ktéra ma istotne znaczenie w
kardioprotekcji. Badania wykazaly, ze zwiazek ten ma zdolno$¢ do dezaktywacji wolnych
rodnikéw w ptytkach krwi oraz inhibicji aktywnos$ci cyklooksygenazy COX-2, co prowadzi
migdzy innymi do zahamowania syntezy tromboksanu A,, odpowiedzialnego za agregacje
ptytek krwi. Prace eksperymentalne Fragopoulou i wsp. [70] wniosty duzy wkiad w zrozu-
mienie antyagregacyjnej aktywnosci TR. Badacze ci dowiedli, ze zahamowanie czynnika ak-
tywujacego ptytki krwi jest jedna ze sktadowych antyagregacyjnego dziatania TR. W badaniu
hamowania agregacji kréliczych ptytek, indukowanych czynnikiem aktywujacym wykazano,
ze TR dziata jako efektywny inhibitor tego czynnika. Podobna sita dzialania charakteryzowa-
fa jego mono- i diacetylowe pochodne. Sposrod wszystkich stilbenoidow wyizolowanych z
korzeni Reynoutria japonica, TR juz w stezeniu 10 mol/L hamowat tworzenie produktow
dziatania lipooksygenazy [59] i1 tromboksanu TxB, w leukocytach wielojadrowych, pocho-
dzacych z otrzewnej szczura. Warto nadmieni¢, ze lipooksygenaza jest jednym z enzyméw,
katalizujacych syntez¢ kwasu —hydroksyperoksyeikozanotetraenowego poprzez produkt po-
$redni — kwas hydroksyeikozanotetraenowy. Bierze ona udzial w metabolizmie kwasu arachi-

donowego, ktory prowadzi do syntezy leukotrienéw, bgdacych mediatorami stanu zapalnego.
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Ta wihasciwos¢ lipooksygenazy dowodzi, ze inhibicja tego enzymu przez TR tlumaczy jego
przeciwzapalng aktywnos$¢.

TR ma dziatanie kardioprotekcyjne, zapobiega chorobie niedokrwiennej, nasila relaksa-
cje migsni gtadkich, naczyn krwiono$nych i ma wilasciwosci ochronne w stosunku do $rod-
btonka naczyniowego. Badania Buryanovskyy i wsp. [71] wykazaly, ze dziatanie to moze
mie¢ zwiazek z hamowaniem reduktazy chinonowej, co powoduje zwigkszenie aktywnosci
komoérkowych enzymoéw antyoksydacyjnych 1 zwigkszenie odpornosci komorek na stres
oksydacyjny. Cao i wsp. [72] wykazali, ze poddanie kardiomiocytow wstepnemu dziataniu
TR, poprzedzajacemu narazenie na stres oksydacyjny powoduje wzrost aktywnos$ci enzymow
zapobiegajacych powstawaniu wolnych rodnikéw 1 nasilenie syntezy NO. Wyniki Kaneidera i
wsp. [73] pokazaly, ze jedna z przyczyn kardioprotekcyjnego dziatania TR jest jego wptyw na
proces agregacji ptytek krwi, metabolizm nukleotydow adenozynowych w §rédbtonku naczy-
niowym oraz na metabolizm trombiny. Aktywno$¢ przeciwmiazdzycowa TR zostata potwier-
dzona w eksperymentach Fukao 1 wsp. [74]. W badaniach tych wykorzystano myszy z pre-
dyspozycja do miazdzycy, brakiem apolipoproteiny E i receptora LDL oraz z uszkodzonym
sroddbtonkiem naczyniowym. Zwierzgta otrzymywaly pokarm z duza zawartoscia thuszczow i
TR w dawce 9,6 lub 96 mg/kg przez 8 tygodni. Dynamika rozwoju zmian miazdzycowych
byta obserwowana w aorcie, a powstawanie zakrzepéw indukowano w tetnicy szyjnej.
Stwierdzono, Ze st¢zenie catkowitego cholesterolu i triglicerydow we krwi zmniejszyto si¢ o
okoto 30% w grupie szczurOw przyjmujacych resweratrol. Zaobserwowano szczegoélnie duze
zmniejszenie zmian miazdzycowych w aorcie oraz tetnicy szyjnej. Silne dziatanie kardiopro-
tekcyjne wykazuje tez PC, co potwierdzity badania Hung 1 wsp. [75]. W pracy tej wyjasniono
mechanizm dziatania ochronnego tego stilbenoidu na tkanki mig$nia sercowego podczas ich
niedotlenienia. Poniewaz niedokrwienie tego mig$nia jest gtownie spowodowane stresem
oksydacyjnym, autorzy stwierdzili, ze PC jako silny antyoksydant wykazuje dzialanie
ochronne. Ponadto wykazano, ze PC w znaczacy sposob zmniejsza tachykardi¢ sercowa oraz
Smiertelnos¢ spowodowana zawatem serca. Natomiast badania biochemiczne ujawnity, ze
polifenol ten zmniejsza stezenie dehydrogenazy mleczanowej oraz zwigksza poziom NO we
krwi u pacjentow ze §wiezym zawalem serca, ktérym podawano przez 4 godziny PC w pozy-
wieniu. Ciekawych 1 obiecujacych wynikéw dostarczyty eksperymenty Seidmana i wsp. [76],
ktorzy testowali wptyw resweratrolu na ochrong stuchu przed szkodliwym dzialaniem stresu
oksydacyjnego generowanego hatasem [205]. Przebadano szczury, ktére podzielono na dwie
grupy: pierwsza otrzymywata do picia roztwor 430 pg resweratrolu na dobg przez siedem dni;
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druga grupa otrzymywata natomiast wodg¢. Szczurom z obu grup wykonano pomiary stucho-
wych potencjatow wywolanych dzwigkiem o czgstotliwosciach 3, 6, 9, 12 oraz 18 Hz, a po 21
dniach zwierz¢ta poddawano 24-godzinnemu dziataniu hatasu o nat¢zeniu 105 dB i czgstotli-
wosci w zakresie 4500-9000 Hz [205]. Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze
u szczurdw, ktére otrzymywaty resweratrol zaburzenia styszenia byly mniejsze niz w grupie
kontrolnej. Autorzy wnioskowali, ze TR moze zapobiega¢ utracie stuchu w wyniku stresu
oksydacyjnego, udaru moézgu lub urazéw mechanicznych.

Ostatnie badania dowodza, ze PC posiada silniejsze wlasciwosci antyoksydacyjne niz
TR. Wielu badaczy uwaza, ze moze to mie¢ zwiazek z obecno$cia dodatkowej grupy hydrok-
sylowej i plaska struktura szkieletu trans-stilbenowego. Podobnie jak TR, PC jest potencjal-
nym inhibitorem peroksydacji lipidow indukowanej jonami Cu(Il) [77]. Ponadto w pracy tej
pokazano, ze PC jest aktywnym antyoksydantem, ktory zmiata rodnik DPPH (rodnik 2,2-
difenylo-1-pikrylohydrazylowy). Pozniejsze badania dowiodty, ze PC jest efektywnym wy-
miataczem rodnikoOw nadtlenkowych, co moze mie¢ znaczenie w ochronie uktadu krwiono-
$nego przed szkodliwym dziataniem. Praca Lee 1 wsp. [78] pokazala, Zze TR oraz PC zwigk-
szaja szybko$¢ gojenia si¢ ran, co moze by¢ zwiazane z regulacja st¢zenia katalazy w ranie
przez te substancje. Ostatnie badania dowodza, ze PC jest bardziej efektywnym inhibitorem
generowania tlenku azotu oraz nadtlenku wodoru, niz TR. Ostatnio pokazano, ze PC przeja-
wia wysoce selektywna cytotoksyczno$¢ wzgledem komorek neuroglejowych, ktore wytwa-
rzaja duze ilos¢ NO [67]. W pracy tej badano tez wptyw PC oraz TR na inhibicj¢ syntazy
tlenku azotu i stwierdzono, ze oba stilbenoidy wywieraja maty wpltyw na aktywnos$¢ tego
kompleksu enzymatycznego. Nalezy réwniez podkresli¢, ze PC, TR oraz rapontygenina maja
zdolno$¢ do inhibicji procesu aktywacji jadrowego czynnika k-B 1 tym samym wykazuja
zdolno$¢ do zmniejszania tempa podziatu komorek nowotworowych.

Porownywalng aktywnos$¢ przeciwutleniajaca z TR posiada pterostilben, co zostato
udowodnione w badaniach in vitro. Badania przeprowadzone przez Amorati i wsp. [79] ujaw-
nity, ze zwiazek ten dziala jako umiarkowany antyoksydant podczas interakcji z rodnikami
nadtlenkowym. Pokazano tez, ze stereoizomer cis pterostibenu jest zdecydowanie stabszym
antyoksydantem niz stereoizomer trans. Natomiast badania przeprowadzone przez Manickam
1 wsp. [80] ujawnity, ze pterostilben jest bardzo efektywnym zmiataczem rodnika DPPH.
Wykazano rowniez, ze pterostilben chroni lipidy przed peroksydacja, znaczaco zmniejszajac
szybkos¢ powstawania bardzo reaktywnego kwasu tiobarbiturowego, ktoéry wytwarzaja ko-

morki fibroblastow [81].
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We wczesnych latach 80-tych badacze japonscy [82] doniesli o wpltywie stilbenowych
sktadnikow rosliny Polygonum cuspidatum na metabolizm lipidow. Wykazali, ze TR hamuje
odktadanie triglicerydow i cholesterolu w watrobie szczuréw karmionych mieszaning oleju
kukurydzianego, cholesterolu oraz kwasu cholowego. Natomiast frans-piceid zmniejsza po-
ziom triglicerydow 1 frakcji LDL cholesterolu w osoczu, a takze obniza stosunek catkowitego
cholesterolu do jego frakcji HDL. Po doustnym oraz dootrzewnowym podaniu resweratrolu
lub piceidu zmniejszona zostala takze synteza endogennych triglicerydow w watrobie szczura
oraz myszy. W przeciwienstwie do tych badan, praca Turrens i wsp. [83] nie potwierdza anty-
lipemicznego dziatania TR. Stwierdzili oni, ze TR podany szczurom dootrzewnowo nie

wptywat zasadniczo na profil lipidow, ani nie zapobiegat ich oksydacji in vivo.
1.3. Aktywnos$¢ antynowotworowa TR i jego pochodnych

Badania ostatnich lat wniosly ogromny wktad w poznanie mechanizméw chemopre-
wencyjnego dzialania TR oraz jego pochodnych. Stwierdzono, ze przez wptyw TR na ekspre-
sj¢ gendow, posrednio lub bezposrednio zwiazanych z hamowaniem wzrostu komorek 1 przy-
spieszaniem ich $mierci, polifenol ten moze by¢ silnym czynnikiem antynowotworowym,
ktorego skuteczno$¢ zalezy od dawki. Dane zawarte w Tabeli 1.5.1. przedstawiaja przeglad
najwazniejszych badan nad antynowotworowa aktywnoscia TR. W 1997 Jang i wsp. [84] po-
kazali, ze TR dziala na wszystkich etapach kancerogenezy: inicjacji, promocji oraz progresji
nowotworu. Wyniki dotychczasowych eksperymentéw wykazuja skomplikowane i réznorod-
ne mechanizmy. Dziatanie chemoprewencyjne wiaze si¢ z zahamowaniem wielu czynnikow
kancerogenezy, w tym czynnikow transkrypcyjnych NF-kB, AP-1 oraz z modulowaniem ak-
tywnosci cyklooksygenaz, lipooksygenaz, syntazy NO, inhibicja cytochromu P450, kinaz
proteinowych — w tym kinazy tyrozynowej i kinazy biatkowej C. Regulowanie aktywnosci
biatek TNF, biatek FAS oraz cyklin A, B1 przez TR umozliwia wejscie komorki nowotwo-
rowej na szlak apoptozy. Etap pierwszy procesu nowotworzenia stanowi inicjacja, podczas
ktorej czynniki kancerogenne oddzialywujac z DNA powoduja zaburzenia w ekspresji mate-
rialu genetycznego. Na tym etapie najistotniejsza jest aktywnos$¢ antyoksydacyjna, antymuta-
genna oraz indukcja przemian metabolicznych II fazy ksenobiotykéw. Badania wykazaty, ze
TR jako efektywny zmiatacz reaktywnych form tlenu zapobiega procesom nowotworzenia
indukowanego przez te formy. Przyktadowo — w zaleznosci od stgzenia — hamuje on genero-
wanie wolnych rodnikéw w ludzkich komoérkach biataczki promielocytowej HL-60 po zadzia-

faniu na komorke octanem tetradekanoforbolu [84]. Kolejnym etapem dziatania TR na etapie
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kancerogenezy jest aktywno$¢ antymutagenna, przejawiajaca si¢ w inhibicji reduktazy chini-
nowej — enzymu odpowiedzialnego za detoksyfikacje kancerogenéw. TR dziata takze jako
antymutagen szczepu TM677 poddanego dziataniu 7,12-dimetylobenzo[a]antracenu [84].
Zahamowanie enzymow fazy I metabolizmu zmniejsza ilos¢ aktywowanych kancerogenow, z
kolei indukcja enzymow Il fazy wiaze si¢ z szybsza 1 fatwiejsza eliminacja ich z organizmu.
Na etapie promocji komorki z zainicjowanym procesem nowotworowym, przechodza kolejne
mutacje, a cechy zmienionych komorek zostaja utrwalone. Tu istotne jest hamowanie czynni-
kow, stymulujacych wzrost komérek nowotworowych. Ten zwiazek rowniez hamuje aktyw-
no$¢ cyklooksygenazy COX-2 oraz funkcje hydroperoksydazy prostaglandynowej, co wptywa
hamujaco na kaskade reakcji prowadzacych do syntezy prostaglandyn, stymulujacych rozwdj
guza nowotworowego. Wedtug Szewczuka i wsp. [85] TR jest roéwniez selektywnym inhibito-
rem cyklooksygenazy COX-1. TR hamuje aktywacj¢ NF-kB oraz AP-1, czyli czynnikow
transkrypcyjnych, zaangazowanych w regulacje genow waznych dla wielu procesow zacho-
dzacych na poziomie komorkowym (w tym procesow apoptozy, proliferacji 1 réznicowania
komorek). Ostatnim etapem rozwoju guza nowotworowego jest progresja — nastgpuje wtedy
wzrost komorek nowotworowych i ich ekspansja przez naciekanie miejscowych tkanek i prze-
rzuty do odlegtych organéw. Badania wykazaty [84], ze TR na tym etapie stymuluje réznico-
wanie komorek nowotworowych w ostrej biataczce promielocytowe;.

Aktywnos¢ chemoprewencyjna TR zostala potwierdzona w wielu badaniach [84-88].
Zwiazek ten hamowat proces nowotworzenia w modelu raka gruczotu sutkowego i1 skéry u
myszy, po ekspozycji na octan tetradekanoforbolu (TPA), poprzez inhibicje kinazy biatkowe;j,
ktorej izoenzymy aktywowane sa przez ten ester [86]. Zaobserwowano indukcje apoptozy
wywotang przez TR w réznych liniach komérkowych, m.in. komoérkach skéry JB6, ludzkich
promielocytow bialaczki HL-60, roznych liniach raka sutka i raka prostaty [87]. W komor-
kach JB6 TR hamowat aktywacj¢ guza indukowang czynnikiem aktywujacym TPA lub czyn-
nikiem wzrostu naskorka (EGF), zaleznie od dawki w zakresie 2,3-40 uM. W liniach komor-
kowych raka sutka (KPL-1, MCF-7, MKL-F oraz T47-D) TR w zakresie stgzen 1 pM-180 uM
jest efektywnym inhibitorem wzrostu guza nowotworowego. Ponadto, ten sam zwiazek w
zakresie stezen 1 pM-1 uM spowalnia wzrost guza nowotworowego prostaty w liniach ko-
morkowych PC3 oraz DU145. Natomiast w komoérkach raka prostaty LNCaP TR jest inhibi-
torem wzrostu guza nowotworowego w obecno$ci androgendow. Z kolei oligomer TR-
vaticanol C wyizolowany z kory Vatica rassak wywoluje na drodze apoptozy $mier¢ dwoch

linii komorek raka okrgznicy SW480 oraz biataczki HL-60 w stezeniu 4-7 razy nizszym niz
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TR [88]. Fulda i wsp. [89] pokazali, ze TR jest zwiazkiem indukujacym podatnos¢ komoérek
na dziatanie chemioterapeutykow, stosowanych w leczeniu onkologicznym, np. w leczeniu
raka ptuc. Poczatkowe leczenie TR — powoduje, wedlug autorow — hamowanie cyklu komor-
kowego w fazie S, co przyspiesza programowana $Smier¢ komorki na drodze apoptozy wywo-
tanej przez stosowane leki [205]. Zalozenia te potwierdzaja takze badania Fuggetta 1 wsp.
[90]. Obejmowaty one izolacjg trzech linii komorek czerniaka ztosliwego o réoznym stopniu
oporno$ci na chemioterapeutyki. Poddano je dzialaniu tego zwiazku — stwierdzono znaczace
zahamowanie wzrostu komorek rakowych i zaburzenia cyklu komoérkowego, powodujace
uwrazliwienie na standardowe leczenie [205]. Na tej podstawie zatozono, ze resweratrol moze
by¢ jednym z lekéw stosowanych w zaawansowanych przypadkach czerniaka zlos§liwego.
Baatout 1 wsp. [91] wykazali, ze TR zwigksza wrazliwo$¢ komodrek nowotworowych na dzia-
tanie chemioterapeutykéw, a dziatajac w duzych dawkach, uwrazliwia komorki raka szyjki
macicy, przewlektej biataczki szpikowej i szpiczaka myeloma multiforme na promieniowanie
X [205]. Ciekawych wynikow badan nad aktywnos$cia antynowotworowa TR dostarcza praca
Lu i Serrero [92]. W pracy tej badano wptyw TR na wzrost komorek raka piersi. Szczegdtowe
wyniki badan dowodza, ze zwiazek ten hamuje wzrost linii komérkowych MCF-7 w zalezno-
sci od dawki. W szczegdlnosci wykazano, ze przeciwdziata on wzrostowi guza, ktéry jest
promowany przez 17-B-estradiol (E;). W zwiazku z tym pokazano, ze TR wykazuje efekt an-
tyestrogenowy juz z przy stezeniu 10° M. Autorzy doniesli, ze resweratrol zapobiega stymu-
lacji ekspresji genu receptora progesteronu, indukowanej przez E; w komorkach nowotworo-
wych. Finalnie autorzy stwierdzili, ze dziata jako czg¢sciowy agonista wobec receptora estro-
genowego 1 jako jego antagonista w obecnosci estrogenu, co w efekcie prowadzi do hamowa-
nia wzrostu ludzkich komorek raka piersi. TR jako fitoestrogen reguluje ekspresj¢ licznych
gendw zwigzanych z rozwojem raka piersi, np. genu supresorowego BRCA1. Wedhlug Laux 1
wsp. [93] polifenol ten indukuje apoptoze komodrek raka piersi przez dziatanie z biatkiem p-53
[205]. Sposrdéd nielicznych doniesien na temat skuteczno$ci przeciwnowotworowej reswera-
trolu na uwagg zwraca doniesienie Liontas 1 Yeger [94,205]. Wyniki ich badan dotycza ner-
wiaka niedojrzatego (neuroblastoma) — agresywnego nowotworu, ktéry w zaawansowanych
stadiach ma zte rokowania. Bruno i wsp. [95] potwierdzili, ze¢ TR ma wplyw na leczenie
chtoniaka komorkowego. Badania wykazaty tez, ze TR chroni komdrki nabtonka oddechowe-
go przed toksycznym 1 kancerogennym dzialaniem wielopier§cieniowych weglowodorow
aromatycznych, a mechanizm dzialania jest zwiazany z wptywem tego zwiazku na aktywno$¢

cytochromu P450. Badajac antynowotworowe wlasciwosci resweratrolu w stosunku do komo-
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rek raka jajnika, Opipari 1 wsp. [96,205] pokazali, ze zmiany biochemiczne i morfologiczne
zachodzace w komorkach sugeruja zachodzacy w nich proces autofagocytozy, a nie apoptozy.
Proces ten moze by¢ drugim, niezaleznym od apoptozy, mechanizmem $mierci komoérkowe;j,
indukowanej przez resweratrol. Interesujace sa wyniki eksperymentéw Reagan-Shaw i wsp.
[97], w ktérych wykazano, ze resweratrol stosowany w postaci kremow na skore, u myszy
zapobiega powstawaniu nowotworu skory pod wpltywem silnej jej ekspozycji na promienio-
wanie ultrafioletowe. Badacze stwierdzili, Zze u podstaw tego procesu lezy najprawdopodob-
niej oddzialywanie TR z cyklinami, kinaza MAPK oraz inhibitorem kinaz-WAF1/p21.
Oprocz TR, silne dziatanie chemoprewencyjne wykazuje rowniez pterostilben, co zosta-
o potwierdzone eksperymentalnie w pracy Ferierra 1 wsp. [98]. Aktywnos$¢ t¢ wykazano za-
rowno w badaniach in vitro, jak 1 in vivo. W badaniach in vitro uzywajac linii komorek czer-
niaka B16 pokazano, zZe ten polifenol w okoto 40% hamuje wzrost guza nowotworowego przy
stezeniu pterostilbenu wynoszacym 40 uM [98]. Ponadto stwierdzono, ze dodanie do tego
uktadu kwercetyny wyraznie zwigksza inhibicj¢ wzrostu guza nowotworowego [98]. Wniosek
— pterostilben oraz kwercetyna wspolnie wptywaja hamujaco na szybko$¢ podziatu komorek.
W badaniach in vitro nad adhezja komoérek nowotworowych do komorek srodblonka wyizo-
lowanego z ludzkiej watroby wykazano, ze pterostilben zmniejsza szybko$¢ adhezji w 60%,
w porownaniu z TR, ktory byt inhibitorem tej adhezji tylko w 47% [98]. Ponadto, w pracy tej
egzaminowano wptyw podanego dozylnie myszom pterostilbenu na wzrost czerniaka w wa-
trobie. Ten etap badan wykazatl, ze pterostilben hamowat w okoto 34% wzrost guza nowotwo-
rowego. Pterostilben byt réwniez badany pod katem zdolnosci do indukowania apoptozy w
komorkach leukocytow podczas biataczki ztosliwej. Badanie linii komorkowej HL-60 poka-
zato, ze polifenol ten jest bardziej aktywny w procesie apoptozy niz TR. Podobnie badania
Roberti 1 wsp. [99] wykazaty, ze, w ogdlnosci, pterostilben jest silniejszym inhibitorem roz-
woju guza nowotworowego niz TR, natomiast streoizomer cis pterostilbenu okazal si¢ znacz-
nie stabszym inhibitorem tego procesu, niz trans. W kolejnych badaniach [100] udowodnio-
no, ze pterostilben jest potencjalna substancja stymulujaca apoptoze w liniach leukocytow,
ktore zostaly wzbogacone w onkogen Ber-Ab oraz linii komorkowych, zawierajacych odpor-
ne fenotypy. Rowniez w tej pracy wykazano, ze pterostilben jest bardzo aktywny jako sub-
stancja apoptotyczna w liniach komorek biatych ciatek krwi, zawierajacych zmutowany gen
HUT78B oraz opornych na apoptoz¢ w obecnosci TR oraz PC. Ostatnio zostaty podjgte
wstgpne badania w celu zbadania wplywu pterostilbenu na inhibicj¢ cyklooksygenaz, co ma
kluczowe znaczenie w hamowaniu procesow prowadzacych do rozwoju guza nowotworowe-
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go [101]. W przeciwienstwie do TR, polifenol ten jest umiarkowanym inhibitorem cyklook-
sygenazy COX-1 oraz stabym inhibitorem cyklooksygenazy COX-2 [101]. Pterostilben dziata
cytotoksycznie wobec wielu linii komérkowych, jednak najwigksza aktywnos$¢ wykazuje wo-
bec komorek raka piersi BC-1. Ponadto hamuje zmiany przednowotworowe, wywotane eks-
pozycja na dimetylobenzo[a]antracen w komorkach mysiego sutka i indukuje apoptoze w
komorkach chloniaka BJAB.

W ostatnim czasie kilka prac po§wigcono antynowotworowej aktywnosci PC [102-105].
Wykazano, ze zwiazek ten jest efektywnym stymulatorem procesu apoptozy w ludzkich ko-
morkach raka prostaty [102]. Dowiedziono rowniez, ze polifenol ten jest substancja antyno-
wotworowa wobec komorek raka ptuc u myszy. Wydtuza rdwniez czas zycia myszy z zawan-
sowang choroba nowotworowa. W pracy tej pokazano, ze PC zarowno hamuje rozwdj guza,
jak 1 tworzenie si¢ przerzutow [103]. Autorzy sugerowali takze, Ze antynowotworowa aktyw-
no$¢ PC moze by¢ zwiazana ze zdolno$cia tego zwiazku do hamowania powstawania komo-
rek srodbtonka, wystepujacego w zylach pepka. Stwierdzono, ze stezenie PC niezbedne do
wywotania tej inhibicji wynosi 10 pM. Badania Wieder i wsp. [104] pokazaty, ze TR oraz PC
indukuja apoptoze komoérek chtoniaka, natomiast na podstawie pracy Roupe i wsp. [105]
mozna wnioskowaé, ze PC jest najbardziej aktywny wobec kolonii komdrek nowotworowych
HL60 oraz HCT-116. Ostatnio wykazano réwniez, ze polifenol ten zmniejsza szybko$¢ proli-
feracji komorek ludzkiego gruczolaka. Badania wykazaty, ze PC juz przy st¢zeniu wynosza-
cym 0,2 uM wykazuje silne wlasciwosci antynowotworowe. Ponadto stwierdzono, Ze polife-
nol ten ma wptyw na podziat komoérek. Doktadne badania pokazaty, ze PC zatrzymuje podziat
komorki w fazie S cyklu komoérkowego. W efekcie obecnos¢ PC w komorkach guza nowo-
tworowego powoduje zahamowanie tempa jego wzrostu.

Silne wlasciwosci antynowotworowe wykazuje rowniez rapontygenina [106,107].
Wktad do zrozumienia tej wlasciwosci dostarczyta praca Chun i wsp. [106]. Pokazano w niej,
ze rapontygenina jest inhibitorem jednego z enzymow ludzkiego cytochromu P450 — enzymu
1A1. Jest on odpowiedzialny gtownie za biotransformacj¢ wielu rakotworczych zwiazkow.
Sposrdod siedmiu badanych zwiazkow rapontygenina wykazywata najsilniejsze dziatanie inhi-
bitorowe, a realizowana przez nig inhibicja jest kompetycyjna. Ponadto wykazano, ze stilbe-
noid ten jest selektywnym inhibitorem aktywnos$ci enzymoéw CYP1A1 oraz CYP1A2. Ich
zdolno$¢ do inhibicji sktonity badaczy do stwierdzenia, ze rapontygenina moze by¢ poten-
cjalnym lekiem antynowotworowym. Badania wykonane przez Guengerich i wsp. [107] udo-

wodnily, ze rapontygenina jest aktywnym inhibitorem enzymu CYP1B1. Enzym ten wystgpu-
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je w réznych guzach nowotworowych — gldéwnie w guzie raka prostaty 1 piersi. Inhibicj¢ za-

obserwowano tylko dla enzymu CYP1A1 oraz CYP1BI.
1.4. Aktywnos$¢ przeciwzapalna TR i jego pochodnych

Obecnie duze nadzieje wiazane sa z przeciwzapalng aktywnoscia TR, mimo ze mecha-
nizm opisujacy t¢ aktywnos¢ wydaje si¢ by¢ ztozony. Badania Donnelly 1 wsp. [108] pokaza-
ty, ze polifenol ten hamuje uwalnianie interleukiny IL-8 oraz ekspresje cyklooksygenazy
COX-2 w komorkach nabtonkowych uktadu oddechowego. Badania te ujawnity réwniez, ze
zarOwno antagonista receptora estrogenowego, jak 1 antagonista glukokortykoidéw nie
zmniejsza aktywnosci przeciwzapalnej. Wynik ten dowodzi, ze resweratrol ma prawdopodob-
nie niestereoidowe dziatanie przeciwzapalne. Dokladne badania pokazaty, ze zwiazek ten
hamuje podstawowe uwalnianie interleukiny z makrofagéw pecherzykowych pacjentéw, be-
dacych palaczami tytoniu oraz chorujacych na przewlekla obturacyjna chorobg ptuc, o odpo-
wiednio 94% 1 84%. Ponadto jest inhibitorem szlaku syntezy GMCF (Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulating Factor) oraz cytokin, ktére sa podstawowymi mediatorami
powstawania proceséw zapalnych. Murias 1 wsp. [66] zsyntezowali szereg hydroksylowych 1
metoksylowych pochodnych TR, w celu wykazania ich dzialania wobec cyklooksygenazy
COX-2. Skuteczno$¢ dziatania tych zwiazkéw byta oceniona na podstawie pomiaréw st¢zenia
prostaglandyny-2. Stwierdzono szczegolnie duza selektywnos$¢ dziatania pochodnych hydrok-
sylowych — zwlaszcza 3,3°,4°,5-tetrahydroksystilbenu oraz 3,3",4,4°,5,5 -heksahydroksy-
stilbenu jest wigksza, niz pochodnych metoksylowych. Ta selektywnos$¢ jest nawet wigksza,
niz celekoksybu — selektywnego inhibitora COX-2 wprowadzonego w ostatnim czasie na ry-
nek farmaceutyczny. Murias 1 wsp. [66] wykonali takze obliczenia w celu wykazania interak-
cji TR 1 jego pochodnych z centrum aktywnym COX-1 oraz COX-2. Otrzymane wyniki po-
kazaty, Ze tylko hydroksylowe pochodne TR sa zdolne do wiazania z centrum aktywnym tych
enzymow. W ten sposob autorzy znalezli iloSciowa interpretacj¢ korelacji migdzy struktura
badanych zwiazkéw, a ich zdolno$cia do inhibicji tych enzymow. Rowniez Chen i wsp. [109]
zsyntezowali kilka pochodnych TR, zawierajacych grupe pirydynowa oraz acylowa. Otrzy-
mane zwiazki testowano na myszach w celu wykazania ich aktywno$ci przeciwzapalnej. Uzy-
skane wyniki jednoznacznie pokazuja, ze TR wykazuje najwigksza zdolno$¢ do hamowania
procesu zapalnego. Przeciwzapalne dziatanie TR stwierdzono réwniez w przypadku leczenia
nieswoistego zapalenia btony $luzowej jelit u szczuréw [110]. TR podany szczurom w dawce

5-10 mg/Kg znaczaco zmniejszat nasilenie procesu zapalnego, naciek neutrofilowy oraz ak-
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tywnos¢ cytokinin [205]. Takze w tescie stanu zapalnego wywotanego karagenina, TR silnie
hamowat obrzgk lapy szczura w czasie ostrej, jak 1 przewleklej fazy, zapalenia. Aktywnos¢ ta
byta wyzsza, niz fenylobutazonu, a porownywalna z dziataniem indometacyny.

TR jest rowniez inhibitorem lipooksygenaz — enzymoéw uczestniczacych w procesie
powstawania leukotrienéw 1 prostaglandyn. Kimura 1 wsp. [111] po raz pierwszy wykazali
jego dziatanie inhibitorowe wobec lipooksygenazy 5-LOX. Wykazano, ze polifenol ten hamu-
je calkowicie kaskade reakcji prowadzacych do syntezy silnych zwiazkéw wywolujacych
stany zapalne — kwasu 5-hydroksy-6,8,11,14-eikozotetraenowego, kwasu 5,12-dihydroksy-
6,8,10,14-eikozotetracnowego oraz leukotrienu LTC4. Ponadto przeprowadzone badania po-
kazaty, ze TR jest inhibitorem lizozymu oraz B-glukuronidazy, ktora w duzych ilo$ciach wy-
stepuje w leukocytach.

Udowodniono, ze TR wywiera silny efekt inhibicyjny wobec procesu generowania nad-
tlenku wodoru oraz rodnika nadtlenkowego w makrofagach [112]. Proces ten jest w komor-
kach cztowieka efektywnie stymulowany przez aktywatory LPS i PMA. TR znaczaco zmniej-
sza ilos¢ kwasu arachidonowego, ktory jest gtdwnym prekursorem mediatoréw stanu zapal-
nego. Co wigcej, TR wywiera silnie hamujacy wptyw na proces aktywacji cyklooksygenazy
COX-2, indukowanej przez LPS, PMA, lipooksygenazy oraz rodniki nadtlenkowe. W efekcie
nastgpuje zmniejszenie tempa syntezy prostaglandyn. Wyniki te pokazuja, ze TR regulujac
ilo§¢ kwasu arachidonowego oraz aktywnos¢ cyklooksygenazy COX-2, efektywnie eliminuje

stany zapalne.
1.5. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa TR

Sposrod wielu udowodnionych eksperymentalnie wiasciwosci biomedycznych TR, na
szczegblna uwage zwraca potencjalne dziatanie przeciwwirusowe, anty-HIV, ktére mozna by
wykorzystaé, jako element terapii [113-117,205]. Jak juz wspomniano, w organizmie ludzkim
TR jest metabolizowany do pochodnych glukuronianowych. W pracy Wang i wsp. [113] me-
tabolity te zsyntezowano in vitro 1 porownano ich wtasciwosci cytotoksyczne oraz przeciwwi-
rusowe z wlasciwosciami wyjsciowego polifenolu. Nie stwierdzono aktywnos$ci przeciwwiru-
sowej dla pochodnych kwasu glukuronowego nawet w stgzeniach wigkszych niz 300 pM.
Autorzy sugeruja, ze dziatanie przeciwwirusowe glukuroniandw in vitro moze nie odzwier-
ciedla¢ ich aktywnosci in vivo, gdyz dalsze losy tych pochodnych w komorkach nie sa jeszcze
doktadnie znane. Evers i wsp. [114] donies$li, ze TR hamuje replikacje wirusa cytomegalli

(CMV) przez blokowanie receptora EGF (Epidermal Growth Factor) 1 przekazywanie sygna-

32



tu przez kinaze fosfatydyloinozytylu-3 (IP-3). Sposréd doniesien o wlasciwosciach przeciw-
wirusowych resweratrolu warte przytoczenia sa wyniki badan, na temat jego skutecznosci
wobec wirusa opryszczki HSV-1 oraz HSV-2 [115], a takze wirusa zapalenia watroby typu B
[116]. W pracy Docherty i wsp. [115] wykazano, ze 12,5 % i 25 % krem zawierajacy TR,
stosowany u myszy wedlug okreslonych schematéw i1 dostatecznie wczesdnie, jest bardzo sku-
teczny w leczeniu tego wirusa [205]. Krem z resweratrolem byt rownie skuteczny, jak 5%
krem z acyklowirem, a w przypadku zakazenia szczepem HSV-1, opornym na dziatanie acy-
klowiru, TR nie tracil swojej przeciwwirusowej aktywnosci. Zrozumienie dziatania TR prze-
ciwko wirusowi HIV umozliwily badania Heredia 1 wsp. [117]. Pokazano, ze TR wykazuje
synergistyczna aktywno$¢ wobec wirusa HIV-1. W szczegdlnosci — polifenol ten reguluje
aktywno$¢ nukleozyddéw wystepujacych w nici RNA wirusa. Przy stezeniu 10 mM TR nie byt
toksyczny wobec komorek zainfekowanych wirusem, redukowal natomiast replikacj¢ wirionu
w zakresie 20-30%. Podobna przeciwwirusowa aktywnos$¢ wykazat TR w liniach komorko-
wych PBMCs, zainfekowanych klinicznie wyizolowanym wirusem HIV. Dodatek tego poli-
fenolu do zainfekowanych makrofagéw skutkuje wzrostem stgzenia nukleozydu ddl. W ko-
morkach limfocytow T, zawierajacych wirion HIV-1 oraz nukleozyd ddI, TR wyraznie hamu-
je namnazanie si¢ wirusa. Wykazano, ze TR wraz z nukleozydem ddl znacznie hamuje repli-
kacje czterech opornych na leki antywirusowe szczepow HIV. Finalnie, porownujac aktyw-
no$¢ przeciwwirusowa TR o stezeniu 10 uM oraz kwasu moczowego, stwierdzono, ze polife-
nol wyraznie hamuje namnazanie wirusa, podobnie, jak kwas moczowy przy stezeniu 100

mM.
1.6. TR jako substancja antyproliferacyjna oraz czynnik indukujacy apoptoze

Apoptoza jest zaprogramowana genetycznie $miercig komorki, obejmujaca szereg szla-
kéw biochemicznych prowadzacych do tej $mierci. Wczesniejsze badania wykazywaty, ze
$mier¢ komorki jest spowodowana gldwnie przez czynniki zewngtrzne. Ostatnie badania By-
un [118] pokazaty, ze istnieja wewnatrz komorki chemiczne mediatory, indukujace ten pro-
ces. Najczesciej powoduja ja biatka z rodziny kaspaz. W literaturze mozna spotkac si¢ z
dwoma mechanizmami tego procesu komdérkowego. W jednym z nich wymienia si¢ kaspazg-
8 jako podstawowy mediator apoptozy, podczas gdy w drugim mechanizmie kaspaza-9 jest
biatkiem, ktére stymuluje zaprogramowana $mier¢ komoérki. W zwiazku z tym, ze komorki
nowotworowe moga ulega¢ degradacji w wyniku apoptozy, poszukiwane sa zwiazki natural-

nie wystgpujace w przyrodzie, ktore indukowatyby ten proces. Wykazano, ze TR indukuje
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$mier¢ komorki w wyniku bezposredniego oddziatywania z receptorami zaangazowanymi w
proces apoptozy. Clement 1 wsp. [119] pokazali, Ze wywoluje on apoptozg komoérek nowo-
tworowych, ktora jest uzalezniona od receptora FasL. Jest to tzw. $ciezka zewngtrzna. W pra-
cy tej pokazano, ze TR wyraznie zwigksza ekspresje gendw receptora w komorkach HL-60
biataczki oraz komoérkach T47D raka sutka. Ponadto autorzy wykazali, ze apoptoza induko-
wana przez TR jest silnie zalezna od przenoszenia sygnatow przez receptor. Praca Bernharda
[120] ujawnita, ze apoptoza komoérek nowotworowych, zwigzana z modulowaniem aktywno-
Sci receptora Fasl, silnie zalezy od rodzaju komoérek. Dowodzi to, ze TR hamuje apoptozg w
komoérkach nowotworowych liniit CEM-C7H2. Delmas i wsp. [121] pokazali z kolei, ze apop-
toza wywotana przez ten zwiazek jest zalezna od rozmieszczenia receptoréw FasL. w komor-
kach nowotworowych. Ponadto wykazano, ze nie reguluje on ekspresji tego receptora na po-
wierzchni komorki, powoduje natomiast powstawanie charakterystycznych skupisk receptora
Fas oraz jego redystrybucje w komdrkach SW480, bogatych w cholesterol oraz sfingolipidy.
TR jest rowniez aktywatorem drugiej $ciezki reakcji prowadzacych do apoptozy — $ciezki
wewngetrznej, zaleznej od aktywnosci biatek mitochondrialnych. Dorrie 1 wsp. [122] pokazali,
ze TR indukuje wzmozona apoptozg¢ przez depolaryzacj¢ btony mitochondrialnej oraz akty-
wacje kaspazy-9. Pozniejsze badania Tinhofer i wsp. [123] ujawnily, ze zwiazek ten indukuje
apoptoze komorek nowotworowych na nowej drodze mitochondrialnej, regulowanej bezpo-
srednio przez biatka typu Bcl-2. Powyzsze badania nad regulacja apoptozy przez TR pozwala-
ja wywnioskowa¢, ze moze on indukowaé¢ PCD (Programmated Cell Death) poprzez jedno-
czesng aktywacje kilku szlakow apototycznych.Wystepujaca w mitochondrium syntaza proto-
nowa FoF;-ATPaza uczestniczy w syntezie ATP podczas oksydacyjnej fosforylacji. Zheng i
wsp. [124] wykazali, ze TR jest efektywnym inhibitorem tego enzymu zaré6wno w komoérkach
mozgowych, jak watrobowych. Pokazano, Zze inhibicja ta jest niekompetycyjna. Zbadano
réwniez wptyw PC na aktywno$¢ kompleksu enzymatycznego i pokazano, ze jest jego inhibi-
torem. Poréwnujac aktywnos¢ TR 1 PC stwierdzono, ze oba zwiazki maja maty wpltyw na
inhibicje ATP-azy, ktéra katalizuje proces rozpadu ATP. Przeprowadzone badania ujawnity,
ze apoptoza komorki moze by¢ zwigzana z hamowaniem aktywnosci tego enzymu.

Rodzina Rb oraz E2F czynnikéw transkrypcyjnych odgrywa wazna rolg w regulowaniu
rozwoju cyklu komorkowego w fazie G1/S. Adhami i wsp. [125] udowodnili, ze $ciezka Rb-
E2F/DP reakcji stymulowanych przez TR moze prowadzi¢ do apoptozy komodrki. Wykazano,
ze potraktowanie komorek A431 czerniaka przez TR w znaczacy sposob zmniejsza ilo$¢ for-
my Rb czynnika transkrypcyjnego. Wynik ten jest najprawdopodobniej zwigzany z zahamo-
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wanie ekspresji calej rodziny czynnikéw transkrypcyjnych E2F przez ten polifenol. Autorzy
wysungli sugestig, ze tego typu wiasciwos¢ TR moze powodowaé hamowanie cyklu komor-
kowego w fazie G1/S. W praca Kim i1 wsp. [126] pokazano, ze dziatanie TR na komorki no-
wotworowe linii A549 powoduje nagle zahamowanie fazy S cyklu komoérkowego, co prowa-
dzi do apoptozy. Ten przeciwwzrostowy efekt TR jest wedlug autoréw zwiazany ze znaczaca
inhibicja fosforylacji czynnika transkrypcyjnego Rb oraz zwigkszaniem aktywnos$ci we-
wnatrzczasteczkowego inhibitora Cdk cykli komoérkowych. Jednym z gendéw odpowiedzial-
nych za hamowanie procesu nowotworzenia jest gen p53. Liczne badania potwierdzilty wptyw
TR na wzrost jego ekspresji. Huang i wsp. [127] wykazali, ze TR indukuje apoptozg tylko w
komorkach zawierajacych gen p53, natomiast nie zaobserwowano réznicy w szybkosci apop-
tozy, indukowanej przez TR w limfoblastach oraz komorkach ubogich w sfingomieling.
Otrzymane wyniki po raz pierwszy pokazaty, ze TR jest efektywnym induktorem apoptozy,
dzigki zdolnosci do aktywacji genu p53. Badania przeprowadzone przez Hsieh i wsp. [68]
dowiodly, ze TR hamuje namnazanie komorek §rédbtonka w tetnicach plucnych. Autorzy
uwazaja, ze moze miec¢ to zwiazek z silna inhibicja cyklu komorkowego w fazie S 1 G2 oraz
ze zwigkszaniem ekspresji genu p53. Rowniez badania Lu i wsp. [128] udowodnily, ze TR
oraz jego hydroksylowe pochodne efektywnie indukuja ekspresje genow p53, GADD45 oraz
Bax. Ponadto zwiazek ten stymuluje hamowanie ekspresji genu Bcl-2 w ludzkich fibrobla-
stach, zmienionych w wyniku wprowadzenia do nich wirusa SV40. Znaczne zwigkszenie ak-
tywno$ci w genie p53 sugeruje, ze jest on w gldéwnej mierze odpowiedzialny za ekspresje
genu Bax, indukowana przez TR w zmienionych komodrkach. Przeprowadzone ostatnio bada-
nia pokazaly, ze apoptoza wywotywana przez cytokiny jest zwigzana z synteza ceramidow.
Scarlatti 1 wsp. [129] pokazali, Ze TR moze hamowa¢ wzrost 1 wywotywac¢ apoptozg w liniach
komorkowych MDA-MB-231 wysoce ztosliwego nowotworu moézgu. Ujawniono, ze tym
procesom towarzyszy wzrost st¢zenia ceramidow w komorce. W szczegolnosci pokazano, ze
TR najprawdopodobniej indukuje synteze de novo ceramidéw oraz utatwia hydrolize sfingo-
mieliny. Powstawanie ceramidow jest zwiazane z aktywacja przez TR palmitynotransferazy —
kluczowego enzymu uczestniczacego w syntezie ceramidow oraz sfingomieliny, ktéra row-
niez uczestniczy w tym procesie. Przy uzyciu specyficznego inhibitora palmitynotransferazy
(L-cyklocysteiny) pokazano, ze tylko ten inhibitor moze przeciwdziata¢ efektom wywotanym
przez TR. Otrzymane wyniki dowiodly, Ze TR jest bardzo dobrym inhibitorem wzrostu guza
nowotworowego oraz induktorem apoptozy dzigki zdolnosci do indukowania syntezy cerami-

dow. Bardzo aktywne chemoterapeutyki, takie jak taxol indukuja apoptoze w wyniku bezpo-
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sredniego indukowania polimeryzacji tubuliny. Ostatnio przeprowadzono badania w celu
sprawdzenia, czy TR nie posiada podobnych wlasciwosci. Schneider 1 wsp. [130] pokazali, Zze
zwiazek ten oraz jego metoksylowe pochodne juz przy stezeniu 0,3 mM zmniejszaja tempo
namnazania komoérek nowotworowych w liniach komorkowych Caco-2. Natomiast przy stg-
zeniu wynoszacym 0,4 mM catkowicie hamuje proces nowotworzenia. Badania pokazaty, ze
stereoizomery cis sa prawie 100 razy bardziej aktywne w tym procesie, niz trans. lzomer cis
przy stezeniu 0,3 mM hamuje cykl komorkowy w fazie G2/M oraz redukuje o potowg aktyw-
no$¢ dekarboksylazy ornitynowej i adenozynomelatoninowej. W efekcie zmniejsza si¢ w ko-
morkach rakowych ilo$¢ poliamin, takich jak putrescyna oraz spermina. Aminy te sa podsta-
wowymi czynnikami wzrostu guza nowotworowego. Autorzy wykazali réwniez, ze stereo-
izomery cis, a w szczegolnosci 3,5,4 -trimetoksystilben, czeSciowo hamuja proces wigzania
kolchicyny do tubuliny. Wynik ten pokazuje, ze stereoizomery te albo cz¢sciowo wiaza sig z
miejscem aktywnym w tubulinie, albo modyfikuja miejsca wiazace na zasadzie oddziatywa-
nia allosterycznego. Mozna przypuszczac, ze badane pochodne TR moga stanowi¢ bardzo
interesujace leki antymitotyczne, ktore efektywnie hamuja polimeryzacj¢ tubuliny.

Jak wiadomo zaré6wno GMP (guanozynomonofosforan) jak i cAMP (cykliczny AMP)
odgrywaja duza rolg w regulacji procesu powstawania komorek. Okazuje sig, ze TR moze
rowniez wptywac¢ na tempo ich powstawania poprzez regulowanie ilosci GMP oraz cAMP w
cytozolu. El-Mowafy i Alkhalafa [131] badali wptyw TR na aktywno$¢ cyklazy adenylowej i
guanylowej, enzymoéw ktoére uczestnicza w kaskadzie cytostatycznych reakcji, zachodzacych
w komorkach MCF-7 raka piersi. Badania ujawnity, ze TR przy st¢zeniu 0,8 uM zwigksza
poziom cAMP, natomiast nie ma wptywu na ilos¢ GMP. Jest rzecza interesujaca, ze nawet tak
silne leki jak, aktynomycyna-D oraz tamoxifen wykazuja mniejsza aktywno$¢ w procesie
regulowania stgzenia GMP oraz cAMP niz TR. Ponadto udowodniono, ze stymulacja po-
wstawania cAMP przez TR jest niewrazliwa na dziatanie calego spektrum fosfodiesteraz,
inhibitora IBMX oraz rolipramu — specyficznego inhibitora cAMP. Inhibitory te natomiast w
obecno$ci TR zwigkszaja stezenie cAMP. Réwnolegle badania przeprowadzone przez tych
autorow pokazaty, ze dziatanie antyproliferacyjne TR jest silnie modyfikowane przez inhibi-
tory proteinowej kinazy A. Badania te pokazaty, ze TR jest agonista wobec uktadu
cAMP/kinaza proteinowa A. Ekspresja genu NAG-1, ktory jest elementem rodziny genow
TGF-B jest silne zwigzana z aktywnoS$cia proapoptyczna, a w konsekwencji — antynowotwo-
rowa. Badania przeprowadzone przez Baek i wsp. [132] ujawnily, ze TR silnie indukuje eks-

presj¢ genu NAG-1 oraz apoptoz¢ w sposob silnie zalezny od st¢zenia. Dokladne badania

36



pokazaty, ze polifenol ten najpierw zwigksza ekspresje proteiny p53 hamujacej wzrost guza, a
nastgpnie indukuje ekspresj¢ genu NAG-1. Ponadto autorzy pokazali, Ze miejsca wiazace w
proteinie p53 i promotorowy region w genie NAG-1 odgrywaja kluczowa rolg w kontrolowa-
nej prze TR ekspresji tego genu. Interesujacych wynikdéw na temat aktywnos$ci apoptotycznej
TR dostarczyta praca Opipari 1 wsp. [96]. W ich pracy opisano wptyw tego polifenolu na apo-
ptozg komorek raka jajnika. Wyniki dowiodly, Ze hamuje on wzrost oraz indukuje apoptoz¢
kilku linii komérkowych tego nowotworu. Wedtug autoréw dziatanie to jest zwiazane ze
zdolnoscia TR do usuwania z mitochondridow cytochromu c, formowania ciatek apoptotycz-
nych oraz aktywacji kaspaz. Jednakze zastosowanie mikroskopii elektronowej przyczynito si¢
do poznania nowego sposobu indukowania $mierci badanych komorek przez TR. Ujawniono,
ze zwiazek ten powoduje $mier¢ komorki na drodze autofagocytozy, a nie apoptozy. Wynik
ten sugeruje, ze TR posiada zdolno$¢ do indukowania programowanej $mierci komorki zgod-
nie z dwoma niezaleznymi mechanizmami. Ostatnie badania ujawniaja, ze TR wykazuje ak-
tywnos¢ przeciwproliferacyjna w stosunku do szerokiego spektrum nowotworow, a w szcze-
gblnosci: chtoniakow, raka szpiku kostnego, zotadka, okrgznicy, nerek, watroby oraz ptuc.
Hamowanie proliferacji komorek nowotworowych jest gldwnie zwiazane z aktywacja szla-
kéw biochemicznych, ktore przy udziale kaspaz prowadza do apoptozy komorki.

Kilka prac poswieconych jest aktywnosci przeciwproliferacyjnej TR wobec komorek B
raka szpiku kostnego [133,134]. Billard i wsp. [133] zbadali wplyw tego polifenolu na krwin-
ki biate, wérdd ktorych wystgpuja komorki nowotworowe. Ich badania wykazaty, ze TR ha-
muje ekspresj¢ przeciwapoptotycznej proteiny Bcl-2 oraz jest inhibitorem syntazy tlenku azo-
tu (II). Natomiast TR wykazuje maly wplyw na zywotno$¢ monojadrowych makrofagow wy-
stegpujacych we krwi obwodowej. Réwniez Roman i wsp. [134] doniesli o wptywie TR na
namnazanie si¢ komorek linii B, wyizolowanych z bardzo zto§liwej postaci raka szpiku kost-
nego. W ich pracy tej pokazano réwniez, ze polifenol ten jest inhibitorem szlakoéw bioche-
micznych, prowadzacych do syntezy NO(II). W efekcie tempo wzrostu guza zostaje zahamo-
wane. Dorrie 1 wsp. [122] pokazali, ze TR efektywnie hamuje proliferacje ludzkich linii ko-
morkowych Fas/CD95, jak i linii komérek B szpiku kostnego. Ponadto udwodniono, ze TR
indukuje zmniejszanie potencjatu czynnosciowego btony mitochondrialnej oraz zwigksza
ilos¢ kaspazy-9 we wrazliwych limfocytach w przypadku biataczki ztosliwej. Najnowsze ba-
dania sugeruja, ze TR moze hamowac¢ proliferencj¢ komorek raka okrgznicy [135-137]. Uzy-
wajac komorek HCT116 raka okr¢znicy z duza zawarto$cia proteiny p53, Mahyar-Roemer i
wsp. [135] wykazali, ze zmniejszenie dynamiki proliferacji jest wynikiem wprowadzenia ko-

37



morek na szlak apoptozy. Autorzy stwierdzili, ze apoptoza jest niezalezna od ilo$ci biatka p53
oraz aktywnosci receptorow btonowych, jest natomiast zwigzana z regulowaniem aktywnos$ci
mitochondriow. Wolter i Stein [136] doniesli, ze TR hamuje wzrost i proliferacje komorek
Caco-2 raka okre¢znicy w wyniku dziatania apoptotycznego. Stwierdzono, ze jest to gldwnie
zwiazane ze zwigkszaniem aktywnoS$ci kaspazy-3 oraz ekspresja cykliny E 1 A oraz ze
zmniejszeniem aktywnosci cykliny D1. Ponadto dowiedziono, ze TR ulega bezposredniemu
wlaczeniu w fazg S 1 G2 cyklu komérkowego, powodujac jego nagte zakonczenie, co prowa-
dzi do $mierci komorki. Efekt ten zaobserwowano juz przy bardzo matym stgzeniu TR. Del-
mas 1 wsp. [121] analizowali molekularny mechanizm apoptozy komorek raka okrgznicy ze
szczegblnym zwroceniem uwagi na role receptora FasL w tym procesie. Pokazali oni, ze TR
w zakresie stgzen 10-100 uM aktywuje wiele rodzajow kaspaz oraz wywoluje apoptozg w
linii komorkowej SW480 raka okreznicy. Liang 1 wsp. [137] doniesli, ze TR efektywnie ha-
muje proliferacj¢ komoérek HT-29 raka okreznicy. Dowiedli oni, ze proces ten jest zwiazany
ze zdolnoscia TR do wywotywania dezaktywacji kinazy proteinowej Cdc2 oraz zwigkszania
tempa fosforylacji tyrozyny. Otrzymane rezultaty dowiodty, ze redukcja aktywnosci Cdc2 jest
glownie zwiazana z inhibicja kinazy Cdk7, natomiast umieszczenie TR w komorkach spowo-
dowato obnizenie poziomu kinazy Cdk7, ktora jest odpowiedzialna za fosforylacje Cdc2. Po-
kazuje to, ze TR hamuje podziat komodrki w fazie G2 poprzez inhibicje aktywnosci kinazy
Cdc7. Ding 1 Adrian [138] wskazali, ze TR indukuje apoptoz¢ komodrek nowotworowych
Pancrosta — jednego z bardziej zlosliwych nowotwordéw szczytowej czesci ptuc. Badania
przeprowadzono w liniach komérkowych PANC-1 oraz ASP-1. Na podstawie wynikéw moz-
na stwierdzi¢, ze polifenol ten jest efektywnym inhibitorem proliferacji tych linii komdrko-
wych oraz zwigksza aktywno$¢ fazy sub-G0/G1 cyklu komorkowego. Atten i wsp. [139] wy-
kazali na podstawie badan linii komorkowych KATO-III oraz RF-1, ze TR hamuje prolifera-
cje komorek guza §luzowki zotadka. Hamowanie jest wedlug autorow wynikiem aktywacji
kinazy proteinowej C, ktora jest bezposrednio zaangazowana w dezaktywacje¢ guza nowotwo-
rowego. Badania Holian 1 wsp. [140] pokazaly, ze TR w liniach komérkowych SNU-1 raka
zotadka, stymulowanych obecno$cia nadtlenku wodoru, hamuje syntez¢ DNA oraz bierze
udzial w generowaniu anionorodnika ponadtlenkowego, ktory moze uszkadza¢ nici DNA.
Ponadto stwierdzono, ze w komodrkach tych zwigksza on aktywno$¢ syntazy NO, ktora jest
odpowiedzialna za apoptoze badanych komoérek. W w/w pracy badano rowniez apoptoze ko-
morek EC-9706 — stwierdzono, ze proces ten odbywa si¢ przez regulacjg stezenia proteiny

Bcl-2 oraz genu apoptozy Bax. Ostatnio wykazano, ze TR jest inhibitorem proliferacji komo-
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rek raka prostaty, ktorego rozwoj jest zarbwno zalezny, jak i1 niezalezny od stezenia estroge-
now [141-144]. Uzywajac do badah nastgpujacych linii komorkowych: LNCaP, DU-145 oraz
PC-3, Hsieh i Wu [141] wykazali, ze stilbenoid ten przyczynia si¢ do zmniejszania tempa
podziatu komoérek w wyniku hamowania fazy G1/S cyklu komérkowego. Zbadanie mechani-
zmu apoptozy w tych komorkach ujawnito, ze w obecnosci TR zmniejsza si¢ stezenie antyge-
nu raka prostaty PSA oraz nie ulega modyfikacji ekspresja gendw receptora androgenowego.
Lin 1 wsp. [142] pokazali, Ze polifenol ten indukuje apoptozg komorek DU45 raka prostaty w
wyniku aktywacji proteinowej kinazy MAPK, zwigkszania st¢zenia proteiny p53 oraz zwigk-
szania szybkosci fosforylacji seryny. Mitchell 1 wsp. [143] dowiedli, ze TR w komorkach raka
prostaty wrazliwych na obecno$¢ hormondéw estrogenowych modyfikuje aktywnos$¢ genow
androgenowych i poziom markera raka prostaty (PSA). Natomiast badania Kampa i wsp.
[144] ujawnily, ze antyproliferacyjna aktywnos$¢ tego zwiazku jest zwiazana ze zmniejsza-
niem st¢zenia NO. Kim i wsp. [126] pokazali, ze TR hamuje wzrost komorek A549 ludzkiego
raka ptuc. Ich badania udowodnity, ze TR w zaleznos$ci od st¢zenia, hamuje podziat komorki
w fazie S oraz fosforylacj¢ czynnika transkrypcyjnego Rb. Ponadto, spektroskopia fluore-
scencyjna ujawnila, ze TR jest induktorem apoptozy. Efekt ten zostal przez autorow przypisa-
ny aktywacji kaspazy-3 oraz hamowaniu aktywnos$ci transkrypcyjnej biatka NF-«B. Prowa-
dzono réwniez badania nad wptywem TR na proliferacj¢ komorek raka watroby. Delmas i
wsp. [145] jako pierwsi zbadali zdolnos¢ tego zwiazku do inhibicji procesu proliferacji komo-
rek watroby szczuréw, wsrod ktorych wykryto obecno$¢ komoérek nowotworowych. Badano
rowniez wptyw etanolu na aktywno$¢ TR. Badania jednoznacznie sugeruja, ze etanol zmniej-
sza aktywno$¢ antynowotworowa TR. Ujawniono, ze TR opdznial wejscie komorki rakowej
w cykl mitotyczny, gdyz nie powodowal hamowania wlaczania histydyny znakowanej izoto-
pem *H w trakcie mitozy. Kozuki i wsp. [146] pokazali, ze TR przy stezeniach 100 oraz 200
puM hamuje w sposob znaczacy proliferacje linii komérkowych AH109A raka watroby oraz
hamuje jego naciekanie na sasiednie tkanki. Autorzy stwierdzili, ze aktywno$¢ TR moze by¢
zwiazana z jego aktywno$cia przeciwutleniajaca. Rowniez De Lédinghen 1 wsp. [147] wyka-
zali, ze TR szybko zmniejsza wzrost guza raka watroby w linii komorkowej HepG2. W pracy
tej zaproponowano mechanizm thumaczacy wptyw tego zwiazku na proces rozprzestrzeniania
si¢ komorek nowotworowych w obrebie watroby. Badania ujawnity, w przeciwienstwie do
innych prac, ze TR indukuje $mier¢ komodrek nowotworowych nie na drodze apoptozy, ale
aktywacji czynnika transkrypcyjnego Akt-1. Ponadto w pracy tej wykazano, ze TR nie

zmniejsza ekspresji genu urokinazy oraz nie jest inhibitorem centrum aktywnego tego enzy-
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mu. Aktywnos$¢ antyproliferacyjna TR byta rowniez badana w stosunku do raka tarczycy oraz
glowy [148,149]. Shih 1 wsp. [148] pokazali, Ze potraktowanie tym polifenolem komorek raka
tarczycy prowadzi do apoptozy, ktora w tym przypadku jest zwiazana z translokacja w jadrze
komorkowym czynnika transkrypcyjnego ERK1/2. Wykazano, ze polifenol ten zwigksza stg-
zenie w komorkach biatka p53 1 czynnika transkrypcyjnego oraz przyczynia si¢ do aktywacji
fosforylazy seryny. Elattar i Virji [149] wykazali, ze TR prowadzi do hamowania podziatu
komorek linii SCC-25 raka tarczycy oraz replikacji ich DNA.

Liczne prace dowodza, ze TR wykazuje aktywno$¢ chemoprewencyjna, ktorej podsta-
wowym objawem jest hamowanie mutagenezy. Sgambato i wsp. [150] ocenili antyprolifera-
cyjna aktywno$¢ tego zwiazku wobec spektrum réznorodnych komoérek nowotworowych.
Wykazali, ze wyraznie zwigksza on wskaznik apoptozy, zmniejsza ilo$¢ wolnych rodnikoéw w
komorce w obecnos$ci nadtlenku wodoru oraz zmniejsza fragmentacj¢ DNA, wywotang stre-
sem oksydacyjnym.

Ostatnie badania ujawnity, ze TR ma zdolnos¢ do indukowania degradacji nici DNA w
obecnosci jondéw Cu(Il). Ahmad 1 wsp. [151] pokazali, Ze polifenol ten katalizuje redukcjg
jonow Cu(Il) do jonow Cu(l), ktorej towarzyszy powstawanie produktu utleniania TR — wy-
kazuje on podobne wihasciwosci katalityczne. Natomiast Fukuhara i wsp. [61] pokazali, ze
rozpad nici DNA jest indukowany obecnos$cia jonow Cu(Il). W swojej pracy udowodnili, ze
polifenol ten jest zdolny do tworzenia komplekséw z jonami Cu(Il), a rozpad nici DNA jest

najprawdopodobniej spowodowany tworzeniem kompleksu Cu(Il) z ditlenem.

1.7. Eksperymentalne i teoretyczne badanie struktury i wlasciwosci antyoksydacyjnych

TR oraz jego pochodnych

W ostatnich latach wiele wysitku wtozono w poznanie struktury TR [152-160]. Znacza-
cy wkiad w tym wzgledzie wniosta praca Caruso 1 wsp. [152]. Na podstawie badan dyfrakcji
rentgenowskiej ustalono, ze TR w temperaturze pokojowej nie jest ptaski, o czym §wiadcza
wyznaczone katy torsyjne (o = Cs-C4-C7-Cg oraz 6 = C7-Cg-Co-Cjp) (Rys.1.1.1.a), wynoszace
3,0° oraz 8,0°. Ponadto ujawniono, ze w krysztatach tego zwiazku wystepuja wiazania wodo-
rowe pomigdzy grupami hydroksylowymi. Oddziatywania te oraz ruchy flip-flop grup hy-
droksylowych sa wedlug autoréw odpowiedzialne gléwnie za odchylanie geometrii reswera-
trolu od ptaskiej konformacji. Oprdocz badan eksperymentalnych, w pracy tej wykonano row-
niez obliczenia kwantowo-mechaniczne za pomoca metody DFT i funkcjonatu Perdew i

Wang (PWC) w celu potwierdzenia geometrii resweratrolu wyznaczonej eksperymentalnie.
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Otrzymano nastepujace optymalne wartoéci wartosci katow o i 0: 2,9 oraz 7.2". Bazujac na
zoptymalizowanej geometrii TR, autorzy wyznaczyli teoretyczng warto$¢ bariery rotacyjne;j.
Wyznaczono roéwniez optymalne geometrie anionéw TR 1 stwierdzono, Ze proton z grupy 4'-
OH jest najbardziej labilny. Wyniki obliczen optymalizacyjnych pozostaja w zgodnosci z
wynikami doswiadczalnymi. W celu wyznaczenia teoretycznej struktury TR, Bernard 1 wsp.
[53] wykonali obliczenia optymalizacyjne za pomoca metody DFT i Hartree-Fock (HF). Ob-
liczenia z wykorzystaniem bazy 6-31G(d,p) pokazaly, ze zwiazek ten jest plaski w prozni,
natomiast wyniki uzyskane za pomoca metody HF wskazuja, ze zwiazek ten charakteryzuje
si¢ geometria zgigta, co potwierdzaja zoptymalizowane katy torsyjne o wartos$ci okoto 24°.
Roéwniez obliczenia Xu 1 wsp. [154] wykonane za pomoca metody DFT pokazaty, ze TR i
jego rodniki tlenowe sa ptaskie w prozni. Stosujac w obliczeniach funkcjonatl Becke3P89 oraz
bazg funkcyjna 6-31G(d) Billes i wsp. [155] wyznaczyli optymalna geometrig tego zwiazku.
Dla geometrii w minimum energetycznym autorzy uzyskali katy torsyjne wynoszacego okoto
15°. Teoretyczne badania strukturalne nad TR za pomoca metod semi-empirycznych i HF w
prézni, w stanie podstawowym oraz wzbudzonym byly podjete przez Del Nero i de Melo
[156]. Obliczenia pokazaty, ze czasteczka TR jest zgigta, co dowodzi warto$¢ zoptymalizo-
wanego kata torsyjnego wynoszacego okoto 15°. Ponadto autorzy wskazali znaczace roznice
w warto$ciach zoptymalizowanych katéw dla geometrii uzyskanej w stanie podstawowym i
wzbudzonym. Przedstawione rozbiezne wyniki obliczen optymalizacyjnych prowadza do
wniosku, ze rzeczywista struktura TR nie zostata wyznaczona. W zwiazku z tym, w niniejszej
rozprawie, podjeto problem geometrii TR i zastosowano trzy niezaleznego metody kwanto-
wo-mechaniczne oraz szerokie spektrum baz funkcyjnych, w celu wyznaczenia w globalnym
minimum energetycznym najbardziej wiarygodnej struktury TR.

Oprocz prac eksperymentalnych, wiasciwosci antyoksydacyjne TR oraz jego pochod-
nych byly rowniez zbadane za pomoca metod chemii kwantowej [157-160]. Queiroz i wsp.
[157], stosujac metod¢ DFT, wykazali zalezno$¢ struktura-aktywno$¢ antyoksydacyjna dla
duzej klasy polifenoli w prozni. Wyniki ich obliczen dowodza, Zze oderwanie wodoru od grup
hydroksylowych znajdujacych si¢ w potozeniu para jest energetycznie bardziej preferowane,
niz od grup OH w potozeniu meta. Obliczenia pokazaly, ze system m-elektronowy zapewnia
energetyczng stabilizacj¢ rodnikéw tlenowych oraz, ze niesparowany elektron jest gtownie
zlokalizowany na atomach tlenu w potozeniu para. Pokazano, ze antyoksydacyjne wlasciwo-
sci badanych zwiazkow sa gléwnie zwiazane z duza warto$cia energii stabilizacji 4-
hydroksystilbenu, stanowiacego szkielet tych substancji. Podobne obliczenia oparte na meto-
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dzie DFT, ale tylko dla TR w prozni, przeprowadzit Cao 1 wsp. [158]. Ich obliczenia wykona-
ne za pomoca B3LYP/6-31(d,p) po raz pierwszy pokazaty, ze TR jest antyoksydantem. Wy-
kazano, ze w zwiazku tym grupa hydroksylowa 4 -OH jest bardziej reaktywna, niz pozostale
grupy OH z powodu efektu rezonansowego. Obliczenia optymalizacyjne ujawnity, ze rodniki
TR maja strukturg¢ semichinonowa, stabilizowana przez rezonans oraz obecno$¢ wigzania wi-
nylowego. Autorzy stwierdzili réwniez, ze aktywno$¢ antyoksydacyjna tego zwiazku jest
gléwnie zwiazana z dystrybucja gestosci spinowej oraz niesparowanego elektronu w bada-
nych rodnikach. Antyoksydacyjne wtasciwosci TR, jego metabolitu — PC oraz innych polife-
noli byly rowniez badane przez Wright i wsp. [159]. Zastosowali oni metod¢ DFT, baz¢
LDBS (Locally Dense Basis Set) do obliczenia IP (Potencjat Jonizacyjny, lonization Poten-
tial) oraz BDE (Entalpia Dysocjacji Wiazania, Bond Dissocition Enthalpy) dla tych zwiazkow
w prozni. Na podstawie wynikoéw obliczen autorzy stwierdzili, Ze najbardziej preferowany
mechanizm zmiatania wolnych rodnikéw opiera si¢ na transferze wodoru z polifenolu na rod-
niki. W pracy tej ujawniono, ze wigzanie winylowe zmniejsza wartosci BDE, gdyz umozliwia
peina delokalizacj¢ niesparowanego elektronu w rodnikach tlenowych. Porownujac natomiast
aktywno$¢ antyoksydacyjna badanych polifenoli wykazano, ze sa one stabszymi zmiataczami
wolnych rodnikow, niz a-tekoferol (witamina E). Przeciwutleniajace wtasciwosci TR i innych
bioaktywnych substancji w prozni, medium wodnym oraz benzenowym byty badane przez
Lepolidini 1 wsp. [160]. Zastosowali oni funkcjonal B3LYP, bazg 6-311++G(3df,2p) oraz
model solwatacyjny SCRF-PCM w celu wyliczenia parametréw antyoksydacyjnych, takich
jak potencjat jonizacyjny i entalpia dysocjacji wiazan O-H. W pracy tej réwniz podjgto bada-
nia nad analiza konformacyjna oraz zwiazkiem geometrii z aktywnoscia antyoksydacyjna.
Badania wykazaty, ze: w TR wiazanie 4'-O-H jest najmniej trwate, TR 1 jego rodniki maja
geometri¢ ptaska w globalnym minimum energetycznym. Ponadto stwierdzono, ze: medium
polarne zwigksza stabilno$¢ energetyczna TR 1 jego rodnikéw fenoksylowych, w medium
wodnym entalpia dysocjacji wigzania O-H przyjmuje wigksza warto$¢ niz w fazie gazowej,
natomiast potencjal jonizacyjny mniejsza. Autorzy pokazali rowniez, ze duzy stopien deloka-
lizacji elektronu w rodnikach oraz obecno$¢ wiazania winylowego przyczyniaja si¢ do zwigk-
szenia podatnosci TR na jonizacj¢. Badania Xu i wsp. [154] byly poswigcone teoretycznemu
mechanizmowi reakcji TR z rodnikiem peroksyhydroksylowym (OOH) w prézni za pomoca
metody DFT. Zbadano mechanizm oparty na przeniesieniu atomu wodoru, jako formy rodni-
kowej z TR na ten rodnik. Wykazano zwiazek struktury TR oraz jego rodnikéw z aktywno-
Scia antyoksydacyjna. Udowodniono, ze zaréwno TR, jak i jego rodniki posiadaja plaska
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strukture, ktéra zapewnia efektywna delokalizacje niesparowanego elektronu oraz uktadu =-
elektronowego. Przeprowadzone obliczenia wykazuja, ze grupa 4'-OH w tym polifenolu jest
najbardziej reaktywna, a wiazanie 4'O-H slabsze od pozostatych. Ponadto pokazano, ze
wszystkie rodniki maja struktur¢ semichinonowa, a 4°'-O-rodniki sa energetycznie bardziej

trwale niz 3-O oraz 5-0.

1.8. Oligomery oraz glukozydy TR wyizolowane z wina, owocow winorosli Vitis vinifera

i orzecha ziemnego (Arachis hypogaea)

Ostatnio wiele grup badawczych zainteresowanych jest badaniem aktywno$ci biolo-
gicznej oligomeréw TR [161,162]. Pokazano, ze wiele oligomerow wyizolowanych z roslin
Paeonia lactiflora, Paeonia suffruticosa oraz Paeonia moutan wykazuje silne dzialanie bio-
logiczne. W szczegodlnosci dowiedziono ich wlasciwosci przeciwzapalnych [161], przeciwu-
tleniajacych [161] oraz antynowotworowych [162]. Wlasciwosci przeciwutleniajace e-
winiferyny, gnetiny H oraz glukozydéw, ktore wystepuja w czerwonym winie zostaly wyka-
zane przez Kim 1 wsp. [163]. W pracy tej autorzy badali efekt dziatania zwiazkéw w reakeji
degradacji 2-deoksyrybozy oraz lipidow btonowych, wywotanej rodnikiem hydroksylowym,
powstalym w reakcji Fentona. Ich badania dowiodly, Zze wszystkie analizowane oligomery
oraz glukozydy sg silniejszymi zmiataczami wolnych rodnikow niz TR. Rowniez Privat i wsp.
[164] badali w roztworze wodnym oraz rozpuszczalniku DMSO aktywnos$¢ przeciwutleniaja-
cq oligomeroéw, wyizolowanych z czerwonego wina. Badania te pokazaly, ze wszystkie oli-
gomery sa efektywniejszymi przeciwutleniaczami, niz TR i inne jego hydroksylowe pochod-
ne.

Vitrac 1 wsp. [165] po raz pierwszy wyizolowali z win brazylijskich trans-e-winiferyng
— dimer TR, trans-3-winiferyng, trans-piceid oraz trans-astringing za pomoca chromatografii
cieczowej. Ich badania wykazaly, Ze trans--winiferyna, CR, trans-piceid oraz trans-
astringina wystepuja w najwigkszym stezeniu w czerwonym winie. W szczeg6lnosci wino
Merlot z roku 1999 oraz 2002 zawiera duza ilo$¢ tych aktywnych sktadnikow. Rowniez Gu-
ebailia 1 wsp. [166] wyizolowali z czerwonego wina pochodzacego z Algierii kilka zwiazkow
polifenolowych, w tym dimer resweratrolu — pallidol, zawierajacy w swojej budowie unika-
towy szkielet bicyklooktanowy. Pallidol badany byl pod katem aktywnos$ci przeciwutleniaja-
cych przez He 1 wsp. [167]. Autorzy pokazali, ze zwiazek ten jest niezwykle silnym zmiata-
czem tlenu singletowego. Jego aktywno$¢ przeciwutleniajaca byta zdecydowanie wigksza niz

TR. Ostatnio przeprowadzone badania wykazaty silng aktywno$¢ biologiczng trans-piceidu —
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3-O-B-D-glukozydu TR, wystepujacego w najwigkszym stezeniu w czerwonym winie [165]
oraz czarnej czekoladzie [2]. W szczegdlnosci udowodniono, Ze posiada on silne wtasciwosci
przeciwutleniajace, antyagregacyjne oraz antynowotworowe [7]. Znaczacy wkiad w zbadanie
aktywnosci przeciwutleniajacej tej substancji wniosty badania Fabris i wsp. [168]. W ich pra-
cy porownano aktywnos¢ tego zwiazku z aktywnoscia TR oraz witaminy C. Stwierdzono, ze
trans-piceid 1 TR wykazuja podobna zdolno$¢ do zmiatania szkodliwych rodnikéw tleno-
wych. Badania przeprowadzone przez Fauconneau i wsp. [169] pokazaly, ze frans-astringina
(trans-3°,5,4",3-tetrahydroksystilbenylo-3-O-f-D-glukopiranozyd) wykazuje zdecydowanie
wigksza aktywnos$¢ przeciwutleniajaca, niz trans-piceid oraz TR.

Wykrycie w winogronach i1 czerwonym winie zwiazkow o silnym dziataniu biologicz-
nym i, w efekcie, odpowiedzialnych za ich dobroczynne dzialanie, skierowato uwage wielu
badaczy na winorosl wtasciwa (Vitis vinifera). Jest ona, obok zboza, najstarsza rosling upraw-
na. Resztki dzikiej winoros$li znajdowano na wykopaliskach w potudniowo-zachodniej Azji,
Europie, a w Izraelu znaleziono nawet nasiona winorosli pochodzace z epoki brazu. W sklad
owocOow winoros$li wchodza: cukry, pektyny, garbniki, witaminy, zwiazki polifenolowe. Na-
tomiast tylko ciemne winogrona zawieraja barwne antocyjany. Rodzynki zawieraja gtéwnie
cukier inwertowany czyli, rdwnomolowa mieszaning D(+)-glukozy i D(-)-fruktozy, 1,5%
kwasu winowego 1 jabtkowego, pektyny, winiany oraz zwiazki polifenolowe. Rowniez nasio-
na winoros$li maja potencjalne znaczenie lecznicze, gdyz zawieraja olej jadalny wzbogacony
w nienasycony kwas linolenowy, majacy istotne znaczenie w profilaktyce choréb uktadu kra-
zenia. Zainteresowanie tzw. ,,paradoksem francuskim” przyczynito si¢ do intensywnych ba-
dan nad skladem i aktywnoscia biologiczna sktadnikow czerwonych win. Stwierdzono, ze
gléwnym sktadnikiem aktywnym tego napoju sa polifenole, bedace metabolitami, gdyz nie sa
syntezowane przez organizmy zwierz¢ce. Badania ostatnich lat pokazaty, ze zwiazki te w
niewielkiej tylko ilo$ci wystgpuja w postaci wolnej, tzw. formie glikonowej. Wigkszo$¢ two-
rzy potaczenia z cukrami oraz kwasami organicznymi. Stad w czerwonym winie zwiazki poli-
fenolowe wystgpuja gtownie w postaci trwatych glukozyddéw oraz estréw. Najbardziej bogate
w zwiazki polifenolowe sa wina czerwone, w ktorych zidentyfikowano okoto 10 rodzajow
polifenoli, taniny, 16 barwnikéw antocyjanowych oraz zwiazki flawonowe, bedace gtownie
pochodnymi kwercetyny oraz kempferolu. Sposrod zwiazkéw polifenolowych, zawartych w
czerwonych winach, w najwigkszym st¢zeniu wystepuja: kwasy fenolowe (kumarynowy, cy-
namonowy, kofeinowy), flawonoidy (katechina, epikatechina, kwercetyna). W winie czerwo-
nym wystgpuje rowniez TR. Stwierdzono, ze najbardziej warto§ciowe gatunki win, bardzo

44



bogate w ten polifenol, pochodza z matych winnic, gdzie wina wytwarzane sa od wiekow
metoda tradycyjna, bez wyrafinowanych technologicznie sposobdéw np. filtrowania, ktore
moze obniza¢ jego stezenie. Wyzsza warto$¢ potencjatu przeciwutleniajacego czerwonego
wina w porownaniu z winogronami moze wynika¢ z nastepujacych powodow:

— warto$¢ potencjalu bylta wyznaczana r6znymi metodami,

— z lezakowania wina w dgbowych beczkach, podczas ktorego nastgpuje ekstrakcja zwiazkdéw
o wlasciwos$ciach przeciwutleniajacych z drewna,

— 7 7aggszczenia moszczu winnego w poroéwnaniu z catym owocem.

Badania ostatnich lat [15-17] pokazaty, ze oprocz prostych polifenoli, wystgpujacych w
winie w postaci monomerdw, w sktad czerwonego wina i owocéw winorosli wchodza dimery,
trimery oraz tetramery TR. Sa one produktem oksydacyjnej polimeryzacji rodnikow tego poli-
fenolu. Dimery TR mozemy podzieli¢ na dwie grupy. Zwiazki nalezace do pierwszej z nich
charakteryzuja si¢ obecnoscia w budowie heterocyklicznego pierScienia benzofuranowego.
Do tej grupy zaliczamy: e-winiferyng i d-winiferyne [170], ktore moga wystepowaé zardéwno
w postaci wolnej, jak i glukozydow. Ponadto w sktad tej grupy wchodzi e-winifuran, ktory
zawiera szkielet furanowy. W sktad drugiej grupy dimeréw wchodza zwiazki, ktore nie za-
wieraja pierscienia heterocyklicznego. Sposrod najlepiej poznanych nalezy wymienié: palli-
dol, jego mono- 1 diglukozydy oraz parthenocysyn¢ A. Ostatnio trimer TR-a-winiferyna zastat
wyizolowany z czerwonego wina za pomoca chromatografii cieczowej oraz spektrometrii
masowej. Cecha charakterystyczna budowy tego zwiazku jest obecnos¢ trzech sprzezonych
pierscieni benzofuranowych. Ponadto z rosliny Vitis vinifera wyizolowano tetramery. Podzie-
lono je na trzy grupy:

— tetramery zawierajace w swojej budowie szkielet bicyklo[6.3.0]Jundekanowy — przedstawi-
cielem tej grupy jest winiferol A,

— tetramery zawierajace w swojej budowie szkielet bicyklo[5.3.0]dekanowy. Sposrod najle-
piej poznanych tetrametrow za tej grupy nalezy wymieni¢: winiferol B, winiferol C, watico-
fenol A,

— zwiazki, ktore posiadaja pierscienie benzofuranowe oraz trans-2-arylo-2,3-benzofuranowe.
Najwazniejszymi przedstawicielami tej grupy sa: witisifuran A oraz B, izo- i hopeafenol.

Vitrac 1 wsp. [165] opisali metodg bezposredniego wykrywania polifenoli w czerwo-
nych winach za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej. W pracy tej przebadano
12 komercyjnie dostgpnych win z potudniowej Brazylii i po raz pierwszy stwierdzono obec-

no$¢ w nich d-winiferyny. Na podstawie przeprowadzonych badan przedstawiono, ze wina
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brazylijskie oprocz o-winiferyny zawieraja trans-astringing, trans-piceid, TR, CR, e-
winiferyng. Przeprowadzona analiza ilo$ciowa tych zwiazkéw ujawnila, ze wino Merlot za-
wiera okoto 10 mg/L §-winiferyny, 15 mg/L. CR oraz 13 mg/L trans-piceidu. Ponadto autorzy
stwierdzili, ze calkowite spozycie wszystkich stilbenoidow z badanych win wsréd populacji
brazylijskiej wynosito 5,3 mg/L w przeliczaniu na jedna osobg. Rowniez de Lima 1 wsp.
[171], wykorzystujac chromatografi¢ cieczowa zbadali sktad 120 win z Portugalii i Francji.
Stwierdzono, zZe stilbenoidy w najwigkszym st¢zeniu wystgpuja w winach czerwonych, a ich
zawartos$¢ jest silnie skorelowana ze sposobem lezakowania oraz regionem, z ktdrego ono
pochodzito. Wyniki badan pokazaty, ze wszystkie polifenole wystepuja gldéwnie w postaci
glukozydow, natomiast ich stgzenie w formie wolnej jest bardzo mate. Ponadto, po raz pierw-
szy wyizolowano i scharakteryzowano frans-astringing stwierdzajac duza zawarto$¢ tego glu-
kozydu trans-PC we wszystkich rodzajach badanych win. Autorzy wniesli, ze 6-winiferyna z
uwagi na duze ste¢zenie w winie powinna by¢ zbadana pod katem biodostgpnosci oraz metabo-
lizmu w komorkach organizméw zywych. Zawartos¢ TR w winach pochodzacych z Grecji
byta badana przez Geriogiannki-Christopoulou 1 wsp. [172]. Badane wina, zar6wno biale jak 1
czerwone, byly produkowane z greckich winorosli Vitis vinifera. Wyniki pokazaly, ze zawar-
tos¢ tego polifenolu w winie czerwonym jest zdecydowanie wigksza, niz w biatym. Doktadne
badania za pomoca metody HPLC ujawnily, ze zawartos¢ TR w winie czerwonym nalezy do
przedzialu 0,352-1,99 mg/L. Natomiast praca Lamuela-Revantos 1 wsp. [173] wykazala, ze
wina pochodzace z Ameryki Potnocnej i Poludniowej nie sa bogate w TR, gdyz jego zawar-
tos¢ jest ponizej 1 mg/L. Badania Goldberg i wsp. [174] pokazaly, ze st¢zenie stereoizome-
row resweratrolu w winie zalezy od obecnosci B-glukozydazy, ktéra katalizuje proces hydro-
lizy glukozydow, obficie wystepujacych w winach. Autorzy zwrdcili uwage na fakt, ze w
procesie starzenia czerwonego wina aktywnos¢ tego enzymu maleje 1, w efekcie w winach, o
dhlugim okresie lezakowania stgzenie TR jest zdecydowanie mniejsze, niz jego glukozydow.
Guebailia 1 wsp. [166], zbadali sktad czerwonych win pochodzacych z Afryki Potudniowe;.
W pracy tej wyizolowano 1 zindentifikowno za pomoca spektroskopii NMR sze$¢ polifenoli:
trans-piceid (4,6-45 mg/L), TR (0,66-3,45 mg/L), trans-e-winiferyng (0,2-1,2 mg/L), pallidol
(0,2-9,2 mg/L), hopeaphenol (0,3-3,8 mg/L) oraz astilbing (10,8-24,22 mg/L). Autorzy
stwierdzili, ze tak duza zawarto§¢ w czerwonym winie piceidu, pallidolu oraz astilbiny moze
swiadczy¢ o silnym efekcie terapeutycznym win z tego rejonu. Poniewaz regularne picie
czerwonego wina zapobiega wielu chorobom uktadu krazenia oraz odktadaniu blaszek miaz-

dzycowych w naczyniach krwiono$nych, wielu badaczy podjeto badania nad mechanizmem
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jego aktywnosci biologicznej. Faustino i wsp. [174] zbadali wplyw ekstraktu z czerwonego
wina Merlot na proces utleniania cholesterolu LDL. W szczegdlnosci zbadano aktywnosé
antyoksydacyjna TR, katechiny, epikatachiny i rutyny. Utlenianie cholesterolu zostato wywo-
tane przez AAPH (dihydrochlorek 2,2 -azo-bis(2-aminopropanu)) w roztworze wodnym. Ge-
nerowane pod wptywem tego zwiazku rodniki tlenowe uczestniczyly w procesie utleniania
lipidéw. Uzyskane wyniki pokazaty, ze wszystkie badane zwiazki efektywnie hamowaly ten
proces, przy czym kwercetyna wykazywala najwigksza aktywno$¢. W pracy Tedesco 1 wsp.
[175] badano ochronny wpltyw czerwonego wina na proces utleniania ludzkich erytrocytow
(RBCs) wywotany nadtlenkiem wodoru. Czerwone krwinki byty traktowane mikromolowymi
ilosciami czerwonego wina. Nastgpnie analizowano dziatanie aktywnych form tlenu, hemoli-
zg, produkcje methemoglobiny. Uzyskane wyniki pozwolily stwierdzi¢, ze szkodliwe dziata-
nie rodnikow tlenowych jest efektywnie hamowane przez wino zawierajace 3,5 mM kwasu
galusowego. Ponadto stwierdzono, ze wina zawierajace duze ilosci polifenoli efektywnie ha-
muja destrukcyjne dziatanie rodnikow tlenowych, ale wykazuja mniejsze dziatanie antyoksy-
dacyjne, niz wina z duza iloscia kwasu galusowego. Podsumowujac — autorzy stwierdzili, ze
niealkoholowe sktadniki czerwonego wina zapewniaja przeciwutleniajaca aktywno$¢ tego

napoju.

c d

Rys. 1.8.1. Pochodne TR wyizolowane z orzecha ziemnego (Arachis hypogaea) a) trans-
arachidin-1,b) frans-arachidin-2, c) trans-arachidin-3, d) trans-3"-izopentadienylo-3,5,4 -
trihydroksystilben

Ostatnio przeprowadzone badania dowiodly, Ze orzechy ziemne maja zdolno$¢ do syn-
tezy rozmaitych fitoaleksyn o silnej aktywnosci biologicznej [176,177]. Sposrod najwazniej-

szych pochodnych TR na szczegdlna uwage zastuguja trans-arachidin-1, frans-arachidin-2,
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trans-arachidin-3  oraz  trans-3-izopentadienylo-4,3",5 -trihydroksystilben  (Rys.1.8.1.).
Zwiazki te sa wydzielane w trakcie infekcji wirusowej lub grzybiczej. Badania Sobloleva
[176] wykazaly, ze ich bagatym Zrédlem sa nasiona. Pokazano takze, ze obecno$¢ grzybow z
rodzaju Aspergillus indukuje wzmozona synteze tych substancji. Autorzy dowiedli, ze tkanki
nasion niezainfekowane grzybem bardzo intensywnie produkuja TR, podczas gdy te zainfe-
kowane produkuja duze ilosci pozostalych stilbenoidow. W przeprowadzonych testach po 48
godzinnym wzro$cie grzybow stwierdzono wzmozona produkcje fitoaleksyn przez wewngtrz-
ne tkanki nasion orzecha. Na uwagg zastuguje fakt, Ze nie zaobserwowano zwiazku migdzy
synteza stilbenoidow, a dziataniem toksycznym grzyba. Trans-arachidin-1, trans-arachidin-2,
trans-arachidin-3 oraz trans-3-izopentadienylo-4,3,5 -trihydroksystilben zostaly rowniez
wyizolowane z ekstraktu metanolowego nasion orzeszkoéw ziemnych za pomoca HPLC z od-
wrocong faza przez Chang i wsp. [177]. Ich badania pokazaty, ze podczas inkubacji nasion
zawarto$¢ trans-arachidinu-1, trams-arachidinu-2, trans-arachidinu-3 oraz TR stopniowo
zwigkszato sig, podczas gdy stezenie frans-3-izopentadienylo-4,3",5 -trihydroksystilbenu po
28 godzinach wyraznie si¢ zmniejszato. Badajac aktywnos¢ antyoksydacyjna tych substancji
porownywano ja z aktywnos$cia butylohydroksytoluenu (BHT). Zaobserwowano, ze zwiazki
te w réznym stopniu przejawiaja aktywnos$¢ przeciwutleniajaca. Po zastosowaniu ich jako
pozywki w hodowli makrofagéw RAW 264.7, wyizolowanych z watroby myszy 1 aktywowa-
nych przez liposacharyd (LPS) wykazano, Ze produkcja prostaglandyn oraz NO jest znaczaco
hamowana w obecnosci wszystkich analizowanych substancji. Uzyskane wyniki dowodza, ze
sktadniki nasion orzeszkéw ziemnych sa silnymi antyoksydantami, o potencjalnej aktywnos$ci
przeciwzapalnej. Badacze stwierdzili, ze duzy potencjat leczniczy testowanych zwigzkow jest
wynikiem obecnosci w ich strukturze kilku grup hydroksylowych oraz szkieletu izopentylo-

wego 1 izopentadienylowego.
1.9. Badania in silico

Badania in silico [178,179] maja na celu teoretyczne projektowanie nowych substancji o
wiasciwos$ciach leczniczych, ktorych aktywnos$¢ biologiczna jest nastgpnie weryfikowana w
badaniach eksperymentalnych. Na poziomie badan in silico wyznaczona jest optymalna struk-
tura leku oraz sposob jego interakcji z receptorami. W poszukiwaniu takich substancji postu-
gujemy si¢ najczesciej kryterium tréjwymiarowego podobienstwa strukturalnego migdzy pro-
jektowanym zwiazkiem, a substancja wzorcowa o danej aktywnosci biologicznej. W pierw-

szym etapie jest wyznaczany $rodek masy — jest on dopasowywany numerycznie do $rodka
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masy substancji wzorcowej. Nastepni jest generowana prosta regresji dla minimalnych kwa-
dratow odleglosci migdzy atomami. W kolejnym kroku wyznaczany jest wspotczynnik nor-
malizacji dla zespotu atomoéw w czasteczce w celu identyfikacji par atoméw. Dla zidentyfi-
kowanych par atomow obliczany jest $redni pierwiastek kwadratowy z odleglo$ci migdzy
atomami. Innym wariantem poszukiwania nowych bioaktywnych substancji jest stosowanie
procedury opartej na dwuwymiarowym podobienstwie. W schemacie tym jest porownywana
nie geometria zwiazku projektowanego oraz wzorcowego, ale obecno$¢ w nich grup funkcyj-
nych i innych elementdéw strukturalnych. W celu poréwnania 2D podobienstwa migdzy struk-
turami obliczany jest wspotczynnik Tanimoto (TC, Tanimoto Coefficient) [178] z nastgpuja-
cego wzoru:

B BitsAB
BitsA + BitsB — BitsAB

TC (1.1)

gdzie BitsA oraz BitsB oznaczaja ilo$¢ elementow strukturalnych, wystepujacych tylko w
zwiazkach A i B, podczas gdy BitsAB jest ilo$cia podobnych elementow zaréwno w zwiazku
A jak 1 B. Do obliczen tego wspotczynnika brana jest pod uwagg ilos¢ podobnych fragmen-
tow struktury w analizowanych substancjach. Wartos¢ TC zawarta jest w przedziale (0, 1) —
im wigksza jego wartos¢, tym aktywno$¢ badanego zwiazku jest bardziej zblizona do aktyw-
nos$ci wzorca. Ostatnio Fiillbeck 1 wsp. [179] za pomoca metody in silico znalezli nowe sub-
stancje, ktore maja potencjalng zdolno$¢ do indukowania apoptozy komoérek nowotworowych.
Substancje te wykazywaly podobienstwo strukturalne do emodinu oraz kurkuminy. Jedna z
substancji, dla ktorej obliczono wspodtczynnik Tanimoto byt TR. Otrzymana dla niego warto$¢
réwna 0,7 dowodzi, Zze moze by¢ on efektywnym inhibitorem kinazy biatkowej CK2 (Casein
Kinase) oraz D.

Uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki moga by¢ potraktowane, jako wstep do badan
in silico substancji o aktywnosci przeciwutleniajacej 1 przeciwnowotworowej. Badania te be-
da polegaty na tym, ze w pierwszym etapie wyznaczone zostang za pomoca metod kwantowo-
mechanicznych deskryptory aktywnosci biologicznej, zaprojektowanych, nieznanych zwiaz-
koéw. Nastepnie za pomoca metod dynamiki molekularnej zbadana zostanie interakcja tych
substancji z fragmentami wymodelowanych receptoréw blonowych oraz centrami aktywnymi
enzymow. W przypadku stwierdzenia, ze modelowana teoretycznie substancja wykazuje
wspomniang aktywnos$¢, nastapi jej synteza i weryfikacja aktywno$ci w badaniach in vivo 1 in

vitro.
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2.  CELE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Glownym celem pracy doktorskiej byto teoretyczne zbadanie wihasciwosci biofizyko-
chemicznych TR 1 jego pochodnych. W szczegolnosci podjeto nastgpujace problemy badaw-
cze:

1.  Wyznaczenie za pomoca metod kwantowo-mechanicznych DFT, HF i MP2 z zastoso-
waniem réznych baz funkcyjnych struktury elektronowej TR, CR oraz innych bioak-
tywnych polifenoli 1 ich oligomeréw wystepujacych w przyrodzie, bedacych pochod-
nymi TR w globalnym minimum energetycznym i w stanie podstawowym.

2. Wyznaczenie najbardziej stabilnych energetycznie struktur rodnikowych, kationorodni-
kowych i anionowych TR i CR oraz ich hydroksylowych i metoksylowych pochodnych.
Zbadanie wptywu srodowiska polarnego na ich stabilno$¢ i geometrig.

3.  Wyznaczenie warto$ci bariery rotacyjnej, entalpii reakcji izomeryzacji trans-cis reswe-
ratrolu w prozni, medium wodnym i etanolowym za pomoca metody MP2 oraz zbada-
nie kinetyki 1 termodynamiki tej reakcji.

4.  Zbadanie aktywnos$ci antyoksydacyjnej TR i CR w §rodowisku wodnym i etanolowym
oraz korelacji struktura-aktywno$¢ antyoksydacyjna, w celu wyjasnienia tzw. ,,paradok-
su francuskiego”. Znalezienie zwiazku geometrii szkieletu trans-stilbenowego z aktyw-
nos$ciag antyoksydacyjna TR. W szczegdlnosci zbadanie wplywu konformacji plaskiej i
zgictej na wlasciwosci antyoksydacyjne.

5.  Zbadanie wpltywu stereochemii i geometrii na aktywno$¢ antyoksydacyjna badanych
zwiazkow. W szczegdlnosci porownanie wilasciwosci antyoksydacyjnych steroizome-
réw cis 1 trans.

6. Zbadanie aktywno$ci antyoksydacyjnej oligomeréow (dimery i trimery TR), B-O-
glukozydow wystepujacych w czerwonym winie, siarczanéw(VI), 3-O-glukuronianu
TR, hydroksylowych i metoksylowych pochodnych TR, w celu wyjasnienia leczniczych
1 prewencyjnych wlasciwosci czerwonego wina oraz tzw. drugiego ,,paradoksu francu-
skiego”.

7.  Wyznaczanie optymalnej geometrii, parametréw fizykochemicznych oraz energii stabi-
lizacji komplekséw TR i CR z jonem Cu”", TR-Cu(II)-5"-monofosforan(V) tymidyny,
TR-dinukleotyd oraz potaczen TR—Cu(Il)—fosfolipid (cis,cis-2,3-dilinolenolan-1-
fosforan(V) glicerolu), w celu wytlumaczenia antynowotworowe;j, antyproliferacyjnej i

antylipemicznej aktywnos$ci TR 1 jego kompleksow z Cu(Il).
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8.  Teoretyczne zbadanie mechanizméw reakcji TR z rodnikiem hydroksylowym i wyja-
$nienie, ktory z analizowanych mechanizmoéw jest najbardziej preferowany w uktadach
biologicznych z termodynamicznego punktu widzenia.

9.  Przeprowadzenie termodynamicznej analizy rodnikowej inhibicji reduktazy rybonukle-
otydowej przez TR oraz hydroksymocznik.

10. Zbadanie oddziatywan wodorowych w kompleksach TR-H,O za pomoca metody MP2
oraz DFT.

3. PODSTAWY TEORETYCZNE METOD KWANTOWO-MECHANICZNYCH
3.1. Uklady otwartopowlokowe i problem kontaminacji spinowej

Dla stanéw otwartopowlokowych stosujemy metode niecograniczona (unrestricted met-
hod) w celu dokonania poprawnego opisu energetycznego niesparowanego elektronu. Dla
rozwazanego przypadku elektrony a oraz f znajduja si¢ na rdznych spin-orbitalach, ktore w

efekcie mozemy zapisa¢, jako liniowe kombinacje funkcji bazowych:

Df =Y cly, (3.1.1)
D’ =>cly, (3.1.2)

Na podstawie powyzszych wzordéw, dwa zespoly wspodtczynnikow rozwinigcia w macierzach
Fock'a oraz macierzach gesto$ci, generuja dwa zespoty orbitali czasteczkowych. Opisuja one
proces dysocjacji, delokalizacje orbitali w formach rezonansowych oraz inne wiasciwosci
elektryczne 1 magnetyczne form rodnikowych. Niestety, funkcje falowe otrzymane dla ukta-
dow otwartopowtokowych nie sa czystymi stanami, gdyz zawieraja pewien udzial stanow
spinowych o réznej multipletowosci. Funkcja falowa o duzym stopniu kontaminacji spinowej
nie jest preferowana, gdyz nie jest funkcja wilasna operatora kwadratu catkowitego spinu i
mozna ja zapisa¢, jako liniowa kombinacj¢ stanow spinowych o wyzszych multipletowo-
Sciach. W teorii Hartree-Fock'a, elektronowa funkcja falowa moze by¢ aproksymowana wy-
znacznikiem Slater’a dla orbitali spinowych. Dla stanow otwartopowtokowych teoria HF
prowadzi do rownan dla orbitali & oraz f. W konsekwencji, istnieja dwie metody kwantowo-
mechanicznego opisu standw uktadow otwartopowlokowych. Jedna z nich — ROHF (Ograni-
czona metoda Hartee-Fock'a dla stanow otwartopowtokowych, Restricted Open-Shell Hartre-
e-Fock Method) — pozwala rozpatrywa¢ calkowicie podwdjnie obsadzone stany a oraz f, na-
tomiast druga metoda UHF (Nieograniczona metoda Hartee-Fock'a, Unrestricted Hartree-

Fock Method) — wykorzystuje procedurg wariacyjna do opisu stanow niecatkowicie obsadzo-
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nych. Ogoélnie N-elektronowa funkcj¢ falowa z metody HF mozemy zapisa¢ w sposob nastg-
pujacy [207]:
v = g{ﬁga(gﬁi]ﬁ%ﬂ(;jﬁjﬂ (3.1.3)
i=1 j=1

gdzie A pemi funkcje operatora antysymetryzujacego. Funkcja falowa (3.1.3) jest funkcja

wlasna rzutowego operatora sktadowej z-owej spinu z wartoscia wlasna rowna (N «— Ny )/ 2,

gdzie N, oznacza catkowita ilos¢ elektronow na orbitalu a, a Ng ilo$¢ elektrondw na orbitalu
B. W metodzie ROHF funkcja falowa pierwszych 2Ny spinowych orbitali moze by¢ zapisana
w sposob nastepujacy [207]:

AR G614

Metoda ROHF ma t¢ zaletg, ze funkcja falowa jest funkcja wtasna operatora kwadratu spinu.
Warto$¢ $rednia tego operatora w stanie opisanym funkcja elektronowa HF moze by¢ zapisa-

na w sposob nastepujacy [208]:
@ﬁ{“‘”l”‘m+q (3.15)

2 2

Ta posta¢ warto$ci Sredniej oznacza, ze w metodzie ROHF funkcja falowa nie ulega kontami-
nacji spinowej i, w efekcie, praktycznie nie zawiera wktadéw od stanow o wyzszej multiple-

towosci. Natomiast w ujeciu UHF funkcja falowa nie jest funkcja wlasna kwadratu operatora

spinu, gdyz w jej bazie warto$¢ §rednia operatora S? jest wyrazona jako [208]:
- N, -N,\\N,-N

2\ _ a B a B _ a

(s >_[ - J( - H}Nﬁ >

Suma w powyzszym réwnaniu jest miarg odstgpstwa modelu UHF od modelu ROHF. Jezeli

yvjﬁ>r (3.1.6)

orbitale a oraz f sa identyczne, nie obserwujemy kontaminacji spinowej i funkcja UHF jest
taka sama, jak funkcja ROHF. Kontaminacja spinowa przyczynia si¢ do réoznego traktowania
elektrond6w na orbitalach a oraz f przy uzyciu metod kwantowo-mechanicznych, stosowanych
w obliczeniach. W teorii MP2 funkcja falowa dla stanéw otwartopowlokowych jest traktowa-
na jako stan referencyjny — wtedy efekcie kontaminacja spinowa jest w duzym stopniu
uwzgledniana. Natomiast w metodzie nieograniczonej, opartej na podejsciu Kohna-Shama, za
pomoca przyblizonych funkcjonatéw korelacyjno-wymiennych, kontaminacja spinowa nie
jest uwzgledniona. Poniewaz nawet metoda ROHF uwzgl¢dnia w pewnym stopniu kontami-
nacj¢ spinowa, opracowano nastgpujace metody kwantowo-mechaniczne, pozwalajace ja wy-
eliminowac:
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1. Metoda AUHF (A4nnihilated UHF) jest zwiazana z anihilacja przyczynku spinowego z
macierzy gestosci za pomoca procedury pola samouzgodnionego i anihilatorow Lowdi-
n'a. Pomimo, ze w tej metodzie kontaminacja spinowa nie jest catkowicie eliminowana,
to w porownaniu z podejsciem UHF uzyskujemy w niej zdecydowanie dokladniejszy
opis standw spinowych badanych uktadow.

2.  Metoda PUHF (Projected UHF), w ktorej anihilowane sa wszystkie niekorzystne przy-
czynki spinowe z samouzgodnionej funkcji falowej UHF. Nastgpnie energia uktadu jest
obliczana, jako warto§¢ wlasna w bazie funkcji rzutowych.

Zaleta tych metod jest mozliwos$¢ ich bezposredniego zastosowania do obliczen ab initio,

opartych na metodzie MP2. W celu doktadnego opisu wplywu kontaminacji spinowej na za-

famanie symetrii funkcji spinowej, rozwazmy wyznacznikowa funkcje falowa ROHF dla cza-
steczki wodoru. Sze$¢ tych funkcji mozemy rozwinaé w szereg orbitali atomowych w sposob

nastgpujacy [190]:

Wy = (XaZa + Zods + Xudls + XuX VOB~ Bx)
Wy = (2adta + o = Zadls — XX VOB~ P)
¥, = (2az4— 252)s(@B ~ o)~ (x .25 Nap + par)
¥ = (2axa — 2axa NP = Ba)+(xuxts = 2o 2 N + Pex)
¥, = (a2~ Za2. )
W = (225~ 2024088 (3.1.7)
Natomiast funkcja falowa UHF stanu podstawowego ma postac nastgpujaca [190]:
W = e+ 2axu NaB - Ba)+ (zaxsef— ¢ 2y P )+ 2u 2 0B - 112, Bet)
(3.1.8)

gdzie parametr ¢ spelnia warunek 0<c<1. Dodajac 1 odejmujac funkcje falowe ¥, oraz ¥,

otrzymujemy czysty stan singletowy ¥’ oraz trypletowi ¥ [190]:

W' = (2aa = 2205 N ~ fex)

¥ = (220~ 2o Nap + fa) (3.1.9)
Nietrudno zauwazy¢, ze ostatnie rozwinigcie Laplace’a wyznacznika funkcji UHF (3.2.9)
odpowiada stanowi tripletowemu. Zatem, funkcja falowa UHF nie jest stanem czystym spi-
nowo, gdyz zawiera wktady od stanow o wyzszej multipletowosci, przyczyniajace si¢ do kon-
taminacji. Natomiast dla ¢ = / funkcja falowa UHF ma identyczna posta¢, jak funkcja ROHF

1 w ten sposéb funkcja UHF reprezentuje stan singletowy. Dla ¢ = 0 funkcja UHF zawiera

53



wklad opisujacy wiazanie kowalencyjne i poprawnie opisujacy dysocjacje — niestety zawiera
ona rowniez pewien udzial stanu singletowego oraz tripletowego. Nalezy zaznaczy¢, ze w
miarg wzrostu odleglo$ci migdzy atomami, zmniejsza si¢ wktad kontaminacji spinowej do
catkowitej funkcji falowej. Ilosciowy wktad kontaminacji spinowej jest dany przez warto$¢
srednia kwadratu operatora spinu. Teoretyczna warto$¢ Srednia tego operatora dla czysto sin-
gletowego stanu wynosi 0, dla stanu dubletowego 0,75 oraz 2,00 dla stanu tripletowego. Po-
niewaz funkcja UHF moze zawiera¢ wkiady stanow o wyzszych multipletowosciach, wartos¢
srednia kwadratu operatora spinu moze si¢ zwigksza¢ dla stanu singletowego. Czgsto wkiady
standw spinowych o duzej multipletowosci sa dominujace. Stopien mieszania si¢ réznych
stanow spinowych jest wyznaczony jako roznica energii pomigdzy czystym stanem spino-
wym, a stanem, ktory zawiera wkiady od stanéw, o réznych multipletowosciach. Réznica ta
ulega czgsto zmniejszeniu wzdhuz $ciezki reakcyjnej. Ponadto, energia aktywacji obliczona
przy zastosowaniu UHF przyjmuje zawsze mniejsze wartosci, niz obliczona za pomoca
ROHF i moze by¢ obarczona duzym btedem z powodu kontaminacji spinowej. W efekcie,
moze to dramatycznie zmienia¢ ksztatt powierzchni energii potencjalnej (PES), ktéra wygene-

rowana przy uzyciu UHF moze by¢ ptaska w obszarze stanu przejsciowego.
3.2. Metoda rachunku zaburzen Mellera-Plesseta

Metoda Hartree-Fock'a (HF) jest czgsto wykorzystywana do wstgpnej optymalizacji
geometrii molekuly. Posiada ona pewne ograniczenia, wynikajace z faktu, ze nie opisuje po-
prawnie efektow korelacji elektronowej. Stad w uktadach, dla ktorych efekty te sa duze, me-
toda HF, niestety, zawodzi. W zwiazku z tym, powstalo wiele metod kwantowo-
mechanicznych, uwzgledniajacych wkiad korelacji elektronowej w opisie struktury elektro-
nowej czasteczki. Jedna z nich jest rachunek zaburzen Mollera-Plesseta. Sposrod wszystkich
wersji tego rachunku najcenniejszy do opisu struktury elektronowej uktadéw chemicznych
jest drugi rzad rachunku zaburzef,, znany pod nazwa metody MP2. W teorii tej posta¢ Hamil-
tonianu elektronowego jest zaktadana w sposob nastepujacy [211]:

H=H,+AV (3.2.1)
gdzie 4 oznacza parametr perturbacyjny, Hy jest Hamiltonianem niezaburzonym, podczas, gdy
V' jest perturbacja. Hy jest tez czgsto okreslany, jako operator przesunigcia, ktory moze by¢
zapisany [211]:

H, = F+(#|d - Fl¥,) (3.2.2)
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H,=

™-

I
~

=1

;;,,+_‘ﬁ](jj_1&,)} (3.2.3)

W teorii MP2 perturbacja reprezentowana przez potencjat korelacyjny moze by¢ zapisana w

sposoOb nastepujacy [211]:
V=H-F-(¥|A-Fy,) (3.2.4)
gdzie F' jest operatorem Fock'a, a ¥, oznacza znormalizowany wyznacznik Slater’a, ktory

odpowiada najnizszej warto$ci wlasnej operatora Fock'a. Operator ten w bazie funkcji ¥,

spelnia nastgpujace rownanie wiasne:

N/2

P, =29, ¢, (3.2.5)
i=1

W réwnaniu (3.2.5) N oznacza liczbg elektrondw w rozwazanym ukltadzie, a ¢, energi¢ orbi-

tali podwdjnie obsadzonych. Energia w zerowym rz¢dzie rachunku zaburzen jest rowna war-

tosci $redniej operatora H w bazie funkcji ¥, , natomiast w pierwszym rzgdzie rachunku za-

burzen jest rowna zeru. Dowodzi to, ze $Scisla wartos¢ energii obliczona w zerowym rz¢dzie
jest rowna energii otrzymanej w metodzie HF. Natomiast energia w pierwszym rzgdzie ra-

chunku zaburzen jest dana nastgpujacym wyrazeniem:

E'=(¥, V|, (3.2.6)
Rozwazmy teraz problem wyznaczenia energii w drugim rzgdzie rachunku zaburzen. Ta po-
prawka energetyczna wymaga zastosowania elementow macierzowych operatora perturbacji,
obliczonego migdzy baza referencyjnych funkcji HF oraz wszystkimi mozliwymi stanami
wzbudzonymi. Jezeli do obliczen zastosujemy orbitale kanoniczne, to elementy macierzowe
obliczone w pojedynczo wzbudzonych stanach elektronowych sa réwne zeru, co mozna udo-
wodni¢ nastepujaco [190]:

A

N A
v )| Y F ) = | A,
=

) ={%|H,

') =0 (3.2.7)

o)

Zerowanie pierwszego elementu macierzowego w rownaniu (3.2.7) jest konsekwencja zasad

A N A
<%‘H0 _ZE
=l

narzuconych przez teori¢ Brillouin'a, natomiast zerowanie drugiego elementu macierzowego
wynika z faktu, ze orbitale w elementach macierzowych sa funkcjami wlasnymi operatora
Fock'a i sa wzajemnie ortogonalne. Poprawka drugiego rz¢du rachunku zaburzen, ktéra jest
pierwszym wkladem do energii korelacyjnej, wymaga obliczenia sumy po podwdjnie wzbu-
dzonych funkcjach falowych, wyrazonych przez wyznaczniki Slater’a. Poprawka ta jest gene-
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rowana przez promocj¢ dwodch elektronéw z zajetych orbitali kanonicznych i oraz j na orbitale
wirtualne a 1 b. Po wykonaniu obliczen poprawka do energii elektronowej w drugim rz¢dzie

rachunku zaburzen moze by¢ zapisana nast¢pujaco [190]:

5 b b
zajetewirtual <T0 |V‘ Yli]»a ><T;

szz z EO—E.‘fb
g

)

- Zak<¥’”’\ﬂ5”k> (3.2.8)

i<j a<b
gdzie ay jest wspotczynnikiem rozwinigcia pierwszej poprawki do funkcji w szereg funkcji
bazowych. Natomiast energi¢ w drugim rzgdzie rachunku zaburzen mozemy obliczy¢ zgodnie

ze wzorem [190]:

~ zajetewirtual <<pl<p |@a@b> — <@ICD |€Db¢a>
EZ_; ;‘ : gl.+8j—£a—g:

(3.2.9)

podczas, gdy pierwsza poprawka do funkcji falowej ma postac¢ [190]:

i Z[@WA ’”””>},,k (3.2.10)

| E-E,

Na podstawie roéwnania (3.2.9) elementy macierzowe pomig¢dzy orbitalami HF, a podwojnie
wzbudzonymi stanami, mozna interpretowac, jako catki dwuelektronowe. W efekcie, réznica
catkowitej energii dwoch standw jest rOwna roznicy energii orbitali molekularnych. Nalezy
zaznaczyC, ze obliczenie poprawki do funkcji falowej w drugim rzedzie rachunku zaburzen,
wymaga obliczenia poprawek do energii w wyzszych rzedach niz drugi. W zwiazku z tym,
funkcja falowa zawiera przyczynki od wyznacznikow, ktére sa pojedynczo, podwojnie, po-
trojnie oraz poczwoérnie wzbudzone. Niestety, koszt czasowy obliczen za pomoca metody
MP4, ktora uwzglednia wktady od wyznacznikowych funkcji falowych potrdjnie wzbudzo-
nych jest porownywalna z kosztem metody oddziatywania konfiguracji CISD oraz sprz¢zo-
nych klasterow z podwdjnymi i potréjnymi wzbudzeniami (CCD, CCSD oraz CCSD(T)).
Energia obliczona w czwartym rzedzie rachunku zaburzen uwzglednia okoto 98% korelacji
elektronowej. Ponadto, uwzglednienie w obliczeniach MP4 potrdjnych wzbudzen powoduje,
ze wktad energii korelacyjnej do catkowitej energii elektronowej jest podobny jak w metodzie
SDQ (Steepest-Descent Quench Method). W praktycznych obliczeniach koszt czasowy obli-
czen MP2 dla okoto stu funkcji bazowych jest porownywalny z kosztem obliczen HF. Biorac
po uwagg fakt, Ze metoda MP2 pozwala uwzgledni¢ 80-90% efektow korelacji elektronowe;,
nalezy stwierdzi¢, ze metoda ta moze by¢ stosowana do optymalizacji geometrii uktadow,

gdzie jest wymagane uwzglednienie korelacji elektronowe;.
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3.3. Funkcjonaly korelacyjno-wymienne

Zasadnicza roznica migdzy metoda DFT, a metodami ab initio tkwi w wyborze postaci
funkcjonatu korelacyjno-wymiennego oraz jego zalezno$ci od parametréw semi-
empirycznych. Mozna udowodnié, ze potencjat korelacyjno-wymiennny jest stuszny dla
wszystkich uktadow molekularnych, ale jego posta¢ analityczna jest trudno osiagalna, za wy-
jatkiem specjalnego przypadku, jakim jest gaz elektronowy o statej ggstosci. Potencjaty kore-
lacyjno-wymienne powinny charakteryzowac si¢ nastgpujacymi wlasnosciami:

1.  Energia funkcjonalna powinna by¢ wolna od wzajemnych interakcji. W energii wy-
miennej dla uktadu jednoelektronowego, jakim jest atom wodoru, nie powinna by¢
uwzgledniana energia kulombowska.

2.  Dla staltej gestosci elektronowej powinien obowiazywac¢ model oparty na statej gegstosci
gazu elektronowego. Zalozenie to jest stuszne dla problemow fizyki ciata statego — nie
jest ono wymagane dla uktadéw molekularnych.

3. Stata skalujaca energi¢ wymienna oraz wspotrzedne przestrzenne gestosci elektrono-
wej powinna by¢ liniowa. Wymagania te mozemy zapisa¢ nastgpujaco [190]:

pi(x,,2) =X p(x, 2y, z) E [p,]=2E [p] (33.1)

4. W obliczeniach czynnik skalujacy A powinien przyjmowaé warto$¢ wigksza od jedno-
$ci, gdyz wtedy nastepuje zwigkszenie efektow korelacyjnych.

5. Potencjat korelacyjny powinien zachowywa¢ sie asymptotycznie jak 7. Ponadto, ten
potencjat jako funkcja ilosci elektronéw nie jest funkcja ciagla.

6. Potencjat korelacyjny powinien asymptotycznie dazy¢ do -ar~*/2, gdzie a jest polary-
zowalnoscia uktadu zawierajacego N-1 elektronow.

Metody obliczeniowe bazujace na funkcjonatach korelacyjno-wymiennych sa bardzo podobne

do innych empirycznych metod kwantowo-mechanicznych oraz metod matematycznych, za-

wierajacych parametry semiempiryczne. W efekcie, jakos¢ tych funkcjonatow zalezy od wy-

boru semi-empirycznych parametrow oraz rodzaju badanego uktadu molekularnego. Ta me-

todologia powoduje, ze metoda DFT zdecydowanie rdzni si¢ opisem korelacji elektronowe;]

od metod ab initio, takich, jak MP2 oraz sprzgzonych klasteréw. Energi¢ korelacyjno-

wymiennga mozna rozseparowa¢ na dwa udziaty — korelacyjny oraz wymienny, z ktérych oby-

dwa poprawnie opisuja uktady molekularne z uwagi na procedur¢ skalowania. Energia kore-

lacyjno-wymienna zalezna od calkowitej gestosci elektronowej moze by¢ zapisana jako:

E pl=[ p(r)zlo(r)lar+[ p(r)e Lo(r ldr (33.2)
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Biorac pod uwage fakt, ze energia korelacyjna jest dana jako suma przyczynkéw od elektro-
noéw o oraz f, tylko elektrony o tej samej orientacji spinu maja najwigkszy udziat w korelacji
elektronowej. W efekcie energia kinetyczna, energia oddzialywania elektron-jadro, elektron-
elektron dla elektronow o oraz £ moga by¢ w prosty sposob separowane. Ponadto, catkowita
gestos¢ elektronowa jest suma gestosci elektrondw na orbitalach a oraz f, podczas gdy dla
zamknigtego stanu singletowego gestosci elektronowe a oraz f sa rowne. Potencjaty korela-
cyjno-wymienne moga by¢ aproksymowane gestoscia elektronowa w rozmaity sposob. Jed-
nym z wazniejszych przyblizen jest przyblizenie LDA (Przyblizenie lokalnej ggstosci, Local
Density Approximation). Zaktada ono, ze ggstos¢ elektronowa moze by¢ traktowana lokalnie,
jako niezmienny gaz elektronowy. Energia korelacyjna i funkcjonat korelacyjny w tej meto-

dzie sa dane nastgpujacymi formutami [190]:
EP[pl==C [ p""(r)dr

et =-C p'”’ (3.3.3)

Formuta (3.3.3) wskazuje, ze przyblizenie LDA wprowadza analityczna posta¢ energii kore-
lacyjnej, ktora zostala wyprowadzona przy zalozeniu, ze gaz elektronowy ma stata ggstos¢. W
bardziej ogdlnym przypadku, kiedy gestosci elektronowe o oraz S nie sa rowne, przyblizenie
LDA moze by¢ pominigte i zastapione przyblizeniem LSDA (lokalne przyblizenie ggstosci
spinowej, Local Spin Density Approximation), ktore posiada nastgpujaca postac [190]:
ES[pl==2"C,[(p2* + py " Jar (33.4)

LSDA pozwala rowniez na przedstawienie energii korelacyjnej, jako funkcji polaryzacji elek-
tronowe] w sposob nastepujacy [190]:

gLSDA =_C f(é')pl/,?

f@7=§k+cY“+ﬂ—§ﬁ” (33.5)

gdzie { oznacza polaryzacj¢ spinowa. Dla stanéw zamknigtopowlokowych przyblizenie
LSDA jest tozsame z LDA. W przyblizeniu LDA potencjat korelacyjno-wymienny jest wyra-

zony nastgpujacym wzorem [214]:

OE™! og
— xe 3.3.6
B £, p(r)+ o) () ( )

Analityczna posta¢ energii korelacyjnej dla gazu elektronowego o stalej gestosci moze by¢

V)

wyprowadzona dla dwoch granicznych przypadkow: dla maksymalnej i minimalnej ggstosci

elektronowej. Stosujac model HEG (Model jednorodnego gazu elektronowego, Homogeneous
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Electron Gas Model) energia korelacyjna w granicy maksymalnej gestosci moze by¢ wyrazo-
na jako [214]:

&, =Aln(r.)+ B+r[Cin(r,)+ D] (3.3.7)
podczas gdy, w granicy bardzo matych gestosci otrzymujemy [214]:

£, =i(&+ ‘%2] (33.8)

2 v 7

s

gdzie 4, B, C, D, gy oraz g; sa dopasowywanymi parametrami. Dla posrednich ggstosci ener-
gia korelacji elektronowej moze by¢ wyznaczona z duza precyzja za pomoca kwantowej wer-
sji metody Monte Carlo. Energi¢ korelacyjna zalezna od polaryzacji spinowej za pomoca me-

tody DFT mozna wyrazi¢ nastgpujacym wzorem interpolacyjnym [190]:

£(raE) = £ (r0) b, (1) ffsz;) (1-&*)+[e. ()~ e, O], (£)¢°

f>()= _1‘211(/{)_—12 (3.3.9)

gdzie ¢, (r,,&) oraz g, (r,)sa funkcjami parametryzowanymi, a pozostale parametry we wzo-
rze (3.3.9) sa parametrami dopasowania. Na uwagg zastuguje promien Wiegner a-Size, ktory

jest zwiazany z gestoscia elektronowa nastepujaca zaleznoscia:

Ly (3.3.10)

Perdew oraz Wang zaproponowali nastepujaca analityczna postaé energii korelacyjnej, zalez-

nej od kilku parametrow dopasowania [190]:

1
it 2 3'3-11
£, 2ap(1+00c )ln[1+2a( o 2x2+ 3x3+ 4x4)} ( )

gdzie x oznacza odleglo$¢ migdzyelektronowa. Metoda LSDA pozwala na analityczne wy-
prowadzenie wzoru na energi¢ korelacyjna tylko dla modelu gazu elektronowego, z pominig-
ciem fluktuacji, wynikajacych z formuty interpolacyjnej energii korelacji. Dla systemow mo-
lekularnych aproksymacja LSDA zaniza energi¢ korelacji o okoto 10%. Pomijajac fakt, ze
metoda LSDA wprowadza duze uproszczenia w fundamentalnych zatozeniach, wyniki uzy-
skiwane na jej podstawie sa zblizone do wynikéw uzyskanych za pomoca metody HF. Gtow-
ny sukces tej metody — spetnia ona warunek, aby catka dla dziur Fermiego byta rowna -1, a

dla dziur Coulomba wynosita 0.
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3.3.1. Funkcjonaly gradientowe

Przyblizenie LSDA wymaga modyfikacji uwzgle¢dniajacej niejednorodno$ci ggstosci
elektronowej. W tym celu nalezy uwzgledni¢ zalezno$¢ energii korelacyjnej zaréwno od gg-
stosci elektronowej, jak 1 pochodnej tej gestosci wzgledem wspotrzednej potozenia elektronu.
Pierwszym krokiem do poprawienia metody LSDA byto opracowanie metod zwanych GGA
(Ogoblna metoda przyblizenia gradientow, Generalized Gradient Approximation). W meto-
dach tych pochodne pierwszego rzedu gestosci wzgledem wspotrzednych przestrzennych sa
traktowane jako zmienne w funkcjonale korelacyjno-wymiennym — podobnie jest w przypad-
ku przyblizenia LSDA. Najbardziej popularny funkcjonat GGA zostat wprowadzony przez
Becke [191]. Uwzglednia on poprawke korelacyjna do funkcjonatu LSDA — dzigki temu

energi¢ korelacyjna w podejsciu Becke mozemy zapisa¢ nastepujaco [190]:

8388 :(C;LDA +A8388
2 7
NP5 = _ gt/ x x= ‘ (3.3.1.1)
* pp 1+6 Bxsinh™ x pt?

Parametr £ jest wyznaczany za pomoca dopasowania z danych eksperymentalnych dla bardzo
rozrzedzonego gazu atomowego. Sposrod wszystkich wyprowadzonych funkcjonatdéw, naj-
lepsze wyniki sa uzyskiwane dla dwuparametrowego modelu OPTX (Model optymalnej wy-
miany, Optimized Exchange). Jednym z wazniejszych funkcjonatow, ktoéry w wigkszym stop-
niu uwzglednia korelacje elektronowa jest funkcjonat LYP (Funkcjonat Lee, Yanga oraz Par-

ra, Functional Lee, Yang and Parr) [192]. Funkcjonal ten posiada nast¢pujaca postac¢ anali-

tyczna [190]:
PP
(";'CLYP :—4am—
1440277 )C, (02 + p° )+ (47 =75Vl - PPy
ol 65-We. | +¥p, 20010k, 9, ol )] T8
2
2o, 90, 5ol oo < el
gdzie
efcp’” d -1/3
e S—ep Py 33.12
,04/3(1+dp_”3) cp 1+dp " ( )

Parametry a, b, ¢, d w funkcjonale sa wyznaczane za pomoca dopasowania danych dla atomu
helu. Wada — nie uwzglednia on wkladu do energii korelacyjnej, pochodzacej od korelacji
elektrondw o spinach rownoleglych. Funkcjonat LYP moze by¢ natomiast kombinowany z
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funkcjonatami Becke'a oraz OPTX w celu doktadniejszego opisu korelacji elektronowe;.
Perdew 1 wsp. [193] zaproponowali kilka funkcjonatéw korelacyjno-wymiennych, bazujac na
usuwaniu nieuzasadnionych cztonéw oscylacyjnych z rozwinigcia Taylora energii korelacyj-
nej. W ten sposob dziury korelacyjne i wymienne moga zosta¢ scatkowane do wartosci -1 lub
0. Sposrod najwazniejszych funkcjonatow tej grupy na szczegolna uwage zastuguja trzy funk-
cjonaty: PW91, PW89 oraz PBE. Charakteryzuja si¢ tym, ze czgs¢ wymienna moze by¢ w
nich zapisana jako iloczyn funkcjonatu LSDA oraz czynnika poprawkowego, ktory jest funk-
cja zmiennej x. Przyktadowo, funkcjonat wymienny PBE i funkcj¢ poprawkowa F(x) mozemy
zapisac [190]:

PBE LDA
& =& F(x) F(x)=1+a—

X

(3.3.1.3)

1+ bx?

Natomiast funkcjonat korelacyjny jest zapisany, jako suma funkcjonatlu korelacyjnego LSDA

oraz funkcji modyfikujacej H(?) [190]:

PBE LDA 1+ A4t°
(1)=d; 1+ A48 + At

s

A =d{exp(_ £ _zﬂ fi(&) =§[(1+§)” v(1-¢)"]

- [2(3;z3)“3 f3rx (3.3.1.4)
Parametry a, b, ¢ oraz d w powyzszych funkcjonatach sa nieempiryczne i nie sg otrzymywane
przez dopasowanie z danych eksperymentalnych. Funkcjonat KT3 (Funkcjonat Keala-Tozera,
Keal-Tozer Functional) zostat skonstruowany jako kombinacja funkcjonatow LDA, OPTX
oraz LYP. Ponadto, jest on zmodyfikowany przez dodatkowy czton uwzgledniajacy gradient z

gestoscei elektronowej i moze by¢ zapisany tak [190]:
el
EXP =aE™* + bEO™ + cEFT +I— (3.3.1.5)
: p4/3 e

Wspotezynniki a, b oraz ¢ w zaleznosci (3.3.1.5) sa optymalizowane w odniesieniu do wiel-
kosci eksperymentalnych, takich, jak energia atomizacji oraz parametry geometryczne, pod-

czas, gdy wspotczynniki d 1 e sa do dopasowane do widma NMR.
3.3.2. Funkcjonaly gradientowe wysokiego rz¢edu

Opis korelacji elektronowej moze zosta¢ poprawiony przez uwzglednienie w funkcjona-
fach korelacyjno-wymiennych wyzszych pochodnych gestosci elektronowych wzgledem
wspotrzednych potozeniowych atomow. Alternatywnym sposobem na poprawienie energii
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korelacyjno-wymiennej jest skonstruowanie funkcjonatéw, bedacych funkcja kinetycznej
energii orbitalnej 7, ktora dla pojedynczego orbitalu jest identyczna z postacia energii kine-
tycznej Weizsicker'a (z,,) [190]:
. — 2
1 zajete . 2 ‘Vp(l")‘

(r)=— Volr =
=3 Z‘ ) == 0

Zaleznos¢ orbitalnej energii kinetycznej od efektywnego potencjatu jest nastepujaca [190]:

(3.3.2.1)

1 zajete 1
o(r)=5 2 alb(r ) ~Uy(r)p(r)+ 5V p(r) (33.22)
Wiaczenie orbitalnej energii kinetycznej lub Laplasjanu ggstosci elektronowej, jako zmien-
nych do funkcjonaléw korelacyjno-wymiennych, prowadzi do generowania meta-GGA funk-
cjonatéw. Jednym z wazniejszych funkcjonatow, w ktorym jest zawarta orbitalna energia ki-

netyczna jest funkcjonal BR (Funkcjonat Becke-Roussel'a, Becke-Roussel Functional). Po-

siada on nastgpujaca posta¢ matematyczna [190]:

o _ 2 (2+ab)e

= 3323
g 7 ( )
gdzie parametry a, b oraz ¢ spelniaja nastgpujace relacje:
2 — —
Al =8np a(ab—2)=bp2L Ar-7.) (3.3.2.4)
P

Podobny funkcjonat korelacyjny zastal wprowadzony do chemii kwantowej przez Becke
(Funkcjonatl 95 Becke'a, Functional 95 Becke) [193]. Funkcjonat ten i poszczego6lne cztony w
nim zawarte moga by¢ zapisane jako [190]:

5395 — gaﬂ

c c

1
e’ = [] + a(xi +x; )T ghmab

c

B

c

+ei +¢

oo 2 (Z-_Tw)o- 00
g, = []+ijT W&'CPW (3325)

o

W powyzszych wzorach ¢ oznacza bazg funkcji spinowych a oraz f, x, jest zdefiniowane
rownaniem (3.3.2.5), a, b s parametrami dopasowanymi eksperymentalnie, natomiast &’

jest parametryzacja Perdew-Wang'a korelacyjnego funkcjonatu LSDA. Kolejna rodzina funk-
cjonaléw, ktére zawieraja orbitalna energi¢ kinetyczna oznaczamy akronimem HCTH. Funk-
cjonal VSXC (Funkcjonal Korelacyjno-Wymienny Voorhi-Scuserii, Voorhi-Scuseria Ex-
change-Correlation) nalezacy do tej rodziny zawiera ggsto$¢ energii kinetycznej oraz 21 pa-

rametrow, ktore sa dopasowane z danych eksperymentalnych.
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3.3.3. Funkcjonaly hybrydowe

Z definicji energii korelacyjno-wymiennej wynika, Ze istnieje zwiazek pomig¢dzy ener-
gia, a potencjatem dziurowym. Zwiazek ten jest widoczny w rdwnaniu okre§lanym, jako ACF

(Prawo adiabatycznego potaczenia, Adiabatic Connection Formula) [190]:

=]t

0

~

@, Vi 2 )|, A (3.3.3.1)

gdzie zmienna calkowania /4 jest parametrem opisujacym oddzialywania elektron-elektron. W
bardzo uproszczonym przyblizeniu catka dana rownaniem (3.3.3.1) jest obliczana, jako $red-

nia w dwoch punktach i, w efekcie, moze by¢ zapisana w sposob nastgpujacy [190]:

E, = ;(< o)) (3.3.3.2)

O] F) + (¥,

X

Dla /4 = 0 elektrony nie podlegaja oddziatywaniu i, w konsekwencji, nie istnieje energia kore-
lacyjna, tylko wymienna. Poniewaz Scista funkcja falowa w tym przypadku jest jedynym wy-
znacznikiem Slater’a, $cista warto$¢ energii korelacyjno-wymiennej moze by¢ wyznaczona za
pomoca metody HF. Generalnie, w metodzie funkcjonalow hybrydowych energia korelacyjna
dana jest suma energii korelacyjnej LSDA, $cistej energii korelacyjnej oraz czlonéw gradien-
towych. Podobnie, jak w tej metodzie, energia korelacyjna z duza doktadnos$cia moze by¢
obliczana przez dodanie do energii korelacyjnej LSDA poprawkowych cztonéw gradiento-
wych. Jest to podstawowa procedura stosowana w metodach hybrydowych. Do najbardziej
znanych funkcjonatow hybrydowych zaliczamy B3 (Trojparametrowy funkcjonat Becke'a,
Becke 3 Parametr Functional) oraz funkcjonat B3LYP, ktéry moze by¢ zapisany w sposob
nastepujacy [190]:

EPY = (1—a)EPP' + aES + bAEP® + (1-c )EFP! + cEM” (3.3.3.3)
gdzie parametry a, b oraz ¢ sa wyznaczone przez dopasowanie do danych eksperymentalnych
1 zaleza od postaci energii korelacyjnej oraz wymiennej, wyznaczonej za pomoca metody

GGA.
3.4. Dziury wymienne i korelacyjne w metodzie DFT

Poniewaz energia wymienna stanowi maly przyczynek do catkowitej energii korelacyj-
no-wymiennej, rodzi si¢ pytanie, dlaczego nie jest ona liczona w sposdb analityczny tak, jak
energia kinetyczna, tylko w przyblizony 1 bardzo skomplikowany na poziomie metody DFT.
Zastosowanie takiej metodologii daje, niestety, stabe wyniki, gdyz zasadniczy problem meto-

dy DFT tkwi w skomplikowaniu funkcjonatu korelacyjno-wymiennego, ktoéry poprawnie opi-
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sywalby wktady energii korelacyjno-wymiennej do catkowitej energii uktadu. Energia wy-
mienna na poziomie DFT moze by¢ wyznaczona w takim samym schemacie, jak w metodzie
HF. Prowadzi to do potencjalow wymiennych, ktére w kazdym punkcie zaleza od ggstosci w
innym punkcie przestrzeni. Stad definicja energii korelacyjnej i wymiennej na poziomie DFT
jest lokalna tylko w matym obszarze. W przypadku szerszego zakresu, energia ta jest oblicza-
na za pomoca funkcjonatéw. Jak wiadomo, dwa elektrony odpychaja si¢ 1 oddziatywanie to
opisuje potencjal Coulomba. Natomiast w relatywistycznej mechanice kwantowej oddziaty-
wanie to ulega modyfikacji, gdyz uwzgledniony jest poldwkowy spin elektronowy. Na pod-
stawie zakazu Pauliego stan kwantowy nie moze by¢ zapelniony dwoma fermionami o tej
samej orientacji spinu lub, inaczej méwiac, funkcja falowa musi by¢ antysymetryczna wzgle-
dem permutacji elektronéw. Prowadzi to do energii wymiennej i jest traktowane, jako kwan-
towa poprawka do energii oddziatywania Coulomba. Ilo§ciowa analiza problemu musi by¢
przeprowadzona w oparciu o dziury wymienne. Jezeli zatozymy, ze elektron nie ma fadunku
lub spinu, to prawdopodobienstwo jego znalezienia w dowolnym miejscu powinno by¢ nieza-
lezne od polozenia drugiego elektronu. W ten sposob gestos¢ elektronowa, pochodzaca od

pary elektronow, jest zalezna od gestosci jednoelektronowej w sposob nastepujacy [190]:

pz(n,rz)=%p](rl)p.(r2) (3.4.1)

e

Po uwzglednieniu faktu, ze elektrony maja tadunek oraz spin, gestos¢ dwuelektronowa zapi-
sujemy nastegpujaco [190]:

pa(riory) = py(r)pr)+ i (r D (r.1) (3.4.2)
gdzieh (r,,r,) oznacza tzw. warunkowy czynnik prawdopodobiefistwa. W chemii kwantowe;j

nosi on tez nazwe dziury korelacyjno-wymiennej i moze by¢ zapisany jako [190]:

()= 2L () (343)
p,(r)

Dziura korelacyjno-wymienna reprezentuje zredukowane prawdopodobienstwo znalezienia
elektronu 2 w pozycji 2 przy zatozeniu, ze elektron 1 znajduje si¢ w potozeniu 1. Czg$¢ wy-
mienna tej dziury nazywana jest dziura Fermiego, podczas, gdy dynamiczna cz¢$¢ korelacyj-
na — dziurag Coulomba. Dziura Fermiego opisuje statyczng redukcj¢ jednoelektronowej funkcji
prawdopodobienstwa, natomiast dziura Coulomba redukuje prawdopodobienstwo znalezienia
elektronu, znajdujacego si¢ w poblizu elektronu zrédtowego. Poniewaz efekt wymienny wy-

stepuje tylko miedzy elektronami o tej samej orientacji spinu, catkowita dziura uwzglednia
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przyczynki od poszczegolnych spindw. Jest rzecza interesujaca, ze catka z dziury korelacyj-

no-wymiennej po wspotrzednej 7, jest rowna -1, co pokazuje nastgpujacy rachunek [190]:

e

J‘h“(rl’la)dr2 J‘Ld ndry = I'Ol (r, Jar, = ( 1)—N =-1 (3.4.4)

Podobny argument dla separacji gestosci spinowej pokazuje, ze dziura Fermiego jest wsze-
dzie ujemna, a wartos¢ catki rowna -1 dowodzi, ze catka z dziury Coulomba jest réwna O.
Zasadnicza rdznica w energii wymiennej, otrzymywanej przy zastosowaniu metody HF oraz
DFT tkwi w tym, Zze w teorii HF energia ta zachowuje sig nielokalnie a w teorii DFT lokalnie.
Jest tak dlatego, ze w metodzie HF dziury wymienne sg zdelokalizowane na caty uktad, na-
tomiast w DFT zdelokalizowane dziury wymienne HF sa catkowicie wlaczone do funkcjona-

Tow.
3.5. BLAD SUPERPOZYCJI BAZY

Z uwagi na fakt, ze bazy funkcyjne uzyte do obliczen sa nickompletne, dla energii stabi-
lizacji badanych kompleksow obliczono poprawke BSSE (Btad superpozycji bazy, Basis Set
Superposition Error). Dowodzi to, ze w granicznym przypadku kompletnej bazy BSSE jest
rowne zeru. W obliczeniach praktycznych nie uzywamy, niestety, takiej bazy. Dlatego w celu
stopniowej eliminacji BSSE nalezy stosowaé bardzo bogate bazy konsystentne rozmiarowo.
Ponadto, z powodu duzego udziatu oddziatywan dyspersyjnych, energi¢ stabilizacji nalezy
wyznacza¢ za pomoca metody MP2. Jest to ogromny problem, gdyz zastosowanie tej metody
wymaga uzycia bardzo duzej ilosci funkcji bazowych w celu redukcji BSSE. Przyblizona
warto$¢ BSSE moze by¢ wyznaczona na gruncie metody CP (Couterpoint Correction) [194].
W metodzie tej BSSE jest obliczany, jako rdznica energii monomerdw oraz energii komplek-
su. Nalezy pamigta¢, ze w kompleksie geometrie monomerow rdznia si¢ od geometrii izolo-
wanych. Rdznica energii dimeru oraz monomerow moze by¢ obliczona bezposrednio 1 nazy-
wa si¢ energia kompleksowania. W celu obliczenia poprawki BSSE niezbedne sa jeszcze
cztery dodatkowe obliczenia. Stosujac bazy dla monomerdéw oraz kompleksu, energia kazde-
go monomeru jest liczona dla ich danej geometrii w uktadzie kompleksowym. Dwa dodatko-
we obliczenia dla monomeréw oraz kompleksu sa nastgpnie wykonywane w pelnej bazie. Ta
procedura obliczeniowa oznacza, ze energia jednego monomeru jest obliczana w dwoch nor-
malnych bazach, zastosowanych do optymalizacji dwoch monomeroéw i zlokalizowanych w
pozycjach jadrowych. Dzigki temu, energia monomeru A moze by¢ nizsza, od energii mono-
meru B z powodu zastosowania tzw. odbitych orbitali, zlokalizowanych w r6znych miejscach

przestrzeni. Poprawka CP moze by¢ zdefiniowana w sposob nastepujacy [190]:
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AEq, = E(A),, + E(B),, — E(4); - E(B), (3.5.1)
Na podstawie tej formuty energia stabilizacji poprawiona za pomoca metody CP moze by¢

obliczona, jako réznica energii stabilizacji baz korekty oraz AE ., .

4. METODOLOGIA OBLICZEN KWANTOWYCHI I WYNIKI

Wszystkie obliczenia przeprowadzono za pomoca pakietu obliczeniowego Gaus-
sian03W [180]. Zastosowano nastgpujace metody chemii kwantowej: DFT (Teoria Funkcjo-
natu Gestosci, Density Functional Theory) [181], HF (Metoda Hartree-Fock'a, Hartree-Fock
Method), MP2 (Rachunek Zaburzen Drugiego Rzedu Mellera-Plesseta, Maller-Plesset Second
Order Perturbation Theory) [182] oraz MP4 (rachunek zaburzeh czwartego rzedu Moller-
Plesseta). Metod¢ MP2 zastosowano w celu uwzglednienia duzego wkiadu energii korelacyj-
no-wymiennej do catkowitej energii uktadu oraz wplywu korelacji elektronowej na geometrig
i energi¢ badanych uktadéw molekularnych. Natomiast metod¢ MP4 zastosowano w celu po-
prawienia energii korelacyjno-wymiennej, otrzymanej za pomoca MP2. Rownowagowa struk-
turg elektronowa oraz energi¢ kazdego uktadu wyznaczono w stanie podstawowym, w prozni,
medium wodnym oraz etanolowym. Do obliczen wykonanych za pomoca metody DFT zasto-
sowano funkcjonal hybrydowy B3LYP, ktory réwniez uwzglednia efekty korelacji elektro-
nowej. W pierwszym kroku, optymalizowano geometri¢ za pomoca metody HF, a nast¢pnie
otrzymang geometri¢ catkowicie optymalizowano za pomoca metody MP2(full). Zarbwno w
obliczeniach HF, jak i w trakcie reoptymalizacji geometrii HF za pomoca MP2 uwzgledniono
tg sama baze funkcyjna.

Formy rodnikowe wygenerowano z rownowagowych geometrii oboj¢tnych molekut
poprzez usunigcie atomu wodoru z grup hydroksylowych, natomiast kationorodniki utworzo-
no poprzez eliminacjg elektronu z rownowagowej geometrii molekuty. Catkowita optymali-
zacje (full optimisation) geometrii ukladow otwartopowtokowych wykonano za pomoca
funkcjonatu hybrydowego B3LYP, gdyz otrzymane za jego pomoca orbitale molekularne sa
wolne od wktadéw pochodzacych od standw o réznej multipletowosci. Dla uktadow zamknig-
topowtokowych (obojetne czasteczki oraz formy anionowe) zastosowano metodg ograniczona
(restricted method), natomiast dla ukladéw otwartopowlokowych (formy rodnikowe, kationo-
rodniki oraz kompleksy TR—Cu(Il)) — metode nieograniczona (unrestricted method) oraz RO
(restricted open-shell approach). Podczas catkowitej optymalizacji uktadéw otwartopowto-
kowych, warto$¢ dla kwadratu catkowitego spinu byta zachowana na poziomie 0,75. Tym
samym, nie uwzgl¢dniono w trakcie obliczen iteracyjnych kontaminacji spinowej. Wszystkie
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czestosci drgan harmonicznych skalowano przez wspotczynnik 0,973, natomiast energie
drgan zerowych 1 poprawkg termiczng do energii skalowano przez wspotczynnik 0,9. Czgsto-
sci skalowano w celu odzwierciedlenia r6znicy migdzy obliczonymi, a wyznaczonymi ekspe-
rymentalnie czgsto$ciami.

Ladunki czastkowe na poszczegolnych atomach obliczono korzystajac z analizy NPA
(Naturalna analiza tadunku, Natural Population Analysis, NPA Analysis) oraz analizy popula-
cyjnej tadunku Mullikena [183]. Metoda Mullikena pozwala obliczy¢ tadunki czastkowe na
poszczegolnych atomach badanych czasteczek. Ladunki te sa obliczane w wyniku réwno-
miernego podziatu nakrywajacych si¢ orbitali pomi¢dzy dwoma atomami.

Zredukowana macierz gestosci rzedu k£ moze by¢ zapisana w sposéb nastepujacy [190]:

y(rrr")Z%fY’(f’rrr)fﬁ”(V”r 1, (4.1

gdzie N, oznacza catkowita ilo$¢ elektronéw. Dla poprawnego opisu struktury elektronowe;j
najwigksze znaczenie maja macierze ggstosci pierwszego 1 drugiego rzedu, poniewaz operator
Hamiltona zawiera operatory jedno- i dwuelektronowe. Macierz ggstosci pierwszego rzedu
moze by¢ diagonalizowana, a otrzymane funkcje wtasne naleza do tzw. orbitali naturalnych
(NO-Natural Orbitals). Koncepcja naturalnych orbitali prowadzi do analizy NBO (Natural
Bond Orbital), ktoéra do chemii kwantowej wprowadzili Weinhold 1 wsp. Macierz gestosci jest
blokowa 1 diagonalizujac kolejno jej bloki otrzymujemy bazg orbitali naturalnych, scentrowa-
nych na poszczegdlnych atomach. Otrzymane orbitale sa z reguty nieortogonalne i musza by¢
w kolejnym kroku zortogonalizowane za pomoca metody Lowdina lub Grama-Schmidta. Dla
otrzymanej ortonormalnej bazy orbitali naturalnych wyznaczane sa diagonalne elementy ma-
cierzy gestosci. Sumujac wszystkie przyczynki od orbitali scentrowanych na poszczegdlnych
atomach otrzymujemy na nich rozktad tadunkéw czastkowych. Analiza NBO w poréwnaniu z
analiza Mulliken jest doktadniejsza, poniewaz uwzglednia wktady do catkowitego tadunku od
elektronow rdzenia atomowego, walencyjnych oraz Rydberga, ktére sa gtownie zlokalizowa-
ne na orbitalach dyfuzyjnych. Ponadto analiza ta gwarantuje, ze obsadzenie elektronowe spet-
nia zakaz Pauliego oraz, ze zbiezno$¢ tadunkow czastkowych do wartosci optymalnych jest
zachowana nawet, gdy zwigkszana jest i1lo$¢ funkcji bazowych.

Optymalizacja geometrii byla prowadzona w celu znalezienia na PES (Powierzchnia
energii potencjalnej, Potential Energy Surface) punktu stacjonarnego, odpowiadajacego geo-

metrii rtownowagowej. W tym punkcie gradient sit jest rowny zeru, gdyz reprezentuje on po-
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tozenie rownowagi. Podczas wykonywanych obliczen byly spetnione nastepujace kryteria
zbieznosci:
1. Sity bedace pochodna potencjatu wzgledem wspodtrzgdnych mialy wartos¢ rowna, w przy-

blizeniu, zero (dopuszczalna warto$¢ nie wigksza niz 0,00045).

2. Srednia kwadratowa z sit (RMS, Root-Mean-Square) byta réwna w przyblizeniu zero (do-

puszczalna warto$¢ nie wigksza niz 0,0003).

3. Wartos¢ odlegtos$ci migdzy kolejnymi krokami iteracyjnymi byta mniejsza od 0,0018.
4. Srednia kwadratowa z odlegtosci (RMS, Root-Mean-Square Displacement) przyjmowata

warto$¢ mniejsza od 0,0012.

Podczas optymalizacji geometrii obliczono w jej punkcie poczatkowym state sitowe,
korzystajac z tej samej bazy funkcyjnej 1 metody, jaka zastosowano do optymalizacji. Do ob-
liczen optymalizacyjnych stosowano zaréwno wspotrzedne kartezjanskie jak i zredukowane
wspotrzedne wewnetrzne, ktorych zastosowanie skraca czas optymalizacji. W celu wyznacze-
nia geometrii badanych zwiazkow, w minimum globalnym generowano PES za pomoca
HF/6-31G(d), B3LYP/6-31+G(d), B3LYP/6-31G(d), B3LYP/6-311G(d,p) oraz MP2(full)/6-
31G(d) dla obojgtnych zwiazkéw. Otrzymana tréjwymiarowa powierzchnia przedstawia za-
lezno$¢ energii catkowitej od wartosci skanowanych parametréw geometrycznych. Poniewaz
orientacja atomow wodoru 1 tlenu z grup OH wzgledem pierscieni aromatycznych jest bardzo
waznym parametrem geometrycznym, otrzymano rowniez PES prezentujaca zalezno$¢ energii
uktadu od katow torsyjnych, opisujacych tg orientacjg. Profil PES pozwolit znalez¢ potencjal-
ne minima lokalne. Geometrie w tych minimach byly catkowicie zoptymalizowane bez na-
rzucania ograniczen na pozostate parametry geometryczne i symetri¢ czasteczki. W ten spo-
sob, po catkowitej optymalizacji, uzyskana geometria byta bardzo bliska geometrii w mini-
mum globalnym. Do obliczen stosowano nastgpujace bazy funkcyjne:

1. 6-31G(d) — baza ta zawiera jedna funkcj¢ polaryzacyjna na atomy niewodorowe. Sto-
sowano ja do wstepnej optymalizacji ztozonych uktadow molekularnych.

2.  6-31G(d,p) — baza ta zawiera funkcje polaryzacyjne typu d i p scentrowane na atomach
wodoru. Byla stosowana do optymalizacji geometrii TR.

3. 6-31+G(d,p) — jest to wzbogacona o funkcje dyfuzyjne baza 6-31G(d,p). Byta rowniez
stosowana do optymalizacji struktury TR.

4. 6-311G(d,p) — baza ta zawiera funkcje polaryzacyjne d 1 p scentrowane na atomach wo-
doru. Stosowano ja do optymalizacji polifenoli, oligomerow, fosfolipidu, deoksyrybo-

nukleotydéw oraz uktadéw otwartopowtokowych.
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10.

6-311G+(d,p) — baza ta oprocz funkcji polaryzacyjnych scentrowanych na atomy wodo-
ru zawiera funkcje dyfuzyjne na te atomy.

6-311++G(d,p) — jest to wzbogacona o funkcje dyfuzyjne na atomy niewodorowe baza
6-311+G(d,p).

6-311+G(2d,2p)-baza ta zawiera dwa zestawy funkcji polaryzacyjnych typu d na cigzkie
atomy 1 dwa zestawy funkcji polaryzacyjnych p na atomy wodoru oraz funkcje dyfuzyj-
ne na atomy wodoru. Byta ona stosowana do badania oddzialywan wodorowych w
kompleksach TR-H,O.

6-311G++(3df,2p) — baza ta zawiera trzy zestawy funkcji polaryzacyjnych typu d i f
scentrowanych na cig¢zkich atomach oraz dwa zestawy funkcji polaryzacyjnych typu p
scentrowanych na atomach wodoru. Zawiera tez funkcje dyfuzyjne na atomy wodoru
oraz atomy niewodorowe. Byla ona stosowana do optymalizacji geometrii polifenoli za
pomoca metody DFT oraz do obliczania doktadnych warto$ci energii.

lanl2DZ — baza ta byta stosowana do optymalizacji wszystkich uktadow komplekso-
wych, zawierajacych jon Cu®’, gdyz zawiera ona ECP (Efektywny pseudopotencjat
rdzenia atomowego, Effective Core Potential) ktory poprawnie opisuje energig elektro-
néw rdzenia atomowego. Obliczenia wykonane za pomoca tej bazy pozwolily cz¢scio-
wo uwzgledni¢ efekty relatywistyczne, pochodzace od elektrondéw znajdujacych si¢ bli-
sko jadra atomowego tych pierwiastkow.

cc-pVDZ (Correlation Consistent Polarized Valence Double Zeta Basis Set), cc-pVTZ
(Correlation Consistent Polarized Valence Triple Zeta Basis Set), cc-pVQZ (Correla-
tion Consistent Polarized Valence Quadruple Zeta Basis Set) — sa to ubozsze od baz
aug-cc-pVDZ, aug-cc-pVTZ oraz aug-cc-pVQZ korelacyjnie konsystentne bazy Dun-
ninga. Byly one stosowane do optymalizacji geometrii TR w prozni, obliczania barier
rotacyjnych oraz doktadnych warto$ci energii stabilizacji komplesow TR z woda. Ter-
min konsystentne korelacyjnie oznacza, ze funkcje bazowe, ktore daja podobny wktad
do energii korelacyjnej sa wlaczone do tych bazy z ta sama waga. Bazy z uzyciem
przedrostka aug sa rowniez korelacyjnie konsystentne i ich zaleta jest to, Ze sa one, w
porownaniu z bazami, cc wzbogacone w funkcje dyfuzyjne, posiadajace male wspot-
czynniki w czlonach eksponencjalnych. Baza aug-cc-pVDZ zawiera dodatkowe orbitale
s, p oraz d, natomiast baza aug-cc-pVTZ posiada funkcje 1Is, 1p, 1d oraz 1f na atomy

wodoru oraz atomy niewodorowe.
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W celu poprawnego opisu struktury elektronowej form anionowych, rodnikowych oraz

kationorodnikowych podczas optymalizacji ich geometrii zastosowano bazy wzbogacone o

funkcje dyfuzyjne. Réwniez do optymalizacji obojgtnych molekul, zawierajacych atomy z

wolnymi parami elektronowymi (S, N oraz O) zastosowano bazy wzbogacone o te funkcje.

Do kazdej zoptymalizowanej geometrii obliczono czgstosci harmoniczne w celu:

1.

Badania natury punktu stacjonarnego na PES. Na podstawie wyznaczonych wartosci
czgstosci mozna stwierdzi¢, czy zoptymalizowana geometria jest w rzeczywistym mi-
nimum lokalnym, czy w punkcie siodlowym na PES.

Obliczenia ZPC (Poprawka zerowego punktu, Zero-Point Correction) oraz poprawki
termicznej do catkowitej energii. We wszystkich warto$ciach energii przytaczanych w
niniejszej rozprawie uwzgledniono energi¢ drgan zerowych (Zero-point vibrational
energy).

Obliczenia wartosci termodynamicznych funkcji stanu (catkowitej entalpii oraz entalpii

swobodnej Gibbsa) w temp. 298,15 K 1 pod ci$nieniem 1 atm.

Czgstosci byty obliczane analitycznie w wyniku diagonalizacji Hessianu za pomoca metody 1

w bazie uzytej do optymalizacji geometrii. Charakterystyka punktu na PES jest nastgpujaca:

1.
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W przypadku braku urojonych czgstosci, zoptymalizowana geometria jest w lokalnym
minimum energetycznym.

Uzyskana jedna czgsto$¢ urojona dla zoptymalizowanej geometrii oznacza, ze znajdu-
je si¢ ona w punkcie siodlowym lub reprezentuje TS (Stan przejSciowy, Transition Sta-
te). W przypadku uzyskania jednej czgstosci urojonej, nieznacznie modyfikowano geo-
metri¢ zoptymalizowane]j struktury charakteryzujacej si¢ obecno$cia tej czestosci.
Zmieniano parametry geometryczne, odpowiadajace czgstosciom urojonym. Nalezy
podkresli¢, ze otrzymanie jednej czgstos$ci urojonej nie zawsze oznacza, ze otrzymali-
$my stan przejSciowy, taczacy produkty i substraty. Jest to spowodowane tym, ze nie-
jednokrotnie zoptymalizowana geometria, scharakteryzowana obecnoscia cz¢stosci uro-
jonej taczy dwie geometrie w minimum energetycznym, ktdre nie odpowiadaja stabil-
nym geometriom produktow i substratow.

Jezeli zoptymalizowana geometria charakteryzuje si¢ obecnoscia kilku czgstosci uro-
jonych oznacza to, ze znajduje si¢ ona w punkcie siodlowym wysokiego rzedu na PES.
W takiej sytuacji, stosujac komendg¢ opt=gst2 znajdowano geometri¢ stanu przejscio-
wego, ktora nastepnie, po modyfikacji omowionej w pkt 2, caltkowicie optymalizowano

w celu znalezienia geometrii w lokalnym minimum energetycznym.



Dla rownowagowych geometrii badanych uktadow kompleksowych, w celu poréwnania

ich trwato$ci energetycznej, obliczono AEg., (Energie stabilizacji, Stabilisation Energies).

Energig stabilizacji obliczono z zalezno$ci AEgap = —(Ekompleksu — ZEmonomer ) [184], gdzie

Ekompleksu 0znacza energi¢ elektronowa kompleksu, natomiast Emonomer jest energia elektrono-
wa monomerdw tworzacych kompleks. W obliczonych warto$ciach energii stabilizacji nie
uwzgledniano poprawki deformacyjnej oraz sterycznej. W celu zbadania trwalosci termody-
namicznej kompleksow, obliczono zmiang entalpii swobodnej Gibbsa reakcji ich tworzenia,
jako roznicg catkowitych entalpii swobodnych réwnowagowych geometrii kompleksow i
tworzacych ich monomerow.

Réwnowagowe geometrie izolowanych uktadow byly optymalizowane w medium wod-
nym 1 etanolowym przy wykorzystaniu modelu solwatacyjnego C-PCM (Conductor-
Polarizable Continuum Model) [185]. Dla wszystkich badanych zwiazkéw zastosowano pro-
mien UAHF wngki solwatacyjnej. Obliczenia wykonano w celu zbadania wptywu efektow
solwatacyjnych na geometri¢ 1 energi¢ badanych zwiazkow. W tym modelu badana molekuta
jest umieszczana we wngce solwatacyjnej o zadanej Srednicy, ktora sktada si¢ ze sferycznych
powtok, otaczajacych kazdy atom zwiazku. Czasteczka umieszczona we wngce oddziatywuje
ze $srodowiskiem zewngtrznym, a miara tego oddziatywania jest pole elektrostatyczne, gene-
rowane przez tadunki polaryzacyjne, ktére sa indukowane na $ciankach wneki solwatacyjne;.
Wewnatrz wneki wzgledna stala dielektryczna ma taka sama wartos¢, jak dla prozni, nato-
miast na zewnatrz wneki wzgledna stata dielektryczna dla wody wynosita 78,4, a dla etanolu
32,6. W modelu C-PCM przy zadanej wartosci stalej dielektrycznej, tadunek solwatacyjny
jest rozwiazaniem nastgpujacego rownania [ 185]:

Sq=-fle)V (4.2)
gdzie g oznacza tadunek solwatacyjny, V jest calkowitym elektrostatycznym potencjatem ge-
nerowanym przez jadra atomowe pierwiastkow, wchodzacych w sktad zwiazku chemicznego,
a z kolei f(g) jest funkcja stalej dielektrycznej. W ogolnosci, zaktada sig, ze f(e) ma nastgpuja-
ca forme: f(g)=¢-1/e+X, gdzie X jest rowne zeru lub 0,5 w zaleznosci od zastosowanej geome-
trii czasteczki. Najbardziej preferowana w obliczeniach jest warto$¢ rowna zeru, poniewaz

prowadzi ona do twierdzenia Gaussa dla ladunkow solwatacyjnych [185]:
-1
Sq=-—0, (4.3)

gdzie O, oznacza catkowity tadunek badanego uktadu. We wzorze (4.2) elementy macierzy S

maja nastgpujaca postac:
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a.

1
S, = 10694 2%, S; =‘ | (4.4)
gdzie a; oznacza warto$¢ powierzchni wngki. Réwnanie (4.2) jest rozwigzywane w sposob
iteracyjny, a zbiezno$¢ jest zachowana. Iteracyjnie obliczane sa kolejno tadunki z nastepujace;j
zaleznosci rekurencyjnej:

(n-1)
qi(n) < [ (e)V, +Z| J 4.5)

123

Ze wzoru tego wynika, ze i-ty tadunek zalezy od potencjatu generowanego przez sub-
stancj¢ znajdujaca si¢ we wnece solwatacyjnej oraz od potencjatu pochodzacego od tadunkow
obliczanych w n-1 kroku iteracyjnym. W modelu C-PCM energia oddziatywania rozpuszczal-

nika z substancja rozpuszczona jest obliczana ze wzoru:
= z V., (4.6)

gdzie V; reprezentuje potencjal elektrostatyczny, pochodzacy od i-tego tadunku. Poniewaz
zalezno$¢ tadunkoéw solwatacyjnych od gestosci elektronowej w zwiazku chemicznym jest z
reguty liniowa, energia oddzialywania moze by¢ tatwo minimalizowana w schemacie obli-
czeniowym Kohna-Shama, gdyz jest ona funkcjonalem ggstosci elektronowej. Przyjmujac, ze
catkowita energia w prézni dana jest wzorem: E’=E[p’]+Vy, energie swobodna w rozpusz-

czalniku mozemy wyliczy¢ z zalezno$ci:

soly

= E[p]+ % FeWwsy 4.7

We wzorach tych Py jest energia oddziatywania jader w badanym zwiazku, p” jest gestoscia

elektronowa czasteczki izolowanej, p oznacza gestos¢ elektronowa zaburzona przez rozpusz-

czalnik, natomiast ¥~ jest sprzezona po hermitowsku macierza energii oddziatywania jader.
Nalezy podkresli¢, ze model ten, w porownaniu z innymi, pozwala na prostsze rozwigzanie
trudnych probleméw, zwiazanych z oddziatywaniem substancji rozpuszczonej i rozpuszczal-
nika. W szczegdlnosci, w modelu tym, pochodne energii swobodnej wzgledem wspotrzed-
nych jadrowych oraz czgsto$ci sa obliczone przy wykorzystaniu bardzo zbieznego 1 wydajne-
go algorytmu numerycznego.

Wplyw medium polarnego na geometri¢ i energi¢ zwiazkéw badano, wykorzystujac
rowniez model COSMO (Conductor-like Screening Model) zaproponowany przez Klamt i
wsp. [186]. Jest on nieiteracyjny i1 pozwala oblicza¢ gradienty potencjatu podczas optymaliza-
cji, bez modelowania wngki solwatacyjnej. Ladunki powierzchniowe w tym modelu obliczo-
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ne sa bezposrednio z potencjatu elektrostatycznego, opisujacego rozktad tadunku. COSMO w
poréwnaniu z innymi modelami solwatacyjnymi jest ulepszony pod wzglgdem numerycznym
oraz pozwala na prostsze obliczanie gradientow. W modelu tym energia elektrostatyczna,
majaca duzy wktad w energii solwatacji, jest funkcja kwadratowa rozkladu tadunku na po-
wierzchni czasteczki rozpuszczonej w medium wodnym i1 wprowadzona jest w sposob jawny
do Hamiltonianu opisujacego oddziatywania modelowego medium ze znajdujaca si¢ w nim
substancja. Samouzgodniony proces optymalizacji rozkladu tadunku na powierzchni cza-
steczki jest realizowany przez potencjat skanujacy powierzchnig, ktory jest wprowadzony do
cykli SCF. W zwiazku z tym, metoda COSMO jest catkowicie wariacyjna. Energia ekrano-
wania, pochodzaca od dielektryka, jest skalowana za pomoca nastgpujacego czynnika:
(e—1)/(e+x), gdzie ¢ jest stalg dielektryczna, a x czynnikiem skalujacym. Efekty ekranowania
w silnie polarnych mediach moga by¢ aproksymowane przez odpowiednie ciagte medium, o
statej dielektrycznej rownej e=o0. Rozwazmy problem N punktowych tadunkéw w pozycjach
ri. 1 otoczonych sfera, o promieniu R. Problem ten moze by¢ rozwiazany analitycznie za po-

moca metody tadunku obrazowego. W efekcie, calkowita energia ekranujaca wynosi [186]:

AE = —éQDQ 4.8)
gdzie Q oznacza macierz tadunku, a D reprezentacje macierzowa operatora dielektrycznego,
ktérego elementy mozemy wyrazi¢ nastgpujaco [186]:

R
Di/‘ = 1/2 (4'9)

(R = 2R?rr, +17r7)

Na podstawie powyzszych wzoréow widzimy, ze catkowita energia ekranowania sktada si¢ z
energii pochodzacej od tadunku zrodtowego Q oraz dodatniej energii, bedacej wynikiem od-
dziatywania tadunkéw ekranujacych, umieszczonych na sferze o promieniu R. Calkowita
energia ekranowania w modelu COSMO jest rowna sumie wszystkich przyczynkéw pocho-
dzacych od tadunkow ekranujacych, ktore sa otoczone sferami o bardzo matym promieniu i
statej gestosci fadunku o,. Niech S, oznacza catkowita powierzchnig, a g, - S,0, — tadunek
pochodzacy od bardzo matego wycinka sfery. Otrzymujemy stad nastgpujace wyrazenie na
energi¢ oddziatywania elektrostatycznego jednostkowego tadunku, znajdujacego si¢ w poto-

zeniu 7; z fadunkiem rozmieszczonym na powierzchni S, [186]:

1 -1
biﬂzsﬂjr—r[ d’r (4.10)
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oraz energi¢ oddziatywania elektrostatycznego tadunkow zgromadzonych na dwoch po-

wierzchniach S, oraz S,:

1 I (4.11)
= —~d“rd’r
sl

a,,

Dla u# v energia elektrostatyczna (4.11) moze by¢ aproksymowana tak:

a, ~t, -1 (4.12)

vu

gdzie ¢t oznacza polozenie matego wycinka sfery. Diagonalne elementy, ktore reprezentuja

energi¢ od poszczegdlnych wycinkéw sfery moga by¢ aproksymowane w sposob nastgpujacy:

1/2

a,,~38s,| (4.13)

14

Finalnie, po zastosowaniu do obliczen macierzy tadunku Q dla N zrédtowych tadunkow oraz
macierzy q dla M powierzchniowych tadunkéw, catkowita energia uktadu moze by¢ wyrazo-
na [186]:

E(q) = 1/20CQ + OBq + 1/2 qAq (4.14)
gdzie 4 oraz B oznaczaja macierze, ktorych elementy stanowia energie elektrostatyczne (4.10)

1(4.11) podczas gdy C jest macierza Coulomba. Biorac pod uwagg fakt, ze tadunek ekranuja-
cy ¢" minimalizuje t¢ energi¢ otrzymujemy [186]:

qu(q)|q* =BO+ Ag" =0 (4.15)

gdzie ¢" jest rozwiazaniem nastepujacego rOwnania macierzowego:
q =—A"'BO (4.16)
Proste obliczenia prowadza do nastgpujacego wyrazenia na energig¢ ekranowania [186]:
E(o*) = 1/2Q(C-BA'B)Q 4.17)
Na podstawie wzoru (4.17) zauwazamy, ze wyrazenie na energi¢ ekranowania dla wngki sol-
watacyjnej o dowolnym ksztalcie jest identyczne z wyrazeniem otrzymanym dla wneki sfe-
rycznej. Energia dana wyrazeniem (4.17), moze by¢ otrzymana po zastosowaniu warunkow
brzegowych, na mocy ktorych potencjat elektrostatyczny znika na powierzchni przewodnika.
Matematycznie warunek ten mozemy napisa¢ nastgpujaco: @=0, gdzie @ jest potencjatem
wektorowym dla potencjalu generowanego przez rozwazane wycinki powierzchni. Wiedzac,
ze ®=B(Q+Aq, gdzie BQ jest potencjatlem pochodzacym od warstwy powierzchni, na ktorej sa
rozmieszczone tadunki zrodlowe, a Ag jest potencjalem generowanym przez powierzchnig z
fadunkiem ¢, warunek @=0 prowadzi bezposrednio do warunku ekstremum (4.15). W celu

uproszczenia obliczen catkowitej dielektrycznej energii ekranowania, w modelu tym obliczo-
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ne sa analitycznie gradienty tej energii, wzgledem kazdego wektora potozenia atomu. Postaé

analityczna tego gradientu jest nastgpujaca [186]:
* ] * *
Vi AE ==4"(V,B)0+24"(V,A)q (4.18)

Analizujac powyzszy wzor, nalezy stwierdzi¢, ze pierwszy jego element reprezentuje wymia-
n¢ oddziatywania miedzy tadunkiem zZrédtowym, a tadunkiem ekranujacym, podczas gdy
drugi element reprezentuje wymiang oddziatywan, zachodzacych tylko migdzy tadunkami
ekranujacymi.

Wiasciwosci przeciwutleniajace analizowanych substancji zostaty zbadane na podsta-
wie nastgpujacyh deskryptorow antyoksydacyjnych:

1. BDE (Entalpia dysocjacji wiazania, Bond Dissociation Enthalpy) wiazan O-H

[159,160,189].

2. AIP (Adiabatyczny potencjat jonizacyjny, Adiabatic lonization Potential)

[159,160,189].

3.  Gestosci spinowej na poszczegdlnych atomach w rodnikach fenoksylowych (rodniki

zawierajace niesparowany elektron na atomie tlenu grupy hydroksylowej) [158,189].

4.  PDE (Entalpia dysocjacji protonu, Proton Dissociation Enthalpy) [189].
5. Energii poziomu HOMO [158]

Paramtry antyoksydacyjne wyznaczano dla réwnowagowych geometrii badanych
zwiazkoé6w na poziomie metody B3LYP/6-311G(d,p). Dobor tej bazy byt podyktowany wyni-
kami obliczen, uzyskanymi przez Trouillas 1 wsp [222]. Dla szerokiego spektrum baz funk-
cyjnych wyznaczono w tej pracy BDE dla wigzania O-H w najprostszym fenolu i pirokatechi-
ny(1,2-dihydroksybenzen, katechol). Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze dla
bazy 6-311G(d,p) teoretyczne warto$ci BDE sa w najwigkszej zgodnosci z danymi ekspery-
mentalnymi. W celu poprawniejszego opisu efektu delokalizacji elektronu w rodnikach feno-
ksylowych i pary elektronowej w formach anionowych do obliczen BDE, AIP oraz PDE sto-
sowano bazg 6-311+G(d,p).

BDE obliczono, jako réznicg catkowitych entalpii atomu wodoru, réwnowagowych
geometrii rodnika fenoksylowego oraz oboj¢tnej czasteczki przeciwutleniacza. Zmiang ental-
pii reakcji obliczono w warunkach standardowych, zgodnie z nast¢pujacym roOwnaniem, wy-

nikajacym z termochemicznego prawa Hessa:

ArHO = Z (EO + Hterm )produkty - Z (EO + Hterm )substraty (4 1 9)
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gdzie Ey jest rowne energii elektronowej, a H,.,, 0znacza termiczna poprawke do entalpii ob-

liczona zgodnie ze wzorem:

H, =E, +k,T (4.20)

term
gdzie E,, jest calkowita energia molekularna, &z jest stata Boltzmanna, a T temperatura bez-
wzgledna. BDE jest miarg trwatosci homolitycznej wigzania O-H w badanych ukladach. Im
mniejsza warto$¢ tego parametru, tym wiazanie jest stabsze i bardziej podatne na rozerwanie
podczas interakcji z wolnym rodnikiem. BDE jest niezb¢dne do opisania mechanizmu HAT
(Mechanizm transferu atomu wodoru, Hydrogen Transfer Mechanism) [159,160] zmiatania
wolnych rodnikéw, opartego na transferze wodoru z obojetnej molekuly do rodnika. AIP ob-
liczono, jako roznicg energii rownowagowej geometrii kationorodnika, powstalego przez eli-
minacjg elektronu z tej molekuty oraz jej formy obojetnej. AIP jest miara podatnosci antyok-
sydanta na oddawanie elektronu (jonizacji) podczas interakcji z wolnym rodnikiem w ukta-
dach biologicznych. Im mniejsza warto$¢ tego parametru, tym badany zwiazek posiada sil-
niejsze zdolnosci elektronodonorowe i, tym samym, jest silniejszym antyoksydantem. AIP
moze by¢ zastosowany do opisu mechanizmu ET (Mechanizm transferu elektronu, Electron
Transfer Mechanism) — zmiatania wolnych rodnikdéw, opartego na przeniesieniu elektronu z
antyoksydanta do rodnika [159,160].

Wartosci PDE byty otrzymane, jako roznice catkowitej entalpii protonu, rownowagowe;j
formy anionowej oraz obojg¢tnej czasteczki. PDE jest miara zdolno$ci przeciwutleniacza do
oddawania protonu na skutek dysocjacji jonowej. Im mniejsza warto§¢ tego parametru, tym
wigksza zdolno$¢ do wymiatania wolnych rodnikow 1 podatno$¢ wiazania O-H na rozpad
heterolityczny. Warto$ci PDE determinuja mechanizm PT (Transfer Protonu, Proton Trans-
fer), zgodnie z ktorym, interakcja z wolnym rodnikiem oparta jest na przeniesieniu protonu z
obojetnej molekuly na rodnik.

Gestosci spinowe na poszczeg6dlnych atomach obliczono dla rtownowagowych geometrii
rodnikow fenoksylowych. Warto$¢ gestosci spinowej jest silnie skorelowana ze stabilno$cia
energetyczng rodnika, gdyz im mniejsza warto$¢ tego parametru, tym ta stabilno$¢ jest wigk-
sza. Wygenerowano rowniez trojwymiarowy rozklad tej gestosci w rodnikach. Miejsca o du-
ze] koncentracji gestosci sa bardzo podatne na atak rodnika. W celu poréwnania aktywnos$ci
antyoksydacyjnej TR w analizowanych mediach, obliczono energi¢ poziomu HOMO. Im
wigksza warto$¢ tej energii, tym zwiazek wykazuje wigksza aktywnos$¢ antyoksyadacyjna,

gdyz jest bardziej podatny na jonizacjg.
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Oceny samorzutnosci badanych reakcji dokanano, obliczajac w warunkach standardo-

wych zmiang entalpii swobodnej Gibbsa, zgodnie z rownaniem:

ArGO = Z (EO + Gterm )produkty - Z (EO + Glerm )suhstraty (42 1)
gdzie G, jest termiczna poprawka do entalpii, obliczona zgodnie ze wzorem:
Gterm = H term T S calkowita (42 2’ )

W rownaniu tym S..xowie 0Znacza catkowita entropig, bedaca suma entropii elektronowej,

translacyjnej, wibracyjnej oraz rotacyjne;.

4.1. Struktura stereoizomerow resweratrolu, ich rodnikow tlenowych oraz anionow w

prozni, medium wodnym i etanolowym

Optymalizacje geometrii TR (Rys. 1.1.1.a) wykonano za pomoca nastgpujacych metod i
baz funkcyjnych: B3LYP/6-311G(d,p), B3LYP/6-311+G(d,p), B3LYP/6-311++G(3df,2p),
B3LYP/6-31G(d,p), B3LYP/6-31+G(d,p), B3LYP/aug-cc-pVDZ, B3LYP/aug-cc-pVTZ,
B3LYP/aug-cc-pVQZ, B3LYP/cc-pVDZ, B3LYP/cc-pVTZ, B3LYP/cc-pVQZ, HF/6-
31G(d,p), HF/6-31+G(d,p), HF/6-311G(d,p), HF/6-311+G(d,p) HF/6-311++G(3df,2p),
HF/aug-cc-pVDZ, HF/aug-cc-pVTZ, HF/aug-cc-pVQZ, MP2(full)/6-31G(d,p), MP2(full)/6-
31+G(d,p), MP2(full)/6-311G(d,p), MP2(full)/6-311+G(d,p), MP2(full)/6-311++G(3df,2p),
MP2(full)/aug-cc-pVDZ, MP2(full)/aug-cc-pVTZ, MP2(full)/cc-pVDZ, MP2(full)/cc-pVTZ
oraz MP2(full)/cc-pVQZ (Tabela 4.1.5). Natomiast geometri¢ i energie¢ CR (Rys. 1.1.1.b)
catkowicie  zoptymalizowano na  poziomach:  B3LYP/6-311G(d,p), B3LYP/6-
311++G(3df,2p), B3LYP/aug-cc-pVDZ, MP2(full)/6-311G(d,p), MP2(full)/6-311+G(d,p)
oraz MP2(full)/aug-cc-pVDZ. Rownowagowe geometrie TR 1 CR wyznaczono w medium
wodnym oraz etanolowym, korzystajac z modelu C-PCM. W celu otrzymania potencjalnych
miniméw energetycznych dla TR, wygenerowano PES za pomoca HF/6-31G(d) oraz
MP2(full)/6-31G(d) (Rys. 4.1.1. oraz 4.1.2.) skanujac katy torsyjne o = Cs-C4-C7-Cg oraz 6 =
C7-Cs-Co-Cyp W nastgpujacych zakresach: 180" <a< 3600, 180" <0< 3600, 0 <0< 160 oraz
180° <0< 120 Katy a = Cs-C4-C5-Cg oraz 6 = C7-Cs-Co-C opisuja rotacje pierscieni feny-
lowych wokot wigzan pojedynczych C4-C; oraz Cg-Co potaczonych z centralnym wigzaniem
winylowym. Geometrie z kazdego punktu otrzymanej powierzchni catkowicie optymalizowa-

no za pomoca wyzej wymienionych metod bez ograniczen na symetrig.
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Rys. 4.1.1. 3-D-powierzchnie energii potencjalnej (PES) oraz ich 2-D profile wygenerowane
za pomoca a) HF/6-31G(d) oraz b) MP2(full)/6-31G(d)
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Rys. 4.1.2. Zalezno$¢ catkowitej energii od numeru kroku dla TR wygenerowana w prozni za
pomoca MP2(full)/6-31G(d) dla wspotrzednych a1 6

Catkowicie zoptymalizowane geometrie TR oraz CR charakteryzuja si¢ brakiem czgsto-
$ci urojonych i1 znajduja si¢ w potozeniu rownowagi na PES. Obliczenia wykonane przy uzy-
ciu metody DFT na poziomie B3LYP/6-311G(d,p) [187,189] oraz B3LYP/aug-cc-pVDZ po-
kazaty na podstawie réwnowagowych wartosci katéw torsyjnych a = Cs-C4-C7-Cg oraz 6 =
C7-Cs-Co-Cy, ze szkielet trans-stilbenowy w TR jest plaski (Rys. 4.1.4.a), w prozni, medium
wodnym oraz etanolowym (Tabela 4.1.1.). Plaska geometria TR zapewnia temu polifenolowi
duza aktywno$¢ biologiczna. W pracach Ferrer i wsp. [223] oraz Klabunde i wsp. [224]
stwierdzono, ze TR dzigki takiej budowie, wslizguje si¢ migdzy ptaskie i aromatyczne bio-
fragmenty, tworzace kanat prowadzacy do centrum aktywnego syntazy chalkonowej oraz
transthyretiny (TTR), ktéra jest dimerycznym biatkiem, uczestniczacym w transporcie hor-
monu tyroksyny. Rowniez Basly 1 wsp. [219] pokazali, ze TR posiadajac ptaska konformacje,
efektywnie wiaze si¢ z receptorami estrogenowymi typu ERa 1 ERP. Plaska konformacja za-
pewnia energetycznie korzystna delokalizacje uktadu m-elektronowego wzdhuz skoniugowa-
nych wigzaniem winylowym pierscieni fenylowych i energetycznie preferowane oddzialywa-
nie m-n stakingowe migdzy czasteczkami TR oraz ptaskimi fragmentami polimeraz DNA,
topoizomeraz I i II, telomeraz [216]. Nalezy podkresli¢, ze plaska geometria TR w roztworze
wodnym zostala jednoznacznie potwierdzona przez Commodari 1 wsp. [218] na podstawie
analizy widm NMR. Ptaska konformacja TR nie znajduje natomiast swojego potwierdzenia w
pracy Caruso 1 wsp. [152], ktorzy na podstawie badan dyfrakcji promieniowaniem X stwier-

dzili, ze czasteczka TR jest nieznacznie zgigta w krysztale. R6znice w wynikach teoretycz-
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nych i eksperymentalnych sa spowodowane istnieniem w krysztale oddzialywan migdzy cza-
steczkami TR, ktére moga powodowac deformacj¢ geometrii tego zwiazku. Rowniez efekt
upakowania w krysztale przyczynia si¢ do nieznacznej deformacji molekut TR. Otrzymana na
poziomie metod MP2(full)/aug-cc-pVDZ oraz MP2(full)/cc-pVQZ (Tabela 4.1.5) geometria
szkieletu trans-stilbenowego TR jest w zadowalajacej zgodnos$ci z wynikami Caruso 1 wsp.
[152]. Optymalna geometria szkieletu cis-stilbenowego w CR, wyznaczona na poziomach
B3LYP/6-311G(d,p), B3LYP/6-311++G(3df,2p) oraz B3LYP/aug-cc-pVDZ jest wyraznie
zgicta (Rys. 4.1.4.b). Biorac pod uwage fakt, ze konformacja cis charakteryzuje si¢ zawada
przestrzenna, zgigta struktura CR jest preferowana energetycznie. Podobnie jak w cis-
stilbenie, oddziatywania van der Waalsa migdzy pierScieniami fenylowymi moga wnosi¢
wktad do stabilizacji stereoizomeru cis resweratrolu [197].

W réwnowagowej geometrii TR, otrzymanej za pomoca metody DFT, atomy wodoru i
tlenu grup OH leza w plaszczyznie, wyznaczonej przez pierScien fenylowy, niezaleznie od
zastosowanej bazy. Taka ekwatorialna orientacja atomow wodoru i tlenu jest najbardziej ko-
rzystna energetycznie i umozliwia optymalng interakcje z wolnymi rodnikami lub grupami
funkcyjnymi zwiazkéw w uktadach biologicznych. Rownowagowe wartosci katow 1 dlugosci

wigzan w TR pozostaja w zgodnosci z wynikami otrzymanymi przez Caruso i wsp. [152].

< " Sl
(——('  — Sy

a b

Rys. 4.1.4. Zoptymalizowane w prozni za pomoca metody B3LYP/6-311+G(d,p) réwnowa-
gowe geometrie a) TR oraz b) CR

Poréwnujac wartosci energii TR oraz CR otrzymane za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) i
B3LYP/6-311+G(d,p), w mediach polarnych wartos¢ catkowitej energii jest mniejsza, niz w
prozni (Tabela 4.1.2.). Uwzglednienie funkcji dyfuzyjnych w bazie 6-311+G(d,p) prowadzi
do wzrostu stabilno$ci energetycznej TR 1 CR w rozwazanych $rodowiskach. Wartos$ci
otrzymanych energii dowodza, ze srodowisko polarne bardziej stabilizuje uktad molekularny
w wyniku oddziatywan wodorowych i elektrostatycznych, niz proznia. Na skutek wigkszej
polarnosci, woda w poréwnaniu z etanolem, bardziej stabilizuje czasteczkg TR. W analizo-
wanych mediach, TR charakteryzuje si¢ wigksza stabilno$cia energetyczna niz izomer cis.

Zatem, ptaska struktura szkieletu trans-stilbenowego jest bardziej preferowana energetycznie.
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Analiza rownowagowych wartosci dtugosci wigzan O-H w izolowanych molekutach TR
oraz CR na poziomie B3LYP/6-311++G(3df,2p) (Tabela 4.1.3.) pokazuje, ze dlugosci wia-
zah O-C, 4°0O-H, 30-H oraz 50-H sa praktycznie identyczne. Sugeruje to, ze grupy OH w CR
i TR wykazuja bardzo podobna podatnos¢ na odczepianie wodoru i protonu podczas reakcji z
wolnymi rodnikami. Poniewaz nie uwzgl¢dniano w obliczeniach poprawek na anharmonicz-
no$¢ wiazan, ich stabilno$¢ bedzie mogta by¢ oceniona z wigksza doktadnoscia na podstawie
obliczonych warto$ci homolitycznej entalpii dysocjacji wigzah O-H. W srodowisku wodnym 1
etanolowym zoptymalizowane dtugosci wiazan O-H byly nieznacznie wigksze niz w prozni
(Tabela 4.1.1.). To zwigkszenie dlugosci jest spowodowane elektrostatycznym oddziatywa-
niem TR z medium polarnym. Wniosek — w medium polarnym, w poréwnaniu z préznia,
wigzanie O-H jest nieco bardziej podatne na rozpad heterolityczny. Natomiast rozpad homoli-
tyczny tych wiazan nie begdzie preferowany w mediach polarnych z powodu zwigkszenia sta-
bilnosci energetycznej TR w tych mediach. Analiza rownowagowych dlugosci wiazan O-H 1
O-C w TR za pomoca metod MP2(full)/6-311G(d,p) 1 B3LYP/6-311G(d,p) (Tabele 4.1.1.
oraz 4.1.4.) prowadzi do wniosku, ze na poziomie tych metod ich dlugosci sa praktycznie
identyczne. Uzyskane wyniki wskazuja, ze dlugos$ci wiazan O-H nie zaleza od zastosowane]
metody. Obserwujemy zwigkszenie rownowagowej dhugosci wiazania C;-Cg na poziomie
MP2(full)/6-311G(d,p) (1.411 2\) w porownaniu z metoda B3LYP/6-311G(d,p) (1.345 A).
Ten wynik dowodzi, ze w zgigtej konformacji wiazanie to zostaje ostabione.

Dla rownowagowej geometrii TR, otrzymanej w prézni za pomoca B3LYP/6-
311G(d,p), harmoniczna czgsto$é drgania torsyjnego wynosi 11,70 cm™, podczas gdy dla CR
20,27 cm™”. Wynik ten dowodzi, ze czasteczka TR jest bardziej labilna konformacyjnie w
temperaturze pokojowej niz CR. W §rodowisku wodnym i etanolowym otrzymano dla TR
mniejsze wartosci czestosci tych drgan, rowne odpowiednio: 9,23 i 9,68 cm™. Wynik ten mo-
ze by¢ skorelowany z faktem, ze §rodowisko polarne bardziej stabilizuje uktad niz proznia.
Uwzglednienie za pomoca metody MP2 wigkszego, w poréwnaniu z metoda DFT, wktadu
energii korelacji elektronowej do catkowitej energii, znaczaco zwigksza warto$¢ tych czgsto-
§ci, gdyz na poziomie MP2(full)/6-311G(d,p) czesto$é ta wyniosta 28,33 cm™. Labilna struk-
tura TR, ktéra potwierdzaja otrzymane wartosci czgstosci powoduje, ze polifenol ten nie ule-
ga procesowi interkalacji migdzy ptaskimi szkieletami zasad azotowych DNA [216,220].
Wyniki obliczen uzyskanych na poziomach MP2(full)/6-311G(d,p) oraz MP2(full)/aug-cc-
pVDZ (Tabela 4.1.4.) pokazuja, ze geometria szkieletu trans-stilbenowego jest zgigta (Rys.

4.1.5.). Rownowagowe wartosci dlugosci wiazan O-C, otrzymane za pomoca MP2(full)/aug-
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cc-pVDZ sa nieznacznie wigksze, niz otrzymane za pomoca MP2(full)/6-311G(d,p). Nato-
miast optymalne dtugosci wiazan O-H na poziomie tych metod sa praktycznie identyczne.
Wraz ze wzrostem ilo$ci funkcji bazowych w bazach gaussowskich, obserwujemy stopniowe
zmniejszanie katow torsyjnych a oraz 6 na poziomie metod DFT, HF oraz MP2 (Tabela
4.1.5.). Z kolei uwzglednienie funkcji dyfuzyjnych w stosowanych bazach gaussowskich,
prowadzi do nieznacznego zwigkszenia wartosci tych katoéw. Podobnie, jak Kwasniewski 1
wsp.[197], zastosowano w obliczeniach MP2 bazy cc o rosnacej liczbie kardynalnej, aby
sprawdzi¢, jak wplywa stopniowe zwigkszanie ilosci funkcji bazowych na geometri¢ TR. Na
poziomie metod HF i MP2 oraz w bazach gaussowskich rownowagowa geometria TR jest
najbardziej zdeformowana, natomiast w ztozonych bazach Dunninga, wzbogaconych w funk-
cje dyfuzyjne, struktura stopniowo podaza do geometrii ptaskiej (Tabela 4.1.5.). To sugeruje,
Ze na poziomie bogatych baz zostanie osiagnigta zgodnos¢ wynikow obliczen optymalizacyj-
nych, uzyskanych za pomoca trzech niezaleznych metod kwantowo-mechanicznych. Otrzy-
many wynik moze by¢ wyjasniony w oparciu o teori¢ zbieznosci baz funkcyjnych w meto-
dach kwantowo-mechanicznych. W metodach ab initio zbiezno$¢ jest bardzo wolna — typ
wielomianowy, natomiast w metodzie DFT zbieznos¢ jest bardzo szybka — typ eksponencjal-
ny [190]. Stosujac metode MP2, reprodukcja wyniku otrzymanego przy zastosowaniu metody
DFT 1 w prostej bazie jest mozliwa, ale w bardzo bogatych bazach. Obliczen w bardziej roz-
budowanych bazach na poziomie metody MP2(full) nie przeprowadzono z powodu trudnosci
z analitycznym wyznaczeniem czg¢sto$ci harmonicznych. W zwiazku z tym, nie mozna
stwierdzi¢, czy w bardziej ztozonych bazach niz aug-cc-pVTZ otrzymamy ptaska konforma-
cj¢ TR za pomoca metody MP2. W celu rozwiazania problemu geometrii tego zwiazku, wy-
generowano PES za pomoca MP2(full)/aug-cc-pVTZ. Zidentyfikowano na tej powierzchni
stan przejsciowy (TS) oraz geometrie (M1 oraz M2), znajdujace si¢ w lokalnych minimach po
obu stronach TS. Zoptymalizowana geometria TS charakteryzuje si¢ obecnoscia jednej czg-
stosci urojonej 1 posiada, podobnie jak struktura M2, zgigty szkielet trans-stilbenowy, nato-
miast geometria M1 jest idealnie ptaska. Brak czgstosci urojonej dla geometrii M1 1 M2 do-
wodzi, ze znajduja si¢ one w minimach lokalnych na PES. Uzyskany wyniki wskazuje, ze TR
posiada ptaski szkielet frans-stilbenowy na poziomie metody MP2. Natomiast bardzo mata
warto$¢ bariery rotacyjnej (0.3 kcal/mol) dla przejscia geometriit M1 w TS dowodzi, ze TR

jest bardzo labilny konformacyjnie.
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Rys. 4.1.5. Zoptymalizowane w prézni geometrie TR na poziomach: a) MP2(full)/6-
311G(d,p) oraz b) MP2(full)/aug-cc-pVDZ

Otrzymana na poziomie B3LYP/6-311+G(d,p) wartos¢ momentu dipolowego TR jest
rowna 3,44 D. Pokazuje to, ze polifenol ten dzigki obecnosci grup hydroksylowych jest polar-
ny. Otrzymane wartosci momentu dipolowego sa wigksze od momentu dipolowego wody
(1,88 D), co moze sugerowaé, ze TR rozpuszcza si¢ w wodzie. Niestety, w wielu badaniach
eksperymentalnych pokazano, ze TR jest w niej praktycznie nierozpuszczalny. Wskazuje to,
ze staba rozpuszczalnos¢ TR jest spowodowana innymi, nieznanymi jeszcze czynnikami.

Rownowagowe struktury kationorodnika TR oraz rodnikéw fenoksylowych otrzymane
za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/6-311+G(d,p) posiadaja idealnie ptaski szkielet
trans-stilbenowy w badanych mediach. Natomiast uktady otwartopowtokowe CR, podobnie
jak obojetna molekuta, posiadaja silnie zgigta strukturg. ROwnowagowe geometrie rodnikow
fenoksylowych maja wyrazna struktur¢ semichinonowa (Rys. 4.1.6.a i b), a ich ptaska geo-
metria zapewnia korzystna energetycznie delokalizacj¢ niesparowanego elektronu wzdhuz
catego szkieletu frans-stilbenowego. Srodowisko polarne bardziej stabilizuje rodniki i katio-
norodnik niz préznia. Rodnik 4°-O-fenoksylowy TR jest trwalszy energetycznie niz pozostate
rodniki tlenowe (rodnik 3-O-fenoksylowy oraz 5-O-fenoksylowy) [189]. Na poziomie
B3LYP/6-311G(d,p) 4 -O-rodnik jest o 4,307 kcal/mol trwalszy w prézni od 3-O-rodnika,
poniewaz 4'-O-rodnik posiada wigksza ilo§¢ form rezonansowych, niz 3-O rodnik i1 dzigki
temu jest bardziej stabilizowany przez rezonans. Rodniki i kationorodniki TR oraz CR sa
mniej stabilne niz oboj¢tne czasteczki (Tabela 4.1.2.), natomiast ro6znice w energiach pomig-

dzy proznia, a medium polarnym sa wigksze dla kationorodnika niz dla 4’-O-rodnika. Jest to
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spowodowane silnym oddziatywaniem elektrostatycznym medium polarnego z obdarzonym
tadunkiem dodatnim kationorodnikiem.

Analiza rownowagowych warto$ci parametrow geometrycznych form anionowych na
poziomie restricted B3LYP/6-311+G(d,p) pokazuje, ze posiadaja one idealnie ptaski uktad
trans-stilbenowy w badanych srodowiskach (Rys. 4.1.6.c i d). Podobnie, jak rodniki fenoksy-
lowe posiadaja one struktur¢ semichinonowa, stabilizowana przez rezonans oraz obecnos¢
wigzania winylowego. Wszystkie formy anionowe sa mniej trwate, niz obojgtna czasteczka
TR (Tabela 4.1.2.), a sSrodowisko polarne w porownaniu z prdznia, silniej je stabilizuje [189].
Wigksza stabilno$¢ 4°-O-anionu niz 3-O-anionu i 5-O-anionu dowodzi, ze dysocjacja heteroli-
tyczna wiazania 4'O-H jest bardziej preferowana od dysocjacji wiazan 30-H 1 5-O-H. Pozo-
staje to w zgodnosci z danymi eksperymentalnymi [195]. Wyniki pokazuja, ze 4°,3-dianion
jest stabilniejszy energetycznie w badanych $rodowiskach od 3,5-dianionu oraz w prozni.
Réznica energii tych izomerycznych aniondw wynosi 39,187 kcal/mol [189]. Tak duza r6zni-
ca energii jest spowodowana wigksza stabilizacja rezonansowa 4°,3-dianionu, niz 3,5-
dianionu. Podobnie, 4'-O-anion jest stabilniejszy energetycznie od 3-O-anionu w badanych
srodowiskach, poniewaz posiada wigcej form rezonansowych. Réznica energii migdzy 3-O-
anionem oraz 4'-O-anionem jest wigksza w prozni, niz mediach polarnych, co jest efektem

silnego elektrostatycznego oddziatywania medium polarnego z ujemnie natadowanymi anio-
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Rys. 4.1.6. Zoptymalizowane na poziomie B3LYP/6-311+G(d,p) geometrie a) 3-O-rodnika
TR, b) 4’-O-rodnika TR, c¢) 4'-O-anionu TR oraz d) trianionu TR
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4.2. Analiza geometryczna trans-piceatannolu za pomoca metod DFT oraz MP2

Trans-piceatannol (PC, Rys. 1.1.1.f) jest jednym z gtownych metabolitow TR w organi-
zmie cztowieka, o wigkszej aktywnos$ci antyoksydacyjnej niz TR. Zatem, wyznaczenie row-
nowagowej geometrii tego zwiazku ma kluczowe znaczenie dla znalezienia zaleznosci struk-
tura — aktywno$¢ biologiczna. Optymalizacj¢ geometrii i energii wykonano dla izolowanej
czasteczki PC, stosujac nastgpujace metody i bazy funkcyjne: B3LYP/6-311G(d,p),
B3LYP/6-311+G(d,p), B3LYP/6-311++G(3df,2p) oraz MP2(full)/6-311G(d,p). Dla kazdej
catkowicie zoptymalizowanej geometrii obliczono, stosujac te metody, czgstosci harmoniczne
w celu znalezienia rownowagowej geometrii na PES.

Analiza réwnowagowych parametrow geometrycznych (Tabela 4.2.1.) PC otrzyma-
nych za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/6-311++G(3df,2p) pokazuje, ze posiada
on idealnie ptaski uktad trams-stilbenowy w globalnym minimum energetycznym. Plaska
geometria PC uzyskana na poziomie metody DFT znajduje swoje potwierdzenie w pracy Ros-
si 1 wsp. [196], ktorzy za pomoca dyfrakcji promieniowania X udowodnili, ze w krysztale
czasteczka PC jest idealnie ptaska, a atomy wodoru i tlenu grup hydroksylowych leza w
plaszczyznie pierScieni fenylowych. Na poziomach B3LYP/6-311++G(3df,2p) 1 B3LYP/6-
311G(d,p) rownowagowa geometria PC charakteryzuje si¢ ekwatorialnym utozeniem grup
OH w plaszczyznie, wyznaczone] przez szkielet trans-stilbenowy, natomiast na poziomie
metody MP2(full)/6-311G(d,p) grupy OH nie wykazuja tej wiasciwosci. Rownowagowe dtu-
gosci wigzan O-H (Tabela 4.2.1.) maja zblizone wartos$ci, natomiast zoptymalizowana dtu-
go$¢ wiazania wodorowego miedzy atomami 4°-O oraz 5'-H wynosi 2,12 A, co dowodzi, ze
wigzanie to jest stabilne. Obecno$¢ tego wewnatrzczasteczkowego wigzania moze przyczy-
nia¢ si¢ do wzrostu kwasowos$ci protonu w grupie 3°-OH.

Réwnowagowe geometrie rodnikow fenoksylowych, kationorodnika oraz wszystkich
form anionowych, otrzymane za pomoca metody DFT, posiadaja ptaska, semichinonowa
geometri¢ 1 sa mniej stabilne energetycznie niz oboj¢tna czasteczka PC (Tabela 4.2.2.). Spo-
srod wszystkich form rodnikowych PC 4'-O-rodnik jest najtrwalszy energetycznie, gdyz po-
siada najwigksza 1lo$¢ form rezonansowych. Obliczenia wykonane na poziomie B3LYP/6-
311+G(d,p) dla uktadéw izolowanych pokazaly, ze 4'-O-rodnik jest o 14,09 kcal/mol trwal-
szy od 3°-O-rodnika oraz, Ze monoaniony, trianiony i tetraanion sa mniej stabilne energetycz-
nie, niz oboj¢tna molekuta PC.

Obliczenia wykonane za pomoca metody MP2(full)/6-311G(d,p) (Tabela 4.2.3.) poka-

zaty, ze PC, podobnie jak, TR posiada geometri¢ zgigta w globalnym minimum energetycz-
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nym na PES (Rys. 4.2.1.). Przeciwstawne wyniki, otrzymane za pomoca metod DFT i MP2,
nie pozwolity na jednoznaczne wyznaczenie rownowagowej geometrii PC. Stad konieczne
jest przeprowadzenie obliczen w celu wyznaczenia rzeczywistej geometrii PC. Rownowago-
we warto$ci dlugosci wigzan O-H oraz wigzania wodorowego migdzy atomami O4" 1 H5 na

poziomie metod B3LYP/6-311G(d,p) oraz MP2(full)/6-311G(d,p) sa praktycznie identyczne.

N an ¢ D —
2

a b

Rys. 4.2.1. Zoptymalizowane w prozni na poziomie metody MP2(full)/6-311G(d,p) rowno-
wagowe geometrie PC

4.3. Bariera rotacyjna dla TR w prozni, medium wodnym oraz etanolowym

Barierg rotacyjna dla izomeryzacji TR w CR obliczono na podstawie PES, wygenero-
wanego za pomoca MP2(full)/6-31G(d,p). Obliczenia wykonywano na poziomie metody MP2
w celu uwzglednienia znaczacego wkiadu energii korelacji elektronowej do wysokos$ci barie-
ry. Profil PES otrzymano dla katéw: & (Co-Cs-C7-Cy) oraz ¢ (C4-C7-Cg). Wspodhrzedne te
zmieniano w zakresach: 0 <8< 180 i 120" <¢@< 240". Podczas wykonywania skanu pozo-
state parametry geometryczne podlegaly catkowitej optymalizacji. Na otrzymanym PES zi-
dentyfikowano minima energetyczne oraz punkty siodtowe, reprezentujace geometri¢ stanu
przejsciowego (TS).

Geometrie izolowane, odpowiadajace kazdemu punktowi na PES, byty catkowicie zop-
tymalizowane za pomoca MP2(full)/6-311G(d,p), przy zafiksowanych wartosciach katéw o
oraz ¢, bez narzucania ograniczen na symetri¢. R6wnowagowe geometrie izolowanych ukta-
doéw byly catkowicie zoptymalizowane przy uzyciu MP2(full)/6-311G(d,p) i modelu C-PCM
w medium wodnym i etanolowym. Dla kazdej rownowagowej geometrii obliczono w tych
mediach energi¢ (single-point energy), stosujac nastepujace metody: MP2(full)/aug-cc-pVDZ,
MP2(full)/aug-cc-pVTZ, MP2(full)/aug-cc-pVQZ oraz MP4/6-311G(d,p). W ten sposodb wy-
znaczono doktadniejsze wartosci barier rotacyjnych w bogatych bazach funkcyjnych, z
uwzglednieniem duzego wktadu korelacji elektronowej, pochodzacego od metod MP2 i MP4.

Zidentyfikowano na PES minima energetyczne odpowiadajace geometrii CR oraz TR.
Geometria odpowiadajaca punktowi siodtowemu na PES charakteryzowata si¢ obecnoscia

jednej czegstosci urojonej, co dowodzi, ze reprezentowala stan przejsciowy. Na Rys. 4.3.1.
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przedstawiono zoptymalizowana geometri¢ stanu przejsciowego. Na PES znaleziono tylko
jedna geometri¢ odpowiadajaca TS, co potwierdzita analiza czesto$ci. Struktura ta posiada
wyraznie zgiety szkielet trans-stilbenowy, gdyz charakteryzuje si¢ on nastgpujacymi warto-
Sciami katow torsyjnych: a (Cs-Cy-C7-Cg) = 25,470 oraz 0 (C;-Cg-Co-Cg) = 28,180, a takze 6
(Co-Cs-C7-C4) = 60,03

Na podstawie otrzymanych wartosci barier energetycznych (Tabela 4.3.1.) mozna
stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem ilo$ci funkcji bazowych uzytych w obliczeniach, wysoko$¢
bariery maleje. Obserwujemy zwigkszenie jej wysokosci na poziomie MP4(full)/6-311G(d,p)
w stosunku do wartosci otrzymanej za pomoca MP2(full)/6-311G(d,p). Zmniejszenie wartos$ci
energii elektronowej TR, CR oraz stanu przejsciowego w czwartym rzedzie rachunku zabu-
rzen, prowadzi do podwyzszenia wysokosci bariery. Wysokos$ci bariery rotacyjnej obliczone
za pomoca MP4/6-311G(d,p) w prozni, medium wodnym oraz etanolowym wynosily odpo-
wiednio 9,05, 10,23 oraz 9,15 kcal/mol. Media polarne zwigkszaja warto$¢ tej bariery, co mo-
zemy wythumaczy¢ zwigkszeniem trwatosci energetycznej TR w tych mediach. Otrzymane
bariery rotacyjne przyjmuja bardzo mate wartosci w badanych mediach, co dowodzi, ze TR
jest w nich labilny torsyjnie i izomeryzacja trans-cis bedzie bardzo tatwo indukowana pro-
mieniowaniem UV. Bariera termiczna dla przej$cia izomeru trans w cis moze by¢ bardzo
mata i, w efekcie, izomeryzacja TR w CR moze zachodzi¢ juz nawet w temperaturze pokojo-
wej. Nalezy wnioskowac, ze TR bedzie trwaty tylko w niskich temperaturach. Bardzo mate
warto$ci bariery rotacyjnej sa najprawdopodobniej spowodowane potaczeniem pierscieni fe-
nylowych za pomoca wiazania winylowego, ktorego wiazaca para m na skutek tego sprzgzenia
ulega silnej delokalizacji. Obliczone za pomoca MP2(full)/6-311G(d,p) wartosci entalpii izo-
meryzacji TR-CR i entalpii swobodnej Gibbsa rowne odpowiednio: 2,11 kcal/mol i 2,24
kcal/mol pozwalaja wnioskowac, ze proces ten jest endoenergetyczny i nie jest samorzutny
termodynamicznie. To dowodzi, Ze reakcja izomeryzacji moze zachodzi¢ pod wplywem
bodzcow zewngtrznych, takich jak temperatura oraz promieniowanie UV. Z uwagi na to, ko-
lejnym etapem badan teoretycznych bedzie obliczenie wysokos$ci bariery rotacyjnej dla TR,
znajdujacego si¢ we wzbudzonym pierwszym stanie trypletowym oraz w innych, niz standar-

dowe warunkach.
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Rys. 4.3.1. Zoptymalizowana geometria TS za pomoca metody MP2(full)/6-311G(d,p)

Obliczono rowniez bariery energetyczne dla izomeryzacji ptaskiej geometrii TR, zop-
tymalizowanej za pomoca metody MP2(full)/6-311G(d,p) w struktury posiadajace dwa i jeden
piercien fenylowy, obrocony o 90" wzgledem plaszczyzny, wyznaczonej przez wiazanie wi-
nylowe (Rys. 4.3.2.). Geometrie zoptymalizowane w prozni, posiadajace takie ulozenie pier-
Scieni fenylowych, catkowicie zoptymalizowano na poziomie MP2(full)/6-311G(d,p), przy
zafiksowanych warto$ciach katow torsyjnych o (Cs-C4-C7-Cg) oraz 0 (C;-Cs-Co-Cyy), ktore
byly réwne 0 lub 90°. Réwnowagowe geometrie izolowanych uktadow, nastepnie catkowicie
optymalizowano w medium wodnym 1 etanolowym za pomoca MP2(full)/6-311G(d,p). Dla
kazdej zoptymalizowanej geometrii obliczono w rozwazanych mediach energi¢ (single-point
energy) na nastgpujacych poziomach: MP2(full)/aug-cc-pVDZ, MP2(full)/aug-cc-pVTZ,
MP2(full)/aug-cc-pVQZ oraz MP4/6-311G(d,p).

S

Rys. 4.3.2. Geometrie TR posiadajace a) jeden piericien fenylowy obrécony o 90" oraz b)
dwa pierscienie fenylowe obrocone o 90

a

Najwigksza ilo$¢ energii jest niezbgdna do przej$cia TR w formg posiadajaca dwa pier-
Scienie obrocone o 90  (Tabela 4.3.2.). Geometria ta charakteryzuje si¢ obecnoscia jednej
czestosci urojonej i, tym samym, reprezentuje stan przejsciowy na PES. Wiazania C8-C9 i
C4-C7 w tej strukturze sa $rednio o 0,021 A dtuzsze od tych wigzan w rownowagowej i pta-
skiej geometrii TR. Natomiast centralne wiazanie winylowe C7-C8 ulega skréceniu o 0,09 A
w stosunku do dlugosci tego wiazania w rownowagowej geometrii. Uzyskany wynik dowo-
dzi, ze podczas rotacji pierscieni fenylowych n-m koniugacja migdzy nimi zostaje ostabiona.

Podobny rezultat otrzymano dla przejscia konformacji ptaskiej trans-stilbenu w ortogonalna,
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posiadajaca dwa pierscienie fenylowe obrocone o 90° [197]. Nalezy podkresli¢, Ze ta ortogo-
nalna geometria TR, ulatwia jego wiazanie z mitochondrialna F1 ATP-aza oraz biatkiem
ludzkiego osocza HAS [217]. Bariera dla rotacji jednego pierécienia fenylowego o 90" w
trans-stilbenie obliczona przez Kwasniewskiego 1 wsp. [197] wyniosta 5,07 kcal/mol na po-
ziomie B3LYP/cc-pVDZ, 3,15 kcal/mol na poziomie HF/cc-pVDZ oraz 3,80 kcal/mol na po-
ziomie MP2(full)/cc-pVDZ. Natomiast na poziomach B3LYP/cc-pVTZ oraz B3LYP/cc-
pVQZ otrzymano wartosci: 4,83 kcal/mol oraz 4,33 kcal/mol. Dla rotacji o 90 dwéch pier-
Scieni fenylowych otrzymano za pomoca metod B3LYP/cc-pVDZ, B3LYP/cc-pVTZ oraz
B3LYP/cc-pVTZ nastgpujace wartosci barier: 9,35 kcal/mol, 8,90 kcal/mol oraz B3LYP/cc-
pVQZ. Wyniki te oznaczaja, ze TR, podobnie jak trans-stilben, jest bardzo podatny na drga-
nia torsyjne pierscieni fenylowych, wzgledem wiazania winylowego. Porownujac wysokos¢
bariery dla rotacji jednego pierécienia o 90°, otrzymana na poziomie MP2(full)/cc-pVDZ dla
trans-stillbenu oraz na poziomie MP2(full)/aug-cc-pVDZ dla TR widzimy, ze dla TR bariera
ta jest wyzsza. Wigksze warto$ci wspomnianych barier dla TR, niz dla trans-stilbenu sa wy-
nikiem stabilizujacego wptywu wiazan wodorowych, istniejacych miedzy grupami OH w TR.
Rowniez Caruso 1 wsp [152] za pomoca funkcjonalu Perdew 1 Wanga oraz bazy DNP wyka-
zali, ze energia dla ortogonalnej struktury TR jest o 7,3 kcal/mol wyzsza, od energii TR w
konformacji ptaskiej. Rozbiezno$¢ tego wyniku i wyniku uzyskanego w niniejszej rozprawie
spowodowana jest zastosowaniem odmiennych metody kwantowo-mechanicznych i baz
funkcyjnych. Porownujac wartosci barier w roznych bazach funkcyjnych widzimy, ze w ba-
zach Dunninga wysoko$¢ bariery jest wyzsza, od obliczonej w bazie gaussowskiej 6-
311G(d,p). Wigkszy wktad korelacji elektronowej uzyskany za pomoca metody MP2 w po-
wigzaniu z bazami Dunninga przyczynia si¢ do wzrostu wysokos$ci bariery. Obliczenia wyko-
nane przy wykorzystaniu metod MP2 oraz MP4 pokazuja, ze bariery dla rotacji pierscieni
fenylowych o 90" maja wieksze warto$ci na poziomie metody MP4 niz MP2. Warto$¢ bariery
rotacyjnej w medium wodnym dla przejscia TR w formg z dwoma pierscieniami obroconymi
0 90" oraz w forme z jednym piericieniem fenylowym, obréconym o ten kat, jest wyzsza w
poréwnaniu z proznia (Tabele 4.3.2 i 4.3.3). Wynik ten oznacza, ze medium wodne bardziej

stabilizuje uktad, niz proznia.
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4.4. Analiza geometryczna i energetyczna hydroksylowych pochodnych TR i CR oraz

ich rodnikow i kationorodnikow

Wyznaczono rownowagowa geometri¢ nast¢pujacych pochodnych resweratrolu: trans-
4,4’ -dihydroksystilbenu (trans-4,4-DHS), trans-3,4-dihydroksystilbenu (trans-3,4-DHS),
trans-3,4,4" -trihydroksystilbenu (trans-3,4,4'-THS), trans-3,4,5-trihydroksystilbenu (trans-
3,4,5-THS) oraz a,B-dihydro-3,4",5-trihydroksystilbenu (o,B-dihydro-3,4",5-THS) (Rys.
4.4.1.). W celu wyznaczenia entalpii izomeryzacji trans-cis optymalizowano takze geometrie
1 energi¢ stereoizomerdéw cis. W obliczeniach zastosowano funkcjonat hybrydowy B3LYP
oraz baz¢ funkcyjna 6-311G(d,p). Rownowagowe geometrie izolowanych ukladoéw, byly
optymalizowane w medium wodnym. Analiza czgsto$ci harmonicznych pokazala, ze wszyst-
kie zoptymalizowane geometrie oboj¢tnych stereoizomeroéw, ich form rodnikowych oraz ka-

tionorodnikowych, znajduja si¢ w potozeniach réwnowagi na PES.

(S

Rys. 4.4.1. Pochodne hydroksylowe TR: a) trans-4,4"-dihydroksystilben (#rans-4,4"-DHS), b)
trans-3,4-dihydroksystilben (trans-3,4-DHS), ¢) trans-3,4,4 -trihydroksystilben (trans-3,4,4"-
THS), d) trans-3,4,5-trihydroksystilben (trans-3,4,5-THS) oraz e) a,pB-dihydro-3,4",5-
trihydroksystilben (a,B-dihydro-3,4",5-THS)

Wszystkie izolowane geometrie stereoizomerdw cis, ich rodnikéw fenoksylowych oraz
kationorodnikow, charakteryzuja si¢ mniejsza stabilno$cia energetyczna, niz stereoizomery
trans, ich rodniki fenoksylowe oraz kationorodniki (Tabela 4.4.1.). W medium wodnym
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wszystkie zoptymalizowane struktury sa bardziej stabilne, niz w prozni (Tabela 4.4.2).
Otrzymane wartos$ci entalpii izomeryzacji trans-cis sa wigksze w medium wodnym, co moze
by¢ zwiazane z wigksza stabilizacja energetyczna badanych steroizomerow w tym medium
(Tabela 4.4.3.), spowodowana silnymi oddzialywaniami elektrostatycznymi migdzy substan-
cja rozpuszczona, a czasteczkami rozpuszczalnika. Mate warto$ci tych entalpii pokazuja, ze
stereoizomery trans bardzo tatwo moga przeksztatca¢ si¢ w izomery cis. Rdznica energii mig-
dzy najbardziej stabilnym izomerem cis 1 trans jest mniejsza, niz w przypadku odpowiednich
rodnikow fenoksylowych. [187]. Duza warto$¢ entalpii izomeryzacji dla molekuly trans-
3,4,5-THS moze by¢ zwiazana z geometria stereoizomeru trans, ktora w globalnym minimum
energetycznym charakteryzuje si¢ nastgpujacymi wartosciami katow torsyjnych: a (Cs-Cys-Cq-
Cg) = 6,980, 0 (C7-Cg-Co-Cyp) = 6,970. Wartosci te dowodza, ze szkielet trans-stilbenowy w
tym zwiazku wykazuje odchylenie od ptaskiej struktury, z powodu silnych oddziatywan wo-
dorowych pomigdzy blisko potozonymi grupami OH. Réwnowagowa dlugos$¢ wiazania wo-
dorowego w tej czasteczce migdzy atomem tlenu grupy 5-OH oraz wodoru grupy 4-OH wy-
nosi 1,67 A, co dowodzi, Ze wiazanie to jest silne. Entalpie izomeryzacji dla obojetnych cza-
steczek sa mniejsze niz dla rodnikow fenoksylowych (Tabela 4.4.3.). Dowodzi to, Zze izome-
ryzacja trans-cis dla rodnikow wymaga dostarczenia wigkszej energii niz w przypadku obo-
jetnych czasteczek.

Rownowagowe wartosci dtugosci wiazania C=C w badanych zwiazkach oraz ich rodni-
kach fenoksylowych sa poréwnywalne (Tabela 4.4.1.) [187]. We wszystkich izolowanych
zwiazkach réwnowagowe dtugosci wiazan O-H sa praktycznie identyczne. Dowodzi to, Ze na
podstawie dtugosci tych wiazan, nie mozna wnioskowac o aktywnos$ci antyoksydacyjnej ba-
danych zwiazkéw. W medium wodnym obserwujemy zwigkszenie dtugos$ci wiazan O-H w
badanych zwiazkach oraz ich 4'-O-rodnikach fenoksylowych (Tabela 4.4.2.). Wynik ten
oznacza, ze medium wodne zmniejsza trwalo$¢ wiagzania O-H i, w efekcie, jest ono w nim
bardziej podatne na rozpad heterolityczny (dysocjacj¢ jonowa).

Rownowagowe warto$ci katow torsyjnych: B (Ce-Ci-Og-Hy), v (C10-Ci1-Os-Hs), o
(C14-C13-0O3-H3) oraz & (Cy;-Ci2-O4-Hy) dowodza, ze atomy wodoru oraz tlenu wszystkich
grup hydroksylowych leza w ptaszczyznie pierscieni fenylowych [187]. R6wnowagowe war-
tosci katow torsyjnych a (Cs-C4-C7-Cg) oraz 0 (C7-Cs-Co-Cjp) w obojetnych molekutach o
konfiguracji trans za wyjatkiem 3,4,5-THS, ich rodnikach oraz kationorodnikach sa roéwne
okoto 0" w badanych $rodowiskach. W badanych $rodowiskach struktury cis-stereoizomerdw,
ich rodnikow oraz kationorodnikow wykazuja duze odchylenie od ptaskiej geometrii. Naj-
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prawdopodobniej taka geometria stereoizomerdéw cis powoduje, Ze maja one wyzsza energie,
niz stereoizomery trans (Tabela 4.4.3). W badanych srodowiskach rodniki fenoksylowe za-
roOwno stereoizomerow trans, jak 1 cis, posiadaja struktur¢ semichinonowa stabilizowana

przez wiazanie winylowe.
4.5. Struktura hydroksylowych i metoksylowych pochodnych TR

Biorac pod uwage fakt, ze badane substancje (pterostilbenu, pinosylwiny, rapontygeni-
ny, izorapontygeniny, hydropterostilbenu, deoksyrapontygeniny oraz pinostilbenu) (Rys.
4.5.1.) wykazuja duza aktywno$¢ biologiczna, poznanie ich rownowagowej geometrii jest
waznym elementem, w wyjasnieniu zaleznosci struktura — funkcja biologiczna. W oblicze-
niach zastosowano nast¢pujace metody i bazy funkcyjne: MP2(full)/6-311G(d,p), B3LYP/6-
311G(d,p), B3LYP/6-311++G(3df,2p) oraz HF/6-311G(d,p). Za pomoca tych metod, dla zop-
tymalizowanych geometrii, wyznaczono czg¢stosci drgan harmonicznych.

Zoptymalizowana geometria kazdego polifenolu znajduje si¢ w polozeniu rownowagi
na PES. Wyniki otrzymane na poziomach B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/6-
311++G(3df,2p) dowodza, ze wszystkie atomy wodoru i tlenu grup hydroksylowych leza w
ptaszczyZnie pierscieni fenylowych, natomiast rownowagowe wartosci dtugosci wigzan O-H
w izolowanych zwiazkach sg praktycznie identyczne (Tabela 4.5.1.). W zwiazku z tym, nie
mozna wnioskowaé o roéznicy trwalosci tych wigzan na podstawie ich dlugosci. Dopiero obli-
czone wartosci entalpii dysocjacji homolitycznej tych wiazan pozwola na poréwnanie ich
podatnosci na rozpad homolityczny. Rownowagowe geometrie badanych zwiazkow otrzyma-
ne za pomoca metod B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/6-311++G(3df,2p) posiadaja ptaski
szkielet trans-stilbenowy (Tabela 4.5.2.). Tylko struktura pterostilbenu, zoptymalizowana
przy uzyciu B3LYP/6-311G(d,p), charakteryzuje si¢ nieznacznie zgigtym szkieletem trans-
stilbenowym. Uzyskane na poziomie B3LYP/6-311G(d,p) wartosci czgstosci drgan torsyj-
nych (rzedu 10 cm™) pierécieni fenylowych wokoét pojedynczego wiazania, potaczonego z
wiazaniem winylowym dowodza, ze wszystkie badane pochodne metoksylowe i hydroksylo-

we sa bardzo labilne torsyjnie.
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Rys. 4.5.1. Pochodne metoksylowe i hydroksylowe TR i PC: a) pterostilben, b) pinosylwina,
¢) rapontygenina, d) izorapontygenina, €) hydropterostilben, f) deoksyrapontygenina, g) pino-
stilben

Obliczenia dla uktadéw w obecnosci medium wodnego, wykonano za pomoca modelu
C-PCM 1 metod B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/6-311++G(3df,2p). Wszystkie badane
zwiazki posiadaja w medium wodnym idealnie ptaski szkielet frans-stilbenowy i charaktery-
zuja si¢ wigksza trwatoscia energetyczna w tym medium, niz w prozni. Dlugosci wiazan O-H
w medium wodnym sa dtuzsze, niz w prézni (Tabela 4.5.1.), co dowodzi, ze w wodzie sa one
bardziej podatne na rozpad heterolityczny.

Wszystkie badane zwiazki posiadaja wyraznie zgigta geometri¢ szkieletu trans-
stilbenowego na poziomie metod MP2 i HF (Tabela 4.5.2.). Zoptymalizowana przy uzyciu
metody MP2 geometria jest bardziej zgigta, niz otrzymana za pomoca metody HF. Wynik ten
oznacza, ze efekty korelacji elektronowej powoduja, ze struktura zwiazkéw nie jest plaska.
Ponadto na poziomie metody MP2(full) atomy grup OH we wszystkich zwiazkach nie leza w
ptaszczyznach wyznaczonych przez pierscienie fenylowe. Kolejne obliczenia zostana wyko-
nane w celu wyznaczenia rownowagowej geometrii badanych polifenoli, gdyz uzyskano roz-

biezne wyniki na poziomie metod DFT, MP2 oraz HF.
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Obliczenia wykonane na poziomie MP2(full)/6-311G(d,p) pokazaty nieznaczne rdznice
w geometrii szkieletu trans-stilbenowego badanych polifenoli. Zarowno w prdozni, jak i w
medium wodnym jest on zgigty, przy czym w medium wodnym obserwujemy nieznaczne
zmniejszenie warto$ci katow torsyjnych a (Cs-C4-C7-Cg) oraz 0 (C7-Cs-Co-C1) W poroéwnaniu
z proznia. Uzyskane wyniki dowodza, ze rownowagowa geometria tych zwiazkow jest zalez-
na od zastosowanej metody kwantowo-mechanicznej. W przypadku zgigtego szkieletu trans-
stilbenowego nastgpuje zmniejszenie dtugosci wigzan O-H. Roznice w diugosci wigzan O-H
w geometrii ptaskiej i zgigtej pochodnych hydroksylowych resweratrolu nalezy tlumaczy¢

zastosowaniem réznych metod (DFT oraz MP2).

4.6. Struktura oligomerow, glukozydow, siarczanow(VI) TR oraz ich rodnikéw tleno-

wych

Obliczenia wykonano na poziomie metody B3LYP/6-311G(d,p) dla uktadow izolowa-
nych i w obecno$ci medium wodnego, za pomoca modelu solwatacyjnego C-PCM. Zoptyma-
lizowano parametry geometryczne nast¢pujacych oligomerow TR: stereoizomerow trans-o-
winferyny, trans-e-winiferyny, gnetiny H, pallidolu, trimeru TR-suffruticosolu B zwanego
inaczej a-winiferyna (Rys. 1.1.2.e) oraz dimeru trans-4,4'-dihydroksystilbenu (dimer trans-
4,4’ -DHS, Rys. 4.4.1.a). Ten ostatni powstaje w wyniku oksydacyjnej dimeryzacji rodnika
tlenowego trans-4,4'-DHS w obecnosci jonow Cu’’ [198]. Obliczenia optymalizacyjne zasto-
sowano rowniez dla glukozydoéw (trams-piceidu, cis-piceidu (Rys. 1.1.1.c i d), trans-
astringiny (Rys. 1.1.3.a), TR-4'-O-3-glukopiranozydu (Rys. 1.1.3.b)), siarczanow(VI) (Rys.
4.6.3), 3-O-glukuronianu TR (Rys. 1.1.3.c). Badano wptyw obecnosci pierscienia dihydrofu-
ranowego, szkieletu bicyklo[3.3.0]Joktanowego, cykloheptanowego, cyklopentanowego na
trwatos$¢ energetyczng i warto$ci pozostatych parametréw geometrycznych izomerow winife-
ryny, gnetiny H, pallidolu oraz a-winiferyny. Ponadto, zbadano geometri¢ stereoizomerow
optycznych d-winiferyny, pallidolu (Rys. 1.1.2.c i 1.1.2.f). Obliczenia przeprowadzono dla
glukozydow, zawierajacych wiazanie B-O-glikozydowe, gdyz B-anomery charakteryzuja sie
najwigksza trwalo$cia termodynamiczna. W celu poréwnania stabilnosci energetycznej rodni-
kéw fenoksylowych, zoptymalizowano geometrig i energi¢ 4-O-rodnika trans-g-winiferyny,
4’-O-rodnika trans-piceidu oraz 3-O-rodnika trans-o-winiferyny-A (Rys. 4.6.1 i 4.6.2.), sto-
sujac metode B3LYP/6-311G(d,p).

W rownowagowych geometriach badanych zwiazkow, atomy wodoru 1 tlenu wszyst-

kich grup hydroksylowych leza w plaszczyznie pierscieni fenylowych. Rownowagowe diugo-
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sci wigzan O-H w izolowanych czasteczkach maja bardzo zblizona dtugos¢ (Tabela 4.6.1.).
Stad charakteryzuja si¢ one podobna trwatoscia [188]. Doktadna ocena podatnosci wiazan O-

H na rozpad homolityczny zostanie dokonana na podstawie warto$ci entalpii ich dysocjacji.

HO,

N
oL T

Rys. 4.6.1. Struktury rezonansowe rodnikoéw fenoksylowych oligomeréw TR a) 3-O-rodnika
trans-6-winiferyny-A oraz b) 4-O-rodnika trans-e-winiferyny

Szkielet trans-stilbenowy w dimerze trans-4,4-DHS, gnetinie H oraz trans-¢-
winiferynie jest zgigty (Tabela 4.6.2.) [188]. Natomiast w réwnowagowych geometriach ste-
reoizomerow trans-d-winiferyny, glukozydow oraz 3-O-glukuronianu szkielet trans-
stilbenowy jest praktycznie ptlaski. Ponadto, w trans-o-winiferynie B szkielet trans-
stilbenowy charakteryzuje si¢ mniejszym odchyleniem od geometrii zgigtej niz w trans-o-
winiferynie A. W $rodowisku wodnym wszystkie stereoizomery trans charakteryzuja si¢ pta-
ska geometria szkieletu stilbenowego. W zwiazku z tym, w medium wodnym, aktywnos$¢ bio-

logiczna badanych zwiazkoOw powinna by¢ wigksza niz w mediach niepolarnych. Analiza
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rownowagowej geometrii pallidolu pokazata, ze szkielet bicyklo[3.3.0]oktanowy jest wyraz-
nie zgigty w badanych srodowiskach [188]. Zoptymalizowane wartosci katow torsyjnych Cis-
C15-C16=114,41o oraz C7-C29-ng=115,45o potwierdzaja ten wynik. Réwnowagowe dtugosci
wiazan O-H w czasteczce pallidolu charakteryzuja si¢ podobnymi wartosciami, co mozna
uzasadni¢ wysoka symetria tej molekuly. W a-winiferynie, zarowno szkielet cyklopentanowy,
jak 1 cykloheptanowy, a takze zwiazane z nim pierscienie fenylowe znajduja si¢ w jednej
ptaszczyznie. W poréwnaniu z pallidolem, nie obserwujemy deformacji szkieletu cyklohepta-
nowego 1 cyklopentanowego. Natomiast, podobnie jak w pallidolu, rownowagowe dtugosci

wiazan O-H sa praktycznie identyczne (Tabela 4.6.1).
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Rys. 4.6.2. Struktury rezonansowe a) 4'-O- oraz b) 5-O-rodnika trans-piceidu

96



Calkowicie zoptymalizowane geometrie rodnikow fenoksylowych badanych zwiazkow
posiadaja strukturg semichinonowa [188]. Analiza energetyczna sugeruje, ze obecnos$¢ pier-
Scienia dihydrofuranowego zwigksza trwato$¢ energetyczna gnetiny H oraz jej rodnikéw tle-
nowych. Wszystkie badane rodniki oraz kationorodniki w pr6zni i medium wodnym charakte-
ryzuja si¢ idealnie plaska geometria szkieletu frans-stilbenowego, natomiast stereoizomery cis
badanych rodnikéw posiadaja szkielet silnie zgigty.

Wszystkie kationorodniki oraz rodniki fenoksylowe sa mniej stabilne niz obojg¢tne cza-
steczki. 4°-O 1 4-O-rodniki sa nieznacznie trwalsze energetycznie, od pozostatych (Tabela
4.6.3.) [188]. Wszystkie badane uklady otwartopowlokowe sa energetycznie trwalsze w me-
dium wodnym. Silnie zgigty szkielet bicyklo[3.3.0]Joktanowy w pallidolu jest odpowiedzialny
za zwigkszenie energetycznej stabilnosci 3-O-rodnika tego dimeru. Izomery cis sa mniej trwa-
te energetycznie, niz izomery trans w badanych mediach. Wynik ten sugeruje, ze silnie zgigta
geometria szkieletu stilbenowego w stereoizomerach cis, powoduje zwigkszenie ich energii.
Ponadto, mata réznica energii migdzy stereoizomerami geometrycznymi piceidu (6,72
kcal/mol) oznacza, ze proces izomeryzacji trans-cis nie wymaga duzego nakladu energii.
Wigksza warto$¢ entalpii tej izomeryzacji dla piceidu w medium wodnym dowodzi, ze woda
mocniej stabilizuje uktad. Analiza struktur rezonansowych (Rys. 4.6.1. oraz 4.6.2.) pokazuje,
ze 4-O-rodnik trans-e-winiferyny oraz 4'-O-rodnik trans-piceidu posiada ich wigcej niz od-
powiedni 3-O-rodnik oraz 5-O-rodnik. W zwiazku z tym, 4-O i 4'-O-rodniki tych substancji
sa trwalsze energetycznie niz 3-O 1 5-O-rodniki.

Ostatnio przeprowadzone badania eksperymentalne pokazaty, ze TR w hepatocytach
oraz komorkach $cian jelita cienkiego ulega szybkiej biotransformacji do tatwo rozpuszczal-
nych w wodzie 1 lepiej biodostgpnych siarczanow(VI) [27]. W zwiazku z tym, poznanie
optymalnej geometrii siarczanéw(VI) TR stanowi wstgp do poznania ich aktywnosci biolo-
gicznej, a w szczegdlnosci antyoksydacyjnej. Optymalizowano za pomoca B3LYP/6-
311++G(3df,2p) geometrie nastepujacych siarczanow (VI) TR: 4'-O-siarczanu(VI), 3-O-
siarczanu(VI), 3,5-O-disiarczanu(VI), 4°,3-O-disiarczanu(VI) oraz 4°,3,5-O-trisiarczanu(VI)
(Rys. 4.6.3.).

Rownowagowe wartosci katow torsyjnych o (Cs-C4-C7-Cg) oraz 6 (C7-Cg-Co-Cyp)
przyjmuja nastepujace wartosci: 6,04, 9,46  dla 3-O-siarczanu(VI); 1,25, 0,29 dla 4'-O-
siarczanu(VI); 4,820, 12,890 dla 3,5-O-disiarczanu(VI); 7,640, 8,47o dla 4°,3-O-disiarczanu(VI)
oraz 11,110, 16,350 dla 3,5,4"-O-trisiarczanu(VI). Uzyskane wyniki dowodza, ze: szkielet
trans-stilbenowy w siarczanach(VI) TR jest zgigty, zwigkszenie ilosci grup siarczano-
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wych(VI) prowadzi do zwigkszenia warto§ci wspomnianych katéw torsyjnych. Obecnos¢
bardzo tatwo polaryzowalnej siarki oraz silnych oddziatywan wodorowych przyczynia si¢ do
znacznej deformacji geometrii di- oraz trisiarczanow(VI). Jako przyktad mozna podaé, ze w
3,5-O-disiarczanie(VI) wystepuje silne wiazanie wodorowe o dtugosci 1,89 A miedzy ato-
mem wodoru jednej z grup siarczanowych, a atomem tlenu drugiej grupy siarczanowe;j.
Obecnos¢ tego wigzania wodorowego moze przyczyniaé¢ si¢ do wzrostu kwasowosci, na sku-
tek zwigkszenia labilno$ci protonu grupy siarczanowej. Zoptymalizowane wartos$ci katow
torsyjnych B (Cs-Ci-O4-S), v (C19-C11-03-S) oraz 6 (C14-Cy3-Os-S) wskazuja, ze we wszyst-
kich badanych zwiazkach atomy siarki nie leza w ptaszczyznie pierscieni fenylowych, pod-
czas gdy atomy wodoru i tlenu grup hydroksylowych, zwiazanych z pier§cieniem fenylowym,
znajduja si¢ w tej plaszczyznie. Rownowagowe wartosci dtugosci wigzan O-H w siarcza-
nach(VI) sa praktycznie identyczne (Tabela 4.6.4). Ten wynik nie pozwala na oceng aktyw-

nos$ci antyoksydacyjnej badanych zwiazkéw na podstawie dtugosci wiazan O-H.
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Rys. 4.6.3. Struktury siarczanéw(VI) TR: a) 4'-O-siarczan(VI), b) 3-O-siarczan(VI), ¢) 3,5-O-
disiarczan(VI), d) 4°,3-O-disiarczan(VI) oraz ¢) 4°,3,5-O-trisiarczan(VI)
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Analiza otrzymanych na poziomie B3LYP/6-311++G(3df,2p) wartosci momentow di-
polowych (Tabela 4.6.5.) pokazuje, ze wszystkie badane siarczany(VI) posiadaja znacznie
wigkszy moment dipolowy, niz TR (3,26 D). Najbardziej polarny jest 3,5-O-disiarczan(VI) —
obliczona warto§¢ momentu dipolowego dla tego zwiazku wynosi 10,046 D. Wynik sugeruje,
ze w 3,5-O-disiarczanie(VI) wystgpuje duza deformacja ggstosci elektronowej, ktora jest
spowodowana silnie asymetryczna budowa czasteczki. Duze warto$ci momentoéw dipolowych
uzasadniaja dobra rozpuszczalnos$¢ siarczanow(VI) w wodzie, a, w efekcie, ich lepsza biodo-
stgpnosc.

Z uwagi na brak literaturowych doniesien na temat szczegétowego mechanizmu two-
rzenia dimeru TR, zaproponowano teoretyczny mechanizm jego powstawania (Rys. 4.6.4). W
pierwszym etapie (etap A) nastgpuje reakcja dwoch 4°-O-rodnikow TR, w wyniku czego po-
wstaje produkt posredni o strukturze chinonowej. Nastgpnie zachodzi w nim wewnatrzcza-
steczkowe przegrupowanie polaczone z addycja nukleofilowa (etap B), w efekcie czego po-
wstaje trwaty dimer. Geometrie substratow i produktow byly catkowicie optymalizowane na
poziomie B3LYP/6-311+G(d,p). Obliczone wartosci AG dla etapow A (-120,21 kcal/mol) i B
(-85,33 kcal/mol) dowodza, ze zaproponowane reakcje sa dozwolone termodynamicznie. Ob-
liczenia wskazuja, ze rodniki fenoksylowe moga ulega¢ termodynamicznie dozwolonej dime-
ryzacji, w wyniku ktérej tworzy si¢ dimer zwany trans-d-winiferyna. Nalezy przypuszczac, ze
powstale aktywne biologicznie dimery wraz z TR w cytozolu tworza silny kompleks antyok-
sydacyjny. Kolejny etap badan nad tym mechanizmem bedzie stanowilo wyznaczenie stalej

szybkosci reakcji tworzenia tego dimeru.

OH

OH

OH

Rys. 4.6.4. Mechanizm syntezy trans-3-winiferyny
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4.7.  Struktura polifenoli wyizolowanych z orzecha ziemnego (Arachis hypogaea)

Zoptymalizowano za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) geometri¢ i energi¢ nastepujacych
pochodnych TR wystepujacych w orzechach ziemnych: trans-arachidinu-1, frans-arachidinu-
2, trans-arachidinu-3 oraz trans-3"-izopentadienylo-3,5,4 -trihydroksystilbenu (Rys. 1.8.1).
Pochodne arachidonowe charakteryzuja si¢ obecno$cia w budowie unikalnego szkieletu izo-
pentylowego, podczas gdy trans-3"-izopentadienylo-3,5,4 -trihydroksystilben posiada charak-
terystyczna grupe izopentadienylowa. Wszystkie pochodne arachidonowe zawieraja podstaw-
nik izopentylowy w polozeniu para wzglgdem grupy hydroksylowej 4'-OH. Trans-arachidin-
1, trans-arachidin-3 oraz trans-3'-izopentadienylo-3,5,4 -trihydroksystilben posiadaja w bu-
dowie dwa fragmenty strukturalne w konfiguracji trans, natomiast trans-arachidin-2 posiada
tylko szkielet trans-stilbenowy.

Z wyjatkiem trans-arachidinu-2, rbwnowagowe geometrie pozostalych polifenoli po-
siadaja idealnie ptaski szkielet trans-stilbenowy (Tabela 4.7.1.). Plaski fragment izopentylo-
wy oraz izopentadienylowy lezy w plaszczyznie wyznaczonej przez szkielet trans-stilbenowy,
podczas gdy w trans-arachidinie-2 szkielet izopentylowy lezy w ptaszczyznie prostopadtej do
szkieletu trans-stilbenowego. Rodniki tlenowe oraz kationorodniki badanych zwiazkoéw po-
siadaja plaski szkielet trans-stilbenowy. Obecno$¢ podstawnika izopentylowego oraz izopen-
tadienylowego zapewnia duzy stopien delokalizacji niesparowanego elektronu.

Analiza energetyczna ujawnita, ze trans-arachidin-3 jest nieznacznie trwalszy od swo-
jego izomeru — trans-arachidinu-2 (Tabela 4.7.1.). Roznica ta jest konsekwencja faktu, ze
obecnos$¢ i lokalizacja wiazania podwdjnego w tancuchu izopentylowym zapewnia duza delo-
kalizacje¢ wiazania m wzdluz catego szkieletu frans-arachidinu-3. W efekcie delokalizacja ta
prowadzi do wzrostu stabilnos$ci energetycznej tego polifenolu. 7Trans-arachidin-2, trans-
arachidin-3 oraz trans-3’-izopentadienylo-3,5,4 -trihydroksystilben charakteryzuja si¢ prak-
tycznie identycznymi warto§ciami rownowagowych dtugosci wiazan 30-H, 50-H oraz 4'OH
(Tabela 4.7.1.). W zwiazku z tym ocena wzgle¢dnej trwato$ci tych wiagzan zostanie dokonana

na podstawie obliczonych wartos$ci entalpii dysocjacji tych wigzan.
4.8. Strukturalna i energetyczna analiza komplekséw TR—Cu(Il) oraz CR—Cu(Il)

Rownowagowe geometrie kompleksow stereoizomerow resweratrolu z Cu(Il) (Rys.
4.8.1.) byly wyznaczone, za pomoca B3LYP/lanl2DZ, w stanie podstawowym. W oblicze-
niach zastosowano bazg lanl2DZ, poniewaz zawiera ona efektywny pseudopotencjal (effective

core potential), dobrze opisujacy efekty relatywistyczne pochodzace od atomow metali cigz-
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kich oraz elektronow rdzenia atomowego. Dla kazdego kompleksu znajdujacego si¢ w glo-
balnym minimum energetycznym obliczono energi¢ stabilizacji. Dla rownowagowych geome-
trii komplekséw wyznaczono na poziomie B3LYP/6-311++G(3df,2p) doktadniejsza wartos¢
energii calkowitej oraz energi¢ stabilizacji. Zastosowano metod¢ RO (restricted open-shell
method), poniewaz analizowane kompleksy byly uktadami otwartopowlokowymi. Dla obli-
czonych wartos$ci energii stabilizacji wyznaczono ZPVE (zero-point vibrational energy) oraz
BSSE, ktory oszacowano stosujac procedur¢ CP [194]. ZPVE obliczano, jako r6znicg miedzy
energia drgan zerowych (Zero-Point Vibrational Energy) kompleksu 1 energia tych drgan ob-
liczong dla rownowagowych monomerdéw tworzacych analizowane kompleksy. W celu znale-
zienia najbardziej preferencyjnych miejsc koordynacji jonu Cu*" do TR oraz CR, obliczono
rozktad tadunkow czastkowych w TR oraz CR, za pomoca analizy populacyjnej NBO na po-
ziomie B3LYP/6-311++G(3df,2p). Réwnowagowe geometrie izolowanych kompleksow

optymalizowano w medium wodnym, stosujac model solwatacyjny C-PCM.

HO HO
OH OH
Cu? cu*

HO HO

HO HO.
/ =

c d

Rys. 4.8.1. Kompleksy TR i CR z jonem Cu®" a) TR-4'-O-Cu(II), b) TR-3-O-Cu(II), ¢c) CR-
4°-Cu(Il), d) CR-3-O-Cu(II)

Wszystkie rownowagowe geometrie kompleksow TR z Cu®” posiadaja plaski szkielet
trans-stilbenowy w badanych mediach, natomiast kompleksy CR z Cu>" maja geometrie wy-
raznie zgigta, podobnie, jak obojetna czasteczka CR [215]. Analiza energetyczna i termody-
namiczna zoptymalizowanych komplekséw dowodzi, ze wszystkie cis-kompleksy sa mniej
trwale energetycznie i1 termodynamicznie, od kompleksow trans (Tabela 4.8.2.). Ponadto,
obliczenia pokazaly, Ze najtrwalszy energetycznie jest kompleks TR-3-O-Cu(Il) (Rys.
4.8.1.b). Zatem, koordynacja Cu”" do atomu 3-O TR jest najbardziej preferowana energetycz-

nie.
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Rownowagowe diugosci wiazan Cu-O3 oraz Cu-O5 w najtrwalszym energetycznie
kompleksie (Rys. 4.8.1.b), wynoszace 1,83 A oraz 3,21 A dowodza, Ze jon Cu(Il) jest silnie
zwiazany z atomem tlenu grupy 3-OH. Natomiast dlugosci wiazania Cu-O4" w kompleksie
TR-4"-O-Cu(Il) (Rys. 4.8.1.a) oraz CR-4'-O-Cu(Il) (Rys.4.8.1.c) wynosity odpowiednio:
1,91 Ai1,98 A. Stad wnioskujemy, ze jon Cu®" jest stabiej zwiazany z atomem 04" niz z O3
oraz O5. Analiza potozenia jonu Cu(Il) w kompleksie TR-3-O-Cu(Il) pokazuje, ze znajduje
si¢ on w ptaszczyznie szkieletu TR. W medium wodnym wiazania te sa krotsze 1, w efekcie,
trwalsze z powodu silnego oddziatywania elektrostatycznego jonu Cu®* oraz grup hydroksy-
lowych z medium wodnym.

Analiza energii stabilizacji (Tabela 4.8.1.) dowodzi, ze jon Cu®" jest najsilniej zwiazany
z atomem tlenu grupy 3-OH [215]. Otrzymany wynik pozostaje w zgodnos$ci z obliczonymi
warto$ciami tadunkow czastkowych na poszczegdlnych atomach TR oraz jego izomeru cis
(Rys. 4.8.2.). Analiza NBO rozktadu tadunku ujawnita, ze najmniejszy ujemny czastkowy
tadunek jest zlokalizowany na atomach tlenu 3-O oraz 5-O — te atomy tlenu stanowia gléwne
centra koordynacyijne dla jonu Cu>". Wicksze roznice w wartosciach ladunku czastkowego
mig¢dzy atomami tlenu grup OH obserwujemy dla TR, co jest rezultatem silnej koniugacji
pier§cieni aromatycznych w tym zwiazku. Obliczone warto$ci energii stabilizacji dla kom-
pleksow pokazuja, ze Cu(Il) tworzy trwalsze energetycznie kompleksy z TR niz z CR. Geo-
metrie badanych kompleksoéw sa scharakteryzowane bardzo duzymi warto$ciami energii sta-
bilizacji. Stad wnioskujemy, ze wykazuja one szczeg6lnie duza stabilnos¢, a ich sktadniki sa
silnie zwigzane. Wyniki dowodza, ze TR jest efektywna substancja chelatujaca Cu(Il), co jest
zgodne z wynikami eksperymentalnymi [61].

Medium wodne silniej stabilizuje kompleksy TR-Cu(Il), niz proéznia (Tabela 4.8.2.)
[215]. W tym medium kompleksy te charakteryzuja si¢ znacznie wigksza energia stabilizacji,
niz w prézni (Tabela 4.8.1.). Z uwagi na to, ze badane kompleksy stanowia formy kationowe,
silne oddziatywania elektrostatyczne migdzy nimi i medium wodnym, przyczyniaja si¢ do
zwigkszenia ich stabilnosci. Uwzglednienie poprawek BSSE 1 ZPVE prowadzi do zmniejsze-
nia energii stabilizacji badanych komplekséw. Ponadto, w srodowisku polarnym obserwuje-
my zmniejszenie dlugosci wigzania Cu-O w kompleksie TR-3-O-Cu(II). Wynik ten jest sko-
relowany z warto$ciami obliczonych energii i dowodzi wigkszej trwatosci tych wiazah w me-
dium wodnym. Szkielet trans-stilbenowy jest ptaski, a cis-stilbenowy wyraznie zgigty w ba-

danych mediach.
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Rys. 4.8.2. Rozklad NBO fadunkow czastkowych na atomach: a) TR oraz b) CR

4.9. Strukturalna i energetyczna analiza akwakompleksow TR z Cu(II)

Poniewaz woda stanowi §rodowisko reakcji w uktadach biologicznych, a jon Cu(Il)
ulega w niej hydratacji, wyznaczono rownowagowe geometrie akwakompleksow stereoizo-
meréw resweratrolu z jonem Cu”". Jon ten otaczano sfera hydratacyjna o zmiennej ilo$ci mo-
lekut wody. Geometrie wszystkich akwakompleksow zoptymalizowano w pierwszym etapie
za pomoca B3LYP/6-311++G(3df,2p), a nastgpnie reoptymalizowano za pomoca
B3LYP/Ianl2DZ. Poniewaz badane uklady kompleksowe byly otwartopowlokowe, we
wszystkich obliczeniach zastosowano metode RO (restricted open-shell method). Obliczono
na poziomie B3LYP/6-311++G(3df,2p) rozktad tadunkéw czastkowych, energie catkowite z
poprawka ZPE oraz energie stabilizacji akwakompleksow. W obliczeniach zastosowano
kompleksy typu stereoizomer resweratrolu-Cu(Il)[H,O];4. Na Rys. 4.9.1. pokazano przykta-
dowe tetraedryczne kompleksy, w ktorych jon Cu®" otoczony jest czterema czasteczkami wo-
dy. W ten sposob zbadano wplyw ilosci skoordynowanych do Cu(Il) czasteczek wody, na
stabilno$¢ badanych uktadow kompleksowych. Efekty solwatacyjne od medium wodnego

uwzgledniono w obliczeniach za pomoca modelu C-PCM.
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Zoptymalizowane struktury, rozniace si¢ iloscia molekut wody w sferze koordynacyj-
nej, znajdowaly si¢ w polozeniach rownowagi na PES. Najtrwalsze energetycznie sa uktady,
w ktorych do jonu Cu®" skoordynowane sa cztery czasteczki wody [215]. W kompleksach
tych molekuty wody wyznaczaja wierzchotki nieznacznie zdeformowanego tetraedru. Poréw-
nujac wartosci energii dla cis- oraz trans-akwakompleksow widzimy, ze kompleksy trans sa
trwalsze w badanych srodowiskach. W medium wodnym obserwujemy wyrazne zmniejszenie
energii badanych kompleksow w poréwnaniu z proznia. Jest to spowodowane silnym oddzia-

tywaniem tego srodowiska z formami kationowymi badanych komplekséw.

HO, H H H H HO
Ny Ny
OH | | OH
2+
H\O/Cu..,,,O/H H\O/CUZ,T,IIO/H

N A
/O\ H H o_ H
H H H/ \H
HO HO

(]
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Rys. 4.9.1. Akwakompleksy TR z jonem Cu’": a) TR-4'-O-Cu(I)(H,O)s;, b) TR-3-O-
Cu(II)(H20)s, ¢) CR-4"-O-Cu(II)(H20)4, d) CR-3-O-Cu(II)(H,0)4

Trans-akwakompleksy posiadaja ptaski szkielet trans-stilbenowy, a kompleksy o konfi-
guracji cis maja szkielet wyraznie zgiety [215]. Srednia réwnowagowa odleglos$é miedzy jo-
nem Cu”’, a atomem tlenu wody w najtrwalszym energetycznie kompleksie frans wynosi
1,832 A w prozni oraz 1,789 A w medium wodnym. Stad wnioskujemy, Ze: czasteczki wody
sa silnie zwigzane z jonem Cu?", medium wodne wnosi duzy wktad do stabilizacji tych wia-
zan. W najtrwalszym energetycznie kompleksie trans (Rys. 4.9.1.b) i cis (Rys. 4.9.1.d) mole-
kuly wody tworza wokoét Cu(Il) zdeformowany tetraedr [215]. W przypadku rownowagowych
geometrii kompleksow, w ktérych jon Cu®* byt otoczony przez sze$¢ molekut wody, strefa
hydratacyjna tworzyta zdeformowana piramid¢ pentagonalna. Silne oddziatywania wolnych
par elektronowych czasteczek wody przyczyniaja si¢ do tej deformacji. ROwnowagowe geo-
metrie akwakompleksow charakteryzuja si¢ znaczaco wigksza dlugoscia wiazania Cu—O3
oraz Cu-O4’, w pordwnaniu z omawianymi kompleksami, niezawierajacymi czasteczek wo-
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dy. W konsekwencji, w akwakompleksach, jon Cu®" jest stabo zwiazany z atomami tlenu grup
OH stereoizomerdw resweratrolu.

Dla kompleksow TR—-Cu(I)-(H,0);4 oraz CR—Cu(Il)~(H20);.4, znajdujacych si¢ w
globalnym minimum energetycznym obliczono energie stabilizacji (Tabela 4.9.1.). Oblicze-
nia pokazaly, Ze istnieje korelacja migdzy iloscia skoordynowanych z Cu(Il) molekut wody, a
energia stabilizacji. Kompleksy posiadajace Cu(Il) z czterema skoordynowanymi molekutami
wody charakteryzuja si¢ najwigksza warto$cia energii stabilizacji [215]. Wynik ten dowodzi,
ze przy takiej geometrii udzial oddzialywan elektrostatycznych w stabilizacji jest najwigkszy.
Medium wodne w sposob znaczacy zwigksza tg energi¢ i, tym samym, zwigksza stabilno$¢
rozwazanych ukladow. Analiza energii stabilizacji pokazuje, ze hydratacja Cu(Il) bardzo
zmniejsza warto$¢ energii stabilizacji. Silne oddziatywania elektrostatyczne migdzy jonem
Cu*", a molekutami wody prowadza do zwigkszenia oddziatywania Cu(II) z grupami hydrok-
sylowymi TR. Poréwnujac wartosci BSSE oraz ZPVE, wyznaczone dla akwakompleksow,
zauwazamy ich wigkszy wptyw na wartosci energii stabilizacji w poroéwnaniu z kompleksami

nieposiadajacymi zhydratowanego jonu Cu”".
4.10. Oddzialywanie kompleks6w TR—Cu(II) z fosfolipidem

Badania ostatnich latach pokazaly, ze TR w obecnosci jonow Cu®" efektywnie hamuje
proces niekorzystnej peroksydacji lipoproteiny LDL. W wyniku tego procesu powstaja bo-
wiem szkodliwe rodniki alkilowe kwasow thuszczowych, ktore powoduja degradacj¢ bton
komorkowych. Biorac pod uwage ten fakt oraz to, ze LDL sktada si¢ rdzenia ztozonego z
estryfikowanych czasteczek cholesterolu 1 otoczonego sfera hydrofilowych fosfolipidow
[199], badanie teoretyczne interakcji komplekséw TR—Cu(Il) z fosfolipidami jest w pelni uza-
sadnione. Znalezienie rownowagowe]j geometrii kompleksow TR—Cu(Il)—fosfolipid (cis,cis-
1,2-dilinolenolan-3-fosforan(V) glicerolu) oraz zbadanie natury oddziatywan w tych kom-
pleksach, ma kluczowe znaczenie w zrozumieniu prooksydacyjnej aktywnosci TR w obecno-
sci Cu(ID).

Kompleksy TR—Cu(Il)—fosfolipid byty w pierwszym kroku catkowicie optymalizowane
na poziomie B3LYP/631+G(d,p), a nastgpnie reoptymalizowane w stanie podstawowym przy
zastosowaniu B3LYP/lanl2DZ. Dla réwnowagowych geometrii, otrzymanych za pomoca
B3LYP/lanl2DZ, obliczono dokladniejsza warto§¢ energii na poziomie B3LYP/6-
311++G(3df,2p). Otrzymane wartosci energii zastosowano do obliczenia energii stabilizacji.

Do obliczen zastosowano fosfolipid w formie dianionowej, ktory jest monoestrem glicerolu
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oraz kwasu fosforowego(V) 1 jednocze$nie — diestrem nienasyconego kwasu cis,cis-
linolowego. W celu wyznaczenia najstabilniejszej energetycznie geometrii kompleksu oraz
najbardziej preferowanego miejsca koordynacji jonu Cu”*, zoptymalizowano struktury poka-
zane na Rys. 4.10.1. Efekty solwatacyjne wyznaczono za pomoca modelu solwatacyjnego
COSMO.

Znalezione optymalne geometrie znajdowaty si¢ w lokalnych minimach energetycznych
na PES. Analiza energetyczna pokazata, ze rownowagowa struktura 4.10.1.b posiada energie
(z uwzglednieniem poprawki ZPE) rowna -2708,7221 [hartree], natomiast struktura 4.10.1.a
energi¢ réwna -2708,2319 [hartree]. Stad wnioskujemy, Ze najtrwalszy energetycznie jest
uktad kompleksowy 4.10.1.b. Obliczone warto$ci energii stabilizacji rowne 125,45 kcal/mol
dla struktury 4.10.1.b i 118,76 kcal/mol dla struktury 4.10.1.a dowodza, ze: fosfolipid jest
silnie zwiazany z kompleksem TR—Cu(II), najtrwalszym energetycznie kompleksie, jon Cu**
jest silnie zwiazany z dianionowa reszta monofosforanu oraz atomem O4° TR [215]. Silne
oddziatywanie elektrostatyczne miedzy kationem Cu®’, a dianionem monofosforanu ma
wplyw na stabilizacje badanego uktadu. Sugeruje to, ze kompleks TR—Cu(Il) moze wykazy-
wac silne powinowactwo do wiazania z zewngtrzna hydrofilowa sfera czasteczek LDL oraz z

fosfolipidami, stanowiacymi intergralny sktadnik bton komoérkowych.
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Rys. 4.10.1. Struktury komplekséw TR—Cu(Il) z fosfolipidem: a) TR-3-O-Cu(II)—fosfolipid,
b) TR-4"-O-Cu(Il)—fosfolipid

Najtrwalszy energetycznie kompleks (Rys. 4.10.2.) posiada ptaski szkielet trans-
stilbenowy, ktory utatwia wiazanie si¢ kompleksu TR—Cu(Il) z fosfolipidami [215]. Optymal-
na dlugo$¢ wiagzania Cu(Il)-4'-O w réwnowagowej geometrii TR—Cu(Il)—fosfolipid wynosi
1,82 A w prozni i 1,68 A w medium wodnym. Wynik ten dowodzi, ze medium wodne silnie
stabilizuje to wigzanie 1 przyczynia si¢ do wzrostu trwatosci rozwazanego kompleksu. W naj-
trwalszej energetycznie geometrii kompleksu TR—Cu(II)—fosfolipid jon Cu®" lezy w plasz-
czyznie, wyznaczonej przez ujemnie natadowane atomy tlenu grupy fosforanowej(V) oraz
atom fosforu. Analiza wzajemnego utozenia atomu O4", jonu Cu”" oraz ujemnie natadowane-
go atomu tlenu grupy fosforanowej(V) wskazuje, ze leza one na jednej linii. Taka konfigura-
cja atoméw umozliwia trwale zwiazanie jonu Cu®” z atomem tlenu O4' oraz atomem tlenu

grupy fosforanowej(V).
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Rys. 4.10.2. Zoptymalizowana geometria kompleksu TR—Cu(Il)-fosfolipid za pomoca
B3LYP/lanl2DZ
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4.11. Oddzialywanie TR z di nukleotydem DNA

Wykonano obliczenia, ktére pozwolity znalez¢ rownowagowa geometri¢ kompleksu TR
z dinukleotydem, zawierajacym reszty tymidyny oraz deoksyguanozyny. Rownowagowe
geometrie monomerow (TR oraz dinukleotyd) i komplekséw TR-dinukleotyd wyznaczono na
poziomie B3LYP/6-311+G(d,p) w stanie podstawowym, w proézni i w medium wodnym za
pomoca modelu C-PCM. Poniewaz w ukladach biologicznych nukleotydy posiadaja reszty
fosforanowe(V) w formie dianionowej [199], optymalizowano geometrie dinukleotydu oraz
kompleksow, ktore zawieraty dianiony reszty fosforanowej(V) w pozycji a. Geometrie kom-
pleksow zoptymalizowano przy rdéznych potozeniach TR wzgledem szkieletu dinukleotydu
(Rys. 4.11.1.), w celu wyznaczenia energetycznie najstabilniejszej geometrii. We wszystkich
badanych uktadach guanina i tymina byly w potozeniu anti wzgledem szkieletu B-D-
deoksyrybofuranozy. Dla rownowagowych geometrii obliczono dokladniejsza energi¢ za po-
moca MP2(full)/6-311++G(3df,2p). W ten sposob uwzgledniono znaczacy wktad energii ko-
relacyjnej do energii stabilizacji. Energig stabilizacji AEg., wraz z poprawka BSSE obliczano
dla rownowagowych geometrii kompleksoOw na poziomie MP2(full)/6-311++G(3df,2p) oraz
B3LYP/6-311++G(3df,2p).
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Rys. 4.11.1. Kompleksy TR z dinukleotydem

Analiza otrzymanych energii rownowagowych geometrii ujawnila, ze najtrwalszy ener-
getycznie jest kompleks 4.11.1.i (Rys. 4.11.1.i), co dowodzi, ze TR silnie oddzialtywuje z
wiazaniem fosfodiestrowym, taczacym dinukleotydy. TR w tym kompleksie posiada idealnie
ptaski szkielet trans-stilbenowy. Silne oddziatywanie grupy 4 -OH TR z wiazaniem fosfodie-
strowym spowodowato przeniesienie protonu z grupy 4'-OH na atom O3" deoksyrybozy
(Rys. 4.11.2). Transfer protonu jest mozliwy dzigki elektrostatycznemu oddziatywaniu grupy
4°-OH z ujemnie natadowanymi atomami tlenu grupy monofosforanowej, tworzacej wiazanie
fosfodiestrowe. Ponadto, analiza populacyjna tadunku NBO w réwnowagowym kompleksie
TR-dinukleotyd wykazata, ze na atomie 4'-O czastkowy tadunek wynosi -0,518, natomiast w
nieskompleksowanym TR -0,312. Wynik ten potwierdza przeniesienie protonu i wytworzenie
anionu TR. Najtrwalszy energetycznie kompleks TR-dinukleotyd charakteryzuje si¢ obecno-
Scia silnego wiazania wodorowego o dhugosci 1,62 A pomiedzy atomem wodoru grupy ami-
nowej guaniny i atomem tlenu reszty fosforanowej(V). Duza trwalo$¢ tego wiazania sugeruje,
ze przyczynia si¢ ono do stabilizacji energetycznej kompleksu 4.11.1.i. W kompleksie tym
rownowagowa odleglo$s¢ migdzy atomami tlenu O3" deoksyrybozy oraz fosforem wynosi
2,95 A w prézni oraz 2,68 A w medium wodnym. Tak duze wartoéci tej odlegltosci dowodza,
ze interakcja TR z dinukleotydem moze prowadzi¢ do rozerwania wiazania 3°-5" fosfodie-
strowego, ktore jest uznawane za jedno z najsilniejszych wiazan polarnych w biomolekutach
[199]. Wyjatkowo duza trwato$¢ tego wiazania wynika z obecno$ci ujemnie natadowanych
atomoOw tlenu, ktére zmniejszaja podatnos¢ tego wiazania na hydrolizg. Poniewaz wigzania
fosfodiestrowe tworza szkielet DNA, otrzymany wynik sugeruje, ze TR moze powodowac

rozpad nici DNA. Rezultat ten pokazuje, ze aktywnos$¢ antynowotworowa, antyproliferacyjna
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oraz antyreplikacyjna TR moze by¢ silnie zwiazana z jego zdolnoscia do indukowania tego
procesu. Ostatnio Kang i wsp. [200] pokazali, ze TR jest efektywna substancja, ktora powo-
duje rozpad nici DNA w komorkach biataczki zto§liwej. Rowniez badania Zhou i wsp. [201]
udowodnity, ze zwiazek ten indukuje rozpad nici DNA w chromatynie jadrowej komorek raka
zotadka. Biorac pod uwage te wyniki eksperymentalne nalezy stwierdzi¢, ze przeprowadzone
obliczenia kwantowe potwierdzaja wykazana eksperymentalnie zdolno$¢ trans-resweratrolu

do indukowania rozpadu nici DNA.

Rys. 4.11.2. Zoptymalizowana na poziomie B3LYP/6-311+G(d,p) najtrwalsza energetycznie
geometria kompleksu TR-dinukleotyd

W zdrowych komorkach trwate rozerwanie wiazania fosfodiestrowego przez TR jest
mato prawdopodobne, gdyz komorki te wyposazone sa w specjalne kompleksy enzymatycz-
ne, ktére umozliwiaja szybka regeneracje rozerwanej nici DNA [199]. W tych komorkach
istnieja dwa mechanizmy naprawy peknigtej nici DNA: taczenie nichomologicznych zakon-
czen oraz naprawa rekombinacyjna [199]. W pierwszym mechanizmie szczeg6lnie aktywna
jest topoizomeraza Il oraz ligaza DNA wraz z wyspecjalizowanym czynnikiem XRCC4,
umozliwiajacym potacznie dwoch rozerwanych nici. Natomiast w drugim mechanizmie na-
prawa uszkodzonej nici odbywa si¢ przy udziale siostrzanej chromatydy, badz chromosomu
homologicznego.

Analiza obliczonych wartosci AEg., (Tabele 4.11.1. 1 4.11.2.) dowodzi, Ze najtrwalszy
uktad molekularny stanowi kompleks 4.11.1.i. Bardzo duze wartosci energii stabilizacji
$wiadcza o silnym zwiazaniu sktadnikéw badanych kompleksow. Poréwnujac wartosci ener-
gii stabilizacji w badanych srodowiskach widzimy, ze medium wodne znacznie podwyzsza
wartos$ci tych energii. BSSE ma maty wptyw na warto$¢ energii stabilizacji o czym $wiadcza

male réznice pomig¢dzy energiami stabilizacji oraz energiami stabilizacji z uwzglednieniem
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tych poprawek. Obliczone warto$ci AEga, za pomoca MP2(full)/6-311++G(3df,2p) (Tabela
4.11.2.) sa znaczaco wigksze od obliczonych przy uzyciu B3LYP/6-311++G(3df,2p) (Tabela
4.11.1.). Wynik ten sugeruje, ze najprawdopodobniej energia dyspersyjna Londona, pocho-
dzaca od stabych oddzialywan m-m migdzy pier§cieniami aromatycznymi TR 1 zasad azoto-
wych wnosi duzy wktad do zwigkszenia energii stabilizacji tych uktadéw [213]. Hipoteza ta
wymaga przeprowadzenia dodatkowych obliczen w celu ilo$ciowego oszacowania wktadu
tego oddziatywania do energii stabilizacji. W szczegdlnosci, nalezy obliczy¢ energie stabili-
zacji, stosujac metode DFTB (Density functional tight-binding), ktéra pozwala wyznaczy¢
ilo§ciowo wklad energii dyspersji Londona do stabilizacji kompleksow [221]. Podsumowujac,
otrzymane wyniki pokazuja, ze w uktadach biologicznych, TR moze tworzy¢ trwate komplek-

sy z dinuklotydami.

4.12. Kompleksy TR—Cu(II)-5"-monofosforan(V) tymidyny oraz TR—Cu(II)(H,0)s+-5" -
monofosforan(V) tymidyny

Badania Fukuhary i Miyaty [60] po raz pierwszy pokazaty, ze w obecnosci TR oraz jo-
néw Cu’" nastepuje rozpad nici DNA. Zbadanie interakcji kompleksow TR—Cu(Il) z 5'-
monofosforanem(V) tymidyny jest niezbedne do lepszego zrozumienia antynowotworowej
aktywnosci TR. W zwiazku z tym, wyznaczono rownowagowa geometri¢ uktadu TR—Cu(Il)—
5"-monofosforan tymidyny oraz energie stabilizacji dla badanych kompleksow. Wszystkie
obliczenia dla izolowanych kompleksow z Cu** wykonano w stanie podstawowym za pomoca
B3LYP/lanl2DZ. Geometrie kompleksow catkowicie zoptymalizowano przy réznych konfi-
guracjach kompleksow TR-O3-Cu(Il) oraz TR-O4'-Cu(Il) wzgledem centréow donorowych
5"-monofosforanu(V) tymidyny (Rys. 4.12.1.). W obliczeniach reszta fosforanowa(V) 5°-
monofosforanu(V) tymidyny byla dianionem, gdyz w uktadach biologicznych takie formy sa
dominujace. Dla kazdego réwnowagowego potaczenia, otrzymanego za pomoca
B3LYP/lanl2DZ, obliczono doktadniejsza energi¢ (z uwzglednieniem ZPE) za pomoca
B3LYP/6-311++G(3df,2p). Energie te wykorzystano do obliczania energii stabilizacji kom-
plekséw. Dla kazdej obliczonej warto$ci energii stabilizacji obliczono poprawke BSSE stosu-

jac metode CP.
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Rys. 4.12.1. Geometrie polaczen TR-O3-Cu(Il) oraz TR-O4 -Cu(Il) z 5’ -monofosforanem(V)
tymidyny
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Najtrwalsza energetycznie jest struktura 4.12.1.¢ (Rys. 4.12.1.¢), w ktorej Cu(Il) wiaze
si¢ z ujemnie natadowanymi atomami tlenu reszty fosforanowej 5'-monofosforanu(V) tymi-
dyny oraz atomem O3 TR (Rys. 4.12.2). Zoptymalizowana warto$¢ dtugos$ci wiazania pomig-
dzy jonem Cu®*, a atomem tlenu grupy fosforanowej w kompleksie 4.12.1.c, wynosi 1,84 A,
co dowodzi, ze wiazanie to jest trwate. We wszystkich badanych polaczeniach TR—Cu(Il)-5"-
monofosforan tymidyny szkielet trans-stilbenowy jest ptaski. Taka geometria przyczynia si¢

w duzej mierze do wzrostu stabilno$ci badanych kompleksow.

Rys. 4.12.2. Réwnowagowa geometria potaczenia TR—Cu(II)-5"-monofosforan(V) tymidyny

Bardzo duze warto$ci energii stabilizacji (Tabela 4.12.1.) dowodza, ze sktadniki
wszystkich badanych komplekséw sa silnie zwiazane. Podobnie, jak w przypadku komplek-
sow TR z dinukleotydem, uwzglednienie w obliczeniach BSSE nieznacznie zmniejsza war-
t0$¢ AEgb.

Badano wplyw hydratacji jonu Cu®" na trwalo$¢ energetyczna badanych kompleksow.
W tym celu wyznaczono za pomoca B3LYP/lan2DZ rownowagowa strukture kompleksow
TR—Cu(II)-O3—(H,0)4—5"-monofosforan(V) tymidyny oraz TR-Cu(ll)-O4"—(H,0)s-5"-
monofosforan(V) tymidyny (Rys. 4.12.3.). Dla rownowagowych ukladéw kompleksowych
obliczono doktadniejsze energie oraz energig stabilizacji, stosujac B3LYP/6-311++G(3df,2p).
Na podstawie obliczonych energii stabilizacji (Tabela 4.12.1.) wnioskujemy, ze kompleksy
posiadajace jon Cu®" otoczony czterema czasteczkami wody sa stabilne energetycznie.
Otrzymane warto$ci energii stabilizacji dla akwakomplekséw przyjmuja zdecydowanie
mniejsze warto$ci, niz dla kompleksow, w ktorych jon Cu®" nie jest zhydratowany. Wynik ten
pokazuje, ze silne oddzialywania elektrostatyczne miedzy jonem Cu®" i molekutami wody,
powoduja znaczne zmniejszenie stabilnosci badanych kompleksow. W najtrwalszym energe-
tycznie akwakompleksie 4.12.3.¢ (Rys. 4.12.3.) dtugo$¢ wiazania Cu(I1)-30 wynosi 3,67 A i
jest znacznie wigksza, niz w kompleksie TR-3-O-Cu(Il)-5"-monofosforan(V) tymidyny. Do-
wodzi to, ze jon Cu”" jest stabo zwiazany z atomem O3 TR w badanych akwakompleksach.
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Rys. 4.12.3. Geometrie potaczen TR—Cu(I1)-3-O-(H,0)s—5 -monofosforan(V) tymidyny oraz
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4.13. Oddzialywania wodorowe w kompleksach TR-H,O

Poniewaz wiazania wodorowe niejednokrotnie determinuja aktywnos¢ biologiczna oraz
szereg wlasciwosci fizykochemicznych wielu klas zwiazkow, w tym przeciwutleniaczy, zba-
dano oddzialywania wodorowe migdzy molekula wody, a grupami hydroksylowymi 4'-OH
oraz 3-OH TR. Réwnowagowe geometrie badanych komplekséw (Rys. 4.13.1.), wody oraz
TR otrzymano na poziomach B3LYP/6-311+G(2d,2p) oraz ab initio MP2(full)/6-
311+G(2d,2p) w prozni oraz medium wodnym. Obliczenia optymalizacyjne w medium wod-
nym wykonano za pomoca modelu COSMO. Dla rownowagowych geometrii kompleksow
wyznaczono doktadniejsze energie przy uzyciu: B3LYP/6-311G(3df,2p), B3LYP/aug-cc-
pVDZ, B3LYP/aug-cc-pVTZ, B3LYP/aug-cc-pVQZ, MP2(full)/6-311+G(2d,2p),
MP2(full)/6-311++G(3df,2pd), MP2(full)/aug-cc-pVDZ oraz MP2(full)/aug-cc-pVTZ. W
obliczeniach energii zastosowano rowniez metod¢ MP4(sdtq)/6-31+G(d,p) z uwzglednieniem
wzbudzen potrojnych. W ten sposob otrzymano duzy wktad energii korelacyjno-wymiennej
do energii stabilizacji kompleksow. W obliczeniach zastosowano metod¢ MP2 oraz MP4 w
celu poprawnego opisu oddziatywan elektrostatycznych, polaryzacyjnych oraz dyspersyjnych
migdzy sktadnikami badanych dimerow. Nalezy podkresli¢, ze metoda DFT jest mato uzy-

teczna do poprawnego opisu tych oddziatywan [214].
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Rys. 4.13.1. Kompleksy TR z molekuta wody: a) TR-4'-OH-woda, b) TR-3-OH-woda
Energi¢ stabilizacji obliczono, stosujac nastgpujace metody: B3LYP/6-311+G(2d,2p),
B3LYP/6-311++G(3df,2p), B3LYP/aug-cc-pVDZ, B3LYP/aug-cc-pVTZ, B3LYP/aug-cc-
pVQZ, MP2/(full)6-311+G(2d,2p), MP2(full)/6-311++G(3df,2p), MP2(full)/aug-cc-pVDZ
oraz MP2(full)/aug-cc-pVTZ. Poprawke BSSE obliczono w schemacie CP [194] dla kazde;j
wartosci energii stabilizacji.
Wyniki dowodza, ze TR posiada w rownowagowych kompleksach otrzymanych za po-

moca B3LYP/6-311+G(2d,2p) geometri¢ ptaska (Rys. 4.13.2.), natomiast wyraznie zgicta —
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za pomoca MP2(full)/6-311+G(2d,2p). Zoptymalizowane wartosci katow torsyjnych o oraz 0
za pomoca MP2(full)/6-311+G(2d,2p) wynosza odpowiednio: 28,42 oraz 31,25 dla struktury
4.13.2.a 0,65 oraz 31,59o dla struktury 4.13.2.b. Wartosci te $wiadcza o tym, ze szkielet
trans-stilbenowy w badanych kompleksach jest zgigty. W zwiazku z brakiem danych literatu-
rowych na temat geometrii kompleksow TR-woda, nie mozna poréwna¢ wynikow teoretycz-
nych i eksperymentalnych. Uzyskane wyniki prowadza do wniosku, ze geometria TR w tych

kompleksach jest uzalezniona od zastosowanej metody.
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Rys. 4.13.2. Zoptymalizowane geometrie komplekséw TR-H,O za pomoca B3LYP/6-
311+G(2d,2p)

Wyniki obliczen, uzyskanych przy zastosowaniu B3LYP/6-311+G(2d,2p) pokazuja, ze
atom tlenu wody tworzy w prézni wiazanie wodorowe o dlugoéci 1,880 A z atomem H4" cza-
steczki TR, natomiast w medium wodnym wigzanie to jest krotsze i jego dlugo$¢ wynosi
1,750 A. Wynik ten pozostaje w zgodnosci z faktem, Ze obecno$¢ medium polarnego zwigk-
sza trwato$¢ badanego uktadu, a co za tym idzie — trwalo$¢ wiazania wodorowego. Mata od-
legto$¢ migdzy akceptorem i donorem protonu dowodzi, ze energia odpychania kulombow-
skiego stanowi gldwny przyczynek do catkowitej energii badanego wiazania wodorowego.
Wiazanie to jest liniowe, gdyz atom tlenu wody, atom H4" TR oraz atom O4" TR leza na jed-
nej linii prostej. Taka geometria wigzania wodorowego zwigksza jego trwatos¢. Wiazanie
wodorowe utworzone mi¢dzy atomem wodoru molekuty wody, a atomem OS5 TR jest slabsze,
poniewaz jego rownowagowa dlugo$¢ otrzymana za pomoca B3LYP/6-311+G(2d,2p) wynosi
2,00 A w prézni oraz 1,89 A w medium wodnym. Zoptymalizowane dtugoéci analizowanych
wigzan wodorowych przy uzyciu MP2(full)/6-311+G(2d,2p) sa mniejsze, niz otrzymane za
pomoca B3LYP/6-311+G(2d,2p). Atom tlenu wody lezy w plaszczyznie pierscieni fenylo-
wych TR w strukturze 4.13.2.a, natomiast nie obserwujemy tego w przypadku struktury

4.13.2.b. W poréwnaniu z izolowana molekuta TR, dlugosci wiazan O-H TR w kompleksie
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TR-woda sa wieksze o $rednio 0,8 A. Obserwujemy wydhuzenie tych wiazan dla grup OH,
bezposrednio oddziatujacych z molekuta wody. Wynik ten dowodzi, ze interakcja molekut
wody z TR powoduje zmniejszenie w nim stabilno$ci wigzan O-H. Zaprezentowany model,
uwzgledniajacy bezposrednie oddzialywanie TR z czasteczkami wody, jest zdecydowanie
bardziej realistyczny od modelu, ktéry uwzglednia wplyw ciaglego medium wodnego na
trwatos¢ wigzan O-H.

Obliczone wartosci energii stabilizacji dla badanych kompleksow dowodza, ze sa one
stabilne energetycznie w badanych §rodowiskach (Tabele 4.13.1 1 4.13.2.). Stosunkowo mate
warto$ci tej energii otrzymane na poziomie metody DFT wskazuja, ze woda jest stabo zwia-
zana z molekuta TR. Tym samym, uzyskane wyniki potwierdzaja, ze TR jest substancja hy-
drofobowa. Taka wlasciwos¢ moze z kolei zapewnia¢ efektywne oddziatywanie TR z blonami
komorkowymi oraz niepolarnymi fragmentami lipidow 1 fosfolipidow. W medium wodnym
obserwujemy wigksza stabilizacj¢ uktadow w poréwnaniu z proéznia. Zwigkszenie ilosci funk-
cji bazowych prowadzi do zwigkszenia wartosci energii stabilizacji. Energie stabilizacji kom-
pleksow wyznaczone na poziomie metody MP2 sa o okoto 3 kcal/mol wigksze, niz na pozio-
mie metody DFT (Tabele 4.13.1 1 4.13.2.). Przeciwstawne wyniki otrzymane za pomoca me-
tod MP2, MP4 oraz DFT sugeruja, ze najprawdopodobniej energia dyspersyjna Londona oraz
energia oddzialywan wodorowych przyczyniaja si¢ do wzrostu energii stabilizacji komplek-
soOw badanych na poziomie MP2. Kolejne obliczenia zostana wykonane w celu ilosciowego
okreslenia tych wktadow do energii stabilizacji.

Optymalna wartos¢ catkowitej energii obliczonej za pomoca B3LYP/6-311+G(2d,2p)
dla struktury 4.13.2.a wynosi -843,0908 [hartree] oraz -843,0859 [hartree] dla struktury
4.13.2.b. Z kolei, warto$¢ energii otrzymana przy zastosowaniu MP2(full)/6-311+G(2d,2p)
wynosi -841,2984 [hartree] dla struktury 4.13.2.a oraz -841,2829 [hartree] dla struktury
4.13.2.b. Otrzymane wyniki wskazuja na wigksza stabilno$¢ energetyczna kompleksu
4.13.2.a w porownaniu z kompleksem 4.13.2.b. Dowodzi to, ze molekuly wody w uktadach
biologicznych oddziatywuja silniej z grupa 4'-OH, niz z 3-OH i 5-OH. Biorac pod uwagg, ze
dlugos¢ wiazania wodorowego w kompleksie 4.13.2.a jest mniejsza, niz w kompleksie
4.13.2.b nalezy przypuszczac, ze znaczaca rolg¢ w duzej stabilnos$ci kompleksu 4.13.2.a od-
grywa polaryzacja i zwiazane za nig przeniesienie fadunku z akceptora protonu na donor pro-

tonu.
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4.14. Analiza termodynamiczna rodnikowej inhibicji reduktazy rybonukleotydowej

przez TR, PC oraz hydroksymocznik

Deoksyrybonukleotydy sa prekursorami syntezy DNA, a ich synteza z rybonukleoty-
doéw zachodzi z udzialem kompleksu enzymatycznego reduktazy rybonukleotydowej (RR)
[199]. Enzym ten u wielu organizméw rozni si¢ budowa, lecz szczegdtowe badania wykazaty,
ze wszystkie formy tego enzymu realizuja podobny szlak enzymatyczny, a ich struktura trze-
ciorzegdowa wskazuje na to, ze sa one homologami. Badania strukturalne wykazaty, ze sktada

si¢ ona z dwoch podjednostek dimerycznych R1 oraz R2 [199].
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Na podstawie analizy szczegotowego mechanizmu dziatania RR mozemy stwierdzié, ze

Rys. 4.14.1. Rodnik tyrozylowy

cykl katalityczny zaczyna sig¢ od transferu elektronu z reszty cysteinowej na rodnik tyrozylo-
wy (Rys. 4.14.1.), w wyniku czego powstaje w podjednostce R1 bardzo reaktywny rodnik
cysteinotiolowy, charakteryzujacy si¢ obecnoscia niesparowanego elektronu na atomie siarki
[199]. Jego wyjatkowo duza reaktywnos¢ wynika z braku mozliwosci stabilizacji rezonanso-
wej. Rodnik ten nastgpnie odrywa atom wodoru z wegla C3" rybozy — powstaje rodnik we-
glowy, ktéry indukuje usunigcie anionu hydroksylowego z atomu wegla C2' rybozy. Mecha-
nizm dziatania tego enzymu ujawnia, ze rodnik tyrozylowy odgrywa rolg inicjatora cyklu ka-
talitycznego. Zatem, jego zmiatanie przez antyoksydanty moze prowadzi¢ do efektywnej in-
hibicji enzymu [216]. Wobec tego enzym ten stanowi cel dziatania czynikow przeciwnowo-
tworowych oraz lekow, wytwarzanych w celu selektywnej inhibicji enzymu w chorej tkance
nowotworowej. Badania ostatnich lat pokazaty, ze TR, PC, hydroksymocznik (forma amido-
wa) (Rys. 4.14.2.) oraz p-hydroksyanizol, to bardzo aktywne inhibitory tego enzymu
[202,203], ktorych aktywnos$¢ inhibicyjna jest spowodowana zdolnoscia do zmiatania rodnika

tyrozylowego.
0

H
H,N——C——N——O0H
Rys 4.14.2. Hydroksymocznik

W celu wykazania rodnikowego mechanizmu inhibicji RR przez TR, wykonano obli-

czenia, stosujac metod¢ DFT. Rownowagowe geometrie wszystkich reagentow (TR, hydrok-
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symocznik, rodnik tlenowy hydroksymocznika, rodnik tyrozylowy, tyrozyng, anion tyrozyny,
anionorodnik tyrozyny, rodniki fenoksylowe TR, rodnik cysteinotiolowy, cysteina) wyzna-
czonych za pomoca B3LYP/6-311++G(3df,2p). Zbadano termodynamike reakcji przeniesie-
nia atomu wodoru oraz elektronu z TR na rodnik tyrozylowy. Dla badanych reakcji, przed-
stawionych na (Rys. 14.4.3.), obliczono zmiang entalpii swobodnej w celu zbadania ich samo-
rzutnosci termodynamicznej. Analizowano takze reakcje hydroksymocznika z rodnikiem ty-
rozylowym, w celu poréwnania aktywnosci inhibicyjnej TR 1 hydroksymocznika. Bazujac na
fakcie, ze hydroksymocznik moze tworzy¢ kilka form tautomerycznych, zoptymalizowano ich
geometrie 1 do rozwazanych reakcji stosowano tylko formg najtrwalsza energetycznie. Ponie-
waz w trakcie cyklu katalitycznego tworzy si¢ reaktywny rodnik cysteinotiolowy, zbadano
rowniez reakcje TR oraz hydroksymocznika z tym rodnikiem. Zbadano réwniez reakcje TR z
anionorodnikiem tyrozynowym, gdyz w $rodowisku o pH zblizonym do oboj¢tnego, tyrozyna
posiadajaca punkt izoelektryczny rowny pl = 5,64, wystgpuje gtownie w formie anionowe;j

(zdeprotonowana grupa karboksylowa).
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Rys. 4.14.3. Reakcje dla inhibicji rodnikowej reduktazy rybonukleotydowej: a) — h) reakcje z
udzialem TR, 1) — m) reakcje z udzialem hydroksymocznika, n) reakcja rodnika tyrozynowego
z cysteina 1 o) reakcja rodnika hydroksymocznikowego z cysteina

Rownowagowa geometria rodnika tyrozylowego posiada wyrazng strukturg semichino-
nowa, ktora powoduje jego stabilizacjg. Analiza rozkladu ggstosci spinowej w tym rodniku
ujawnila, ze najwigksza gestos$¢ spinowa jest zlokalizowana na atomie tlenu grupy hydroksy-
lowej oraz atomach wegla pierscienia fenylowego. Sposrod wszystkich optymalizowanych
form tautomerycznych hydroksymocznika, najbardziej stabilna energetycznie jest forma ami-
dowa.

Wszystkie badane reakcje, w ktorych uczestniczy obojetna forma rodnika tyrozylowego
sa dozwolone termodynamicznie w badanych srodowiskach (Tabela 4.14.1.), przy czym, w
medium wodnym sa zdecydowanie bardziej preferowane termodynamicznie niz w préozni.
Zatem, w realnych uktadach biologicznych, gdzie dominuje $rodowisko wodne, inhibicja
oparta na mechanizmie rodnikowym jest termodynamicznie dozwolona. Reakcja TR z anio-
norodnikiem tyrozylowym w prézni nie jest preferowana termodynamicznie, podczas gdy w
medium wodnym jest dozwolona. Najprawdopodobniej silne oddziatywanie medium polarne-
go z ujemnie natadowanymi anionorodnikami powoduje zmniejszenie zmiany entalpii swo-
bodnej reakcji. Reakcja grupy 4'-OH TR z rodnikiem tyrozylowym jest bardziej preferowana
termodynamicznie niz ta, w ktdérej bierze udziat grupa 3-OH. Jest to wynikiem wigkszej stabi-
lizacji rezonansowej 4'-O-rodnika niz 3-O-rodnika. Ponadto, reakcja hydroksymocznika w
formie amidowej z rodnikiem tyrozylowym jest bardziej uprzywilejowana termodynamicznie,
niz reakcja TR z tym rodnikiem. Stosunkowo mata wielko$¢ czasteczki hydroksymocznika i
obecno$¢ w niej grupy hydroksyamidowej wydaje si¢ by¢ gtdwnym czynnikiem, zmniejszaja-
cym warto$¢ zmiany entalpii swobodnej reakcji hydroksymocznika z rodnikiem tyrozylo-
wym.

W pracy [202] poréwnano szybko$¢ zaniku rodnika tyrozylowego w obecno$ci TR oraz
hydroksymocznika. Badania kinetyczne pokazaly, ze w obecnos$ci TR szybkos¢ zaniku jest
zdecydowanie wigksza niz w przypadku hydroksymocznika. Nalezy podkresli¢, ze otrzymane

wyniki obliczen nie stoja w sprzeczno$ci z wynikami otrzymanymi w niniejszej pracy, gdyz
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pokazuja aspekt temodynamiczny procesu inhibicji, a wyniki eksperymentalne — kinetyczny.
W zwiazku z tym problemem, konieczne bgdzie zbadanie kinetyki tych reakcji i wyznaczenie
geometrii kompleksow aktywnych.

Reakcje TR z rodnikiem tyrozylowym oraz rodnikiem cysteinotiolowym charakteryzuja
si¢ zblizona warto$cia zmiany entalpii swobodnej (Tabela 4.14.1.). Wyniki te sugeruja, ze TR
moze efektywnie zmiata¢ zarowno rodnik tyrozylowy, jak i cysteinotiolowy. Taka dwukie-
runkowo$¢ moze by¢ przyczyna niezwykle duzego stopnia hamowania aktywnosci badanego
enzymu przez TR. Wyniki pokazuja, ze TR moze by¢ potencjalnym chemoterapeutykiem,
ktory efektywnie hamuje proces powstawania deoksyrybonukletydéw w komorkach nowo-
tworowych oraz wirusach zawierajacych DNA.

Analiza budowy rodnikow fenoksylowych TR oraz 4'-O-rodnika tyrozyny uwidacznia
ich duze podobienstwo strukturalne. To z kolei sugeruje, ze powstaly rodnik TR moze zasta-
pi¢ rodnik tyrozylowy w centrum aktywnym RR, co prowadzitoby do inhibicji kompetycyjne;j
enzymu. Na podstawie obliczonej warto$ci zmiany entalpii swobodnej reakcji 4 -O-rodnika
TR z cysteing wynika, ze jest ona preferowana termodynamicznie w medium wodnym. Wy-

nik ten sugeruje, ze inhibicja reduktazy rybonukleotydowej moze by¢ kompetycyjna.

4.15. Zaleznos$¢ struktura — aktywnos¢ antyoksydacyjna TR w proézni, medium wod-

nym i etanolowym

Rownowagowa geometria TR oraz jego anionéw tlenowych byta wyznaczona za pomo-
ca metod restricted B3LYP/6-311G(d,p) oraz restricted B3LYP/6-311+G(d,p), natomiast
réwnowagowa struktura 4°-O-rodnika oraz kationorodnika TR byla wyznaczona przy zasto-
sowaniu metod unrestricted B3LYP/6-311G(d,p) i unrestricted B3LYP/6-311+G(d,p). Obli-
czenia wykonano zaréwno dla izolowanej molekuly TR, jak i w obecnosci medium wodnego i
etanolowego. Zoptymalizowano geometri¢ nastgpujacych form anionowych TR: 4°-O-
monoanionu, 5-O-monanionu, 4°,3-O-dianionu, 3,5-O-dianionu oraz 4°,3,5-trianionu (Rys.
4.15.1.). Do obliczen optymalizacyjnych stosowano rodnik fenoksylowy powstaly przez usu-
nigcie wodoru z grupy 4'-OH, gdyz jest ona najaktywniejsza biologicznie [61]. Rozktad kon-
turu gestosci prawdopodobienstwa orbitalu HOMO w TR oraz ggstosci spinowej w 4°-O-
rodniku wygenerowano dla rownowagowej geometrii TR 1 jego 4'-O-rodnika fenoksylowego.
Wplyw efektow solwatacyjnych na aktywno$¢ przeciwutleniajaca badano za pomoca modelu
C-PCM. W obliczeniach zastosowano nastgpujace wartosci liczbowe entalpii, entalpii swo-

bodnej oraz metody ich wyznaczania [189]:
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Entalpia atomu wodoru w prézni: Hy = -0,49764 [hartree].

Entalpia atomu wodoru w medium wodnym: suma entalpii atomu H w prdzni i entalpii
hydratacji wynoszacej -4,00 [kJ/mol].

Entalpia atomu wodoru w medium etanolowym: suma entalpii atomu wodoru w prézni
oraz entalpii solwatacji w stabo polarnych rozpuszczalnikach (5 kJ/mol).

Entalpia swobodna anionu hydroksylowego wynosita -75,771707 [hartree], -75,914631
[hartree] oraz -75,910527 [hartree], odpowiednio w prozni, medium wodnym oraz eta-
nolowym. Warto$ci te otrzymano za pomoca B3LYP/6-311+G(d,p).

Entalpia swobodna jonu oksoniowego (H3;O') wynosita -76,715998 [hartree], -
76,859623 [hartree] oraz -76,855477 [hartree], odpowiednio w prozni, medium wod-
nym oraz etanolowym. Warto$ci te otrzymano za pomoca B3LYP/6-311+G(d,p).
Entalpia swobodna molekuly wody wynosita -76,454816 [hartree], -76,470024 [hartree]
oraz -76,469525 [hartree], odpowiednio w proézni, medium wodnym oraz etanolowym.

Wartosci te otrzymano stosujac B3LYP/6-311+G(d,p).

HO HO
b
HO S
0
0®
OH
d
)
o0
d

Rys. 4.15.1. Formy anionowe TR: a) 4'-O-monoanion, b) 5-O-monanion, c) 4°,3-O-dianion,
d) 3,5-O-dianion oraz ¢) 4°,3,5-trianion

W celu zbadania aktywnosci przeciwutleniajacej TR, obliczono nastgpujace deskryptory

aktywnos$ci antyoksydacyjnej: PDE, AIP, BDE, ggsto$¢ spinowa oraz energi¢ poziomu HO-

MO. W oparciu o wyznaczone parametry antyoksydacyjne mozna byto stwierdzi¢, ktory z
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podanych nizej mechanizméw zmiatania wolnych rodnikow jest najbardziej preferowany
przez TR:
1. Mechanizm SPLET (Sequential Proton Loss Electron Transfer Mechanism)

Ph(OH),OH — Ph(OH),O0” + H"

Ph(OH), 0~ + X + H — Ph(OH),0" + HX
2. Mechanizm HAT (Hydrogen Transfer Mechanism)
Ph(OH),OH + X — Ph(OH),O" + HX
3. Mechanizm ET-PT (Electron-Proton Transfer Mechanism)

Ph(OH),OH + X' — Ph(OH),OH" + X~
Ph(OH),OH" — Ph(OH),0" + H"

W podanych mechanizmach Ph(OH),OH oznacza dowolny polifenol. Entalpi¢ substratow
oraz produktow wyznaczono z nast¢pujacej relacji:

Hipta1 = Eo + ZPE + AHygns + AH,or + AH iy + RT (4.15.1)
gdzie E) jest energia elektronowa, ZPE — energia zerowego punktu, natomiast AH,ns, AH, o1,
oraz AH,; oznaczaja odpowiednio translacyjny, rotacyjny oraz wibracyjny przyczynek do
catkowitej entalpii.

Uzyskane wyniki (Tabela 4.15.1.) pokazuja, ze oderwanie wszystkich protonéw z grup

OH TR przez molekuly wody jest niekorzystne termodynamicznie, podczas gdy proces two-
rzenia trianionu w reakcji TR z anionem wodorotlenkowym jest termodynamicznie mozliwy
[189]. W medium polarnym zmiany entalpii swobodnej reakcji przyjmuja mniejsza wartosc,
niz w prozni. W zwiazku z tym, tworzenie trianionu w medium polarnym jest bardzo korzyst-

ne termodynamicznie.
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Rys. 4.15.2. Reakcje TR z woda i anionem wodorotlenkowym

W badanych $rodowiskach PDE dla wiazania 4'O-H ma mniejsza warto$¢ niz dla wia-
zania 30-H (Tabele 4.15.2 i 4.15.3.). Mozna stad wnioskowac, ze grupa 4 -OH jest bardziej
kwasowa, niz pozostate grupy hydroksylowe. W wodzie zdolno$ci protodonorowe TR sa nie-
znacznie wigksze niz w etanolu. Uzyskany wynik potwierdza obserwacj¢ eksperymentalna,
poczyniong przez Fukuharg i wsp. [61], ktorzy stwierdzili, ze grupa 4'-OH TR jest najbardziej
reaktywna i wnosi najwigkszy wklad do jego aktywnosci biologicznej. Bardzo duze wartosci
PDE $wiadcza o stabych zdolnosciach TR do odczepiania protonu i, tym samym, o niskiej
jego kwasowosci. Ponadto, wartosci PDE wskazuja, Zze mechanizm SPLET raczej nie jest
preferowany dla TR. Otrzymane przez Lopez-Nicolas i wsp. [195] wartosci stalych deproto-
nacji TR pKa; = §,8, pKa, = 9,8, pKa; = 11,4 potwierdzaja, ze TR jest bardzo stabym kwa-
sem, ktorego moc jest nieznacznie wigksza od mocy najprostszego fenolu (hydroksybenzenu).
Wyniki dowodza, ze TR w mediach polarnych jest bardziej zdolny do dysocjacji protonowej,
niz w prézni [189]. Jest to spowodowane silnym elektrostatycznym oddziatywaniem medium
polarnego z polarnym wiazaniem O-H. W wyniku tego oddziatywania nastepuje ostabienie
tego wiazania 1 jest ono bardziej podatne na rozpad heterolityczny. W badanych srodowiskach
4°,3-O-dianiony oraz 3,5-O-dianiony sa bardziej podatne na oddawanie protonu niz 4'-O-
anion (Tabela 4.15.4.) [189]. Ponadto, 3,5-O-dianion jest bardziej podatny na dysocjacj¢ pro-

tonowa, niz 4°,3-O-dianion w analizowanych mediach.
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Rys. 4.15.3. Reakcje form anionowych TR z woda i anionem wodorotlenkowym oraz reakcje
dysocjacji protonowej aniond6w

Reakcje monoaniondw i dianionéw TR z molekuta wody (Rys. 4.15.3.) sa niekorzystne

termodynamiczne (Tabela 4.15.1.) [189], natomiast reakcje form anionowych TR z jonami
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wodorotlenkowymi sa termodynamicznie preferowane we wszystkich mediach, a w szczeg6l-
nos$ci w medium wodnym. Wartosci AG dla reakcji monoaniondéw oraz dianiondw z molekuta
wody w medium wodnym sa znacznie mniejsze niz w medium etanolowym. Rezultat ten do-
wodzi, ze transfer protonu z monoanionu oraz dianionu na jon wodorotlenkowy jest bardziej
preferowany w medium wodnym, niz etanolowym, gdyz woda posiada wigkszy moment di-
polowy niz etanol. Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze 4'-O-anion ma wigksze zdolnosci do
oddawania protonu, niz odpowiednie dianiony oraz, ze aktywno$¢ przeciwutleniajaca form
anionowych TR moze by¢ wyjasniona w oparciu o mechanizm transferu protonu [189].

Obliczone wartosci BDE wiazania 4'O-H oraz AIP za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) sa
praktycznie identyczne w medium wodnym oraz etanolowym (Tabela 4.15.2.) [189]. Otrzy-
many wynik dowodzi, ze w tych mediach zdolnos¢ TR do oddawania wodoru jest bardzo po-
dobna. Natomiast w wodzie TR jest bardziej podatny na jonizacj¢ niz w etanolu. Po uwzgled-
nieniu w obliczeniach bazy 6-311+G(d,p), wzbogaconej o funkcje dyfuzyjne, wartosci AIP w
wodzie sa mniejsze, niz etanolu, natomiast BDE sa wigksze w medium wodnym niz w etano-
lowym (Tabela 4.15.3.). Wynik ten pokazuje, ze woda bardziej stabilizuje wiazanie 4'O-H 1
utatwia transfer elektronu. Jako Ze zastosowana baza 6-311+G(d,p) jest bardziej wiarygodna
do opisu struktury elektronowej badanych uktadéw od bazy 6-311G(d,p), mozna przypusz-
cza¢, ze dla TR w medium etanolowym jest bardziej preferowany mechanizm HAT, niz w
wodnym. W zwiazku z tym, ze wartosci BDE sa znacznie mniejsze niz AIP i PDE, nalezy
wnioskowac, ze TR gtdwnie zmiata wolne rodniki zgodnie z mechanizmem HAT w rozwaza-
nych mediach. Porownujac otrzymane wartoSci BDE na poziomie B3LYP/6-311G(d,p) w
prozni 1 medium wodnym z wynikami otrzymanymi przez Leopoldini 1 wsp. [160] zauwaza-
my, ze W ich pracy parametr ten przyjmuje wigksze wartosci. Jest to spowodowane zastoso-
waniem przez nich bardziej ztozonej bazy funkcyjnej 6-311++G(3df,2p) oraz modelu solwa-
tacyjnego SCRF-PCM.

W $rodowiskach polarnych warto$ci AIP zmniejszaja si¢ o okoto 39 kcal/mol w stosun-
ku do fazy gazowej [189]. Natomiast w przypadku BDE ta r6znica jest bardzo mata. Wartosci
BDE w etanolu 1 wodzie sa nieznacznie wigksze w poréwnaniu z proznia; BDE ma wartos$¢ o
okoto 2 kcal/mol wigksza w mediach polarnych niz w proézni. Wynik ten moze by¢ przypisany
wigkszej stabilizacji badanych uktadéw w medium polarnym i1 wskazuje na to, ze w niepolar-
nych mediach TR jest efektywnym antyoksydantem, dzialajacym zgodnie z mechanizmem

HAT, a w mediach polarnych zgodnie z mechanizmem ET.

131



W TR kontur orbitalu HOMO zdelokalizowany jest wzdluz catego szkieletu trans-
stilbenowego (Rys. 4.15.4.) [189]. Rozktad ten pozwala stwierdzi¢, ze grupa 4'O-H oraz wia-
zanie winylowe sa szczegdlnie mocno podatne na atak rodnikéw w uktadach biologicznych.
Tak mocno zaznaczona delokalizacja orbitalu HOMO jest spowodowana obecnoscia wiazania
winylowego. Obliczone wartosci energii orbitalu HOMO przy uzyciu B3LYP/6-311G(d,p) w
prézni, medium wodnym oraz etanolowym wynosza odpowiednio: -5,675 eV, -5,564 eV, -
5,566 eV. Wartos¢ energii orbitalu HOMO w prézni jest o okoto 2,5 kcal/mol mniejsza niz w
mediach polarnych. Wartosci te oznaczaja, ze TR jest nieznacznie bardzij podatny na joniza-

cje w wodzie niz w etanolu.

dothe ol

a b

Rys. 4.15.4. Trojwymiarowy rozktad orbitalu HOMO dla TR w: a) prozni b) medium wod-
nym oraz ¢) medium etanolowym

Zdolnos¢ TR do zmiatania wolnych rodnikow moze by¢ rowniez wyjasniona w oparciu
o rozktad ggstosci spinowej w 4'-O-rodniku fenoksylowym. Analiza otrzymanych rozktadow
gestoscei spinowej w 4'-O-rodniki TR (Rys. 4.15.5. i 4.15.6) pokazuje, ze najwigksza ggstos¢
jest na atomie 4'-O, atomach pierScienia a oraz w poblizu wigzania winylowego [189].
Otrzymane wyniki dowodza, ze w badanych srodowiskach najwigkszy przyczynek do catko-
wite] gestosci spinowej pochodzi od pierscienia a, natomiast wktad od pierScienia b jest wy-
raznie mniejszy. Roznice w warto$ciach gestosci spinowej pochodzacej od pierscienia a sa
wigksze, niz od pierscienia b, a gestos¢ spinowa na atomie 4'-O jest wyraznie mniejsza w
mediach polarnych niz w prozni. Mniejsze wartosci obliczonej ggstosci spinowej w wodzie 1
w etanolu dowodza, ze srodowiska te silniej stabilizuja 4°-O- rodniki niz préznia [189]. Male

réznice w warto$ciach gestosci spinowej w medium wodnym oraz etanolowym sa zwigzane z
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malymi réznicami wartosci catkowitej energii 4'-O-rodnika w wodzie i w etanolu. Porownu-
jac rozktad gestosci spinowej przedstawionej na Rys. 4.15.5. 1 4.15.6. mozna

stwierdzi¢, ze rozktady te pozostaja ze soba w duzej zgodnosci.
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Rys. 4.15.5. Obliczone na poziomie B3LYP/6-311G(d,p) gestosci spinowe na atomach 4'-O-
rodnika TR w: a) prézni, b) medium wodnym i c¢) etanolowym

W celu zbadania wptywu geometrii szkieletu trans-stilbenowego TR na trwalo$¢ wia-
zania 4'-O-H obliczono warto$ci BDE dla geometrii TR, znajdujacych si¢ lokalnych mnimach
energetycznych na PES wygenerowanym na poziomie B3LYP/6-311G(d,p). Powierzchnie te
wygenerowano zarowno dla obojgtnej molekuty, jak 1 4-O-rodnika fenoksylowego. Otrzy-
mane PES przedstawiaja zaleznos$¢ energii od wartosci katow torsyjnych o oraz 6. W kazdym
punkcie PES geometrie badanych uktadow byty catkowicie optymalizowane 1 obliczane byly
dla nich czgstosci drgan harmonicznych. Wspomniane katy torsyjne nie podlegaty optymali-
zacji. Dla kazdej geometrii TR 1 odpowiadajacej jej geometrii 4'-O-rodnika na PES obliczano
catkowite wartos$ci entalpii (z uwzglednieniem poprawki termicznej) na poziomie B3LYP/6-
311++G(d,p). Uzyskane wyniki (Tabela 4.15.6) dowodza, ze warto§¢ BDE wiazania 4'O-H
jest najmniejsza dla konformacji ptaskiej TR. W zwiazku z tym, TR w takiej konformacji
wykazuje najwigksza zdolnos$¢ do oddawania wodoru 1, tym samym, jest najsilniejszym prze-
ciwutleniaczem. Nalezy przypuszczac, ze oslabienie koniugacji migdzy pier§cieniami aroma-
tycznymi w zgigtej konformacji TR, jak i jego 4'-O-rodniku wnosi najwigkszy wkiad do

wzrostu BDE wiazania 4'-O-H.
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Rys. 4.15.6. Trojwymiarowy rozklad gestosci spinowej otrzymany za pomoca B3LYP/6-
311+G(d,p) w 4'-O-rodnikiu TR w: a) prozni b) medium wodnym c¢) oraz medium etanolo-
wym

Z uwagi na to, ze antyoksydanty moga zmiata¢ wolne rodniki zgodnie z r6znymi me-
chanizmami [204], zaproponowano nowe mechanizmy reakcji TR z rodnikiem hydroksylo-
wym, pokazane na Rys. 4.15.7. W celu zbadania samorzutnosci tych reakcji w warunkach
standardowych, obliczono dla nich na poziomie B3LYP/6-311+G(d,p) zmiang entalpii swo-
bodnej. Obliczano ja dla reakcji sumarycznej (reakcji wypadkowej) zaktadajac, ze reakcje

elementarne w przedstawionych mechanizmach sg procesami rOwnowagowymi.
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Rys. 4.15.7. Mechanizmy reakcji TR z rodnikiem hydroksylowym: a) HAT, b) protonowy, ¢)
ET, d) z insercja do wiazania winylowego €) z przegrupowaniem
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Analiza wartosci AG pokazuje (Tabela 4.15.5.), ze sposrdéd wszystkich mechanizmow,
mechanizm 4.15.7.d jest najbardziej preferowany termodynamicznie w badanych $rodowi-
skach. Zgodnie z nim, dwa rodniki hydroksylowe ulegaja addycji do wiazania winylowego.
Taka orientacja addycji moze by¢ wyjasniona w oparciu o wartosci funkcji Fukui, wyznaczo-
ne dla atomow wegla 1 wodoru wiazania winylowego oraz o rozktad molekularnych potencja-
tow elektrostatycznych. W kolejnym etapie obliczen zostang wyznaczone wtosci tych indek-
soOw reaktywnosci. Nalezy podkresli¢, ze wnioskowanie o preferowanym mechanizmie reakcji
jedynie na podstawie danych termodynamicznych jest niewystarczajace, gdyz kinetyka proce-
su odgrywa rowniez ogromna rolg¢ w badaniu mechanizmu reakcji. Zatem, badania kinetyki
wspomnianych reakcji wydaja si¢ by¢ w peini zasadne.

Zbadano tez termodynamike reakcji rézniacych si¢ miejscem przytaczenia dwdch rod-
nikow hydroksylowych do pier§cieni aromatycznych TR. Obliczona warto$¢ AG réwna -
63,110 kcal/mol wskazuje, ze najbardziej preferowana jest addycja rodnika hydroksylowego
do wegla C6 pierscienia fenylowego a 1 wegla C4. Widzimy duza réznice w wartosciach AG
przy przejsciu z fazy gazowej do medium wodnego. Wynik ten moze by¢ wyttumaczony w
oparciu o fakt, ze w tym mechanizmie biora udziat aniony, ktore silnie oddzialywuja elektro-
statycznie z medium wodnym. Mechanizm protonowy jest najmniej preferowany termodyna-
micznie, poniewaz AG dla reakcji tego mechanizmu ma najwigksza warto$¢. Najprawdopo-
dobniej jest to spowodowane mata zdolnoscia TR do dysocjacji jonowe;.

Obliczona warto$¢ AG dla mechanizmu z przegrupowaniem dowodzi, ze jest on row-
niez preferowany termodynamicznie. Obliczone warto$ci czgstosci dla rownowagowej geo-
metrii produktu posredniego, ktory ulega przegrupowaniu i1 posiada charakterystyczne ugru-
powanie wodoronadtlenkowe wskazuja na brak czgsto$ci urojonej. Wnioskujemy stad, ze
zwiazek ten stanowi trwaly produkt przejsciowy (Rys. 4.15.7.e). Otrzymane wyniki rzucaja
nowe $wiatto na proces zmiatania wolnych rodnikéw przez TR, ktory dziata synergistycznie,
zgodnie z postulowanymi mechanizmami. W efekcie ta wielokierunkowa aktywno$¢ sprawia,

ze TR jest bardzo silnym przeciwutleniaczem w uktadach biologicznych.

4.16. Zalezno$¢ struktura — aktywnos$¢ antyoksydacyjna hydroksylowych pochodnych
TRiCR

Wyznaczono parametry antyoksydacyjne (BDE 1 AIP) na poziomie B3LYP/6-
311G(d,p) dla rownowagowych geometrii nastgpujacych polifenoli: TR, CR, trans-4.4’-
dihydroksystilbenu (trans-4,4-DHS), trans-3,4-dihydroksystilbenu (trans-3,4-DHS), trans-
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3,4,4 -trihydroksystilbenu (trans-3,4,4'-THS), trans-3,4,5-trihydroksystilbenu (trans-3,4,5-
THS) and a,B-dihydro-3,4",5-trihydroksystilbenu (a,3-dihydro-3,4",5-THS) (Rys. 1.1.1. ai b
oraz 4.4.1.) [187]. Obliczenia wykonano rowniez dla stereoizomerow cis, w celu zbadania
wplywu izomerii geometrycznej na aktywno$¢ antyoksydacyjna. Parametry antyoksydacyjne
w medium wodnym byty wyznaczane za pomoca modelu C-PCM.

Obliczone wartosci AIP oraz BDE dla trans-4,4'-DHS, trans-3,4-DHS, trans-3,4,4"-
THS oraz trans-3,4,5-THS sa mniejsze niz dla TR (Tabela 4.16.1.). Wynik ten dowodzi, ze
badane polifenole sg silniejszymi antyoksydantami, niz TR oraz, ze wykazuja duza zdolno$¢
do oddawania elektronu podczas interakcji z wolnymi rodnikami. Sposrod wszystkich bada-
nych zwiazkéw trans-3,4,4°-THS jest najbardziej podatny na transfer elektronu [187]. Mniej-
sze warto$ci BDE niz AIP dowodza, ze badane substancje dziataja jako silne antyoksydanty
zgodnie z machanizmem HAT, ktory jest najbardziej preferowany w analizowanych $rodowi-
skach. Trans-3,4,4"-THS oraz trans-3,4-DHS charakteryzuja si¢ najmniejsza wartoscia BDE
[187]. Jest to konsekwencja obecnosci dwoch elektronodonorowych grup hydroksylowych w
jednym piersScieniu oraz faktu, ze silne oddziatywanie wodorowe migdzy grupami 40-H i 30-
H moze prowadzi¢ do ostabienia wigzan 3-O-H i 4-O-H. Duza zdolno$¢ do oddawania elek-
tronu przez trans-4,4’-DHS jest, z kolei, wynikiem symetrycznego utozenia grup hydroksy-
lowych w potozeniach para. Stosunkowo mata wartos¢ AIP dla tego zwiazku w badanych
srodowiskach w pelni potwierdza wniosek. Wyniki dowodza, ze aktywno$¢ antyoksydacyjna
badanych zwiazkdéw silnie zalezy od ilosci grup hydroksylowych oraz ich utozenia. Obliczone
warto$ci AIP oraz BDE dla o,p-dihydro-3,4",5-THS wskazuja, ze aktywno$¢ antyoksydacyjna
jest zalezna od obecnos$ci wiazania winylowego. Brak wigzania winylowego w tym zwiazku
prowadzi do znaczacego zwigkszenia wartosci AIP i, tym samym, do oslabienia jego zdolno-
sci elektronodonorowych. Medium wodne wptywa w znaczacy sposob na wartosci AIP (Ta-
bela 4.16.1.) [187] — obserwujemy w nim wyrazne zmniejszenie wartosci tego parametru, w
poréwnaniu z proznia. Wynik wskazuje, ze woda utatwia jonizacj¢ badanych polifenoli, dla-
tego zwiazki te moga efektywnie zmiata¢ wolne rodniki zgodnie z mechanizmem ET. W me-
dium wodnym BDE przyjmuje nieznacznie wyzsze wartosci niz w prozni. Stad wnioskujemy,
ze: woda zmniejsza podatno$¢ grup hydroksylowych na rozpad homolityczny, mechanizm
HAT moze dominowa¢ w srodowisku niepolarnym bton lipidowych.

Stereoizomery cis sa mniej podatne na jonizacjg i transfer wodoru na rodniki niz trans

[187]. Silnie zgigta geometria rodnikéw fenoksylowych izomerdw cis utrudnia delokalizacje
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elektronu wzdhuz szkieletu stilbenowego, natomiast nieptaska geometria form neutralnych

zwigksza trwato$¢ wiazania O-H 1 powoduje nieefektywna delokalizacjg elektronow © w pier

Scieniach aromatycznych.

Rys. 4.16.1. Trojwymiarowy rozklad ggstosci spinowej otrzymany za pomoca B3LYP/6-
311G(d,p) w prozni dla 4°-O- i1 4-O-rodnikéw tlenowych: a)TR, b) trans-4,4*-DHS, c) trans-
3,4,5-THS, d) trans-3,4,4"-THS, e) trans-3,4-DHS, f) a,B-dihydro-3,4",5-THS oraz g) CR

Kontur obitalu HOMO jest zdelokalizowany na calym szkielecie trans-stilbenowym ba-

danych zwiazkow, przy czym, najwigksza gestos¢ prawdopodobienstwa obserwujemy w po-
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zycjach 4°-0O, 4-O oraz wzdtuz wiazania winylowego [187]. Duzy stopien delokalizacji orbi-
talu HOMO dowodzi, ze zwiazki te posiadaja duzo aktywnych centréw reakcyjnych typu re-
dox. W przypadku o,B-dihydro-3,4",5-THS obserwujemy, ze orbital ten jest tylko zlokalizo-
wany na pierscieniu a, poniewaz brak wigzania winylowego uniemozliwia petna delokalizacj¢
orbitalu HOMO.

Najwigkszy przyczynek do catkowitej gestosci spinowej pochodzi od atoméw tlenu 4°-
O oraz 4-O [187]. Najmniejsze warto$ci ggstosci spinowej na atomach O4" oraz O4 w trans-
3,4,4-THS dowodza, ze polifenol ten jest najefektywniejszym antyoksydantem sposrod
wszystkich analizowanych. W przypadku 4'-O-rodnikéw trans-4,4"-DHS, trans-3,4,4'-THS
oraz a,B-dihydro-3,4",5-THS gestos¢ spinowa gtownie pochodzi od pierscienia a, natomiast w
przypadku 4-O-rodnikow trans-3,4-DHS, trans-3,4,5-THS, trans-3,4,4"-THS pochodzi gtéw-
nie od pier§cienia b. W 4°-O-rodniku o,B-dihydro-3,4",5-THS obserwujemy mata ggsto$¢ spi-
nowa na atomie tlenu 4°-O z powodu braku wiazania winylowego. Ponadto, w cis 4'-O-
rodnikach gegsto$¢ spinowa na atomach wiazania winylowego przyjmuje duzo wigksze warto-
sci, niz w przypadku izomerow trans (Rys. 4.16.1.). Ggsto$¢ spinowa na atomie O4" TR jest
mniejsza, niz na tym samym atomie CR. Dowodzi to, ze TR jest silniejszym antyoksydantem,
niz CR oraz, ze 4'-O-rodnik TR jest bardziej stabilny energetycznie, niz 4'-O-rodnik CR. W
medium wodnym wartosci tego parametru sa mniejsze niz w prozni (Tabela 4.16.2), dlatego
badane rodniki sa bardziej stabilizowane przez medium wodne, a badane polifenole wykazuja
wigksza aktywno$¢ przeciwutleniajaca niz TR [187]. Obliczone wartosci ggstos$ci spinowej w
medium wodnym potwierdzaja, ze wszystkie stereoizomery trans badanych pochodnych TR

sa silniejszymi antyoksydantami niz on sam.

4.17. Zalezno$¢ struktura — aktywno$¢ antyoksydacyjna oligomerdow, glukozydow oraz

siarczanow(VI) TR

Deskryptory antyoksydacyjne (BDE i AIP) réwnowagowych geometrii oligomeréw TR
(trans-o-winiferyny, cis-e-winiferyny, trans-d-winiferyny-A, trans-6-winiferyny-B, pallidolu,
gnetiny H oraz a-winiferyny), dimeru 4,4"-DHS, glukozydow (izomery geometryczne piceidu
oraz tranms-astringina) oraz 3-O-glukuronianu (Rys. 1.1.2. 1 1.1.3.) TR obliczono na poziomie
B3LYP/6-311G(d,p) w prozni oraz medium wodnym korzystajac z medelu C-PCM [188].

Wyniki obliczen (Tabele 4.17.1.) pokazuja, ze wszystkie oligomery, glukozydy oraz 3-
O-glukuronian charakteryzuja si¢ mniejsza wartos$cia AIP niz TR [188] i, tym samym, maja

one wigksze zdolnosci elektronodonorowe niz TR. a-Winiferyna oraz 3-O-glukuronian sa
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najbardziej podatne na transfer elektronu podczas reakcji z wolnymi rodnikami. Obecno$¢ w
centralnej czgsci czasteczki a-winiferyny szkieletu cyklooktanowgo oraz trzech fragmentow
dihydrofuranowych jest gtéwnym czynnikiem strukturalnym, ktory determinuje duza aktyw-
no$¢ antyoksydacyjna. Wyniki dowodza, ze cis-stereoizomery e-winiferyny oraz piceidu sa
mniej podatne na transfer elektronu niz ich stereoizomery trans [188]. Silnie zgigty szkielet
stilbenowy w izomerach cis oraz ich kationorodnikach powoduje wzrost wartosci AIP 1 jed-
nocze$nie zmniejsza aktywnos$¢ antyoksydacyjng. 4'-B-O-D-glukopiranozyd TR jest mniej
podatny na oddawanie elektronu, niz trans-piceid. Dlatego zdolno$ci elektronodonorowe sa
silnie uzaleznione od lokalizacji podstawnika glukopiranozowego w szkielecie trans-
stilbenowym. Pallidol, w porownaniu z innymi oligomerami charakteryzuje si¢ mata podatno-
$cig na oddawanie elektronu. Najprawdopodobniej jest to spowodowane brakiem w tym oli-
gomerze szkieletu trans-stilbenowego. AIP przyjmuje w medium wodnym wartosci zdecy-
dowanie mniejsze niz w prézni (Tabela 4.17.1.) [188]. Silne oddziatywanie polarnego me-
dium z dodatnio naladowanymi kationorodnikami przyczynia si¢ do tak duzych r6znic w war-
tosciach AIP. Wynik ten dowodzi, ze machanizm zmiatania wolnych rodnikow oparty na
transferze elektronu z antyoksydanta na rodnik bgdzie badziej preferowany w medium wod-
nym niz w niepolarnym. Obliczone warto$ci AIP w wodzie dowodza, Ze a-winiferyna oraz 3-
O-glukuronian sa najbardziej podatne na jonizacjg.

Wiazanie 40-H w szkielecie frans-stilbenowym stereoizomerow e-winiferyny, dimeru
trans-4,4"-DHS, gnetiny H oraz wiazanie 30-H w stereoizomerach frans-d-winiferyny jest
najbardziej podatne na rozpad homolityczny (Tabela 4.17.2.) [188]. Dlatego grupa 4-OH
gtownie determinuje aktywnos$¢ antyoksydacyjna. Wartosci BDE dla trans-o-winiferyny-A sa
zdecydowanie mniejsze, niz dla trans-d-winiferyny-B. W rezultacie frans-6-winiferyna-A ma
wigksza zdolno$¢ do transferu wodoru, niz frans-d-winiferyna-B. Analiza geometrii tych ste-
reoizomerow sugeruje, ze wystgpowanie w nich pierscieni ¢ i d w konfiguracji trans ma duzy
wpltyw na zwigkszenie trwatosci wiazan O-H w trans-6-winiferynie-B. Ponadto, w trans-e-
winiferynie oraz frans-piceidzie wiazanie 4'O-H jest stabsze niz w stereoizomerach cis. Stad
wnioskujemy, ze stereoizomery trans posiadaja wigksze zdolnosci do oddawania wodoru, niz
stereoizomery cis 1 dzigki temu mechanizm HAT jest dla nich bardziej preferowany. W a-
winiferynie wiazania 2'O-H oraz 20-H sa najstabsze, gdyz dla nich BDE przyjmuje najmniej-
sze wartosci. BDE dla pallidolu przyjmuje podobne wartosci, co jest spowodowane syme-
tryczna geometria tego dimeru. Takie podobienstwo aktywnosci antyoksydacyjnej grup O-H

sugeruje, ze pallidol moze by¢ efektywnym zmiataczem wolnych rodnikéw, w ktorym
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wszystkie te grupy beda uczestniczyly w reakcji z wolnymi rodnikami [188]. Symetryczna
budowa a-winiferyny sprawia, ze w tym zwiazku réwniez wszystkie wigzania O-H cechuje
podobna stabilno$¢. Nalezy jednakze podkresli¢, ze sposrod wszystkich wigzan O-H w a-
winiferynie, wigzania 2-O-H oraz 2'-O-H sa najbardziej podatne na rozpad. Poréwnujac obli-
czone warto$ci BDE oraz AIP dla badanych zwiazkow widzimy, ze AIP przyjmuje duzo
wigksze warto$ci niz BDE w prozni oraz w medium wodnym [188]. Oznacza to, Ze oligomery
TR, glukozydy TR oraz 3-O-glukuronian TR zmiataja wolne rodniki zgodnie z mechanizmem
HAT.

Wartosci BDE (Tabela 4.17.2.) dla wiazania 4°'O-H w TR, trans-piceidzie, 3-O-
glukuronianie sa nieznacznie mniejsze niz dla wigzania 50O-H [188]. W zwiazku z tym wnio-
skujemy, ze antyoksydanty te charakteryzuja si¢ podobna zdolnoscia do oddawania wodoru w
reakcji z rodnikami oraz, ze grupa 4°-OH jest szczegdlnie aktywna w reakcji z wolnym rodni-
kiem. Sposrod wszystkich badanych substancji frans-astringina charakteryzuje si¢ najmnie;j-
sza wartoscia BDE wiazania 4'O-H. Prawdopodobnie obecnos$¢ reszty glukopiranozowej
prowadzi do zmniejszenia trwatosci wiazania 4'O-H [188]. Obliczenia przewiduja roéwniez,
ze 3-O-glukuronian moze by¢ potencjalnym przeciwutleniaczem. Wynik ten dowodzi, ze na
poziomie komérkowym stres antyoksydacyjny moze by¢ zmniejszany zarowno przez TR, jak
1 glukuronian, ktéry jest tatwo rozpuszczalny w wodzie. Obliczone wartosci BDE wiazan 30-
H oraz 50-H w 4°-O-B-D-glukopiranozydzie TR pokazuja, ze glukozyd ten ma mniejsza
zdolno$¢ do transferu wodoru niz TR [188]. Podstawienie atomu wodoru w grupie 4 -OH
reszta glukopiranozowa prowadzi do zmniejszenia aktywnosci przeciwutleniajacej. Wynik ten
dowodzi, ze zdolno$¢ glukozydow do oddawania wodoru jest skorelowana z lokalizacja resz-
ty B-O-glukopiranozowej w szkielecie trans-stilbenowym. Wynik ten potwierdza rezultat
uzyskany przez Kim i wsp. [163] — glukozyd ten jest stabszym przeciwutleniaczem niz TR w
procesie inhibicji peroksydacji lipidow.

Najmniejszy przyczynek do catkowitej wartosci gestosci spinowej pochodzi od atomoéw
tlenu wystepujacych w szkielecie trans- i cis- stilbenowym stereoizomerow o-winiferyny, -
winiferyny oraz gnetiny H. Stosunkowo mate warto$ci tego parametru potwierdzaja duza ak-
tywnos$¢ antyoksydacyjna tych substancji i trwato$¢ energetyczna rodnikow fenoksylowych
[188]. Rodnik 4-O dimeru 4,4'-DHS charakteryzuje si¢ najmniejsza wartoscia tego parametru
(Tabela 4.17.3.). Zatem, w dimerze tym wigzanie 40-H jest bardzo podatne na rozpad homo-
lityczny. Ponadto, wklad do catkowitej ggstosci spinowej od atomu 4'-O TR, trans-piceidu,

trans-astringiny oraz 3-O-glukuronianu jest mniejszy niz od pozostalych atoméw tlenu.
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Wigksza warto$¢ gestosci spinowej na 4°-O atomie tlenu w 4°-O-rodnikach cis izomerdéw e-
winiferyny oraz piceidu dowodzi, ze 4'O-rodniki w stereoizomerach frans sa stabilniejsze
energetycznie niz cis.

Analiza tréjwymiarowego rozktadu konturu orbitalu HOMO w badanych oligomerach i
glukozydach TR ujawnita, ze jest on gldwnie zlokalizowany na atomach szkieletu trans-
stilbenowego (Rys. 4.17.1.) [188] oraz wzdluz wiazania winylowego, a takze na atomach tle-
nu grup OH znajdujacych si¢ w tym szkielecie. Nalezy pokresli¢, ze w pallidolu kontur orbi-
talu HOMO jest zdelokalizowany wzdtuz calej czasteczki z powodu symetrycznej budowy
tego zwiazku. W konsekwencji, w pallidolu wszystkie grupy OH charakteryzuja si¢ podobna

aktywnoscia biologiczna, co znajduje swoje potwierdzenie w obliczonych wartosciach BDE

dla tego dimeru.
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Rys. 4.17.1. Rozktad konturu orbitalu HOMO w: a) trans-e-winiferynie, b) cis-e-winiferynie,
¢) trans-O-winiferynie-A, d) trans-d-winiferynie-B, e) pallidolu, f) gnetinie H, g) dimerze
trans-4,4"-DHS, h) trans-astringinie, 1) trans-piceidzie, j) cis-piceidzie, k) 3-O-glukuronianie
TR oraz 1) 4’-O-B-D-glukopiranozydzie TR

Otrzymane wyniki przyczyniaja si¢ do teoretycznego wyjasnienia ,,paradoksu francu-
skiego”. Do tej pory uwazano, ze lecznicze wlasciwos$ci czerwonego wina sa gtownie zdeter-
minowane przez obecno$¢ w nim TR. Niestety, i1lo§¢ zawartego w winie TR jest mata, co su-
geruje, ze polifenol ten nie jest gtéwna substancja decydujaca o aktywnosci biologicznej wi-
na. Przeprowadzone obliczenia pokazaly, ze wystepujace w czerwonym winie oligomery oraz
glukozydy sa silniejszymi antyoksydantami niz TR. Biorac pod uwage fakt, ze stezenia tych
zwiazkOdw w winie sa wigksze niz TR, nalezy przypuszczaé, ze duza antyoksydacyjna aktyw-
no$¢ czerwonych win wynika z obecnosci w nich bioaktywnego kompleksu, sktadajacego si¢
z oligomerow i glukozydow TR. Kolejnym etapem badan bgdzie wykazanie aktywnosci anty-
oksydacyjnej dla antocyjanidéw (palarginidyny oraz delfinidyny), ktére wystepuja w stosun-
kowo duzych ilo$ciach w czerwonych winach 1 sa silnymi przeciwutleniaczami. Poréwnanie

aktywnosci antyoksydacyjnej tych substancji, TR oraz oligomeréw i glukozydow TR bedzie
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stanowito kolejny krok w kierunku teoretycznego wyjasnienienia leczniczych i protekcyjnych
wiasciwos$ci wina.

Parametry antyoksydacyjne dla siarczanéw(VI) TR (Rys. 4.6.3.) wyznaczono przy za-
stosowaniu B3LYP/6-311++G(3df,2p), poniewaz obecnos¢ atomu siarki sprawia, ze uzycie
tej bazy funkcyjnej jest konieczne do prawidlowego opisu struktury elektronowej tych sub-
stancji. Obliczenia w medium wodnym wykonano, stosujac model solwatacyjny C-PCM. Ba-
dane siarczany(VI) charakteryzuja si¢ znacznie wigksza wartoscia AIP, niz TR w badanych
srodowiskach (Tabela 4.17.4.). Stad wnioskujemy, Ze siarczany(VI) sa stabszymi donorami
elektronu niz TR. Podobnie, jak we wczesniej analizowanych uktadach obserwujemy, ze w
medium wodnym parametr ten przyjmuje znacznie mniejsze wartosci, niz w prozni. W
zwiazku z tym siarczany sa bardziej efektywnymi zmiataczami wolnych rodnikow w medium
polarnym niz w niepolarnym. Sposrod wszystkich badanych zwiazkéw najmniejsza warto$cia
AIP charakteryzuje si¢ 3-O-siarczan(VI). Wynik ten dowodzi, ze wraz ze zmniejszeniem ilo-
$ci reszt siarczanowych zwigksza si¢ zdolno$¢ do oddawnia elektronu, a tym samym podat-
no$¢ na jonizacjg.

Obliczone wartosci BDE dla wiazan 4'O-H oraz 30-H w siarczanach(VI) (Tabela
4.17.4.) sa mniejsze niz w TR. Wynik ten dowodzi, ze siarczany(VI) efektywniej beda zmia-
taly wolne rodniki, niz TR, w wyniku przeniesienia wodoru z obojetnej czasteczki antyoksy-
danta na rodnik. Najprawdopodobniej obecno$¢ silnie elektronoakceptorowych grup siarcza-
nowych sprzyja zmniejszaniu trwatosci tych wiazan. Obliczone wartosci BDE dla TR przy
zastosowaniu metody B3LYP/6-311++G(3df,2p) pozostaja w zgodnoSci z wartoSciami
otrzymanymi przez Leopoldini i wsp. [160]. Nieznaczne réznice moga wynikac z zastosowa-
nia r6znych modeli solwatacyjnych. W siarczanach(VI) wiazanie 4'O-H charakteryzuje si¢
najmniejsza trwaloscia sposrod wszystkich grup OH dotaczonych bezposrednio do pierscieni
fenylowych. Porownujac otrzymane warto§ci BDE dla siarczanéw i TR wnioskujemy, ze
wszystkie siarczany(VI) sa silniejszymi antyoksydantami, niz TR. Duza polarno$¢ tych
zwiazkow 1, co za tym idzie, ich wysoka biodostgpnos¢ bedzie zapewnia¢ efektywne zmiata-
nie wolnych rodnikdéw na poziomie komoérkowym. TR w hepatocytach ulega biotransformacji
do siarczanow(VI). Ten fakt oraz wyniki obliczen wskazuja, ze siarczany(VI) wraz z TR w

komorkach bedg synergistycznie zmniejszaty stres antyoksydacyjny.
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4.18. Zaleznos¢ struktura — aktywnos¢ antyoksydacyjna polifenoli z orzecha ziemnego

(Arachis hypogaea)

W celu wykazania wtasciwosci antyoksydacyjnych polifenoli wystepujacych w orzechu
ziemnym (trans-arachidinu-1, frans-arachidinu-2, trans-arachidinu-3 oraz trans-3’-
izopentadienylo-3,5,4 -trihydroksystilbenu) (Rys. 1.8.1.) obliczono deskryptory antyoksyda-
cyjne (AIP oraz BDE) na poziomie B3LYP/6-311G(d,p). Parametry geometryczne 1 antyok-
sydacyjne wyznaczono w prézni i w medium wodnym, korzystajac z modelu C-PCM. Prze-
prowadzone obliczenia mialy na celu znalezienie korelacji migdzy aktywnoscia antyoksyda-
cyjna, a obecnoscia w badanych zwiazkach szkieletu izopentenylowego oraz izopentadieny-
lowego. Obliczono warto$ci BDE dla wiazania 4°'O-H, gdyz ono, podobnie jak w TR grupa
4°-OH, jest najbardziej reaktywne. Obliczenia te pozwolily porownaé jego trwalos¢ ze stabil-
noscia wiazania 4'-O-H w czasteczce TR.

Wszystkie badane zwiazki charakteryzuja si¢ znacznie mniejszymi wartosciami AIP,
niz TR w prozni oraz w medium wodnym (Tabela 4.18.1.). Zatem polifenole te charakteryzu-
ja si¢ wigksza aktywnoscia elektronodonorowa, niz TR. Zmniejszenie wartosci AIP w poréw-
naniu z TR moze by¢ zwiazane z obecnoscia szkieletu izopentenylowego oraz izopentadieny-
lowego, ktory zapewnia wigkszy stopien delokalizacji niesparowanego elektronu w kationo-
rodnikach. Silna delokalizacja przyczynia si¢ do zwigkszenia trwalosci energetycznej kationo-
rodnikow 1, w efekcie, prowadzi do zmniejszania warto$ci AIP. Ponadto, w medium wodnym
warto$ci AIP sa znacznie mniejsze, niz w prézni i, w konsekwencji, badane polifenole sa bar-
dziej podatne na transfer elektronu w wodzie niz w srodowisku niepolarnym.

Warto$ci BDE wiazan 4'O-H dla badanych polifenoli sa mniejsze, niz dla TR (Tabela
4.18.1.). Dla trans-arachidinu-1 mata trwato$¢ tego wiazania jest wynikiem silnego oddziaty-
wania wodorowego migdzy grupa 4'-OH a 3'-OH. Uzyskane wyniki dowodza, Zze obecno$¢
szkieletu izopentenylowego oraz izopentadienylowego prowadzi do zmniejszenia trwato$ci
wiazan 4’ O-H. Mata odlegtos¢ miedzy grupa 4'-OH oraz izopentadienylowa, sprzg¢zony uktad
wigzan podwojnych w tym podstawniku oraz znaczna stabilizacja rezonansowa 4'-O-
rodnikéw, sa gtownymi czynnikami, zmniejszajacymi warto$¢ BDE. Wiazanie 4'O-H w $ro-
dowisku wodnym jest mniej podatne na rozerwanie homolityczne niz w prézni. Wynik ten
wskazuje, ze w mediach niepolarnych badane polifenole beda efektywniej zmiataty wolne
rodniki zgodnie z mechanizmem HAT, niz w mediach polarnych. Podsumowujac, nalezy

stwierdzi¢, ze polifenole wystepujace w orzechach ziemnych sa silniejszymi zmiataczami
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wolnych rodnikow niz TR. Otrzymane wyniki potwierdzaja wnioski Chang 1 wsp. [177], do-
wodzace, ze ekstrakt polifenoli wyizolowany z orzeszkdw ziemnych charakteryzuje si¢ silna

aktywno$cia antyoksydacyjna.

4.19. Zalezno$¢ struktura — aktywnos$¢ antyoksydacyjna metoksylowych pochodnych TR
iPC

Parametry antyoksydacyjne (AIP, BDE) wyznaczono na poziomie B3LYP/6-311G(d,p)
dla rownowagowych geometrii nastgpujacych metoksylowych pochodnych TR: pterostilbenu,
hydropterostilbenu, rapontygeniny oraz izorapontygeniny (Rys. 4.5.1.). W zwiazku z tym, ze
rapontygenina, hydropterostilben oraz izorapontygenina sa metoksylowymi pochodnymi PC,
wyznaczono takze te parametry dla tego polifenolu. Celem wykonanych obliczen byto zbada-
nie wplywu podstawnika metoksylowego 1 jego lokalizacji w szkielecie frans-stilbenowym na
aktywnos$¢ przeciwutleniajaca.

Obliczone warto$ci AIP dla badanych substancji sa mniejsze, niz dla TR w analizowa-
nych mediach (Tabela 4.19.1.). W zwiazku z tym obecno$¢ grup metoksylowych zwigksza
zdolno$ci elektronodonorowe badanych substancji. Rapontygenina, izorapontygenina oraz
hydropterostilben charakteryzuja si¢ mniejsza warto$cia AIP niz pterostilben. Wynik ten do-
wodzi, ze wraz ze wzrostem ilosci grup hydroksylowych wzrasta podatno$¢ antyoksydanta na
jonizacje. W medium wodnym obserwujemy zdecydowane zmniejszenie wartosci AIP w po-
réwnaniu z préznia. Dlatego w wodzie, badane substancje beda szczegodlnie silnie podatne na
jonizacjg. Rapontygenina, izorapontygenina oraz hydropterostilben charakteryzuja si¢ mniej-
sza warto$cig parametru AIP niz PC. Wynik ten dowodzi, ze podstawienie atomoéw wodoru
grup OH piceatannolu grupa metylowa zwigksza zdolnosci elektronodonorowe pochodnych
metoksylowych.

W metoksylowych pochodnych wiazanie 4'O-H jest trwalsze, niz w TR oraz charakte-
ryzuje si¢ najmniejsza wartoscia BDE 1 jest, tym samym, najbardziej podatne na rozpad ho-
molityczny (Tabela 4.19.1.). W rapontygeninie wiazanie to jest mniej trwale, niz w pterostil-
benie, gdyz oddzialywanie grupy metoksylowej z grupa 4’ -OH prowadzi do ostabienia tego
wiazania. W przypadku PC wigzanie 3 O-H jest najmniej trwate sposrod wszystkich pozosta-
tych wiazan O-H, co zostato réwniez potwierdzone w omawianej wczesniej analizie struktu-
ralnej. Silne wiazanie wodorowe migdzy grupami 3'OH 1 4°-OH powoduje zmniejszenie
trwalos$ci tego wiazania. To dowodzi, ze aktywnos$¢ antyoksydacyjna PC jest gtownie zdeter-

minowana duza reaktywnos$cia wodoru z grupy 3°-OH. Uzyskane rezultaty pokazuja, ze po-
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chodne metoksylowe sa mniej efektywnymi donorami wodoru niz TR. Obecnos¢ elektrono-
donorowych i stabo aktywujacych pierscien fenylowy grup metoksylowych w pozycji orto i
meta przyczynia si¢ do wzmocnienia wigzan O-H. Ponadto, bazujac na fakcie, ze wartos$ci
BDE sa znacznie mniegjsze, niz AIP, mozna wnioskowac, ze pochodne te w uktadach biolo-
gicznych beda reagowaly z rodnikami zgodnie z mechanizmem HAT. Uzyskane wyniki sa
zgodne z wynikami eksperymentalnymi Stivali 1 wsp. [81], ktorzy na podstawie empirycz-
nych parametréw antyoksydacyjnych stwierdzili, ze pochodne metoksylowe TR sa stabszymi

przeciwutleniaczami niz TR.
5. WNIOSKI

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych obliczen kwantowo-mechanicznych mozemy

sformutowac nastgpujace wnioski:

1. Najbardziej stabilne energetycznie struktury TR oraz jego frans-pochodne (hydroksy-
lowe, metoksylowe, glukozydy oraz 3-O-glukuronian), zoptymalizowane przy pomocy
metody DFT, charakteryzuja si¢ w badanych mediach obecnos$cia ptaskiego szkieletu
trans-stilbenowego. Struktura TR otrzymana za pomoca metody MP2 1 HF na poziomie
baz gaussowskich jest silnie zgigta, natomiast wraz ze wzrostem funkcji bazowych w
bazach Dunninga, dazy do konformacji ptaskiej. Rownowagowa geometria TR wyzna-
czona na PES, wygenerowanym na poziomie MP2(full)/aug-cc-pVTZ jest ptaska. Wy-
nik ten dowodzi, ze TR posiada plaska geometri¢ szkieletu trans-stilbenowego na po-
ziomie metod DFT i MP2. Badania NMR w roztworze wodnym potwierdzaja ptaska
konformacj¢ TR [218]. Steroizomery cis badanych substancji posiadaja szkielet stilbe-
nowy zgiegty, niezaleznie od zastosowanej metody 1 bazy funkcyjnej z powodu istnienia
zawady sterycznej. Uzyskane wyniki pozwolily w sposdb jednoznaczny rozwiazaé pro-
blem geometrii TR.

2.  Wszystkie zoptymalizowane rodniki fenoksylowe, kationorodniki oraz formy anionowe
posiadaja ptaski szkielet trans-stilbenowy w badanych mediach, co zapewnia korzystna
energetycznie delokalizacje niesparowanego elektronu i wolnej pary elektronowe;.
Formy rodnikowe oraz anionowe sg silnie stabilizowane przez rezonans.

3. TR jest labilny torsyjnie, a proces izomeryzacji TR w CR jest endoenergetyczny i prefe-
rowany energetycznie. Z kolei, obliczone warto$ci zmiany entalpii swobodnej Gibbsa

wskazuja, ze proces ten nie zachodzi samorzutnie. Podczas rotacji pierScieni fenylo-

147



148

wych wokoét wiazan pojedynczych C4-C7 oraz C8-C9 stabnie n-m koniugacja migdzy
pierscieniami fenylowymi.

TR jest silniejszym przeciwutleniaczem, niz CR. Mechanizm HAT jest bardziej prefe-
rowany w medium etanolowym, niz w wodnym, natomiast w wodzie TR jest bardziej
podatny na jonizacj¢ niz w etanolu. W zwiazku z tym, ze warto$ci BDE sa znacznie
mniejsze niz AIP, TR zmiata wolne rodniki zgodnie z mechanizmem HAT w rozwaza-
nych mediach. W medium wodnym polifenol ten jest bardziej podatny na jonizacj¢ niz
w etanolowym. Plaska geometria szkieletu trans-stilbenowego TR zwigksza podatnos¢
wigzania 4’-O-H na rozpad homolityczny w badanych mediach. Wyniki obliczen do-
wodza, ze TR w plaskiej konformacji jest silniejszym przeciwutleniaczem niz w kon-
formacji zgigtej.

Stereoizomery frans badanych substancji wykazuja wigksza aktywnos$¢ antyoksydacyj-
na niz cis. Wiazanie winylowe, ilo$¢ i lokalizacja polarnch grup hydroksylowych oraz
ptaski szkielet trans-stilbenowy sa gtownymi parametrami geometrycznymi, ktore za-
pewniaja badanym zwiazkom efektywne zmiatanie wolnych rodnikow w uktadach bio-
logicznych.

Pochodne hydroksylowe, oligomery, glukozydy, siarczany(VI) oraz 3-O-glukuronian
TR sa silniejszymi antyoksydantami w badanych mediach, niz TR. Otrzymane wyniki
teoretycznie wyjasniaja tzw. ,paradoksu francuskiego”. Do tej pory uwazano, ze lecz-
nicze wlasciwosci czerwonego wina sa gtownie zdeterminowane przez obecno$¢ w nim
TR. Ilo$¢ zawartego w winie TR jest mata, co sugeruje, ze polifenol ten nie jest gtéwna
substancja decydujaca o aktywnosci biologicznej wina. Poniewaz wystepujace w czer-
wonym winie oligomery oraz glukozydy (trans-astringina i trans-piceid) sa silniejszymi
antyoksydantami, niz TR, a ich stgzenia w winie sa wigksze, niz TR, nalezy przypusz-
cza¢, ze duza antyoksydacyjna aktywno$¢ czerwonych win wynika z obecno$ci w nich
bioaktywnego kompleksu sktadajacego si¢ z oligomeréw 1 glukozydéw TR. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze gtéwne metabolity TR, takie, jak siarczany(VI) oraz 3-O-
glukuronian moga synergistycznie zmniejszac stres antyoksydacyjny w komoérkach. Po-
nadto fakt, ze siarczany(VI) oraz 3-O-glukuronian sa znacznie mniej toksyczne niz inne
polifenole, a jednoczesnie bardziej od nich aktywne antyoksydacyjne oraz lepiej biodo-
stgpne sprawia, ze zwiazki te moga wykazywac silniejsze dziatanie farmakologiczne niz

czysty TR.



10.

TR tworzy energetycznie stabilne kompleksy z jonem Cu’", 5'-monofosforanem(V)
tymidyny, dinukleotydem oraz fosfolipidem (cis,cis-2,3-dilinolenolanem-1-fosforan(V)
glicerolu). W kompleksach tych szkielet trans-stilbenowy jest ptaski, a hydratacja jonu
Cu”" powoduje znaczne obnizenie trwatosci tych kompleksow. W obecnosci TR naste-
puje rozerwanie wigzania fosfodiestrowego, ktoremu towarzyszy przeniesienie protonu
z grupy 4 -OH TR na atom 3°O deoksyrybozy. Wyniki te pozwalaja wyttumaczy¢ silng
aktywno$¢ antynowotworowa i antylipemiczna TR i jego kompleksow z jonami Cu®".
Mechanizm oparty na insercji rodnika hydroksylowego do wiazania winylowego jest
najbardziej preferowany termodynamicznie. Dlatego TR jest antyoksydantem, ktory
moze zmiata¢ wolne rodniki zgodnie z kilkoma niezaleznymi mechanizmami antyoksy-
dacyjnymi. Otrzymany wynik thumaczy duza aktywno$¢ antyoksydacyjna TR w komor-
kach zywych, ktéra mozemy poréwnac z dysmutaza ponadtlenkowa.

TR i hydroksymocznik sa efektywnymi inhibitorami aktywnosci reduktazy rybonukle-
otydowej. Uzyskany wynik wyjasnia aktywno$¢ antyproliferacyjna TR oraz sugeruje, ze
inhibicja tego enzymu moze by¢ kompetycyjna. Wyniki pokazuja, ze TR moze by¢ po-
tencjalnym chemoterapeutykiem, ktory efektywnie hamuje proces powstawania deoksy-
rybonukletydow w komodrkach nowotworowych oraz w wirusach zawierajacych DNA
TR toworzy stabo zwiazane kompleksy z molekula wody. Wynik ten pokazuje, ze TR
jest substancja hydrofobowa, ktora posiada duza zdolnos$¢ do transferu przez niepolarne

btony biologiczne.
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Tabela 1.1.1. Zrédta wystepowania TR oraz innych stilbenoidéw w przyrodzie i w produk-
tach zywno$ciowych

Stilbenoid Produkt ZzywnoS$ciowy Literatura
Jeandet i wsp. 1995, Wang i wsp. 2002, Vian i wsp.
Winogrona 2005, Liew 1 wsp. 2005, Gonzalez-Barrio i wsp. 2005,
Yilmaz i wsp. 2004, Roldan i wsp. 2003
Cantos 1 wsp. 2003, Wang i wsp. 2002, Vian i wsp.
Wino 2005, Liew i wsp. 2005, Shu i wsp. 2005, Gambuti i
wsp. 2004
Szyszki chmielu Tedesco i wsp. 2005, Jerkovic i wsp. 2005, Callemien i
wsp. 2005
Boréwka czarna Ehala i wsp. 2005, Lyons i wsp. 2003, Rimando i wsp.
2004
Boréwka wysoka,
Vacczmgm angystzfohum, Lyons i wsp. 2003., Rimando i wsp. 2004
Vaccinium virgatum,
Vaccinium elliottii
Borowka Vaccini
orow. .a -accznlum Ehala i wsp. 2005
vitis-idaea
Jurawina Ehala i wsp. 2005, Wang i wsp. 2002, Rimando i wsp.
2004
Resweratrol Boréwka .Vaccmlum Rimando i wsp. 2004
stamineum
Boréwka Vaccinium
vitis-ideae var. vitis- Rimando i wsp. 2004
ideae
Borowka Vaccini
orowka Faccinium Rimando i wsp. 2004
arboreum
Borowka b i
orowlka brusziica Rimando i wsp. 2004
(czerwona)
Truskawka Ehala i wsp. 2005
Czerwona porzeczka Ehala i wsp. 2005
Rabarbar Kageura i wsp. 2001
Pistacja wtasciwa Tokusoglu i wsp. 2005
Morwa Deshpande i wsp. 1975
Liu i wsp. 2003, Tokusoglu i wsp. 2005, Wang i wsp.
Orzech ziemn 2005, Frank i wsp. 2003, Chen i wsp. 2002, Chung i
Y wsp. 2000, Sanders i wsp. 2000, Sobolev i wsp. 1999,
Schoppner i wsp. 1984
Masto orzechowe Sobolev i wsp. 1999, Ibern-Gomez i wsp. 2000
Winogrona Cantos i wsp. 2003
Wino Cantos i wsp. 2003
Piceatannol - - -
Trzcina cukrowa Brinker i wsp. 1991
Rabarbar Kageura i wsp. 2001
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Borowka Vaccinium
stamineum

Rimando i wsp. 2004

Boréwka wysoka

Rimando i wsp. 2004

Skinnider i wsp. 1986, Kodan i wsp. 2002, Chiron i

Pinosylwina Orzeszki piniowe wsp. 2000, Wollenweber i wsp. 2003, Lee i wsp. 2005,
Schanz i wsp. 1992
. Matsuda i wsp. 2001, Matsuda i wsp. 2000, Ko i wsp.
Rapontygenina Rabarbar 1999, Suresh i wsp. 2004
. Adrian i wsp. 2000, Pezet i wsp. 1998, Douillet-Breuil 1
Winogrona
wsp. 1999
Borowk -
orowka Vaccinium Rimando i wsp. 2004
virgatum
Pterostilben Borowka Vaccini
orow a. aectmum Rimando i wsp. 2004
stamineum
Ekologiczne i uprawiane
tradycyjnie borowki do- Remsberg i wsp. nieopublikowany
stepne w sprzedazy
Winogrona Waffo-Teguo i wsp. 2001, Landrault i wsp. 2002
Astringina . Carando i wsp. 1999, Ribeiro de Lima i wsp. 1999,
Wino . .
Vitrac 1 wsp. 2005
Winogrona Bavaresco i wsp. 2003
Piceid Wino Vian i wsp. 2005, Ribeiro de Lima i wsp. 1999, Vitrac i
wsp. 2005, Moreno-Labanda i wsp. 2004
Szyszki chmielu Jerkovic 1 wsp. 2005, Callemien i wsp. 2005
Winogrona Huang i wsp. 2005, Zhang i wsp. 2004, Pezet i wsp.
Winiferyna 2003
Wino Vitrac i wsp. 2005
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Tabela 1.1.2. Farmakologiczne i farmakokinetyczne badania TR

Model
) Droga podania Podsumowanie Literatura
zwierzecy
Szczur Dozylna (IV) Znaczaca biodostepno$¢ dla serca, powinowactwo do tkanki nerek Bertelli i wsp. 1996
Szczur/mysz Dootrzewnowa (IP) Calkowita ilo$¢ resweratrolu w moczu i surowicy krwi w formie sprz¢zonej Yuiwsp. 2002
Szczur Pokarmowa "C-TR preferuje zotadek, watrobe, nerki, tkanki jelita; jest eliminowany z zokcig i moczem Vitrac i wsp. 2004
Dozylna (IV) i pokar- Wzmozona recyrkulacja wewnatrz watroby, jelito odgrywa wazna rolg¢ w glukuronidacji re-
Szczur Y mowa P sweratrolu, przechodzi intensywna glukuronidacjg — efekt pierwszego przejscia, biodostgp- Marier i wsp. 2002
no$¢ w przyblizeniu 38%, dominuje wydalanie z z6lcia
Mysz Pokarmowa Redukcja masy i objgtosci nowotworu, redukcja przerzutdéw nowotworowych do ptuc Kimura i wsp. 2000
Mysz Dozotadkowa (IG) Zwigkszenie proliferacji limfocytow i produkcji IL-2 Feng i wsp. 2002
Mysz Miejscowa Hamowanie obrzgku skory, wywolanego promieniami UVB Afaq i wsp. 2003
Myszoskoczek Dootrzewnowa (IP) Przekracza barierg krew-mozg, chroni przed niedokrwieniem mézgu Wang i wsp. 2002
Krolik Dozotadkowa (IG) Ograniczenie funkcji srodbtonka Zou i wsp. 2003
Crlowick Pokarmowa Absorpcja resweratrolu w aktywpych farmakolqg{cz'rlle stqzeplach z soku winogronowego Pace-Asciak i wsp.
zmniejsza ryzyko miazdzycy tetnic 1996
Czlowiek Pokarmowa Resweratrol dominuje w moczu i w surowicy krwi w postaci sprzezone;j Yu i wsp. 2002
Crlowick Pokarmowa Metabolity sa nieaktywne w badaniach antywirusowych nad HIV w odniesieniu do samego Wang i wsp. 2004
resweratrolu
Ludzkie . s S L
. Pokarmowa Nieodwracalny inhibitor CYP 3A4, odwracalny inhibitor CYP 2EI Piver i wsp. 2001
mikrosomy
Crlowick Pokarmowa Aktywnos¢ antyoksydacyjna, resweratrol z powodu niewielkiej dostgpnosci biologiczne;j Vitaglione i wsp.

raczej nie daje znaczaco korzystnych efektéw zdrowotnych

2005
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Tabela 1.1.3. Zawarto$¢ stilbenoidow w winach z Francji i Portugalii [mg/L]

trans-astringina trans-piceid cis-piceid TR CR Stilbeny,
Wino ] ] ] ] . razem

min—maks av min—maks av min—maks | av | min-maks av | min—maks | av (av)
jednogatunkowe biafe wina, |\ 15 ol 54 | pwss | 26 | nw40 | 13| nw-21 | 06| nw-l7 | 04 10,2
Portugalia (50)

) o wi

mieszane biale wina, 24113 | 55 | 1247 | 29 | nw=28 | 12| nwo05 | 05| nwo09 | 02| 104
Portugalia (9)
Wwzmocrione wina, nw—134 | 80 | 1,670 | 45 | nw=39 | 1,6 | 03=21 |08 | nw-06 | 0,1 | 151
Portugalia (15)
jednogatunkowe czerwone |\ 359 | 104 | nw-508 | 11.8 | nw-17.9 | 50 | nw-57 | 1.0 | nw-9.5 | 2.6 30,6
wina, Portugalia (34)
fieszane czerwone wind, w248 | 103 | nw-17,1 | 80 | nw-81 |33 | nw=39 | 15| 0740 | 21| 251
Portugalia (5)
czerwone wina, Francja (7) 2,5-26,1 | 13,1 3,1-32,8 | 13,0 nw-5,3 | 1,9 0,6-6,8 3,0 1,1-5,3 | 2,6 33,7
biate wina, razem (74) nw—15,6 | 5,9 nw—7,0 3,0 nw—4,0 | 1,4 nw—2,1 0,6 nw—1,7 | 0,3 11,2
czerwone wina, razem (46) nw-35,9 | 10,8 nw-50,8 | 11,6 nw—-17,9 | 4,3 nw—6,8 1,3 nw-9,5 | 2,5 30,5
wina, razem (120) nw—35.,9 7,8 nw-50,8 | 6,3 nw—179 | 2,5 nw—6,8 0,9 nw—9,5 1,1 18,6
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Tabela 1.5.1. Wptyw resweratrolu na nowotwory

Typ komdrek

Dzialanie

Literatura

Inhibicja proliferacji,

inhibicja wzrostu komorek

Biataczka (limfocyty B) indukcja apoptozy Billard i wsp. 2002
Biataczka (HLG60) Indukcja apoptozy, Dorrie 1 wsp. 2001,
Kang i wsp. 2003

Biataczka (limfocyty T u os6b
dorostych)

Indukcja apoptozy

Hayashibara i wsp. 2002

Biataczka (THP-1)

Indukcja apoptozy,
inhibicja wzrostu komorek

Tsan i wsp. 2000,
Pemdurthi i wsp. 2002

Piersi (MDA-MB-231)

Indukcja apoptozy,
inhibicja proliferacji i wzrostu
komorek

Mgbonyebi i wsp. 1998,
Scarlatti i wsp. 2003

Piersi (MCF-7)

Indukcja apoptozy,
inhibicja wzrostu

Mgbonyebi i wsp. 1998,
Serrero 1 wsp. 2001,
Luiwsp.1999

Okreznica (HCT-116)

Indukcja apoptozy

Mahyar-Roemer i wsp. 2001,
Wolter i wsp. 2002

Okre¢znica (Caco-2)

Indukcja apoptozy

Wolter i wsp. 2002

Okreznica
(F344 szczurzy model)

Inhibicja powstawania raka
okreznicy

Tessitore i wsp. 2000

Prostata (LnCap)

Inhibicja wzrostu

Hsieh i wsp. 2000,
Stewart i wsp. 2004

Prostata (DU-145)

Indukcja apoptozy,
inhibicja wzrostu

Lin i wsp. 2002,
Kampa i wsp. 2000

Prostata (PC-3)

Indukcja apoptozy,
inhibicja wzrostu

Stewart 1 wsp. 2004

Watroba (HepG2)

Inhibicja wzrostu,
zmniejszenie naciekania komo-
rek HepG2 indukowanego przez
Czynnik Wzrostu Hepatocytow

De Ledinghen i wsp. 2001

Watroba (Fao szczurzy model)

Zahamowanie cyklu komorko-
wego, inhibicja proliferacji

Delmas i wsp. 2000

Ahmad i wsp. 2001,

Czerniak (A431) Indukcja apoptozy Adhami i wsp. 2001
Czerniak (A375) Indukcja apoptozy Niles i wsp. 2003
. . Niles i . 2003,
Czerniak (SK-Mel-28) Indukcja apoptozy La;rzss; ijvps p. 2003
Jajniki (PA-1) Indukcja apoptozy Yang i wsp. 2003

Endometrium
(§luzowka macicy)

Inhibicja proliferacji

Bhat i wsp. 2001
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Tabela 4.1.1. Rownowagowe wartoéci dtugoéci wiazan [A], katow [deg] i catkowitej energii
TR wyznaczone za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/aug-cc-pVDZ

Baza funkcyjna
Parametr 6-311G(d,p) aug-cc-pVDZ | 6-311G(d,p) | 6-311G(d,p)

proznia proznia woda etanol
04)-C(1) 1,365 1,371 1,360 1,361
03)-C(11) 1,367 1,373 1,363 1,363
0(5)-C(13) 1,367 1,373 1,363 1,364
0@)-H@4) 0,963 0,965 0,983 0,982
O(5)-H(5) 0,962 0,965 0,982 0,981
0@3)-H(3) 0,962 0,965 0,982 0,981
C(7)-C(8) 1,345 1,351 1,347 1,347
C4)-C(7) 1,463 1,466 1,464 1,465
C(8)-C(9) 1,466 1,469 1,468 1,468
C(2)-C(3) 1,390 1,389 1,385 1,386
C(1)-C(2) 1,395 1,403 1,402 1,401
C(10)-C(11) 1,389 1,396 1,397 1,396
C(12)-C(13) 1,399 1,399 1,396 1,396
C(5)-C(4)-C(7)-C(8) 0,0 0,3 0,1 0,0
C(7)-C(8)-C(9)-C(10) 0,0 0,1 0,1 0,0
Oo(1)-C(1)-C(2) 117,5 117,3 117.5 117,5
O(1)-C(1)-C(6) 123,0 122,9 123,1 123,1
0(Q2)-C(11)-C(10) 117,3 117,1 117,2 117,1
0(2)-C(11)-C(12) 121,8 122,1 122,2 122,3
0(3)-C(13)-C(12) 122,2 121,6 121,8 121,9
0(3)-C(13)-C(14) 117,2 117,1 117,2 117,1
Energia [hartree] -766,571 -766,584 -766,613 -766,611
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Tabela 4.1.2. Wartosci catkowitej energii [hartree] TR, CR, 4'-O-rodnika, kationorodnika
oraz form anionowych otrzymane za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) (a) oraz B3LYP/6-
311+G(d,p) (b) w prozni, medium wodnym i etanolowym

Indywiduum chemiczne Préznia Medium wodne Medium etanolowe
CR(a) -766,563 -766,603 -766,601
CR(b) -766,580 -766,623 -766,622
4*-O-rodnik CR(a) -765,924 -765,963 -765,961
Kationorodnik CR(a) -766,308 -766,411 -766,404
4*-O-monoanion CR(b) -766,032 -766,143 -766,139
3-O-monoanion CR(b) -766,025 -766,141 -766,136
3,4’-O-dianion CR(b) -765,389 -765,659 -765,649
3,5,4’-O-trianion CR(b) -764,618 -766,152 -765,146
3,5-O-dianion CR(b) -765,334 -765,647 -765,633
TR(a) -766,571 -766,613 -766,611
TR(b) -766,589 -766,633 -766,631
4*-O-rodnik TR(a) -765,935 -765,975 -765,973
Kationorodnik TR(a) -766,321 -766,424 -766,611
4*-O-monoanion TR(b) -766,045 -766,154 -766,149
3-O-monoanion TR(b) -766,035 -766,151 -766,146
3,4°-O-dianion TR(b) -765,408 -765,669 -765,661
3,5,4"-O-trianion TR(b) -764,641 -765,174 -765,158
3,5-O-dianion TR(b) -765,347 -765,658 -765,647
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Tabela 4.1.3. Rownowagowe dtugoéci wiazan [A], katow [deg] i warto$ci catkowitej energii

[hartree] TR i CR wyznaczone w prézni za pomoca B3LYP/6-311++G(3df,2p)

TR CR

Parametirzngei(élil;etryczne 6-311++G 6-311++G
(3df,2p) (3df,2p)

04H)-CQ) 1,364 1,366
03)-C(11) 1,365 1,367
0(5)-C(13) 1,365 1,367
04)-H@4) 0,962 0,960
0@3)-HQ3) 0,961 0,961
O(5)-H(5) 0,961 0,961
C(7)-C(8) 1,342 1,343
C4)-C(7) 1,460 1,469
C(8)-C(9) 1,463 1,473
C(2)-C(3) 1,388 1,383
C(1)-C(Q2) 1,391 1,393
C10)-C(11) 1,389 1,387
C(12)-C(13) 1,387 1,392
C(5)-C(4)-C(7)-C(8) 0,0 31,5
C(7)-C(8)-C(9)-C(10) 0,0 39,4
C(2)-C(1)-0(4*)-H(4) 0,0 0,0
C(10)-C(11)-0O(3)-H(3) 0,0 0,0
C(14)-C(13)-O(5)-H(5) 0,0 0,0
Energia -766,645 -766,636
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Tabela 4.1.4. Rownowagowe dtugoéci wiazan [A], katow [deg] i wartoéci catkowitej energii
[hartree] TR wyznaczone w prézni za pomoca MP(full)2/6-311G(d,p) oraz MP2(full)/aug-
ccpVDZ

Wiazania i katy MP2(full)/6-311G(d,p) MP2(full)/aug-cc-pVDZ
0@4)-C(1) 1,366 1,380
0(3)-C(6) - -
0(3)-C(11) 1,367 1,382
0(5)-C(13) 1,367 1,382
04)-H@4) 0,962 0,968
0(3)-H(3) - -
0(3)-H®3) 0,962 0,968
O(5)-H(5) 0,962 0,968
C(5)-C(4)-C(7)-C(8) 25,5 15,7
C(7)-C(8)-C(9)-C(10) 28,2 19,6
C(2)-C(1)-0(4*)-H(4) 0,3 0,3
C(1)-C(6)-O(3)-H(3") - -
C(10)-C(11)-O(3)-H(3) 1,8 0,7
C(14)-C(13)-O(5)-H(5) 0,0 0,3
Energia -764,396 -764,297

Tabela 4.1.5. Rownowagowe wartosci katow torsyjnych [deg] TR wyznaczone za pomoca
metod DFT, MP2 oraz HF w pr6zni

Baza funkeyjna DFT HF MP2(full)

o 0 o 0 o 0
6-31G(d,p) 0,4 0,7 21,4 26,3 23,5 26,7
6-31+G(d,p) 1.1 1,5 22,8 28,0 243 27,1
6-311G(d,p) 0,1 0,2 18,9 25,2 25,5 31,0
6-311+G(d,p) 0,1 0,4 19,2 28,2 27,8 33,1
6-311++G(3df,2p) 0,0 0,1 16,2 20,2 16,5 20,2
aug-cc-pVDZ 0,0 0,0 5,8 11,9 4,9 9,9
aug-cc-pVTZ 0,0 0,0 1,4 4,2 — —
aug-cc-pvVQZ 0,0 0,0 0.3 2.1 - -
cc-pVDZ 0,3 0,8 - - 14,5 15,3
cc-pVTZ 0,0 0,0 - - 10,2 11,3
cc-pvVQZ 0,0 0,0 - — 7,3 8,5
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Tabela 4.2.1. Rownowagowe dtugoéci wiazan [A], katow [deg] i warto$ci catkowitej energii
[hartree] PC wyznaczone za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) oraz B3LYP/6-311++G(3df,2p)

Wiazaniaikaty | B3LYP/6-311G(d,p) | B3LYP/6-311++G(3df,2p)
0(4')-C(1) 1,36 1,38
0(3")-C(6) 1,35 1,36
0(3)-C(11) 1,37 1,36
0(5)-C(13) 1,37 1,38
0(4)-H(#4") 0,96 0,96
0(3)-H(3) 0,96 0,97
0(3)-H(3) 0,96 0,96
0(5)-H(5) 0,96 0,96
C(1)-CQ2) 1,70 1,41
C(2)-C(3) 1,39 1,40
C(4)-C(7) 1,86 1,47
C(7)-C(8) 1,35 1,36
C(8)-C(9) 1,49 1,49
C(10)-C(11) 1,39 1,40
C(12)-C(13) 1,39 1,40

C(5)-C(4)-C(7)-C(8) 0,0 0,0
C(7)-C(8)-C(9)-C(10) 0,0 0,0

C(2)-C(1)-0(4")-H(4") 0,3 0,3

C(1)-C(6)-0(3))-H(3") 0,4 0,2

C(10)-C(11)-0(3)-H(3) 2,8 0,7

C(14)-C(13)-0(5)-H(5) 0,0 0,3

0(4')-C(1)-C(2) 124,1 124,0
0(4')-C(1)-C(6) 117,9 116,9
0(3)-C(11)-C(10) 121,5 123,5
0(3)-C(11)-C(12) 117,7 117,2
0(5)-C(13)-C(12) 116,8 116,7
0(5)-C(13)-C(14) 121,7 122,9
Energia -841,815 -841,833
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Tabela 4.2.2. Warto$ci calkowitej energii [hartree] PC, jego kationorodnika, form rodniko-
wych oraz anionowych wyznaczone w proézni za pomoca B3LYP/6-311+G(d,p)

Indywiduum )

chemiczne Energia
PC -841,837
4" -O-rodnik -841,213
Kationorodnik -841,583
4’-O-monoanion -841,306
3-O-monoanion -841,283
3,4’-O-dianion -840,630
3,5,4"-O-trianion -841,905
3,5-O-dianion -841,596
3'-O-monoanion -841,275
3"-O-rodnik -841,191
3-O-rodnik -841,193
3',4°,3,5-tetraanion -839,039
3",4"-dianion -840,610
3",3-dianion -840,645
3,5,3"-trianion -839,991
4,3",3-trianion -841,884
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Tabela 4.2.3. Rownowagowe dtugoéci wiazan [A], katow [deg] i warto$ci catkowitej energii
[hartree] PC wyznaczone na poziomie MP2(full)/6-311G(d,p)

Wiazania i katy Wartos§é
0@4)-C(1) 1,38
0(37)-C(6) 1,36
03)-C(11) 1,37
0(5)-C(13) 1,37
0@4)-H4) 0,96
0@3")-H(3) 0,96
0@3)-H(3) 0,96
O(5)-H(5) 0,96

C(1)-C(2) 1,39
C(2)-C(3) 1,39
C@-C(7N 1,46
C(N)-C®) 1,35
C@®)-CY) 1,47
C(10)-C(11) 1,39
C(12)-C(13) 1,39
C(5)-C@-C(N-C®B) 22,4
C(7)-C(8)-C(9)-C(10) 25,7
C(2)-C(1)-0(4')-H#4) 17,8
C(@1)-C(6)-O(3')-H(3") 33
C(10)-C(11)-0(3)-H(3) 176,0
C(14)-C(13)-O(5)-H(5) 179,5

04)-C(1)-C(2) 124,8

04)-C(1)-C(6) 114,9

0(3)-C(11)-C(10) 117,2

0(3)-C(11)-C(12) 122,1

0(5)-C(13)-C(12) 1224

0(5)-C(13)-C(14) 117,3

Energia -839,543

161



Tabela 4.3.1. Obliczone wartos$ci bariery rotacyjnej [kcal/mol] za pomoca metody MP2 dla
TR
Medium MP2/ MP2/ MP2/ MP4/ MP2/
aug-cc-pVDZ | aug-cc-pVTZ | aug-cc-pVQZ | 6-311G(d,p) | 6-311G(d,p)
Préznia 12,54 11,98 10,56 9,05 8,75
Woda 14,83 13,66 12,23 10,23 9,98
Etanol 13,38 12,89 11,45 9,15 8,32

Tabela 4.3.2. Obliczone wartosci barier rotacyjnych [kcal/mol] za pomoca metody MP2 dla

przejscia TR w formg posiadajaca dwa pier§cienie obrocone o 90°

Medium MP2/ MP2/ MP2/ MP4/ MP2/
aug-cc-pVDZ | aug-cc-pVTZ | aug-cc-pVQZ | 6-311G(d,p) | 6-311G(d,p)
Préznia 11,76 10,23 9,83 8,11 7,86
Woda 13,64 12,73 11,72 10,08 9,67
Etanol 12,43 11,36 10,09 9,17 8,75

Tabela 4.3.3. Obliczone warto$ci barier rotacyjnych [kcal/mol] za pomoca metody MP2 dla

przejscia TR w formg posiadajaca jeden pierscien obrécony o 90°

Medium MP2/ MP2/ MP2/ MP4/ MP2/
aug-cc-pVDZ | aug-cc-pVTZ | aug-cc-pVQZ | 6-311G(d,p) 6-311G(d,p)
Préznia 10,43 9,21 8,36 7,13 6,74
Woda 11,33 10,21 9,98 8,23 7,99
Etanol 10,99 9,37 8,78 8,15 7,71
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Tabela 4.4.1. Rownowagowe dtugoéci wiazan [A], katow [deg] i wartosci catkowitej energii
[hartree] otrzymane w prézni za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) dla: TR, CR, trans-4,4’-DHS,
trans-3,4,5-THS, trans-3,4,4'-THS, trans-3,4-DHS, 4'-O-rodniku frans-TR, 4'-O-rodniku
trans-4,4"-DHS, 4-O-rodniku 3,4-trans-DHS, 4-O-rodniku trans-3,4,5-THS, 4'-O-rodniku
trans-3,4,4"-THS, 4-O-rodniku 3,4,4°-THS, 4'-O-rodniku a,B-dihydro-3,4",5-THS oraz 4°-O-

rodniku CR [187]

Indywiduum Wigzanie Kat torsyjny .
. Energia

chemiczne C=C O,H, | Os;-H; 0,-Hy a 0

TR 1,34 - 0,96 0,96 0,0 0,0 -766,571

CR 1,34 - 0,96 0,96 27,4 39,2 -766,563

Trans-4",4-DHS 1,35 0,96 - 0,96 0,0 0,0 -69,328

Trans-3,4,5-

THS 1,34 0,965 0,962 — 6,9 6,5 -766,573

Trans-3,4,4"-

THS 1,34 0,96 0,96 0,96 0,3 0,5 -766,572

Trans-3,4-DHS 1,34 0,96 0,96 - 0,0 0,0 -691,328

a,p-dihydro-

3.4',5-THS - - 0,96 0,96 - - -767,793

4’-O-rodnik TR 1,36 - 0,96 - 0,0 0,0 -765,935

4’-O-rodnik

4 4-DHS 1,36 0,96 - - 0,0 0,0 -690,694

4-O-rodnik

3,4,5-THS 1,36 - 0,96 - 0,0 0,0 -765,948

4-O-rodnik 3,4-

DHS 1,36 - 0,96 - 0,0 0,0 -690,707

4’-O-rodnik

a,p-dihydro- - - 0,96 - - - -767,151

3,4°,5-THS

4’-O-rodnik

3,4,4'-THS 1,36 0,96 0,98 - 0,0 0,0 -765,938

4-O-rodnik

3,4,4'-THS 1,36 - 0,98 0,9 0,0 0,0 -765,952

drodnik 1,36 - 0,96 - 15,7 36,5 765,924
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Tabela 4.4.2. Rownowagowe dtugoéci wigzan [A], katow [deg] i wartoéci catkowitej energii
[hartree] otrzymane w medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) dla: TR, CR, trans-
4.4'-DHS, trans-3,4,5-THS, trans-3,4,4-THS, trans-3,4-DHS, 4’ -O-rodniku trans-TR, 4*-O-
rodniku trans-4,4"-DHS, 4-O-rodniku 3,4-trans-DHS, 4-O-rodniku trans-3,4,5-THS, 4'-O-
rodniku trans-3,4,4"-THS, 4-O-rodniku 3,4,4°-THS, 4°-O-rodniku a,B-dihydro-3,4",5-THS
oraz 4'-O-rodniku CR [187]

Indywiduum Wiazanie Kat torsyjny .

. Energia
chemiczne C=C 0,-H, 0;-H; O,-H, a 0
TR 1,35 — 0,98 0,98 0,1 0,0 -766,613
CR 1,35 — 0,98 0,98 26,5 38.6 -766,604
Trans- 4°,4-
DHS 1,35 0,98 - 0,98 0,0 0,0 -691,361
Trans-3,4,5-
THS 1,35 0,98 0,97 — 4.6 4,0 -766,605
Trans-3,4,4'- 1,35 0,083 0,976 0,082 0,3 0,5 | -766,609
THS
Trans-3,4-
DHS 1,35 0,983 0,976 — 0,0 0,0 -691,356
a,p-dihydro- B B B B )
3.4 ,5-THS 0,98 0,98 767,833
4’-O-rodnik
TR 1,37 — 0,98 - 0,1 0,1 -765,975
4’-O-rodnik
4 4-DHS 1,37 0,985 — — 0,0 0,0 -690,725
4-O-rodnik
3,4,5-THS 1,37 — 0,99 - 0,0 0,0 -765,981
4-O-rodnik
3.4-DHS 1,36 - 0,98 — 0,0 0,0 -690,728
4 -O-rodnik
0,B-dihydro- - - 0,98 - - - 767,188
3,4°,5-THS
4" -O-rodnik
34,4 -THS 1,37 0,985 0,978 — 0,0 0,0 -765,974
4-O-rodnik
34,4 -THS 1,37 - 0,98 0,98 0,0 0,0 -765,983
‘él'zo'“’d“‘k 137 _ 0.98 _ 194 | 365 | -765.963
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Tabela 4.4.3. Obliczone w prozni i w medium wodnym na poziomie B3LYP/6-311G(d,p)
catkowite energie [hartree] cis-stereoizomerow i ich rodnikéw oraz entalpie izomeryzacji cis-
trans [kcal/mol] [187]

. Entalpia . Entalpia
Substancja Energia izomeryzacji Energia izomeryzacji
i rodnik (préznia) . ‘y . L (medium wodne) . yzaq

(préznia) (medium wodne)
CR -766,563 5,189 -766,604 5,743
Cis-4,4'-DHS -691,321 4,644 -691,349 7,314
Cis-3,4,5-THS -766,559 8,637 -766,594 6,642
Cis-3,4,4’-THS -766,565 4,470 -766,599 5,900
Cis-3,4-DHS -691,322 4,609 -691,347 5,966
4’-O-rodnik CR -765,924 6,531 - -
4*-O-rodnik cis-
4,4-DHS -690,684 6,311 - -
4-O-rodnik cis-
3,4,5-THS -765,939 5,738 - -
4’ -O-rodnik cis-
3,4,4'-THS -765,927 6,504 — -
4-O-rodnik cis-
3,4-DHS -690,697 6,350 - -
4-O-rodnik cis-
34.4'-THS -765,924 6,531 - -

Tabela 4.5.1. Rownowagowe wartoéci dtugosci wiazan O-H [A] w polifenolach

prozni i medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311G(d,p)

otrzymane

Substancja 4‘-,(.)-H 3 -,O.-I.{ 3-,0.-1.{ 5-9-}.1 4-0-H| 3-O-H | 3-0-H | 5-O-H
(proznia) | (proznia) | (proznia) | (proznia) | (woda) | (woda) | (woda) | (woda)
TR 0,96 - 0,96 0,96 0,983 - 0,98 0,98
Pterostilben 0,96 — — — 0,98 — - —
Pinosylwina - - 0,96 0,96 - - 0,98 0,98
Rapontygenina 0,96 — 0,958 0,959 0,98 - 0,98 0,98
Izorapontygenina - 0,96 0,96 0,96 - 0,98 0,98 0,98
Hydropterostilben 0,96 0,96 - - 0,98 0,98 - —
Deoksyrapontygenina - - 0,96 0,96 — - 0,98 0,98
Pinostilben 0,960 - 0,957 - 0,98 - — 0,98
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Tabela 4.5.2. Réwnowagowe wartosci katow torsyjnych o [deg] oraz 6 [deg] polifenoli
otrzymane za pomoca metod DFT, MP2(full) oraz HF w bazach 6-311G(d,p) oraz 6-

311++G(3df,2p)
B3LYP/ | HF/ MP2/ B3LYP/ |B3LYP/| HF/ MP2/ | B3LYP/
Substancja 6-311G | 6-311G | 6-311G | 6-311++G | 6-311G | 6-311G | 6-311G | 6-311++G
(d,p) (d,p) (d,p) (3df2p) | (dp) | (dp) | (dp) | (3df2p)
o o o o 0 0 0 0
TR 0,1 18,9 25,5 0,0 0,0 25,2 28,1 0.0
Pterostilben 1,2 19,9 26,3 0,0 1,7 19,5 25,1 0,0
Pinosylwina 0,0 20,8 26,8 0,0 0,0 20,3 25,7 0,0
Rapontygenina 0,0 19.4 25,9 0,0 0,0 11,4 20,6 0,0
Izorapontygenina 0,0 18,9 22,6 0,0 0,0 13,9 249 0,0
Hydropterostilben 0,1 20,2 26,7 0,0 0,2 19,8 25,6 0,0
Deoksyrapontygenina 0,6 18,3 243 0,1 0,1 19,7 26,8 0,0
Pinostilben 0,4 19,8 22,4 0,0 0,2 13,6 25,7 0,0

Tabela 4.6.1. Rownowagowe wartosci dtugoéci wiazan O-H [A] oligomerdéw i glukozydéw w
prézni otrzymane za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) [188]

Substancja 4-O-H | 4-O-H | 2-O-H | 2°-O-H | 3-0O-H | 3°-O-H 1-OH | 5-O-H
TR - 0,963 - - 0,962 - 0,962
Trans-4,4"-DHS 0,963 0,963 - - — -
Dimer trans-4,4’-DHS 0,963 - 0,963 - - — 0,963 -
Trans-g-winiferyna 0,963 - 0,962 - - 0,962 0,963 -
Cis-e-winiferyna 0,963 - 0,962 - - 0,962 0,963 -
Trans-o-winiferyna-A 0,963 - 0,962 - 0,962 - 0,962
Trans-o-winiferyna-B 0,963 - 0,962 - 0,963 — 0,963
Gnetina H 0,963 - — - 0,962 — 0,963 -
Pallidol 0,962 0,962 — 0,962 - 0,962 -
Trans-piceid - 0,963 - - - - 0,964
Cis-piceid - 0,964 - - — 0,963
Trans-astringina - 0,962 - - - 0,966 0,963
3-O-glukuronian TR - 0.963 - - — 0,963
Trans-resweratrol-4"-O-

B-D-glukopiranozyd B B B 0,962 - 0,962
Suffruticosol B 0,962 0,962 0,963 0,962 0,962 0,962 0,962 0,962
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Tabela 4.6.2. Rownowagowe wartosci katow torsyjnych o [deg] oraz 6 [deg] oligomerow,
glukozydéw 1 3-O-glukuronianu TR otrzymane w prézni za pomoca B3LYP/6-311G(d,p)

[188]

Substancja a 0

TR 0,0 0,0
Trans-4,4"-DHS 0,0 0,0
Dimer trans-4,4"-DHS 5,7 5,9
Trans-e-winiferyna 5,2 14,0
Cis-g-winiferyna 26,9 44,8
Trans-o-winiferyna-A 1,6 2.4
Trans-6-winiferyna-B 0,2 1,5
Gnetina H 0,1 14,1
Pallidol - -

Trans-piceid 0,0 1,9
Cis-piceid 31,2 41,8
Trans-astringina 1,3 1,5
3-O-glukuronian TR 2,7 0,7
Trans-resweratrol-4"-O-f- 16 27
D-glukopiranozyd ’ ’

Suffruticosol B - —

Tabela 4.6.3. Wartos$ci catkowitej energii [hartree] oligomerdow, glukozydoéw oraz ich katio-
norodnikow otrzymane w prozni za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) [188]

Substancja Molekula Kationorodnik
TR -766,571 -766,321
Trans-4,4"-DHS -691,328 -691,087
Dimer trans-4,4’-DHS -1381,451 -1381,218
Trans-g-winiferyna -1531,937 -1531,694
Cis-g-winiferyna -1531,929 -1531,684
Trans-6-winiferyna-A -1531,937 -1531,699
Trans-6-winiferyna-B -1531,941 -1531,705
Gnetina H -2297,305 -2297,071
Pallidol -1531,958 -1531,712
Trans-piceid -1377,479 -1377,239
Cis-piceid -1377,468 -1377,226
Trans-astringina -1452,721 -1452,483
3-O-glukuronian TR -1451,532 -1451,304
grl";”;s;’i:;‘l‘rr::o"zly‘:l 0 -1377,479 137,233
Suffruticosol B -2285,354 -2285,413
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Tabela 4.6.4. Rownowagowe wartoéci dtugosci wiazan O-H [A] w siarczanach(VI) TR
otrzymane w prozni za pomoca B3LYP/6-311++G(3df,2p)

Substancja | 3-O-H | 5-OH | 4'-O-H
4.6.3.a 0,962 | 0,963 -
4.6.3.b 0,962 — 0,963
4.6.3.c — - 0,962
4.6.3.d — 0,963 -
4.6.3.e - - -

Tabela 4.6.5. Obliczone w prozni za pomoca B3LYP/6-311++G(3df,2p) réwnowagowe war-
tosci trwalych momentow dipolowych [D] dla siarczanow(VI) TR, ich kationorodnikow oraz
TR

Substancja Obojgtna Kationorodnik
czasteczka
4.6.3.a 5,132 12,320
4.6.3.b 4,219 12,425
4.6.3.c 10,046 14,152
4.6.3.d 3,519 12,001
4.6.3.e 5,916 12,650
TR 3,258 6,233

Tabela 4.7.1. Rownowagowe wartosci dtugo$ci wiazan O-H [A], katow torsyjnych [deg] oraz

energii [hartree] polifenoli wyizolowanych z orzecha ziemnego otrzymane w prézni za pomo-
ca B3LYP/6-311G(d,p)

Substancja Energia 0 a 4-0O-H | 3°-O-H | 3-OH | 5-O-H
Trans-arachidin-1 | -1037212 | 0,1 | 01 | 0965 | 0964 | 0962 | 0,962
Trans-arachidin-2 961,961 04 | 40 | 0964 | - | 0962 | 0962
Trans-arachidin-3 -961,969 00 | o1 | 095 | - | 0963 | 0962
Trans-3'-

;Z’gf’:"_'tadie“yl"' 960,743 02 | 08 | 0965 | - | 0962 | 0962
trihydroksystilben
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Tabela 4.8.1. Obliczone w prozni i medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311++G(3df,2p)
wartosci energii stabilizacji AEg,p [kcal/mol], AEg.p + ZPVE [kcal/mol] oraz AEg., + BSSE
[kcal/mol] dla komplekséw TR—Cu(II) oraz CR—Cu(II)

AE AEstab + AEstab + AE tab AEstab + AEstab +

Kompleks (pré iS;:;)a) ZPVE BSSE i; ZPVE BSSE
P (proznia) (préznia) (woda) (woda) (woda)

4.8.1.a 103,12 97,03 102,87 120,65 114,75 118,56
4.8.1.b 105,10 98,15 104,65 124,63 118,64 122,69
4.8.1.c 101,23 94,23 100.89 118,09 109,43 116,89
4.8.1.d 102,56 95,24 101,97 119,53 112,07 117,79

Tabela 4.8.2. Obliczone w prézni i medium wodnym za pomoca B3LYP/LANL2DZ catkowi-
te warto$ci energii dla komplekséw TR—Cu(Il) oraz CR—Cu(II)

Kompleks (me d]?:llle;ii; dne) Energia (proéznia)
4.8.1.a -961,869 -961,824
4.8.1.b -961,892 -961,836
4.8.1.c -961,832 -961,811
4.8.1.d -961,879 -961,822

Tabela 4.9.1. Obliczone w prozni i medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311++G(3df,2p)
warto$ci energii stabilizacji AEg, [kcal/mol], AEg., + ZPVE [kcal/mol] oraz AEg,, + BSSE
[kcal/mol] dla komplekséw TR—Cu(I1)(H,0)4 oraz CR—Cu(II)(H,0)4

AE (ab AEstab + AEstab + AE AEstab + AEstab +
Kompleks sda ZPVE BSSE ( I‘(’)is;:li)a) ZPVE BSSE
(woda) (woda) (woda) | P (préinia) | (préinia)
4.9.1a 45,36 34,75 38,52 28,44 18,95 22,06
4.9.1.b 46,76 35,64 39,02 30,53 21,43 23,14
4.9.1.c 43,53 31,95 36,32 26,85 17,06 20,75
4.9.1.d 4421 33,53 37,23 27,09 17,77 21,40
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Tabela 4.11.1. Obliczone w prozni i medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311++G(3df,2p)
wartos$ci energii stabilizacji AEg,, [kcal/mol], AEg,, + BSSE [kcal/mol] dla komplekséw TR-
dinukleotyd

Kompleks AEgtan AEga, + BSSE Alrz'sta? AEstabi BzSSE
(woda) (woda) (préznia) (proznia)
4.11.1.a 136,32 135,02 93,23 92,12
4.11.1.b 139,43 138,40 96,41 95,03
4.11.1.c 138,54 137,81 95,53 94,42
4.11.1.d 139,20 138,23 96,23 95,43
4.11.1.e 131,76 130,01 90,74 89,74
4.11.1.f 132,79 130,93 92,43 91,78
4.11.1.g 133,03 131,87 93,15 91,98
4.11.1.h 133,59 131,79 93,15 91,89
4.11.1.i 142,85 140,04 100,67 98,23
4.11.1.j 141,35 139,73 98,45 98,53
4.11.1.k 139,56 138,30 97,98 96,04

Tabela 4.11.2. Obliczone w prozni 1 medium wodnym za pomoca MP2(full)/6-
311++G(3df,2p) wartosci energii stabilizacji AEgu.p [kcal/mol], AEg., + BSSE [kcal/mol] dla
kompleksow TR-dinukleotyd

Kompleks AEStii’iz(‘I))réi- Al%;;"é;];z)s E AE, (Woda) AES(‘:S:;;)SSE
4.11.1.a 99,48 98,21 142,54 141,23
4.11.1.b 100,34 98,78 143,75 142,54
4.11.1.c 101,45 100,03 144,09 143,64
4.11.1.d 102,49 101,34 145,89 144,01
4.11.1.e 97,56 96,60 138,86 137,12
4.11.1.f 98,02 97,54 139,87 138,42
4.11.1.g 99,56 98,04 140,76 139,10
4.11.1.h 99,86 98,54 140,99 139,76
4.11.1.i 110,30 108,95 147,96 146,54
4.11.1.) 107,89 106,21 145,53 143,45
4.11.1.k 105,56 104,31 144,01 142,87
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Tabela 4.12.1. Obliczone w prézni i medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311++G(3df,2p)
wartos$ci energii stabilizacji AEg,p [kcal/mol], AEg,, + BSSE [kcal/mol] dla kompleksow TR—
Cu(I1)-03-5"-monofosforan(V) tymidyny, TR—Cu(Il)-O4'-5"-monofosforan(V) tymidyny,
TR—-Cu(I)-O3—(H;0)4—5"-monofosforan(V) tymidyny oraz TR-Cu(Il)-O4'—(H,0)s-5"-
monofosforan(V) tymidyny

Kompleks | e (0 | At o | ordomiy | SE fovoinin
4.12.1.a 132,97 130,76 115,53 114,75
4.12.1.b 128,64 126,18 111,53 110,54
4.12.1.¢c 137,32 134,83 120,43 119,12
4.12.1.d 134,76 132,76 118,14 117,93
4.12.1.¢ 127,32 124,97 110,76 109,97
4.12.1.f 131,45 128,62 114,38 113,54
4.12.3.a 61,62 54,27 40,21 33,07
4.12.3.b 55,52 48,44 36,87 30,42
4.12.3.¢c 69,70 61,11 46,56 39,80
4.12.3.d 67,33 60,33 43,76 36,92
4.12.3.¢ 50,56 43,42 34,79 26,92
4.12.3.f 58,01 50,96 39,76 31,74

Tabela 4.13.1. Obliczone w prézni za pomoca metod DFT 1 MP2 wartos$ci energii stabilizacji
[kcal/mol] dla kompleksow TR-H,0O z uwzglednieniem BSSE 1 bez tej poprawki

+ +
Metoda A4]j:i‘§‘.’2‘.’;a A“]jzlsg‘-’z‘.’:)a BAsPésElbdla BAS];sEbdla

4.13.2.a 4.13.2.b
B3LYP/6-311++G(3df,2p) 7,76 6,09 6,43 4,54
B3LYP/6-311+G(2d,2p) 6,77 5,58 5,34 5,06
B3LYP/aug-cc-pVDZ 8.10 7,72 7,04 6,25
B3LYP/aug-cc-pVTZ 9,28 8,12 8,43 7,75
B3LYP/aug-cc-pVQZ 10,11 8,65 9,33 7,05
MP2(full)/6-311+G(2d,2p) 9,87 7,06 7,89 6,23
MP2(full)/6-311++G(3df,2p) 9,37 8,03 8,66 7,12
MP2(full)/aug-cc-pVDZ 10,68 9,46 9,86 8,63
MP2(full)/aug-cc-pVTZ 11,03 10,94 10,57 9,64
MP4(sdtq)/6-31+G(d,p) 9,01 8,89 8,87 7,43
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Tabela 4.13.2. Obliczone w medium wodnym za pomoca metod DFT i MP2 wartosci energii
stabilizacji [kcal/mol] dla kompleksow TR— H,0O z uwzglgdnieniem BSSE 1 bez tej poprawki

N AEqqp +

weows | A | AR | Mmen | G,
B3LYP/6-311++G(3df,2p) 10,73 9,64 9,75 8,54
B3LYP/6-311+G(2d,2p) 9,03 8,62 8,32 7,53
B3LYP/aug-cc-pVDZ 11,76 10,64 10,04 9,32
B3LYP/aug-cc-pVTZ 12,98 11,09 11,73 10,21
B3LYP/aug-cc-pVQZ 14,87 12,97 12,96 11,32
MP2(full)/6-31+G(2d,2p) 12,87 11,32 11,09 10,43
MP2(full)/6-311++G(3df,2p) 13,74 12,83 12,32 11,05
MP2(full)/aug-cc-pVDZ 14,83 13,23 13,32 12,24
MP2(full)/aug-cc-pVTZ 15,32 14,15 14,85 13,76
MP4(sdtq)/6-31+G(d,p) 13,03 12,95 12,97 12,01

Tabela 4.14.1. Obliczone w prozni i medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311++G(3df,2p)
wartos$ci zmiany entalpii swobodnej Gibbsa [kcal/mol] dla reakcji rodnikowej inhibicji reduk-
tazy rybonukleotydowej spowodowanej przez hydroksymocznik, TR i jego rodniki fenoksy-

lowe

Reakcja Proéznia hgvi)(ilill::l
4.14.3.a -3,175 -5,764
4.14.3.b -0,432 -4,321
4.14.3.c -4,301 -6,008
4.14.3.d -0,260 -6,768
4.14.3.¢ 5.609 2,321
4.14.3.f 3,372 1,012
4.14.3.g -3,432 -5,897
4.14.3.h 0,585 -3,145
4.14.3.i -12,248 -15,679
4.14.3.j -12,834 -15,987
4.14.3.k -10,235 -13,453
4.14.3.1 4,723 1,479
4.14.3.m -5,231 -8,210
4.14.3.n -1,273 -4,412
4.14.3.0 -6,375 -9,678
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Tabela 4.15.1. Obliczone za pomoca B3LYP/6-311+G(d,p) warto$ci zmiany entalpii swo-
bodnej Gibbsa [kcal/mol] dla reakcji TR z woda, anionem wodorotlenkowym oraz dla reakcji
4’-O-monoanionu, 3,4’ -O-dianionu and 3,5-O-dianionu TR z czasteczka wody oraz anionem
OH w pro6zni, medium wodnym oraz etanolowym [189]

Reakcja Préznia Medium wodne Medium etanolowe
4.15.2.a -87,108 -153,136 -150,752
4.15.2.b 169,059 48,188 50,828
4.15.2.c 174,581 48,153 52,574
4.15.2.d 395,684 99,881 108,788
4.15.2.e 433,803 108,924 116,883
4.15.2.f 707,200 158,978 175,012
4.15.3.d 226,611 51,693 57,959
4.15.3.¢ 311,509 59,094 66,224
4.15.3.1 437,272 50,054 58,129
4.15.3.g -38,151 -52,344 -50,628
4.15.3.h 8,617 -53,983 -50,459
4.15.3.i 46,749 -44,943 -42,364

Tabela 4.15.2. Obliczone w pro6zni, medium wodnym oraz etanolowym za pomoca B3LYP/6-
311G(d,p) wartosci AIP [kcal/mol], BDE [kcal/mol] oraz PDE [kcal/mol] dla TR [189]

TR i wia- Proznia Medium wodne Medium etanolowe
zania O-H AIP PDE BDE AIP PDE BDE AIP PDE BDE
TR 154,054 - - 115,843 - - 118,987 - -
4-O-H - 320,678 | 76,012 - 288,876 77,728 - 290,760 76,768
3-O-H - 326,321 - - 275,327 - - 276,870 -

Tabela 4.15.3. Obliczone w prézni, medium wodnym oraz etanolowym za pomoca B3LYP/6-
311+G(d,p) wartosci AIP [kcal/mol], BDE [kcal/mol] oraz PDE [kcal/mol] dla TR [189]

TR i Proznia Medium wodne Medium etanolowe
wigzania
O-H AIP PDE BDE AIP PDE BDE AIP PDE BDE
TR 157,061 - — 118,940 - — 119,814 - -
4-0-H - 322,582 76,683 - 279,061 80,121 - 284,194 78,371
3-0-H — 328,977 — — 283,841 - — 285,331 -
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Tabela 4.15.4. Obliczone w prézni, medium wodnym oraz etanolowym za pomoca B3LYP/6-
311+G(d,p) wartosci PDE [kcal/mol] dla reakcji dysocjacji jonowej 4'-O-monoanionu (Reak-
cja 4.15.3.a), 3,4"-O-dianionu (Reakcja 4.15.3.b) oraz 3,5-O-dianionu TR (Reakcja 4.15.3.b)
[189]

. L. Medium Medium
Reakcja Proznia
wodne etanolowe
4.15.3.a 392,358 298,429 300,402
4.15.3.b 473,838 304,304 314,555
4.15.3.c 437,272 294,531 300,318

Tabela 4.15.5. Obliczone w prozni i medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311+G(d,p) war-
tosci zmiany entalpii swobodnej Gibbsa [kcal/mol] dla mechanizméw reakcji TR z rodnikiem
hydroksylowym

Tabela 4.15.6. Obliczone za pomoca B3LYP/6-311++G(d,p) BDE [kcal/mol] dla wyselek-

Mechanizm Préznia Medium
wodne
HAT -35,16 -38,67
Protonowy -10,23 -34,32
ET -32,75 -53,22
In.serqa do wigzania 103,59 109,47
winylowego
Z przegrupowaniem -42.,84 -50,56

cjonowanych konformacji TR
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al] 0[] BDE(préznia) BD&E)‘:I‘I‘;;‘;““‘
0,0 0,0 76,0 77,73
5,0 10,0 78,82 80,03
10,0 15,0 78,93 80,33
15,0 20,0 79,58 81,21
20,0 25,0 79,89 81,72
25,0 30,0 81,64 82,86
30,0 35,0 81,87 82,95
0,0 5,0 77,87 79,25
0,0 10,0 78,21 79,96
0,0 15,0 79,06 81,11
10,0 20,0 79,64 81,46
5,0 0,0 77,36 79,10
10,0 0,0 78,65 80,03




Tabela 4.16.1. Obliczone w prézni i medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) war-
tosci AIP [kcal/mol] and BDE [kcal/mol] dla wigzan 4'-O-H i1 4-O-H w TR, CR, 4'-OH,
trans-4,4"-DHS, trans-3,4,5-THS, trans-3,4,4"-THS, trans-3,4,4"-THS, trans-3,4-DHS oraz
a,B-dihydro-3,4",5-THS [187]

AIP AIP
Substancja (prl's()];ll;:ia) (préinia) BDE (woda) (woda)
TR 78,683 157,061 80,728 118,940
Trans-4,4"-DHS 77,663 152,212 79,103 113,380
Trans-3,4,5-THS 71,816 151,342 73,914 116,339
Trans-3,4,4’-THS (4-OH) 68,986 150,227 70,075 112,398
Trans-3,4,4’-THS (4-OH) 77,845 150,227 79,977 112,398
Trans-3,4-DHS 69,734 156,691 71,338 117,414
o,p-dihydro-3,4',5-THS 82,401 168,183 85,545 129,106
CR 80,026 159,349 82,731 120,837

Tabela 4.16.2. Obliczone w prozni 1 medium wodnym za pomoca uB3LYP/6-311G(d,p) ge-
stosci spinowe na 04" i O4 atomach w 4'-O and 4-O-rodnikach hydroksylowych pochodnych
TR [187]

Rodnik fenoksylowy Ggst(zjfoil[:;l owa Ggsz;f-f',isgii:)owa
4’-O-rodnik TR 0,315 0,352
4’-O-rodnik trans-4,4"-DHS 0,314 0,342
4-O-rodnik trans-3,4,5-THS 0,312 0,340
4-O-rodnik trans-3,4,4°-THS 0,303 0,329
4’-O-rodnik trans-3,4,4°-THS 0,311 0,338
4-O-rodnik trans-3,4-DHS 0,309 0,334
4’-O-rodnik o,p-dihydro-3,4",5-THS 0,443 0,472
4’-O-rodnik CR 0,334 0,375

175



Tabela 4.17.1. Obliczone w prézni i medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) war-
tosci AIP [kcal/mol] dla oligomerow i glukozydéw TR [188]

Substancja AIP (préznia) AIP (woda)
TR 157,061 118,940
Trans-4,4"-DHS 152,212 113,380
Dimer trans-4,4"-DHS 146,140 116,160
Trans-g-winiferyna 152,545 117,897
Cis-g-winiferyna 154,185 119,839
Trans-o-winiferyna-A 149,181 116,189
Trans-o-winiferyna-B 148,242 118,778
Gnetina H 146,967 116,569
Pallidol 154,465 118,887
Trans-piceid 150,835 117,524
Cis-piceid 152,204 119,125
Trans-astringina 149,461 117,003
3-O-glukuronian TR 143,024 115,210
et 0 | s | o
Suffruticosol B 141,238 108,235
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Tabela 4.17.2. Obliczone w prozni za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) wartosci BDE [kcal/mol]

wiazan O-H w oligomerow i1 glukozydéw TR [188]

Substancja

4-0-H

4'-0-H

2-0O-H

2°-0-H

3-O-H

3°-0-H

1-OH

5-0O-H

5-0-H

TR

78,683

82,876

82,876

Trans-4,4"-DHS

77,663

77,663

Dimer trans-
4,4’-DHS

77,392

83,095

82,085

Trans-g-
winiferyna

78,398

82,582

82,846

82,763

Cis-¢-
winiferyna

79,871

82,479

82,678

82,753

Trans-o-
winiferyna-A

83,151

82,632

82,709

82,632

82,709

Trans-o-
winiferyna-B

96,601

96,956

96,004

96,956

96,004

Gnetina H

77,972

82,805

82,795

82,795

82,805

82,795

Pallidol

81,764

81,746

81,303

80,906

80,906

Trans-piceid

78,004

84,562

Cis-piceid

78,962

83,354

Trans-
astringina

69,464

83,786

83,889

3-0-
glukuronian TR

78,883

84,072

Trans-
resveratrol-4'-
O-p-D-
glukopiranozyd

84,764

84,764

Suffruticosol B

80,352

80,353

80,349

80,348

80,350

80,352

80,351

80,351
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Tabela 4.17.3. Obliczone w prézni za pomoca uB3LYP/6-311G(d,p) ggstosci spinowe na
atomach tlenu glukozyddw, 3-O-glukuronianu TR oraz na atomie O4" oligomeréw TR [188]

Przeciwutleniacz o4’ 03’ (05
TR 0,3529 - 0,4488
Trans-4,4'-DHS 0,3424 — -
Trans-piceid 0,3486 - 0,4679
Cis-piceid 0,3694 - 0,4539
Trans-astringina 0,3332 0,4378 0,4697
3-O-glukuronian TR 0,3537 - 0,4645
D-glukopiranomyd | | e
Dimer trans-4,4"-DHS 0,3388 - -
Pallidol 0,4357 - -
Trans-g-winiferyna 0,3480 — —
Cis-g-winiferyna 0,3734 - -
Trans-o-winiferyna-A 0,4478 - -
Trans-6-winiferyna-B 0,4476 - -
Gnetina H 0,3489 - -
Suffruticosol B 0,4287 - -

Tabela 4.17.4. Obliczone w prozni i medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311++G(3df,2p) wartosci
AIP [kcal/mol] oraz BDE [kcal/mol] dla siarczané6w(VI) TR oraz TR

AIP BDE BDE BDE AIP BDE BDE BDE

Substancja (préinia) 4‘{)4:[ 3-9-1:1 5-O-H (woda) 4-0-H 3-0-H 5-0-H

(proznia) | (préznia) | (préznia) (woda) (woda) (woda)

4.6.3.a 165,87 - 75,421 75,423 132,567 - 79,769 79,332

4.6.3.b 163,01 74,215 - 75,923 130,679 | 78,654 - 79,776
4.6.3.c 169,50 74,988 - - 137,521 | 78,876 - -

4.6.3.d 171,522 - - 75,903 140,432 - - 79,689
4.6.3.e 177,72 - - - 143,245 - - -

TR 160,207 76,858 77,325 77,327 123,541 | 87,043 88,855 88,895
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Tabela 4.18.1. Obliczone w prézni i medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) war-
tosci AIP [kcal/mol] oraz BDE [kcal/mol] wiazania 4'-O-H polifenoli wyizolowanych z orze-

cha ziemnego

. AIP 4-0-H 4-0-H
Substancja (préinia) (préinia) AIP (woda) (woda)
Trans-arachidin-1 146,40 69,621 124,75 70,897
Trans-arachidin-2 147,02 78,016 126,8 79,564
Trans-arachidin-3 146,92 78,055 124,98 79,679
Trans-3"-
izopentadienylo-3,5,4"- 153,85 73,707 131,21 74,775
trihydroksystilben

Tabela 4.19.1. Obliczone w prozni i medium wodnym za pomoca B3LYP/6-311G(d,p) war-
tosci BDE [kcal/mol] wiazan O-H oraz AIP [kcal/mol] TR, PC, pterostilbenu, hydropterostil-
benu, rapontygeniny oraz izorapontygeniny

Substancja 3-0-H ) 3OH ) 4-0H 3 -0-H S0H 4 -0 R AP AR

(proznia) (proznia) (proznia) | (woda) | (woda) (woda) (proznia) | (woda)
TR - 79,651 78,683 - 81,121 80,728 157,06 118,94
Pterostilben — - 83,725 — - 84,964 153,32 115,76
PC 75,082 77,988 77,643 76,231 | 78,643 78,321 150,32 110,43
Rapontygenina — 83,197 82,321 — 84,124 83,089 152,45 108,77
Izorapontygenina 80,789 80,342 - 81,785 | 81,236 - 152,78 108,95
Hydropterostilben 81,456 - 80,976 82,886 - 81,907 151,76 107,54
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Quantum calculations based on the density functional theory (DFT) have been employed to study the
relation between the structure and antioxidant activity of trans-resveratrol (TR), cis-resveratrol (CR),
trans-4.4’-dihydroxystilbene (trans-4,4’-DHS), trans-3,4-dihydroxystilbene (trans-3,4-DHS), trans-3,4,4'-
trihydroxystilbene (trans-3,4,4’-THS), trans-3,4,5-trihydroxystilbene (trans-3,4,5-THS) and «,B-dihydro-
3,4’ ,5-trihydroxystilbene (a,B-dihydro-3,4’,5-THS) in the gas phase and water environment. We have
shown that the antioxidant activity of trans-stereoisomers of the compounds considered is related to
their phenoxy radicals showing a planar and semiquinone conformation that allows delocalization of the
unpaired electron through the whole trans-stilbene skeleton. The calculations have revealed that trans-
3,4-DHS, trans-3,4,4'-THS, trans-3,4,5-THS and trans-4,4’-DHS exhibit higher antioxidant activity than TR,
while a,B-dihydro-3,4’,5-THS and CR are less efficient antioxidants than TR. We have proved that all
compounds have higher ability to donate hydrogen atom in the gas phase than in the presence of water
medium in which they are very sensitive to electron donation. The results obtained demonstrate that the
H-transfer mechanism for scavenging of the free radicals is more preferable than the single-electron
transfer in both types of environment. They are consistent with the experiments confirming the specific

biological activity of the compounds considered.

© 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Over the past few years, several studies have been devoted to the
therapeutic properties of TR (trans-3,4’,5-trihydroxystilbene, Fig. 1).
The most important biological activity of this compound is related
to the antioxidant [1-3] and cancer chemo-preventive activity [4,5].
It is a scavenger of free radicals against the peroxidation of low
density proteins [6-8] and a potent inhibitor of cycloxygenase COX-
1 and COX-2 in living cells [9]. These properties have been
confirmed by Wright et al. [10] with the use of the quantum-
mechanical computations in the gas phase and the locally dense
basis sets (LDBS), employed in the investigation of the antioxidant
activity of several classes of phenolic antioxidants including
compounds related to vitamin E, flavonoids, hydroxylated stilbenes
and sterically hindered phenols. In this work two pathways of
oxidation in which phenolic antioxidants can react with free

* Corresponding author. Tel.: +48 607608785; fax: +48 8291505.
E-mail address: dmkwant@amu.edu.pl (D. Mikulski).

0223-5234/$ - see front matter © 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ejmech.2009.11.044

radicals have been studied. The results clearly indicate that in most
cases H-atom transfer mechanism will be dominant in gas phase.

Theoretical study of the antioxidant properties of trans-resver-
atrol in the gas phase has been also performed by Cao et al. [11] by
making use of B3LYP/6-31G(d,p) level of theory. It has been
demonstrated that the 4’-hydroxyl group in this compound is more
reactive than the other ones. On the basis of the analysis of the spin
density they concluded that 4’-O-radical is more stable than 5-O-
radical. Moreover, the authors proved that the antioxidant activity
of trans-resveratrol is related to the spin density, unpaired electron
distribution on the oxygen atoms and the semiquinone structure of
its phenoxy radicals.

Recently, the common theoretical recognition of the anti-
oxidative features of TR and its hydroxylated derivatives was
reported by Quieroz et al. [12]. Employing the B3LYP hybrid func-
tional and the 6-31G(d) basis set, they have determined the phys-
ical parameters characterizing the antioxidant activity of these
compounds in the gas phase. Moreover, in this important study the
authors have proved that the antioxidant activity of the poly-
phenols studied is associated with the stabilization energy of 4’-O
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radicals and that the hydroxyl bond in the para position strongly
contributes to the decrease in the parameters characterizing the
antioxidant behaviour of the polyphenolic compounds studied.

Parallel to theoretical calculations, some experimental studies of
the antioxidant activity of TR and its derivatives have been per-
formed. Recently, Fan et al. [ 13] synthesized a new antioxidant trans-
4,4'-DHS (Fig. 1). In their work the antioxidant activity of this
compounds has been analyzed in reactions with the glavinoxyl
radical. Also, the geometric properties of trans-4,4’-DHS dimer have
been confirmed by spectroscopic methods. The authors claimed that
this dimer was an oxidative product of dimerization of TR in the
presence of Cu(ll). Finally, the experimental results lead to the
conclusion that trans-4.4’-DHS possesses stronger antioxidant
activity and cytoxicity against human promyelocitic leukemia cells-
than TR.

On the basis of the kinetic data Fang et al. [14], investigated the
antioxidant effect of TR, trans-3,4-DHS, trans-3,4,4’-THS, trans-
3,4,5-THS, trans-4,4’-DHS, trans-4-hydroxystilbene and trans-3,5-
DHS, against the peroxidation of linoleic acid in sodium dodecyl
sulfate (SDS) and cetyl trimethylammonium (CTAB) micelles. In
order to investigate the reactions kinetic, the rate of propagation,
chain initiation, peroxide formation, the inhibition period, kinetic
chain lengths and inhibition time have been determined. Their
results imply that except for trans-4-hydroxystilbene and trans-
3,5-dihydroxystilbene, the compounds mentioned are significantly
stronger antioxidants than TR. However, trans-3,4,4-THS has

extremely high antioxidant activity, thus it completely inhibits
peroxidation of linoleic acid. It can be seen from Table 9 that trans-
3,4-DHS, trans-3,4,4’-THS, trans-3,4,5-THS, trans-4,4’-DHS are less
effective antioxidants than TR since they are characterized by
a lower values of the oxidation potential than TR. In addition, these
authors show that the molecules with ortho-dihydroxyl and para-
hydroxyl groups show high antioxidant activity.

The experimental study of the antioxidant activity of TR and its
various derivatives was also presented by Stivala et al. [15]. In this
work, the antioxidant activity of these molecules was evaluated
measuring the inhibition of citronellal thermo-oxidation and the
reduction of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical. These authors
also compared the antioxidant activity of «,-dihydro-3,4/,5-THS
and TR and claimed that o,3-dihydro-3,4’,5-THS was significantly
less active antioxidant than TR. Additionally, in their study based on
the values of ECsg and EQ (Table 9) as measures of antioxidant
activity it has been demonstrated that CR shows lower antioxidant
activity than its trans-stereoisomer.

Considering the above remarks together with the importance of
the antioxidative activity of TR, trans-4,4’-DHS, trans-3,4-DHS, trans-
3,44'-THS, trans-3,4,5-THS and «,B-dihydro-3,4’,5-THS (Fig. 1)
protection against free radicals, we demonstrate the structure-
radical scavenging activity of these compounds in gas phase and
aqueous environment by means of the DFT method. To elucidate the
geometric stereoisomer-antioxidant activity relation, the compu-
tations were performed for trans-resveratrol and CR. Because of the

Fig. 1. Molecular structures of trans-4,4’-DHS (1), TR (2), trans-3,4,4'-THS (3), trans-3,4,5-THS (4), trans-3,4-DHS (5), a,B-dihydro-3,4’,5-THS (6) and CR (7).
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Table 1

The B3LYP/6-311G(d,p) optimized in the gas phase bond lengths [A], dihedral angles [deg], total energies [hartree] of TR, CR, trans-4,4'-DHS, trans-3,4,5-THS, trans-3,4,4'-THS,
trans-3,4-DHS, 4’-O-radical of trans-TR, 4’-O-radical of trans-4,4'-DHS, 4-O-radical of 3,4-trans-DHS, 4-O-radical of trans-3,4,5-THS, 4’-O-radical of trans-3,4,4’-THS, 4-O-

radical of 3,4,4’-THS, 4'-O-radical of o,B-dihydro-3,4’,5-THS and 4’-O-radical of CR.

Bond and Dihedral angles c=C 04-Hy 0O3-H3 04-Hy C5C4C;Cg C7CgCoCyo Energy

TR 1.345 - 0.962 0.963 0.02 0.02 —766.571045
CR 1.345 - 0.962 0.963 27.43 39.22 —766.562776
trans-4',4-DHS 1.346 0.962 - 0.962 0.00 0.00 —691.328145
trans-3,4,5-THS 1.345 0.965 0.962 - 6.98 6.47 —766.573012
trans-3,4,4'-THS 1.345 0.963 0.961 0.962 0.29 0.46 —766.571878
trans-3,4-DHS 1.345 0.962 0.960 - 0.00 0.00 —691.328528
a,p-dihydro-3,4’,5-THS - - 0.960 0.962 - - —767.793375
4/-0 radical of TR 1.363 - 0.962 - 0.00 0.00 —765.934850
4/-0O-radical of 4’,4-DHS 1.361 0.961 - - 0.00 0.00 —690.693727
4-0-radical of 3,4,5-THS 1.362 - 0.961 - 0.00 0.00 —765.948469
4-0-radical of 3,4-DHS 1.362 - 0.962 - 0.00 0.00 —690.707321
4/-0O-radical of a,8-dihydro-3,4’,5-THS - - 0.960 - - - —767.151238
4/-0O-radical of 3,4,4'-THS 1.362 0.963 0.980 - 0.00 0.00 —765.937949
4-0O-radical of 3,4,4'-THS 1.362 - 0.980 0.963 0.04 0.00 —765.951976
4'-0O-radical of CR 1.361 - 0.962 - 15.69 36.55 —765.924442

lack of experimental data for other cis-stereoisomers of trans-
analogues of trans-resveratrol, the antioxidant properties of these
cis-stereoisomers have been not investigated. It was our intention to
employ the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory to perform the most
reliable optimization of the geometrical parameters of these
compounds and to calculate physical descriptors characterizing their
antioxidant ability. It particular, the homolytic bond dissociation
enthalpy (BDE) of 4-O-H and 4-O-H bonds, adiabatic ionization
potential (AIP), HOMO orbital distribution and spin density in the 4’-
O and 4-O-free radicals were calculated. Moreover, the purpose of
this study was to show that trans-4,4'-DHS, trans-3,4-DHS, trans-
3,4,4'-THS and trans-3,4,5-THS are more active antioxidants than TR,
whereas «,B-dihydro-3,4',5-THS and CR have significantly lower
ability to scavenge free radicals than TR. The results were compared
with the experimental conclusions reported by Fan [13], Fang, [14]
and Stivala et al. [15]. It should be emphasized that we did not have
the experimental values of AIP and BDE. Because of no experimental
values of BDE and AIP, we could not express the errors in predictions
of these calculated antioxidant factors. Note that in the experimental
works the antioxidant properties of the compounds studied were
estimated on the basis the EQ, EC5g and the kinetic parameters as
well as oxidation potential reported by Fang et al. [14]. ECsg is the
antioxidant concentration necessary to decrease the initial amount
of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH) by 50% while EQ is
the concentration required for each compound to double the half-life
with respect to control reaction. Unfortunately, these purely empir-
ical parameters cannot be calculated with the use of the Gaussian
03W package. Hence, in this study we explain the differences in the
antioxidant activity of the compounds studied and confirm the
conclusions of the experimental studies.

In contrast to the works by Cao et al. [11] and Quieroz et al. [12],
in our study new phenolic antioxidants are examined and detailed
analysis of the geometric parameters of these compounds, their 4’-
0, 4-O-radicals in gas phase and water medium is performed. We

Table 2

The calculated at B3LYP/6-311G(d,p) level of theory total molecular energies [har-
tree] of the cis-stereoisomers and relative energies [kcal/mol] for the geometric
stereoisomers in the gas phase.

Compounds Energy Relative energy
CR —766.562776 5.189
cis-4,4'-DHS —691.320744 4.644
cis-3,4,5-THS —766.559248 8.637
cis-3,4,4'-THS —766.564754 4470
cis-3,4-DHS —691.321182 4.609

present a detailed analysis of the geometrical parameters of these
chemical systems. Our study carefully explains the influence of
these optimized geometries and the presence of the vinyl bond on
the antioxidant properties of the compounds studied. Note that the
novelty of our study is investigation of the antioxidant activity of
two stereoisomers of resveratrol in both environments. Hence, for
the first time the stereochemical contribution to this activity of the
stereoisomers of resveratrol is considered with the aid of ab initio
quantum computations in polar medium. To investigate the influ-
ence of solvent on antioxidant properties of the compounds
examined, the solvent effect was also included in computations.
Therefore, our results contribute to explanation of the antioxidant
activity of the compounds studied in living cells in which the
environment with the participation of free radicals is polar. On the
basis of this fact we conclude that the computations in the gas
phase performed by Cao [11] et al. and Quieroz et al. [12] are very
useful only for preliminary elucidation of the antioxidant proper-
ties of these compounds.

2. Methods

All computations were performed using the GAUSSIAN 03W
software package [17]. The images presented in the figures were
generated by using ChemSketch and GaussView visualization
programs. Full optimization of molecular geometry and energy was
carried out in the gas phase and water environment. Full optimiza-
tions were made without symmetry constraints. Geometries of the
neutral compounds in their ground state were optimized employing
the DFT method with restricted Becke’s three-parameter hybrid
functional and the nonlocal Lee, Yang and Parr gradient-corrected
correlation functional B3LYP [18,19] combined with the 6-311G(d,p)
functional basis set. However, for the geometry optimization of the

Table 3

The total molecular energies [hartree] of the 4-O and 4-O radicals of cis-stereo-
isomers and relative energies [kcal/mol] of these radicals of the geometric stereo-
isomers studied in gas the phase calculated at unrestricted B3LYP/6-311G(d,p) level
of theory.

Radicals Energy Relative energy
4'-0O-radical of CR —765.924442 6.531
4/-0O-radical of cis-4,4'-DHS —690.683669 6.311
4-0O-radical of cis-3,4,5-THS —765.939325 5.738
4'-0O-radical of cis-3,4,4'-THS —765.927584 6.504
4-0-radical of cis-3,4-DHS —690.697201 6.350
4-0-radical of cis-3,4,4'-THS —765.942150 6.166
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Table 4

The calculated at B3LYP/6-311G(d,p) level of theory total molecular energies [har-
tree] of the cis-stereoisomers and relative energies [kcal/mol] for the geometric
stereoisomers in the water environment.

Compounds Energy Relative energy
CR —766.604433 5.743
cis-4,4’-DHS —691.349062 7314
cis-3,4,5-THS —766.594239 6.642
cis-3,4,4'-THS —766.599655 5.900
cis-3,4-DHS —691.346727 5.966

free radicals and cation radicals the unrestricted uB3LYP/6-311G(d,p)
level of theory was applied. We employed unrestricted B3LYP
exchange-correlation functional for the open-shell molecular
systems since it provides the most reliable results. The computations
performed for the radicals were made for the optimized most stable
structure of the neutral molecules, after H atom abstracted from 4'-
OH or 4-OH groups. Since the 4-OH and 4-OH groups are the most
effective in scavenging of free radicals [16], the radicals without 4’-
and 4-hydrogen were investigated. In the process of optimization of
the structure of radicals and cation radicals the spin contamination
was monitored. The mean value of the square of the total spin of
0.750 was maintained. In order to determine the starting geometry
of the compounds studied and the approximate location of the
minimum energy structures, the potential energy surface scans were
made. At first step, the potential energy surfaces, at restricted B3LYP/
6-31G(d) level were built by changing the dihedral angles « (C5-C4-
C7-Cg) and f# (C;-Cg—Cg—Cyg) in the compounds studied. The
conformational energy maps were obtained through the discrete
rotation of these selected angles in 10° increments, ranging from
0° to 180° with constraint on all other geometrical parameters.
Afterwards, the most stable structures obtained from the scan were
fully optimized without any constraint around each potential
minimum. For all optimized structures, we calculated the harmonic
vibrational frequencies of the corresponding bonds to determine
stationary points on the potential energy surface. Since the relative
hydrogen orientation in OH groups is also the most important
geometrical parameter, for the most stable geometries obtained from
previous full optimizations, the potential energy surfaces describing
the relation between these orientations and total energy were built.
These surfaces were generated at B3LYP/6-31G(d) level of theory by
changing the dihedral angles 3 (Cs—C1-04—Hy), ¥ (C10-C11-O5-Hs), ¢
(C14—-C43-03-H3) and 6 (C11-Cy2-04-Hyg) in 60° increments with
constraint on all other geometrical parameters. In the calculations
we used the angle increment by 60° in order to find out whether in

Table 5

the most stable conformations the hydrogen atoms from the OH
groups are in the plane of the molecule or out of the plane. Finally,
the most stable conformations obtained from these scans were fully
optimized at 6-311G(d,p) level of theory and vibrational character-
ized to check for the presence of imaginary frequencies in the
minima. The total molecular energies of the compounds studied
assumed to have the optimized structures were almost the same. In
this way, the most reliable structures of the antioxidants investigated
in the global energy minimum were determined, which seem to be
the best theoretical result generated by the methods used in the
calculations. In order to explain the influence of the resonance
stabilization on the antioxidant activity of trans-4,4’-DHS, the reso-
nance forms of its 4’-O-radical were determined. The homolytic BDE
values of the O-H bond ware calculated as the differences in the
enthalpy of the reactants at 298.15 K and 1.00 atm with the use of the
following equation: BDE = Hiagical + HH — Hmolecule Where Hyagical iS
the enthalpy of the free radical, Hy is the enthalpy of the H-atom
(—0.49764 |hartree]) with the vibrational correction [10] whereas
Hmolecule indicates the enthalpy of the parent molecule. The AIP
values were obtained according to the formula AIP=Ecg — Ep in
which Ep is the total energy of the parent molecule whereas Ecg
denotes the corresponding total energy of the cation radical gener-
ated after the electron transfer. In all computations, cation radicals
from the optimized neutral compounds in the global energy
minimum were generated and further fully optimized. The HOMO
orbital distribution and spin density distribution were determined
by using the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory for the fully opti-
mized structure of the compounds and their 4-O and 4-O-radicals.
Additionally, the spin density for each atom of the 4’-O and 4-O-
radicals studied was computed using the unrestricted B3LYP/6-
311G(d,p) level of theory in gas phase and water environment.
Since the free radical-scavenging action strongly depends on polar
solution in the real biological systems, solvent effect was taken into
account in this study. The solvent effects were computed by using the
conductor polarizable solvation model (CPCM) [20] as implemented
in the Gaussian 03W program. In this model water is assumed as
a macroscopic continuum characterized a dielectric constant
& =78.39. The UAO solvent cavity model was used in the computa-
tions. The UAO cavity is built-up using the united atom topological
model UATM [21] applied on atomic radii of the universal force field
UFF [22]. The CPCM computations were performed with tesserae of
0.2 A% average size. We investigated the influence of water environ-
ment on the stability of O-H bonds, the values of AIP and spin density.
The solvent effect in the conformational equilibrium was obtained for
the fully optimized most stable trans-stereoisomers, CR, a,3-dihydro-

The B3LYP/6-311G(d,p) optimized in the water medium bond lengths [A], dihedral angles [deg], total energies [hartree] of TR, CR, trans-4,4’-DHS, trans-3,4,5-THS, trans-3,4,4’-
THS, trans-3,4-DHS, 4'-O-radical of trans-TR, 4’-O-radical of trans-4,4’-DHS, 4-O- radical of 3,4-trans-DHS, 4-O-radical of trans-3,4,5-THS, 4’-O-radical of trans-3,4,4’-THS, 4-O-

radical of 3,4,4'-THS, 4’-0O-radical of o,B-dihydro-3,4’,5-THS and 4’-O-radical of CR.

Bond and Dihedral angles c=C 04-Hy 0O3-H3 O4-Hy Cs5C4C;Cs C7CgCoCqo Energy

TR 1.347 - 0.982 0.983 0.10 0.00 —766.613485
CR 1.347 - 0.982 0.983 26.51 38.62 —766.604333
trans-4’,4-DHS 1.347 0.982 - 0.982 0.01 0.00 —691.360718
trans-3,4,5-THS 1.347 0.977 0.975 - 4.58 4.04 —766.604823
trans-3,4,4'-THS 1.347 0.983 0.976 0.982 0.33 0.46 —766.609058
trans-3,4-DHS 1.347 0.983 0.976 - 0.00 0.00 —691.356234
a,B-dihydro-3,4’,5-THS - - 0.981 0.982 - - —767.832870
4'-0 radical of TR 1.368 - 0.983 - 0.11 0.13 —765.975119
4'-0O-radical of 4’,4-DHS 1.372 0.985 - - 0.00 0.00 —690.725411
4-0O-radical of 3,4,5-THS 1.366 - 0.985 - 0.00 0.00 —765.980779
4-0-radical of 3,4-DHS 1.363 - 0.984 - 0.00 0.00 —690.728335
4'-0O-radical of a,8-dihydro-3,4’,5-THS - - 0.982 - - - —767.187787
4’-0O-radical of 3,4,4'-THS 1.369 0.985 0.978 - 0.00 0.00 —765.973781
4-0-radical of 3,4,4'-THS 1.367 - 0.983 0.984 0.04 0.00 —765.983506
4'-0O-radical of CR 1.366 - 0.982 - 19.43 36.55 —765.962693
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3,4',5-THS, 4’-0, 4-0 radicals and cation radicals in the gas phase, at
the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory.

3. Results and discussion

3.1. The optimized geometries of TR, CR, trans-3,4-DHS, trans-
3,4,4'-THS, trans-3,4,5-THS, trans-4,4'-DHS, «,3-dihydro-3,4',5-THS,
their free radicals and cation radicals

The O4-Hy, O4—Hy, O3-H3 and C=C bond lengths and the torsion
angles between two phenyl rings, which are the most significant
structural parameters of the equilibrium optimized neutral structure
of all the compounds investigated and their 4’-0 and 4-O-radicals in

7

their ground states, are summarized in Table 1. The optimization of
all compound structures using 6-311G(d,p) basis set leads to the
absolute energy minimum on the potential energy surface, whose
presence is confirmed by the lack of imaginary frequencies. The
energetic analysis performed reveals that o,-dihydro-3,4’,5-THS is
the most stable compound in the mediums studied. Probably it is due
to the absence of the vinyl bond. Additionally, the all cis-stereoiso-
mers and their 4-O and 4’-O-radicals are energetically less stable
than their trans-stereoisomers in the environment studied (Tables
2-5). This result is confirmed by the values of relative energies
calculated as the difference between total energies of the geometric
stereoisomers studied (Table 2). The small values of these relative
energies reveal the high torsional flexibility of the compounds

@

Fig. 2. The B3LYP/6-311G(d,p) optimized geometries of TR (1), trans-4,4’-DHS (2), trans-3,4,4'-THS (3), trans-3,4-DHS (4), trans-3,4,5-THS (5), o,-dihydro-3,4’,5-THS (6) and CR (7)

in the gas phase.
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studied. The significant value of the relative energy for the 3,4,5-THS
stereoisomers in the gas phase can be related to the high energy of
cis-stereoisomer whose geometry is strongly deviated from
planarity (a (Cs5-C4-C7-Cg)=38.89°, # (C;-Cg—Co—Cyp)=31.14°).
Note that the energy differences between the lowest energy
conformations of trans and cis-stereoisomers (except for stereoiso-
mers of 3,4,5-THS) are lower than that of their 4'-O and 4-0 radicals.
The calculated C=C bond lengths of the central moiety of the
molecules studied have similar values in the gas phase. However, in
the radical forms the C=C bonds are longer than those in the neutral
molecules. We observe that all Os3-Hsz bond lengths in the
compounds studied are slightly shorter than the O4-H4 and O4—Hg:
bonds. The optimized values of the § (Cg-C1-04-Hy:), v (C10-C11-
05—H5), 0] (C14—C13—03—H3) and ¢ (C]1—C12—O4—H4) dihedral angles

7

indicate that hydrogen atoms from OH groups lie in the surface of the
all compounds, their radical forms and cation radicals in both envi-
ronments. According to the calculation results, these dihedral angles
are approximately 0° and 180° in the mediums studied. On the basis
of the optimized values of the o, (C5—C4—C7-Cg) and 6 (C7—Cg—Cg—Cyp)
dihedral angles, it is evident that the geometries of the trans-
stereoisomers studied (Fig. 2) and their radicals (Fig. 3) as well as
cation radicals (Fig. 4) are strictly planar in the gas phase. In
comparison with the gas phase, the water environment causes an
increase in the lengths of the C=C bonds and a significant increase in
the O-H bond lengths in all compounds and their 4’-O-radicals
(Table 5). This finding shows that water environment evidently
facilitates the heterolytic dissociation of the hydroxyl bonds. Also, in
water environment all trans-stilbene derivatives studied (except for

8

Fig. 3. The uB3LYP/6-311G(d,p) optimized geometries of the 4’-O-radical of TR (1), 4’-O-radical of trans-4,4’-DHS (2), 4-O-radical of trans-3,4-DHS (3), 4-O-radical of trans-3,4,5-
THS (4), 4-O-radical of trans-3,4,4'-THS (5), 4-O-radical of trans-3,4,4’-THS (6), 4'-O-radical of a,B-dihydro-3,4',5-THS (7) and 4’-O-radical of CR (8) in the gas phase.
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trans-3,4,5-THS), their 4’-0, 4-O-radicals and cation radicals have
planar equilibrated geometries. Besides, the all chemical systems
studied in water environment are more energetically stable than in
the gas phase (Table 5). The slight deviation from the planarity found
for trans-3,4,5-THS in both environments is probably due to the
unfavourable location of hydroxyl groups. In our opinion the strong
interaction between closely localized hydroxyl groups is the main
contribution to this distortion of the planar geometry. It is interesting
to note that also CR (Fig. 9), its 4’-O-radical and cation radical have
geometry significantly deviating from the planarity in the environ-
ments studied. The values of the a (C5-C4-C7-Cg) and # (C7—Cg—Co—
Cq0) dihedral angles in CR and its 4’-O-radical explicitly confirm this
finding (Table 1). Thus, this deviation can be the main reason for the
higher energy of CR than TR in the environments studied. It is well

known that the molecular structure of TR and other antioxidant can
contribute to the electron transfer during scavenging of free radicals
[15]. The stacking interactions between the planar investigated
molecules can permit energetically favourable hydrogen atom
transfer in the interaction and facilitate the interaction with free
radicals. The energetic analysis reveals that all 4’-0, 4-O-radicals are
less stable than the neutral molecules in the examined mediums,
therefore they can be more reactive in the biochemical reactions. The
optimized structures of the 4’-0 and 4-0 radicals are planar and have
semiquinone form; the unpaired electron is localized in these forms
mainly on the O atom in the para position leading to the stabilization
of the radicals. Also, the high delocalization of the unpaired electron
on the vinyl bond is strongly emphasized. Note that the presence of
the vinyl bond and the electron donation hydroxyl groups in these

Fig. 4. The uB3LYP/6-311G(d,p) optimized geometries of the cation radicals of TR (1), trans-4,4’-DHS (2), trans-3,4,4'-THS (3), trans-3,4-DHS (4), trans-3,4,5-THS (5), «,B-dihydro-

3,4',5-THS (6) and CR (7) in the gas phase.
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Fig. 5. The uB3LYP/6-311G(d,p) optimized geometries of the resonance forms of trans-4,4’-DHS in the gas phase.

radicals may also stabilize their semiquinone geometry. The corre-
sponding resonance forms of the 4’-O-radicals of trans-4.4’-DHS
(Fig. 5) are almost isoenergetic (E = —690.69372721 [hartree]), thus,
they are characterized by similar stability and are strongly stabilized
by the resonance. All geometric parameters in these forms take the
comparable values and the unpaired electron is distributed mainly
on the vinyl bond in their planar conformation.

3.2. BDE, AIP, HOMO orbital distribution and spin density
distribution. The influence of water environment

The hydrogen donating ability of the wide class of polyphenols
and the ability of these compounds to form the radical forms are
characterized by BDE, whereas AIP is an important physical factor
indicating the range of electron donation. The BDE corresponds to
the O-H bond breaking (H abstraction), thus this parameter
describes the stability of the hydroxyl bonds. The molecules with
lower values of BDE and AIP are endowed with higher antioxidant
activity. The calculated values of the BDE and AIP for the molecules
studied in the gas phase are present in Table 6. The results indicate
that AIP and BDE for trans-4.4’-DHS, trans-3,4-DHS, trans-3,4,4'-
THS and trans-3,4,5-THS are lower than those for TR while the
smallest value of AIP of trans-3,4,4'-THS. It proves that these
compounds are more efficient free radical scavengers than TR and
that these molecules seem to donate the single-electron during the
interaction with free radicals. In particular, trans-3,4,4’-THS is
mainly susceptible to electron transfer. Analyzing the values of BDE
of the 4-O-H bond for all compounds one can find that for trans-
3,44'-THS and trans-3,4-DHS this antioxidant factor takes the
smallest value in the gas phase. In our opinion, this result for trans-
3,4-DHS can be interpreted as a consequence of the presence of all
hydroxyl groups in one phenyl ring. In such an arrangement the
hydroxyl groups at 3 and 5 positions reduce the stability of the 4'-
O-H and 4-O-H bonds by intermolecular hydrogen interaction.
This result confirms the results reported by Fang et al. [14]. Addi-
tionally, 3,4,4’-trans-THS has a higher value of BDE of 4’-O-H bond
than 4-O-H. Hence, in this molecule 4-O-H bond is more sensitive
to interaction with free radicals. Similarly, the high antioxidant
potency of trans-4.4’-DHS is related to the favourable location of
phenolic hydroxyl groups. The presence of two strong donation
hydroxyl groups in para positions contributes to the ease of the
electron donation. It is well known that electron-donating groups
increase the stability of polyphenolic free radicals and decrease the

stability of parent molecules. Thus, we conclude that the decrease
in BDE for all polyphenols can arise from the number of the strong
electron-donating hydroxyl groups and their favourable location in
the para positions of the studied molecules. Moreover, the
conjunction of the phenyl rings by double bond ensures the most
energetically favourable resonance stabilization, which facilitates
the high electron transfer after the hydrogen abstraction in para or
orto positions. In contrast to the previous results, BDE of 4'-OH
group and the AIP for a,B-dihydro-3,4',5-THS are significantly
higher than for TR and other antioxidants studied. This result
shows that the double bond between the phenyl rings is a very
important structural element which determines the antioxidant
potency of the phenolic compounds.

The BDE and AIP values of CR are higher than those of its
trans-stereoisomer in both types of environment. It proves that
cis-stereoisomer is less efficient antioxidant than trans-resver-
atrol. This result confirms the experimental observation by Sti-
vala et al. [15]. It should be pointed out that planar conformation
of free radical and cation radical ensures favourable spin and
unpaired electron distribution, which is an important parameter
determining the stability of the radicals and antioxidant power.
Therefore, the deviation from planarity of CR, its 4’-O-radical and
cation radical is the main factor determining the decrease in the
reduction of the antioxidant activity of CR. We can conclude that
the non-planar geometry of the 4’-O-radical of CR can effectively
prevent the delocalization of the unpaired electron in this
radical.

Table 6

The B3LYP/6-311G(d,p) in the gas phase calculated values of the AIP [kcal/mol] and
BDE [kcal/mol] of 4-0-H bond of TR, 4’-O-H bond of trans-4,4’-DHS, 4-O-H bond of
trans-3,4,5-THS, 4-O-H bond of trans-3,4,4'-THS, 4’-O-H bond of trans-3,4,4'-THS,
4-0-H bond of trans-3,4-DHS, 4’-0-H bond of «,3-dihydro-3,4’,5-THS and 4’-O-H
bond of CR.

Antioxidant BDE AIP

TR 78.683 157.061
trans-4,4'-DHS 77.663 152.212
trans-3,4,5-THS 71.816 151.342
trans-3,4,4'-THS (4-OH) 68.986 150.227
trans-3,4,4'-THS (4’-OH) 77.845 150.227
trans-3,4-DHS 69.734 156.691
a,B-dihydro-3,4’,5-THS 82.401 168.183
CR 80.026 159.349
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When the solvent effect was taken into account, a significant
influence of water medium on AIP values was observed (Table 8).
The values of this antioxidant factor in water medium are
dramatically lower than in gas phase. It is well known that cation
radicals are charged and quite sensitive to the polarity of various
solvents. As expected in water environment the lower values of AIP
than in gas phase were obtained. From this result it is evident that
this polar medium can facilitate electron donation which is one of
the most important process of free radical scavenging. Moreover,
the values of AIP indicate that trans-3,4,4’-THS is the most efficient
the electron donor from among the compounds studied and that
the all trans-stereoisomers studied are more sensitive to electron
donation than TR, while a,B-dihydro-3,4,5-THS is less sensitive to
the electron donation than TR.

lﬂ Qe

ojﬁpf;.

7)

Fig. 6. The HOMO orbital distribution in TR (1), trans-4,4’-DHS (2), trans-3,4,5-THS (3), trans-3,4,4'-THS (4), trans-3,4-DHS (

phase.

Comparing the values of BDE (Tables 6, 8) in the environ-
ments studied, we observe that in water medium these values
are higher than in gas phase. Hence, on the basis of the values
of BDE in water environment it can be concluded that this
medium decreases the ability of the hydroxyl groups to
homolytic dissociation. This finding reveals that in water the
antioxidants studied have a lower ability to hydrogen transfer
than in gas phase. Similarly as in the gas phase the computa-
tions performed in water environment reveal that trans-3,4,4'-
THS has highest the hydrogen atom donating ability whereas
the ability of a,B-dihydro-3,4’,5-THS to this process is smallest.
In comparison with TR, the all trans-stilbene derivatives in
water medium are expected to show higher hydrogen atom
donating activity since the corresponding BDE values are lower

*§008)e

B ¥

9
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(5), a,B-dihydro-3,4’,5-THS (6) and CR (7) in the gas
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7)

Fig. 7. The spin density distribution in 4’-O-radical of TR (1), 4’-O-radical of trans-4,4’-DHS (2), 4-O-radical of trans-3,4,5-THS (3), 4'-O-radical trans-3,4,4’-THS (4), 4-O-radical of
trans-3,4-DHS (5), 4’-O-radical of a,B-dihydro-3,4’,5-THS (6) and 4’-O-radical of CR (7) in the gas phase.

that those obtained for TR. This result is in agreement with the
calculations performed in the gas phase. The findings obtained
lead to the conclusion that the trans-stereoisomers studied are
stronger antioxidants than TR in the mediums considered.
However, the calculated smaller values of BDE than AIP prove
that the H-atom transfer mechanism for scavenging of free
radicals is most favourable in the mediums studied. Hence, in
physiological conditions, a scavenging of harmful free radicals
by the antioxidants investigated may be achieved mainly via
hydrogen donation.

Another important molecular parameter correlated with the free
radical scavenging activity is the energy of the HOMO orbital. The
molecules with a lower energy of the HOMO orbital have weaker
electron donating ability. Besides, the electronic density distribu-
tion in these orbitals permits prediction of the most probable sites in
the molecules investigated which can be easily attacked by free
radicals and other reactive agents. More active redox sites of these
molecules are characterized by high density of the HOMO orbital.
Analysis of the distribution of HOMO orbital (Fig. 6) shows that for
all trans-stereoisomers and CR it is delocalized on the whole
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Fig. 8. The computed at uB3LYP/6-311G(d,p) level of theory spin density in the 4’-O-radical of TR (1), 4'-O-radical of trans-4,4'-DHS (2), 4-O-radical of trans-3,4,4'-THS (3), 4-O-
radical trans-3,4,4’-THS (4), 4-O-radical of trans-3,4-DHS (5), 4-O-radical of trans-3,4,5-THS (6), 4’-O-radical of a,B-dihydro-3,4’,5-THS (7) and 4'-O-radical of CR (8) in the gas phase.

molecule and particularly on the 4- and 4’-positions and double
bond which connects the phenyl rings. Hence, the 4'-OH and 4-OH
groups in both compounds can be easily attacked by the free radicals
in the real biological systems. The high range of delocalization of
this orbital indicates that the compounds investigated have many
active redox sites. In contrast, the OH groups in meta position are

‘e
2-a ( 2 '

9

insensitive to the interactions with free radicals. This observation
for TR is in an excellent agreement with the results obtained by Cao
et al. [11]. Furthermore, in all trans-stilbene derivatives studied the
HOMO orbital is distributed along both phenyl rings. This finding is
strongly correlated with the presence of the vinyl bond, which
facilitates the HOMO orbital distribution between two phenyl rings.

Fig. 9. The B3LYP/6-311G(d,p) fully optimized geometries of CR (1) and TR (2) in the water medium.
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Table 7
The uB3LYP/6-311G(d,p) spin density calculated on the 4’-0 and 4-O atoms in the 4’-
0 and 4-O-radicals of the compounds studied in the water environment.

Table 9
The experimental values of the oxidation potential E [14] and EQ [15] for the anti-
oxidants studied.

Radical Spin density Antioxidant E[V] EQ [uM]
4'-O-radical of TR 0.315 TR 0.62 135+8.81
4'-0O-radical of trans-4,4'-DHS 0.314 trans-4,4'-DHS 0.40 -
4-0O-radical of trans-3,4,5-THS 0.312 trans-3,4,5-THS 0.24 -
4-0-radical of trans-3,4,4'-THS 0.303 trans-3,4,4'-THS 0.32 -
4'-0O-radical of trans-3,4,4'-THS 0.311 trans-3,4-DHS 0.34 -
4-0-radical of trans-3,4-DHS 0.309 a,B-dihydro-3,4’,5-THS - 260+11.2
4'-O-radical of a,3-dihydro-3,4’,5-THS 0.443 CR - 241 +38.0
4’-0O-radical of CR 0.334

Comparing the HOMO orbital distribution in CR and TR we observe
that CR shows significant reduction of the density of the HOMO
orbital at 3-OH and 5-OH group. However, ,3-dihydro-3,4’,5-THS is
characterized by total reduction of the HOMO orbital distribution at
a-phenyl ring.

One of the most important parameters which can be used to
characterize the antioxidant activity is also the spin density
distribution in free radicals. The stability of free radicals and the
antioxidant potency are mainly determined by this factor. The
calculations performed reveal that in all compounds which are
derivatives of trans-stilbene, the spin density is delocalized through
the whole molecules but comes mainly from the oxygen atoms in
para position and the vinyl bond. Moreover, Fig. 7 shows that the
spin density is distributed over the whole molecules with high
concentrations on the phenyl rings and vinyl bond. These results
can be related to better stabilization of 4’-O and 4-O free radicals
and support the results obtained for the HOMO orbital distribution.
The high localization of the spin density on the hydroxyl bonds in
para and ortho positions prove that TR, trans-4.4’-DHS, trans-3,4-
DHS, trans-3,4,4-THS and trans-3,4,5-THS are excellent antioxi-
dants. High differences in the distribution of the spin density in o,f3-
dihydro-3,4’,5-THS were obtained. In the 4’-O- radical of this
compound, the contribution of spin density from the all atoms of b-
phenyl ring and C=C bond linking the phenyl rings has decreased.
In our opinion it is mainly related to the lower ability of this radical
to the resonance stabilization caused by the absence of the vinyl
bond. Comparing the spin distribution in 4’-O-radical of CR and TR
we find that 4/-O-radical of CR is characterized by significant
reduction of the spin density at 3- and 5- position. However, this
distribution is mainly concentrated around the atoms in the a-
phenyl ring. This reduction observed is probably a result of the
steric hindrance in the cis-4’-O radical of CR.

The computed spin density in 4'-O and 4-O radicals studied in gas
phase (Fig. 8) indicates that the main contribution to this density
comes from the oxygen at 4’- and 4-position. The contribution from
this oxygenin (2),(3),(4), (5) and (6) radicals presented in the Fig. 8 is
smaller than from those in TR. The smallest values of the spin density

Table 8

The B3LYP/6-311G(d,p) in the water medium calculated values of the AIP [kcal/mol]
and BDE [kcal/mol] of 4’-O-H bond of TR, 4-O-H bond of trans-4,4’-DHS, 4-O-H
bond of trans-3,4,5-THS, 4-O-H bond of trans-3,4,4'-THS, 4-O-H bond of trans-
3,4,4'-THS, 4-0O-H bond of trans-3,4-DHS, 4’-O-H bond of a,B-dihydro-3,4/,5-THS
and 4’-0-H bond of CR.

Antioxidant BDE AIP

TR 80.728 118.940
trans-4,4'-DHS 79.103 113.380
trans-3,4,5-THS 73.914 116.339
trans-3,4,4’-THS (4-OH) 70.075 112.398
trans-3,4,4'-THS (4'-OH) 79.977 112.398
trans-3,4-DHS 71.338 117414
a,B-dihydro-3,4’,5-THS 85.545 129.106
CR 82.731 120.837

on 4’ and 4-oxygen in 4’-0 and 4-O-radical of trans-3,4,4’-THS indi-
cate that this compound is most effective antioxidant from among
the compounds studied. This finding is in accordance with the results
of the computations of BDE and AIP. In the global spin density
calculated for 4’-O-radicals of TR, trans-4,4’-DHS, trans-3,4,4’-THS,
CR and a,B-dihydro-3,4’,5-THS the main contribution comes from a-
ring, whereas in that calculated for 4-O-radicals of trans-3,4-DHS,
trans-3,4,5-THS and trans-3,4,4’-THS the main contribution comes
from b-ring. It should be emphasized that 4’-O-radical of a,3-dihy-
dro-3,4',5-THS shows a significant increase in the contribution of the
spin density from 4’-0 atom and atoms from the a-phenyl ring while
very small values of spin density from b-phenyl rings including
oxygen’s at meta positions were obtained. The absence of vinyl bond
in this radical decreases the spin density in b-phenyl ring. It is
interesting to note that in cis-4’-O-radical of CR and all trans-4'-0O-
radicals the spin density takes large values on the carbon of vinyl
bond and phenyl ring including 4’- or 4-oxygen. This result confirms
the generated spin distribution (Fig. 7) and proves that 4’-OH and 4-
OH groups are especially susceptible to free radicals attack. However
the high contribution to global spin density from vinyl bond leads to
the conclusion that this fragment of radicals can be also sensitive to
attack of reactive radical forms. We also observe that the value of the
spin density on the 4’-0O atom is higher for CR than for TR. Hence, the
antioxidant power of CR is lower than that the trans-stereoisomer. In
our opinion, this result is related to the distorted geometry of CR. The
calculated values of the spin density on the 4’-O and 4-O atoms of the
corresponding radicals in aqueous medium are lower than in the gas
phase (Table 7). Therefore, in water environment the 4'-OH and 4-OH
groups in the all compounds can be more sensitive to the interaction
with free radicals. From this fact we can conclude that in water
environment the compounds studied show higher antioxidant
activity than in the gas phase. Moreover, the lower values of the spin
density in water medium are related to strong stabilization of the
radicals studied by this medium. The computed values of the spin
density confirm that all TR trans-derivatives are better antioxidants
than TR in aqueous medium while a,3-dihydro-3,4',5-THS and CR
have weaker antioxidant potency than TR.

4. Conclusions

The results of DFT computations indicate that trans-4,4’-DHS,
trans-3,4-DHS, trans-3,4,4'-THS, trans-3,4,5-THS are more active
antioxidants than TR, whereas «,3-dihydro-3,4’,5-THS and CR are
less able to scavenge free radicals than TR in the environments
considered. It has been proved that the most favorable mechanism
for radical scavenging is through hydrogen atom donation from the
antioxidants studied and their activity can be related to the planar
and semiquinone structure of the phenoxy free radicals stabilized
by the resonance and the presence of the vinyl bond. The calcula-
tions demonstrate that the antioxidant potency strongly depends
on the geometry of the neutral compounds and their phenoxy
radicals, the number and position of the hydroxyl groups. Since
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solvent effect is important for investigation of biological processes
in living organisms, the influence of the water medium on an
antioxidant activity should be taken into calculations. The findings
obtained contribute to the understanding of the pharmacological
activity of the compounds studied which thus can be exploited in
the food chemistry, medicine and pharmacy.
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ABSTRACT

By means of the accurate computations based on the density functional theory, the relationships
between the molecular structure and free radical scavenging activity have been studied for dimer of
trans-4,4'-dihydroxystilbene, trans-resveratrol-3-O-glucuronide, glucosides: geometric stereoisomers of
piceid, trans-astringin, trans-resveratrol-4’-O-B-D-glucopyranoside and trans-resveratrol dimers: pal-
lidol, geometric stereoisomers of e-viniferin, stereoisomers of trans-d-viniferin and trans-resveratrol
trimer-gnetin H. Our results have shown that all oligomers, glucosides and trans-resveratrol-3-O-
glucuronide exhibit stronger antioxidant activity than trans-resveratrol and that dimer of trans-4,4'-
dihydroxystilbene is a stronger antioxidant than its monomer as well as that cis stereoisomers of piceid
and e-viniferin are weaker antioxidant than their trans stereoisomers. The homolytic bond dissociation
enthalpy values calculated reveal the predominant H-transfer capacity of the OH groups in the trans-
stilbene moiety. The hydrogen atom transfer mechanism of free radicals scavenging by the compounds
studied is proved more preferable than the single-electron transfer mechanism in the mediums inves-
tigated. All the above-mentioned compounds have been proved to have significantly higher ability to
electron donation in water medium than in the gas phase. The experimental observations are satisfac-

Glucuronide acid

torily explained by the results obtained.

© 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Polyphenols play an important role in protection of living cells
since they show a variety of biological activities including anti-
inflammatory and chemopreventive. Recently, interesting insights
into the antioxidant properties and other pharmacological behav-
iour of trans-resveratrol oligomers and glycosides has been
reported.

Recently, it has been shown that many paeony compounds
occurring in seeds of Paeonia lactiflora, Paeonia suffruticosa and
Paeonia moutan show high bioactivity, in particular, carcinogenic
protection [1], anti-inflammatory [2], antitumour [3] and antioxi-
dant activity [2]. The study by Das et al. [1] has proved that poly-
phenolic extracts from red wine play a crucial role in
cardioprotection. In particular, these authors have demonstrated
that this cardioprotective action is associated with effective

* Corresponding author. Tel.: +48 607608785; fax: +488291505.
E-mail address: dmkwant@amu.edu.pl (D. Mikulski).

0223-5234/$ - see front matter © 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ejmech.2010.02.016

reduction of myocardial ischemic reperfusion injury. The antioxi-
dant properties of trans-e-viniferin, gnetin H and other antioxi-
dants isolated from plant P. lactiflora have been confirmed by Kim
et al. [4]. They have shown that these compounds efficiently inhibit
the lipid peroxidation by free radicals and that gnetin H as well as
trans-e-viniferin are most active antioxidants. On the basis of the
values of the antioxidant indicator-ICsg for 2-deoxyribose degra-
dation caused by hydroxyl radicals one can conclude that gnetin H,
trans-e-viniferin and trans-resveratrol-4’-O-B-D-glucopyranoside
are more efficient antioxidants than trans-resveratrol, whereas cis-
e-viniferin is characterized by smaller ability to scavenge free
radicals than trans-resveratrol.

Antioxidant activity of trans-e-viniferin and other dimers of
trans-resveratrol has been reported by Privat et al. [5]. They
compared the antioxidative capacity of these compounds to
those of trans-resveratrol and other synthetic hydroxylated
stilbenic derivatives. Their results clearly indicate that trans-¢-
viniferin as dimer of trans-resveratrol shows the best antioxidant
efficiency against the superoxide radical anions in DMSO used as
a solvent.


mailto:dmkwant@amu.edu.pl
www.sciencedirect.com/science/journal/02235234
http://www.elsevier.com/locate/ejmech

D. Mikulski, M. Molski / European Journal of Medicinal Chemistry 45 (2010) 2366-2380 2367

2. cis-g-viniferin

HO OH
18
2
4
HO z
26
F-3
24
3. trans-6-viniferin-A 4. trans-o-viniferin-B
1
OH
19
18 20
2
Ho 2 17 2
28
2% 155
2 B
25 "’?1,,‘22 25
24 ”
4
OH
s [
5. dimer of trans-4,4’-DHS
23 22 14 26 27
25 28 2
3
& 20 6. pallidol
38
5
HO—2 OH
40H
7. gnetin H
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The dimer of trans-resveratrol has been identified by Wang et al. dimerization of trans-resveratrol radical as a result of reductive
[6] as a product of dimerization of trans-resveratrol free radicals. activation of oxygen.
The dimeric structure of this compound has been confirmed by 'H Recently, Fan et al. [8] identified the dimer of trans-4,4’-

and 3C NMR data. Formation of this dimer also has been suggested dihydroxystilbene (dimer of trans-4,4’-DHS) as a product of
by Fukuhara et al. [7] who claim that it could be generated by oxidative dimerization of phenoxy radical in the presence of
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B3LYP/6-311G(d,p) optimized values of hydroxyl bond lengths [A] of dimer of trans-4,4'-DHS, pallidol, stereoisomers of -viniferin, trans-3-viniferin-A and B, gnetin H, trans-
resveratrol, trans-4,4’-DHS, trans-piceid, cis-piceid, trans-astringin, trans-resveratrol-3-O-glucuronide and trans-resveratrol-4’-O-B-D-glucopyranoside in the gas phase.

Compounds 4-0-H 4'-0-H 2-0-H 2'-0-H 3-0-H 3'-0-H 1-0-H 5-0-H
Trans-resveratrol® - 0.9628 - - 0.9622 - - 0.9622
Trans-4,4'-DHS? 0.9627 0.9627 - - - - - -
Dimer of trans-4,4'-DHS 0.9627 - 0.9626 - - - 0.9626 -
Trans-g-viniferin 0.9627 - 0.9624 - - 0.9624 0.9626 -
Cis-g-viniferin 0.9627 - 0.9624 - - 0.9624 0.9626 -
Trans-3-viniferin-A 0.9627 - 0.9625 - 0.9623 - - 0.9622
Trans-3-viniferin-B 0.9627 - 0.9624 - 0.9628 - - 0.9627
Gnetin H 0.9628 - - 0.9625 - 0.9627 -
Pallidol 0.9625 0.9625 0.9622 - 0.9620 - -
Trans-piceid - 0.9627 - - - - 0.9637
Cis-piceid - 0.9626 - - - - 0.9633
Trans-astringin - 0.9618 - - 0.9656 - 0.9632
3-0-glucuronide 0.9628 - - - - - 0.9629
Trans-resveratrol-4'-O-B-D-glucopyranoside - - - 0.9625 - - 0.9625

2 From Ref. [31].

Cu(Il) ions. The authors synthesized a new strong antioxidant-
trans-4,4'-dihydroxystilbene (trans-4,4’-DHS) and investigated its
antioxidant activity by the inhibitory effects against peroxidation
of human erythrocyte ghosts. In this study the dimer mentioned
was shown to form in the presence of copper ions (II) in
acetonitrile.

Vitrac et al. [9] isolated trans-e-viniferin-dimer of trans-resver-
atrol, trans-d-viniferin, trans-piceid and trans-astringin from Bra-
zilian wines using high-performance liquid chromatography
method coupled with UV detection. Their study demonstrated that
trans-3-viniferin, cis-resveratrol, trans-piceid and trans-astringin
(Fig. 2) occur in these wines in high concentrations. However,
Waffo-Teguo et al. [10] demonstrated that cis-piceid occurs in the
plant Vitis vinifera.

He et al. [11] using the EPR technique, studied the antioxidant
activity of dimer of trans-resveratrol-pallidol naturally occurring in
plant Cissus pallida on the reactive oxygen species. Their results
based on the kinetic study showed that this compound was highly
capable of scavenging singlet oxygen at very low concentrations.
The antioxidant potency of pallidol was also evaluated by Kim et al.
[12]. Their study clearly indicated that this compound was
a stronger antioxidant than trans-resveratrol. The phenolic
compounds in red wine were identified by Guebailia et al. [13]. In
this study the three-step method was applied to isolate the six
polyphenolic antioxidants including pallidol, trans-piceid in red
wine of Merlot variety from Algeria.

The metabolism of trans-resveratrol in vitro and in vivo has been
investigated by Yu et al. [14]. This study demonstrated that trans-
resveratrol in rat urine and mouse serum was biotransformed into
trans-resveratrol-3-O-glucuronide  and  trans-resvertarol-3-O-
sulfate which are most abundant metabolites of this trans-resver-
atrol in living cells.

Theoretical study of the antioxidant properties of dimeric
derivative of trans-resveratrol-trans-o-viniferin in the gas phase
has been performed by Caruso et al. [15] by making use of DFT
method and Perdew and Wang (PWC) functional [16] with a double
numeric basis set with polarization functions (DNP) [17] on all
atoms. The authors have investigated five phenolate anions of this
compound in the gas phase and claimed that the most stable anion
was that obtained after abstraction of proton from the 4-OH group
in the para position in the planar moiety.

Recently, much attention has been given bioactivity of trans-
resveratrol glucoside-trans-piceid (trans-3,5,4’-trihydrox-
ystilbene-3-0-B-D-glucopyranoside, Fig. 2). It has been reported
that this compound is able to scavenge free radicals, inhibit
platelet aggregation [18] and oxidize LDL [19]. Note that trans-
piceid similarly to trans-resveratrol is a grapevine phytoalexin

which occurs in high concentrations in the grape juices, while the
concentration of cis-piceid is smaller than that of trans stereo-
isomer [20]. Fabris et al. [21] reported important recognition of
the antioxidative features of trans-piceid. They proved that anti-
oxidant activities of trans-piceid and trans-resveratrol were
similar. The ability of trans-piceid and trans-astringin (trans-
3',5,4',3-tetrahydroxystilbene-3-0-3-D-glucopyranoside) to act as
radical scavengers was also investigated by Fauconneau et al. [22].
Their data demonstrated that trans-astringin was a very effective
antioxidant whose antioxidant capacity was significantly higher
than those of trans-piceid and trans-resveratrol.

As the above-mentioned compounds have been reported to
possess the great pharmacological potential including radical
scavenging activity, the experimental results motivated us to
investigate theoretically the antioxidant activity of these
compounds and to perform the 3-D-QSAR analysis with the use of
the computations based on the density functional theory. The
crucial aim of the study undertake was to calculate the physical
descriptors characterizing the antioxidant efficiency of pallidol,
gnetin H, trans-4,4'-DHS, geometric stereoisomers of piceid,
geometric stereoisomers of e-viniferin, stereoisomers of trans-
d-viniferin, trans-resveratrol-4’-O-p-D-glucopyranoside, dimer of
trans-4,4'-dihydroxystilbene, trans-astringin and trans-resveratrol-
3-0-glucuronide in order to compare the antioxidant potency of
these compounds with that of trans-resveratrol (Figs. 1 and 2).
Moreover, we have investigated the antioxidant potency of
geometric stereoisomers of e-viniferin and piceid in order to
explain the influence of configuration of the stilbene moiety on this
potency. It should be emphasized that we had no access to the
experimental values of AIP (adiabatic ionization potential), BDE

Table 2
The B3LYP/6-311G(d,p) optimized values of the dihedral angles o [°] and 0 [°] in the
antioxidants studied. All values are referred to the gas phase.

Compounds ] 0
Trans-resveratrol 0.02 0.02
Trans-4,4'-DHS 0.00 0.00
Dimer of trans-4,4’-DHS 5.69 5.95
Trans-g-viniferin 5.22 14.03
Cis-g-viniferin 26.93 44.80
Trans-3-viniferin-A 1.58 244
Trans-3-viniferin-B 0.22 147
Gnetin H 0.10 14.08
Pallidol - -
Trans-piceid 0.01 1.99
Cis-piceid 31.17 41.84
Trans-astringin 134 1.55
3-0-glucuronide 2.71 0.75
Trans-resveratrol-4’-O-B-D-glucopyranoside 1.60 2.70
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(homolytic bond dissociation enthalpy) and geometrical parame-
ters of the oligomers and glucosides studied. Hence, we could not
compare the calculated antioxidant factors with experimental data.
However, on the basis of the calculated values of these antioxidant
factors we could reliably elucidate the experimental conclusions.
Since water is the main component of all the physiological liquids,
the influence of water medium on the ability of the compounds
examined to donor electrons was also investigated.

2. Computational methods

All computations were carried out by using the Gaussian 03W
package [23] in the gas phase and water environment. Full opti-
mizations of geometries of all chemical systems studied were made
without symmetry constraints and with the use of Cartesian
coordinates. Geometries and total molecular energies of all chem-
ical systems studied in their ground state were optimized

Fig. 3. B3LYP/6-311(d,p) fully optimized geometries of trans-resveratrol (1), trans-4,4'-DHS (2), trans-g-viniferin (3), cis-e-viniferin (4), trans-3-viniferin-A (5), trans-3-viniferin-B (6),

pallidol (7), gnetin H (8) and dimer of trans-4,4’-DHS (9).
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employing the DFT method with Becke’s three-parameter hybrid
functional B3LYP with the gradient-corrected correlation functional
by Lee et al. [24]. The optimizations of all oligomers, theirs radicals,
cation radicals and resonance forms were performed in two steps.
The geometries of neutral oligomers in their ground state were at
first optimized by using restricted B3LYP/3-21G level of theory. At
the next step, the initially optimized geometries were fully reop-
timized with the aid of large and more reliable 6-311G(d,p) basis set
which has two sets of polarization functions on all atoms. The full
optimization of the geometry of glucosides and trans-resveratrol-3-

O-glucuronide was performed with the use of the restricted B3LYP/
6-311G(d,p) level of theory. Since the phenoxy radicals and cation
radicals are open-shell systems, the unrestricted uB3LYP/6-
311G(d,p) level of theory for their full optimization was applied.
The calculations for the phenoxy radicals, resonance forms of
radicals and cation radicals were performed from the fully opti-
mized structure of the neutral molecule, after H-atom abstraction
from the hydroxyl groups and after electron abstraction. In opti-
mization of the molecular structure of radicals and cation radicals,
the spin contamination was monitored. The mean value of the

Fig. 4. B3LYP/6-311(d,p) fully optimized geometries of phenoxy radicals of trans-resveratrol (1), trans-4,4'-DHS (2), trans-g-viniferin (3), cis-e-viniferin (4), trans-3-viniferin-A (5),

trans-3-viniferin-B (6), pallidol (7), gnetin H (8) and dimer of trans-4,4’-DHS (9).
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Fig. 5. The HOMO orbital distribution in trans-resveratrol (1), trans-4,4'-DHS (2), trans-g-viniferin (3), cis-e-viniferin (4), trans-3-viniferin-A (5), trans-3-viniferin-B (6), pallidol (7),
gnetin H (8), dimer of trans-4,4’-DHS (9), trans-astringin (10), trans-piceid (11), cis-piceid (12), trans-resveratrol-3-O-glucuronide (13) and trans-resveratrol-4'-O-p-D-glucopyr-
anoside (14).
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square of the total spin of 0.750 was maintained. Finally for each
fully optimized structure, the analytical calculations of harmonic
vibrational frequencies at B3LYP/6-311G(d,p) level of theory were
carried out to verify if a given the structure corresponded to
a stationary point on the potential energy surface. These frequen-
cies for all optimized structures were calculated checking that the
eigenvalues of the Hessian matrix are positive, that is, the
conformers are true energetic minima. Besides, we performed the
frequency calculations to extract zero-point energy corrections and
enthalpies. The zero-point vibrational energies (ZPVE) were scaled
by a factor of 0.9805 [25].

The homolytic BDE values of the O-H bonds were calculated as
the enthalpy differences of the reagents in the standard state at

2373

298.15 K and 1 atmosphere of pressure. This antioxidant quantity
was calculated from the following equation: BDE = Hagi
cal + Hg — Hmolecule Where Hyagical is the total enthalpy of the phe-
noxy free radical, Hy is the total enthalpy of the H-atom
(—0.49764 hartree) with the vibrational correction [10] whereas
Hmolecule indicates the total enthalpy of the parent molecule. The
AIP values were obtained according to the formula AIP = Ecg — Epin
which Ep is the total energy of the parent molecule, whereas Ecg
denotes the corresponding total energy of the cation radicals. The
HOMO orbital distribution for the optimized most energetically
stable geometries was determined, whereas the spin density
oxygen atoms were computed by using the unrestricted B3LYP/6-
311G(d,p) level of theory for the fully optimized structures of the

8

Fig. 6. The uB3LYP/6-311G(d,p) fully optimized structures of the resonance forms of 3-O-radical of trans-3-viniferin-A (1, 2, 3) and 4-O-radical of trans-e-viniferin (4, 5, 6, 7, 8).
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Fig. 7. The B3LYP/6-311G(d,p) fully optimized structures of trans-piceid (1), cis-piceid (2), 4’-O-radical of trans-piceid (3) and 5-O-radical of trans-piceid (4).

most energetically stable phenoxy radicals of the compounds
examined.

The solvent effects were computed by using the polarizable
conductor salvation model (CPCM) [26] as implemented in the
Gaussian 03W program. In this model, water is assumed as
a macroscopic continuum characterized by the dielectric constant
£=78.39. The UAO model of salvation radii was used in the
computations to build the cavity. The UAO cavity is built-up using
the united atom topological model UATM [27] applied on atomic
radii of the universal force field UFF. The CPCM computations were
performed with tesserae of 0.2 A% average size. The solvent effect in
the conformational equilibrium was obtained for the optimized
most stable the antioxidants studied and their cation radicals in the
gas phase, at the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory. We investi-
gated only the influence of the solvent effects on AIP values because
cation radicals are charged species and thus they able to strongly
interact with polar environment.

3. Results and discussion

3.1. Molecular structures of the chemical compounds studied and
the structure-antioxidant activity relationships

At the first step we performed conformational analysis to look
for the features that could be related to the antioxidant properties

"

of the compounds investigated. The results obtained indicate that
the hydrogen atoms from all OH groups practically lie in the surface
of phenyl rings of all compounds, their phenoxy radicals and cation
radicals. A close inspection of the calculated O-H (Table 1) bond
lengths in the compounds studied in the gas phase reveals that
these lengths have similar values. For example, the bond lengths in
the stereochemical forms of trans-3-viniferin take practically
identical values. In trans-e-viniferin, trans-4,4’-DHS dimer and
gnetin H the 4-O-H bond is slightly longer that other ones, whereas
in trans-resveratrol the 4’-O-H bond is longer than the other ones.
On the basis of this result we can conclude that from the among
hydroxyl bonds the 4'-O-H and 4-O-H bonds seem to be weak. This
result suggests that the hydroxyl bonds in the trans-stilbene moiety
can be easily broken by free radicals in biological systems. In
stereoisomers of trans-d-viniferin we observe that the 3-O-H and
5-0-H bonds have similar length. Also, the geometric stereoiso-
mers of e-viniferin and piceid are characterized by similar values of
the O-H bond lengths. It is interesting to note that in the glucosides
studied and trans-resveratrol-3-O-glucuronide there are differ-
ences in the lengths of 5-O-H, 3-O-H and 4’-O-H bonds, in
particular, the 4’-O-H bond is shorter than the other ones. This
result is probably related to the presence of the glucopyranose and
glucuronic acid fragments connected with the trans-stilbene skel-
eton. It should be stressed that in water medium the O-H bond
lengths in all the compounds studied are shorter than in the gas

Fig. 8. The B3LYP/6-311G(d,p) fully optimized structures of trans-astringin (1) and its 4’-O-radical (2).
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Fig. 9. The B3LYP/6-311G(d,p) fully optimized structure of trans-resveratrol-3-O-glucuronide (1) and trans-resveratrol-4'-0-B-D-glucopyranoside (2).

phase. This finding is correlated with more energetic stability of the
neutral compounds in this polar environment.

As follows from the calculated values of the o (C5-C4-C7-Cg) and
0 (C7-Cg-Cy9-Cyg) dihedral angles (Table 2), the trans-stilbene
moiety in dimer of trans-4,4’-DHS and gnetin H shows large devi-
ation from planarity (Fig. 3), while the optimized molecular
conformation of stereoisomers of trans-d-viniferin, glucosides (Figs.
7 and 8) and trans-resveratrol-3-O-glucuronide (Fig. 9) slightly
deviates from planarity in the gas phase. The geometry of the trans-
d-viniferin-B molecule is less deviated from planarity than that of
trans-3-viniferin-A. The result obtained also demonstrates that in
cis-e-viniferin and cis-piceid the cis-stilbene moiety is particularly
strongly deviated from planarity in the both mediums studied.
However, the optimized values of these angles indicate that the
geometry of trans-resveratrol and trans-4,4'-DHS is strictly planar
in the global minimum of energy. Thus, as follows, trans-piceid,
trans-astringin, stereoisomers of trans-d-viniferin, trans-resvera-
trol, trans-4,4'-DHS and trans-resveratrol-3-O-glucuronide may be
efficient electron and hydrogen from hydroxyl groups donors due
to the stacked planar fragment of the compounds considered and
71 stacking interactions. In water medium the trans-stilbene
moiety of the compounds studied is strictly planar, which suggests
that in water the biological activity of these systems should be
higher than in the gas phase.

Analysis of the geometrical properties of the optimized geom-
etry of pallidol (Fig. 3) reveals significant deformation of the bicy-
clo[3.3.0]octane moiety skeleton which is strongly deviated from
planarity. The optimized values of the angles C13—-C14-Cy5 =114.41°
and C7-Cy3-Cy1 =114.40° confirm the evidently bent geometry of
this moiety.

All fully optimized phenoxy radical forms (Fig. 4) of the
compounds studied have semi-quinone structure, in which the
unpaired electron is delocalized along the trans-stilbene moiety,
phenyl rings and the vinyl bond. Also, cation radicals examined
have strictly planar trans-stilbene skeleton in the environments
studied. This planar conformation may greatly affect the radical
scavenging activity because it provides energetically advantageous
delocalization of the unpaired electron over the whole skeleton of
these open-shell chemical systems.

The energy analysis shows (Tables 3 and 4) that all cation
radicals and phenoxy radicals investigated are less stable than
neutral compounds and that all 4-O and 4-O-radicals of trans-
resveratrol, trans-4,4’-DHS, dimer of trans-4,4'-DHS, trans-piceid,
stereoisomers of trans-e-viniferin, gnetin H, trans-resveratrol-3-O-
glucuronide as well as 3-O-radical of stereoisomers of trans-d-
viniferin and pallidol are slightly more stable than the other ones.
The water medium contributes to the energetic stability of the all
open-shell systems studied that is greater than in the gas phase.
Moreover, it seems that the vinyl bond connecting phenyl rings
ensures effective delocalization of this electron on the whole 4’-O-
radical of trans-piceid, of trans-astringin, trans-resveratrol, trans-

4,4'-DHS and trans-resveratrol-3-O-glucuronide. In our opinion the
strong bend of the bicyclo[3,3,0]octane skeleton in pallidol is
a major structural feature responsible for the increase in the
energetic stability of 3-O-phenoxy radical of this molecule.
Comparing the energetic stability of the geometric stereoisomers,
we find that trans stereoisomers are more stable than cis stereo-
isomers. Probably, the highly distorted stilbene moiety of cis
stereoisomers mainly contributes to the increased energy of these
isomers. Small values of the relative energies of geometric stereo-
isomers (6.176 kcal/mol for piceid and 4.918 kcal/mol for &-vin-
iferin) suggest the high torsional flexibility of the stilbene moiety in
these stereoisomers.

All fully optimized resonance forms of 3-O-phenoxy radical of
trans-d-viniferin-A and 4-O-phenoxy radical of trans-e-viniferin
have semi-quinone structure (Fig. 6) with planar trans-stilbene
moiety and are almost isoenergetic, hence these forms show
similar energetic stability. For example, the molecular energies of
the resonance forms of 3-O-radical of trans-d-viniferin-A are
—1531.293912 hartree. While these energies of resonance forms of
4-0-radical of trans-¢-viniferin are —1531.301599 hartree. As 4-O-
radicals of trans-e-viniferin and trans-piceid have a greater number
of resonance structures (Figs. 10-12) and are more energetically
stable than 3-O-radical of trans-d-viniferin-A (Fig. 13) we conclude
that the resonance effect contributes more to energetic stability of
4-0O-radicals of these compounds.

3.2. BDE, AIP, HOMO orbital distribution and spin density in
phenoxy radicals

Generally, there are two mechanisms by which antioxidants
scavenge free radicals in biological systems. The first mechanism is
based on a direct hydrogen abstraction from the antioxidant [28],

Table 3
Total molecular energies [hartree] of the antioxidants studied and their cation
radicals calculated at B3LYP/6-311G(d,p) level of theory in the gas phase.

Compounds Neutral molecule Cation radical
Trans-resveratrol® —766.571046 —766.320752
Trans-4,4'-DHS? —691.328146 —691.086933

Dimer of trans-4,4'-DHS
Trans-g-viniferin
Cis-g-viniferin
Trans-3-viniferin-A
Trans-3-viniferin-B

—1381.451063
—1531.937212
—1531.929374
—1531.936721
—1531.940825

—1381.218174
—1531.694116
—1531.683664
—1531.698985
—1531.704586

Gnetin H —2297.304937  —2297.070738
Pallidol —1531.958443  —1531.712288
Trans-piceid —1377.479134 —1377.238764
Cis-piceid —1377.468431 —1377.225878
Trans-astringin —1452.721267 —1452.483085
3-0-glucuronide —1451.532469  —1451.304545
Trans-resveratrol-4'-O-B-D-glucopyranoside —1377.479474  —1377.232662

¢ From Ref. [31].
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Table 4

Total molecular energies [hartree] of phenoxy radicals of the compounds studied calculated at the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory in the gas phase.
Compounds 4/-O-radical 4-0O-radical 1-O-radical 2-O-radical 3-0-radical 5-O-radical
Trans-resveratrol —765.93485 - - - - —765.92798
Trans-4,4'-DHS —690.69372 - - - - -
Dimer of trans-4,4’-DHS - —1380.81704 —1380.80820 —1380.80762 - -
Trans-e-viniferin - —1531.30152 —1531.29435 —1531.29456 —1531.29423 -
Cis-g-viniferin - —1531.29137 —1531.28697 —1531.28669 —1531.28664 -
Trans-d-viniferin-A - —1531.29364 —1531.29373 - —1531.29391 -
Trans-d-viniferin-B - —1531.29721 —1531.29669 - —1531.29807 -
Gnetin H - —2296.66995 —2296.66198 - —2296.66172 —2296.66270
Pallidol —1531.31731 —1531.31734 - —1531.31811 —1531.31866 -
Trans-piceid —1376.84410 - - - - —1376.83302
Cis-piceid —1376.83178 - - - - —1376.82446
Trans-astringin —1452.10043 - - - - —1452.07638
3-0-glucuronide —1450.89592 - - - - —1450.88723
Trans-resveratrol-4’-O-B-D-glucopyranoside - - - - -1376.83316 -1376.83316

while the second mechanism involves the proton-concerned elec-
tron transfer process [29]. It should be stressed that the first
pathway dominates in nonpolar solvents and is characterized by
BDE, whereas the second mechanism occurs rather in polar
solvents and can be measured by AIP. The hydrogen transfer
mechanism describes transfer of hydrogen atom from antioxidant
to free radicals. It is preferable when BDE of hydroxyl bonds reaches
small values. Note that if the second mechanism is followed, the
reactivity of polyphenols can be estimated by susceptibility of
antioxidants to electron donation. The chemical compound is able
to act as antioxidant according to this mechanism when is char-
acterized by small value of AIP.

As seen from Table 5, all the compounds studied have the AIP
values lower than trans-resveratrol. From the values of AIP it can be
generally concluded that the dimers and trimer of trans-resveratrol
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have high ability to donate electrons during interaction with
harmful free radicals in biological systems. From among the
monomers and glucosides studied trans-resveratrol-3-O-glucuro-
nide and trans-4,4'-DHS are very sensitive to electron donation,
whereas dimer of trans-4,4’-DHS is the most susceptible to electron
donation from among the oligomers studied. Comparison of values
of AIP for stereoisomers of d-viniferin and e-viniferin shows that
trans-d-viniferin-B has slightly smaller ability to donate single
electron than trans-9-viniferin-A, whereas cis stereoisomers of
e-viniferin and piceid are less susceptible to donor electron than
trans isomers. Probably, the geometry of stilbene moiety strongly
deviated from planarity in these stereoisomers and their cation
radicals, contributes to this result. Similarly, trans-resveratrol-4’'-0-
B-D-glucopyranoside is less efficient donor of electron than trans-
piceid. Hence, we can conclude that the location of the
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Fig. 10. Molecular structures of the resonance forms of 4-O-radical of trans-piceid.
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Fig. 11. Molecular structures of the resonance forms of 5-O-radical of trans-piceid.

glucopyranose fragment has high influence on the electron dona-
tion capacity of the antioxidant.

As follows from the values of AIP, pallidol is characterized by the
smallest ability to donate electron in comparison with the other
oligomers studied. A close inspection of pallidol and its cation
radical structure reveals that the lack of trans-stilbene moiety and
the presence of bicyclo[3.3.0]octane skeleton can correlate with the
high value of AIP of this compound.

A significant influence of water medium on AIP values was
observed (Table 6) as the values of this antioxidant factor in water
medium were dramatically lower than in the gas phase because
cation radicals are charged and quite sensitive to the polarity of
various solvents. Moreover, the strictly planar geometry of trans-
stilbene moiety in this medium contributes to decrease AIP values.
The values of AIP indicate that 3-O-glucuronide of trans-resveratrol
and trans-4,4'-DHS are the most efficient electron donors from
among the compounds studied and that all oligomers and

glucosides studied are more efficient electron donors than trans-
resveratrol.

Analysis of BDE values (Table 7) reveals that the 4-O-H bonds in
the trans-stilbene moiety of stereoisomers of e-viniferin, dimer of
trans-4',4-DHS, gnetin H and 3-O-H bond in stereoisomers of trans-
d-viniferin are the weakest, thus these groups mainly determine
the antioxidant activity of these compounds in the real biological
systems. Note that comparing BDE values of hydroxyl bonds in
stereoisomers of trans-d-viniferin we observe that this factor has
similar values for all hydroxyl groups of corresponding stereo-
isomer. Therefore, in these stereoisomers all hydroxyl groups have
similar abilities to donate hydrogen from hydroxyl bonds. However,
the values of BDE of O-H bond in trans-3-viniferin-A smaller than in
trans-¢-viniferin-B indicate that trans-d-viniferin-A is more able to
hydrogen donation than trans-d-viniferin-B. The QSAR analysis
performed for these stereoisomers suggests that trans configura-
tion of the c- and d-phenyl rings can have great effect on the

oH
o O
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[ ]
% HO
)
O OH
O OH
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Fig. 12. Molecular structures of the resonance forms of 4-O-radical of trans-e-viniferin.



2378 D. Mikulski, M. Molski / European Journal of Medicinal Chemistry 45 (2010) 2366-2380

HO

Fig. 13. Molecular structures of the resonance forms of 3-O-radical of trans-3-viniferin-A.

decrease in hydrogen-donating capacity of trans-d-viniferin-B.
Moreover, in trans-g-viniferin and trans-piceid 4-O-H bond is
weaker than in cis stereoisomer, which proves that the trans
geometric stereoisomers of e-viniferin and piceid are characterized
by the higher ability of 4’-OH group to donor hydrogen than their
cis stereoisomers.

The values of BDE of hydroxyl bonds in pallidol are very similar.
Probably highly symmetric geometry of this compound determines
this similarity. On the basis of the fact that in pallidol all hydroxyl
bonds have similar stability, we conclude that all OH groups are
similarly reactive in scavenging free radicals. Therefore, this
compound can be an efficient scavenger of free radicals free
radicals.

Analysis of BDE and AIP values for all compounds shows that AIP
values are significantly higher than those of BDE. Summarizing, the
results obtained lead to the conclusion that H-atom transfer takes
the main part in scavenging of free radicals by the antioxidants
studied and this mechanism dominates over the single-electron
transfer. The important work by Wright et al. [30] has demon-
strated that hydrogen transfer mechanism for free radicals scav-
enging was the dominant mechanism for several classes of

Table 5

AIP [kcal/mol] values of dimer of trans-4,4'-DHS, pallidol, stereoisomers of
e-viniferin, trans-3-viniferin-B, trans-d-viniferin-A, gnetin H, trans-resveratrol, trans-
4,4'-DHS, trans-piceid, cis-piceid, trans-astringin and trans-resveratrol-3-0-glucu-
ronide calculated at B3LYP/6-311G(d,p) level in the gas phase.

polyphenolic antioxidants. Our results prove that this mechanism is
also preferred in oligomers and glucosides.

It should be emphasized that the BDE values of 4’-O-H bond in
trans-resveratrol, trans-piceid and trans-resveratrol-3-O-glucuro-
nide are similar and smaller than that of 5-O-H bond. Therefore, we
can conclude that trans-resveratrol, trans-piceid and trans-resver-
atrol-3-0-glucuronide have similar ability to donate hydrogen and
that in these compounds 4’-OH group is mainly responsible for the
antioxidant capacity. Probably, the presence of the glucopyranose
fragment contributes to the weakness of 4’-O-H bond. Since trans-
piceid and trans-astringin are the major components of red wine,
the results obtained indicate that the medicinal activity of red
wines can be associated with the presence of these glucosides of
trans-resveratrol. Note that BDE of 4’-O-H bond in trans-astringin is
the lowest from among all antioxidants studied. Hence, trans-
astringin is a particularly strong antioxidant which acts according
to the H-atom transfer mechanism. On the basis of the findings
obtained we can conclude that trans-resveratrol-3-O-glucuronide,
which is a metabolite of trans-resveratrol in living organisms, can
be a potential strong antioxidant. Our results have for the first time
theoretically proved the potential free radicals scavenging activity

Table 6

AIP [kcal/mol] values of trans-4,4'-DHS dimer, pallidol, stereoisomers of e-viniferin,
trans-3-viniferin-B, trans-d-viniferin-A, gnetin H, trans-resveratrol, trans-4,4’-DHS,
trans-piceid, cis-piceid, trans-astringin, trans-resveratrol-3-O-glucuronide and
trans-resveratrol-4’-0O-B-D-glucopyranoside calculated at B3LYP/6-311G(d,p) level
in water medium.

Compounds AIP

Trans-resveratrol® 157.061
Trans-4,4'-DHS? 152.212
Dimer of trans-4,4'-DHS 146.140
Trans-g-viniferin 152.545
Cis-g-viniferin 154.185
Trans-3-viniferin-A 149.181
Trans-d-viniferin-B 148.242
Gnetin H 146.967
Pallidol 154.465
Trans-piceid 150.835
Cis-piceid 152.204
Trans-astringin 149.461
3-0-glucuronide 143.024
Trans-resveratrol-4'-O-B-D-glucopyranoside 154.877

Compounds AIP

Trans-resveratrol® 118.940
Trans-4,4'-DHS? 113.380
Dimer of trans-4,4'-DHS 116.160
Trans-g-viniferin 117.897
Cis-g-viniferin 119.839
Trans-d-viniferin-A 116.189
Trans-3-viniferin-B 118.778
Gnetin H 116.569
Pallidol 118.887
Trans-piceid 117.524
Cis-piceid 119.125
Trans-astringin 117.003
3-0-glucuronide 115.210
Trans-resveratrol-4’-O-B-D-glucopyranoside 119.231

2 From Ref. [31].

2 From Ref. [31].
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BDE [kcal/mol] of the hydroxyl bonds in dimer of trans-4,4’-DHS, pallidol, stereoisomers of e-viniferin, trans-3-viniferin-A and B, gnetin H, trans-resveratrol, trans-4,4’-DHS,
stereoisomers of piceid, trans-astringin, trans-resveratrol-3-O-glucuronide and trans-resveratrol-4’-O-f-D-glucopyranoside calculated at B3LYP/6-311G(d,p) level.

Compounds 4-0-H 4'-0-H 2-0-H 2'-0-H 3-0-H 3’-0-H 1-OH 5-0-H 5-0-H
Trans-resveratrol® - 78.683 - - 82.876 - - 82.876 -
Trans-4,4'-DHS? 77.663 77.663 - - - - - -
Dimer of trans-4,4'-DHS 77.392 - 83.095 - - - 82.085 - -
Trans-g-viniferin 78.398 - 82.582 - 82.846 82.846 82.763 - -
Cis-g-viniferin 79.871 - 82.479 - 82.678 - 82.753 - -
Trans-3-viniferin-A 83.151 - 82.632 - 82.709 - 82.632 82.709 -
Trans-3-viniferin-B 96.601 - 96.956 - 96.004 - 96.956 96.004 -
Gnetin H 77.972 82.805 - - 82.795 82.795 82.805 82.795 82.795
Pallidol 81.764 81.746 81.303 81.303 80.906 80.906 - - -
Trans-piceid - 78.004 - - - - - 84.562 -
Cis-piceid - 78.962 - - - - - 83.354 -
Trans-astringin - 69.464 - - - 83.786 - 83.889 -
3-0-glucuronide - 78.883 - - - - - 84.072 -
Trans-resveratrol-4'-O-B-D-glucopyranoside - - - - 84.764 - - 84.764 -

2 From Ref. [31].

of trans-resveratrol-3-O-glucuronide conjugate. The values of BDE
of 3-O-H and 5-0-H bonds of trans-resveratrol and trans-resvera-
trol-4’-0-B-D-glucopyranoside indicate that trans-resveratrol-4'-
0O-B-D-glucopyranoside has smaller ability to donate hydrogen than
trans-resveratrol. This result testifies to the validity of the result
obtained by Kim et al. [4], who claimed that this glucoside can be
a weaker antioxidant than trans-resveratrol in the process of lipid
peroxidation inhibition.

Another descriptor which is connected with the antioxidant
properties of the compounds investigated is the HOMO orbital
distribution. The sites in the molecules characterized by high
density of the HOMO distribution are very sensitive to the attack of
free radicals and other reactive agents. The more HOMO orbital is
delocalized, the more numerous are the electron sites and more
redox reactions will occur. As follows from the three-dimensional
distribution of HOMO orbital (Fig. 5), the hydroxyl groups from
trans-stilbene moiety of the compounds examined can be easily
attacked by free radicals because the HOMO orbital distribution is
particularly high on these hydroxyl bonds. It should be pointed out
that a significant HOMO contribution from the double bond and
phenyl rings in trans-stilbene skeleton indicates that the vinyl bond
can be the reactive centre in the compounds having this bond. The
density of the HOMO orbital in the trans-stilbene molecular frag-
ment is significantly higher than in the other areas of the
compounds studied. Note that for gnetin H, the HOMO orbital
distribution in trans-stilbene moiety and phenyl groups is practi-
cally vestigial, while the central moiety of this molecule is char-
acterized by high density of the HOMO distribution. Probably, this
result can be associated with the high steric hindrances, the pres-
ence of additional phenyl ring in this compound and the unique
geometry of the central fragment.

The spin density of the unpaired electron is an important
factor which influences the energetic stability of phenoxy radi-
cals and antioxidant potency of the corresponding compound.

Table 8

The spin density on the oxygen atoms in phenoxy radicals of trans-piceid, cis-piceid,
trans-astringin, trans-resveratrol-3-O-glucuronide, trans-resveratrol, trans-4,4’-DHS
and trans-resveratrol-4’-O-B-D-glucopyranoside calculated at B3LYP/6-311G(d,p)
level.

Compounds 4'-0 3'-0 5-0
Trans-resveratrol® 0.3529 - 0.4488
Trans-4,4'-DHS? 0.3424 - -
Trans-piceid 0.3486 - 0.4679
Cis-piceid 0.3694 - 0.4539
Trans-astringin 0.3332 0.4378 0.4697
3-0-glucuronide 0.3537 - 0.4645
Trans-resveratrol-4’'-O-B-D-glucopyranoside - - 0.4734

2 From Ref. [31].

Table 9

The spin density on oxygen atoms in the most stable phenoxy radicals of trans-
d-viniferin-A, trans-d-viniferin-B, stereoisomers of e-viniferin, pallidol, gnetin H and
trans-4,4'-DHS dimer calculated at the unrestricted B3LYP/6-311G(d,p) level.

Compounds Spin density
Dimer of trans-4,4'-DHS 0.3388
Pallidol 0.4357
Trans-e-viniferin 0.3480
Cis-g-viniferin 0.3734
Trans-3-viniferin-A 0.4478
Trans-3-viniferin-B 0.4476
Gnetin H 0.3489

The low value of the spin distribution relates to greater energetic
stability of these radicals. Besides, the lower value of spin density
on oxygen in phenoxy radicals is correlated with the stronger
ability of the compounds to scavenge free radicals. The calculated
values of spin density in the oligomers studied show that the
lowest contribution comes from the oxygen atoms at the trans-stil-
bene moiety in stereoisomers of trans-d-viniferin, stereoisomers of
e-viniferin and gnetin H. Therefore, the lowest contribution of spin
density on these oxygen atoms explains the high free radical
scavenging activity of these oligomers. Analysis of spin density
values in the most energetically stable conformations (Table 9) of
phenoxy radicals of the oligomers studied shows that 4-O-phe-
noxy radical of trans-4,4'-DHS dimer is characterized by the lowest
density on 4-0O oxygen atom, hence in this dimer the 4-O-H bond
is especially susceptible to breaking. Note that the calculation of
BDE of this bond confirms this result. Analysis of the spin density
(Table 8) values reveals that the contribution from 4’-O atom in
trans-resveratrol, trans-piceid, trans-astringin and trans-resvera-
trol-3-0-glucuronide is smaller than those from the other oxygen
atoms. The lowest value of spin density in 4’-O-radical of trans-
astringin shows that this compound is an excellent antioxidant
particularly susceptible to hydrogen abstraction from 4’-OH group.
It should be pointed out that the higher values of the spin density
on 4’-0 atom in the 4’-O-phenoxy radicals of cis-¢-viniferin and
cis-piceid than those for trans stereoisomers indicate that 4’-OH
group in trans stereoisomers is more susceptible to the attack of
free radicals than those in its cis stereoisomers.

4. Conclusions

The calculations have proved that all oligomers of trans-
resveratrol, trans-resveratrol-3-O-glucuronide and glucosides
studied exhibit remarkably higher antioxidant activity than trans-
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resveratrol and that trans stereoisomers of e-viniferin and piceid
are more efficient antioxidants than their cis stereoisomers. We
have demonstrated that the hydroxyl bonds in trans-stilbene
skeleton of the oligomers studied are particularly able to scavenge
free radicals and that the planar geometry of the trans-stilbene
moiety ensures the favourable delocalization of unpaired electron
in phenoxy radicals and cation radicals. From the results obtained
the dimer of trans-4,4'-DHS and trans-resveratrol-3-O-glucuronide
are predicted to be potential antioxidants in living organisms. The
H-atom transfer mechanism is indicated as the most important for
the antioxidants investigated and dominant over that of single-
electron transfer in the mediums studied. The computations have
shown that in the water medium all antioxidants studied are more
likely to donate electron than in the gas phase. Since, trans-resveratrol,
pallidol, trans-d-viniferin, trans-e-viniferin and glucosides are
found in red wine, our study shows that the pharmaceutical
properties of red wine can be related to the presence of these
compounds. Moreover, it has been shown that the components of P.
lactiflora and V. vinifera can function as free radical scavengers.
Summarizing, our study contributes to the understanding of the
antioxidant activity of the compounds studied for exploitation in
the food chemistry, medicine and pharmacy.
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To explain the structure-antioxidant activity relationships of trans-resveratrol, its anions and phenoxy
radical in the gas phase, water and ethanol media, the quantum-chemical calculations based on CPCM
solvation model have been performed for the first time. For fully optimised geometries, the antioxidative
parameters have been calculated at the B3LYP/6-311G(d,p) and B3LYP/6-311+G(d,p) levels of theory. The
calculated values of the Gibbs free enthalpies revealed that the reactions of trans-resveratrol with water
molecule are thermodynamically unfavourable, while the reaction of this compound with hydroxide

Keywords: anion is thermodynamically preferable in the media studied. The calculations performed have shown that
DFT method . . .
CPCM model in polar media, the 4'-OH group is a stronger proton donor than the 3-OH group and hence, the 4'-OH

group contributes most to the antioxidant activity of trans-resveratrol. In addition, it has been established
that the ability of 4'-O-monoanion to donate proton is higher than that of 3,4’-O-dianion and 3,5-O-dian-
ion of trans-resveratrol in the media investigated. The results obtained demonstrate that the hydrogen
atom transfer mechanism for scavenging of free radicals is more preferable than the single-electron
transfer or the sequential proton loss electron transfer mechanism in all types of environment. Trans-res-
veratrol is found to be a more active donor of hydrogen atoms in the gas phase than in polar environ-
ments and in polar media it is more susceptible to electron and proton donation than in the gas phase.
Polar media are shown to stabilise trans-resveratrol and its 4’-O-radical, cation radical and all anionic
forms stronger than the gas phase. Furthermore, our study shows that the antioxidant capacity of
trans-resveratrol is related to the planar and semi-quinone structure of its 4’-O-radical and all anionic
forms in the environments investigated.
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1. Introduction

Trans-resveratrol (trans-3,5,4'-trihydroxystilbene Fig. 1) is a
phenolic derivative of trans-stilbene mainly found in grapes and
red wine. This natural compound has attracted considerable inter-
est since it has a wide variety of desirable biological effects. One of
the most striking biological activities of trans-resveratrol intensely
investigated for the last few years is its antioxidant behaviour in
the biological systems [1,2]. The antioxidative features of this com-
pound and its hydroxylated derivatives have been discovered by
Murias et al. [3], who studied the mechanism of the reaction of
trans-resveratrol with peroxy radicals. In particular, the authors
have demonstrated that the increased cytotoxicity and antioxidant
activity of trans-resveratrol is related to the presence of the semi-
quinone free radicals formed during metabolism and oxidation.
Also, many researchers have investigated the influence of hydroxyl
groups on the properties of trans-resveratrol and have found that
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E-mail address: dmkwant@amu.edu.pl (D. Mikulski).

0166-1280/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
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the 4’-OH group is essential for this compound cytogenetic and
antioxidant activities [4]. On the other hand, it has been demon-
strated that the antioxidant activity of trans-resveratrol and its
analogues strongly depends on a few other structural determinants
such as the number and location of hydroxyl bonds, intermolecular
hydrogen bonds, presence of the vinyl bond [5] and the ability to
generate stable resonance forms during interactions with free rad-
icals and other oxidative electrophilic and nucleophilic species.

In parallel to experimental studies, the antioxidative activities
of trans-resveratrol and its derivatives have been studied theoret-
ically. The antioxidant activities of trans-resveratrol and its
hydroxylated derivatives have been confirmed by Queriroz et al.
[6] on the basis of DFT computations in the gas phase. These
authors have shown that the antioxidant activity of trans-resvera-
trol is related to the stabilisation energy of the free radicals and the
fact that the m-electron system determines the high stability of
these radicals. They have proved that the stability of free radicals
is determined by the number of the resonance structures.

In the theoretical investigation of the antioxidant activity
of trans-resveratrol in the gas phase, Wright et al. [7] used the
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Fig. 1. Molecular geometry of trans-resveratrol.

accurate procedure based on the locally dense basis sets (LDBS).
Adopting this approach these authors estimated BDE and AIP for
trans-resveratrol, trans-piceatannol and other phenolic antioxi-
dants in the gas phase. Their study reveals that the hydrogen-
transfer mechanism by which the antioxidant reacts with free
radicals is more preferred than single-electron mechanism.

Also, Caruso et al. [8] have performed quantum computations
in the gas phase revealing the antioxidative activity of trans-res-
veratrol. They have proved that proton transfer is the dominant
mechanism of the reaction of free radicals with various antioxi-
dants and that para-4-OH group is more acidic than the other
hydroxyl groups; this observation correlates with the ability of
scavenging free radicals. Unfortunately, in this study the influ-
ence of polar solvent on the antioxidant activity has not been
taken into consideration. In their work also the structure of
trans-resveratrol has been determined by X-ray diffraction. On
the basis of their results the authors have claimed that this com-
pound is practically planar and that the crystal phase reveals
extensive hydrogen bonds, which determine the flip-flop motion
of the three hydroxyl bonds. The dynamic behaviour has been
suggested to correlate with the antioxidant activity of this
compound.

Theoretical study of the antioxidant activity of trans-resveratrol
has been also undertaken by Cao et al. [9]. Their results indicate
that this compound is a strong antioxidant because its radicals
have a semi-quinone structure in which the unpaired electron is
mainly localised on the O-atoms in para and ortho positions. The
analysis of the spin density also confirms such behaviour of this
compound. According to these authors the 4’-hydroxyl group is
more reactive than the other ones, while hydroxyl groups and dou-
ble bond in this compound can contribute to the ability of scaveng-
ing free radicals. Unfortunately, the computations reported in this
work were performed only in the gas phase, hence give poor in-
sight into the antioxidative activity of trans-resveratrol in polar
environment of living cells.

It is well known that the harmful free radicals can be deacti-
vated in the interaction with phenolic antioxidants in the following
reactions [10]:

Ph(OH),0H — Ph(OH),0™ + H* (1)
Ph(OH),0™ + X' + H" — Ph(OH),0" + HX )

where Ph(OH),,OH denotes a polyphenolic compound. This sequen-
tial proton loss electron transfer mechanism (SPLET) is associated
with the ability of polyphenols to donate proton. Hence, the smal-
ler values of PDE (proton dissociation enthalpy) make this mecha-
nism more preferable. Note that this mechanism dominates when
the environment is strongly basic and polar. In Ref. [10], the
hydrogen-transfer mechanism (HAT) has been reported, which
describes transfer of hydrogen atom from antioxidant to free

radicals. It is preferable when homolytic dissociation enthalpy
(BDE) of hydroxyl bonds reaches small values and it can be writ-
ten in the following way:

Ph(OH),0H + X' — Ph(OH),0" + HX (3)

Another possible mechanism by which the polyphenolic com-
pounds interact with free radicals is the electron transfer process
from antioxidant to free radical followed by proton transfer (ET-
PT mechanism). This mechanism can be written as [10]:

Ph(OH),0H + X' — Ph(OH),0H"* + X~ (4)
Ph(OH),OH"+ — Ph(OH),0" + H* (5)

Note that if this mechanism is followed, the reactivity of
polyphenols can be estimated by susceptibility of antioxidants
to electron donation. The chemical compound is able to act as
antioxidant according to this mechanism when is characterised
by small value of adiabatic ionisation potential (AIP). These mech-
anisms clearly show that the neutral forms of phenolic antioxi-
dants and their anions can be effective scavengers of free
radicals. It is expected that the pathways on which the antioxi-
dants can play the preventive role will strongly depend on the
solvent stabilisation of the charged species. Moreover, in real bio-
logical systems the interaction between antioxidants and free
radicals takes place in polar and non-polar environments, for,
e.g., in membranes, where lipid peroxidation occurs. Therefore,
the solvent effects should be taken into theoretical considerations
of the antioxidant potency.

Unfortunately, the hitherto theoretical studies of the antioxi-
dant properties of trans-resveratrol have been performed in the
gas phase. Since the free radical-scavenging action can occur in
solution and the solvation effect is very important in biological sys-
tems, it is the intention of the present study to take into regard the
solvation effect in the quantum-mechanical calculations to get a
more reliable description of the antioxidative activity-structure
relationships for trans-resveratrol in water and ethanol environ-
ments. Therefore, in this study we examine the influence of these
environments on the physical descriptors characterising the anti-
oxidant efficiency of trans-resveratrol. In particular, it will be
shown that the antioxidative activity of this compound is strongly
related to the geometry of trans-resveratrol and its anions, 4’-O-
radical as well as cation radical. We also report a detailed analysis
of several molecular properties, such as the total molecular ener-
gies, molecular geometries, optimised geometrical parameters
and the conformational equilibrium along with rotational energy
profile. Moreover, the aim of the present study is to elucidate the
geometric features of trans-resveratrol that can determine the abil-
ity of trans-resveratrol to scavenge free radicals in the two types of
the environment studied. Since phenolic antioxidants can react
with free radicals via the three above-mentioned mechanisms,
we have performed computations in order to explain the antioxi-
dant action of trans-resveratrol according to these mechanisms.
Furthermore, on the basis of the antioxidant factors computed
(PDE, BDE, AIP) we have pointed the most preferable mechanism
of antioxidant activity. Moreover, we have studied the thermody-
namics of the reactions of trans-resveratrol and its anions with
water molecule (Fig. 2). However, to confirm that 3,5,4'-O-trianion
can be formed in basic environments, the Gibbs free enthalpies of
the reactions of trans-resveratrol and its dianions with OH™ anion
have been calculated (Figs. 2 and 12). This investigation is novelty
of this study in comparison with our previous study [20].

2. Computational methods

All quantum-chemical calculations were performed using
the Gaussian 03W computational package [13]. Geometry of
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Fig. 2. The reactions of trans-resveratrol with water molecule and OH™ anion.

trans-resveratrol in the gas phase, water and ethanol medium
was fully optimised employing DFT method with restricted
Becke’s three-parameter hybrid functional and the nonlocal Lee,
Yang and Parr gradient-corrected correlation functional (rB3LYP)
[14,15], together with 6-311G(d,p) and 6-311+G(d,p) functional
basis sets. However, for the optimisation of the geometry of
the phenoxy radicals and cation radicals the unrestricted
uB3LYP/6-311G(d,p) level of theory was applied. In the optimisa-
tion process of the structures of 4’-O-radical and cation radical
the spin contamination was monitored, because accuracy of the
energy evaluation in the case of systems involving open-shell
species is sensitive to spin contamination. The mean value of
the square of the total spin of 0.750 was maintained. We used
uB3LYP functional for open-shell molecular systems because it
provides reliable results. The computations for the anions were
performed for the optimised structure of the neutral molecule
in the global energy minimum, after proton was abstracted from

4'-0OH, 3-OH and 5-OH groups. All anions were fully optimised
with the use of the 6-311+G(d,p) basis set augmented with dif-
fuse functions for the proper description of ionic systems. To
show that the anions were stabilised by resonance, the reso-
nance forms of 4’-O-anion in the gas phase and water environ-
ment were investigated. The HOMO orbital distribution and
spin density distribution were determined for the fully optimised
structure of trans-resveratrol and its 4’-O-phenoxy radical.

In order to determine the starting geometry of the compound
studied and the approximate location of the minimum energy
structures, a conformational analysis was performed. At the first
step rotational potential energy profile (Fig. 3) at restricted
B3LYP/6-31G(d) level was built by scanning the internal dihedral
angles o (Cs—C4—C7-Cg) and 6 (C;-Cg—Co—Cqp) in the compound
studied. The conformational energy maps were obtained through
the discrete rotation of these selected angles at 10° increments,
over the range from 0° to 180° with constraint on all other
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geometrical parameters. Afterwards, the most stable structures ob-
tained from the scan were fully optimised without any symmetry
constraints around each potential minimum. For all optimised
structures, we calculated the harmonic vibrational frequencies of
the corresponding bonds to determine stationary points on the po-
tential energy surface. As the relative hydrogen orientations in OH
groups with respect to the ring are also important geometrical
parameters, for the most stable geometries obtained from previous
full optimisations, the potential energy surfaces describing the
relation between these orientations and total energy were
built. These surfaces were generated at the B3LYP/6-31G(d) level
of theory by changing the dihedral angles g (Cs—C1-O4-Hy), y
(C10-C11-05-Hs), ¢ (C14-C13-03-H3), & (C11-C12-04-H4) and o
(C10-Co—Cg-C7) at 60° increments with constraints on all other
geometrical parameters. In the calculations we used the angle
increment of 60° in order to find out whether in the most stable
conformations the hydrogen atoms from the OH groups are in
the plane of the molecule or out of its plane. Finally, the most sta-
ble conformations obtained from these scans were fully optimised
at 6-311G(d,p) level of theory and vibrationally characterised to
check for the presence of imaginary frequencies in the minima.
The total molecular energies of the compounds studied assumed
to have the optimised structures were almost the same. In this
way, the most reliable structure of trans-resveratrol in the global
energy minimum was determined, which seems to be the best
theoretical result generated by the methods used in the calcula-
tions. All structures were fully optimised using the Berny algo-
rithm and redundant internal coordinates [16]. However, the
harmonic vibrational frequencies for fully optimised geometries
were computed analytically and scaled by a factor of 0.973 as
recommended [17].

Since the 4’-OH group is the most reactive in scavenging free
radicals [18], the free radicals without 4’-hydrogen and the anions
without 5-,4’- and 3-protons were studied. Therefore, we studied
the 4’-O-monoanion, 5-O-monoanion, 4',3-0O-dianion, 3,5-0-dian-
ion and 4',3,5-trianion. The PDE values were calculated using the
formula: PDE = Hanion + Hproton — Hmolecute in Which, Hapion is the en-
thalpy of the anion generated after proton abstraction, Hproton is the
enthalpy of proton while Hgjecule Stands for the enthalpy of the
parent molecule. The PDE values of the O-H bond in anions were
computed according to the equations: PDE = Hgianion + Hproton —
Hanion and PDE= Htrianion + Hproton - Hdianiony where Hdianion indi-
cates the total enthalpy of 4’,3-O-dianion and 3,5-O-dianion,
whereas Hyianion iS the total enthalpy of 3,5,4’-O-trianion. However,
the AIP values were determined according to the following equa-
tion: AIP = E. — Emolecule Where E.. is the corresponding total
molecular energy of cation radical generated after electron trans-
fer, while Eojecule denotes the total energy of the parent molecule
obtained at the 6-311G(d,p) level of theory. Employing the
enthalpies in the standard state of 1 atm and 298.15 K, the homo-
lytic BDE values were calculated with the use the following rela-
tionship: BDE = H;agicai + HH — Hmolecule» Where Hiagical is the total
enthalpy of the free radical, Hy is the gas-phase total enthalpy
of the hydrogen atom (—0.49764 hartree) with the vibrational
correction [7], whereas Hpoecute i the total enthalpy of the parent
molecule. The aqueous-phase proton enthalpy of the hydrogen
atom is given by the sum of Hy and the hydration enthalpy
(AHpyar[H(g)] = —4 kJ/mol) of hydrogen atom [23,24]. The etha-
nol-phase enthalpy of the hydrogen atom was calculated as
sum of Hy and solvation enthalpy (AHs.[H(g)] =5 kJ/mol) of
the hydrogen atom in weakly polar solvents [23]. To compute
the appropriate values of these parameters which determine the
radical-scavenging activity, the most stable chemical individuals
in the global energy minimum were used. The distributions of
the HOMO orbital and spin density were computed for the fully
optimised geometry of the compound considered. The total

enthalpies (Hoa) Of the chemical forms examined were esti-
mated using the following formula:

Htotal = EO + ZPE + AHtrans + AHrot + AHvib + RT (6)

where Ey is the calculated total electronic energy, ZPE stands for zero-
point energy, AHians, AHyor and AH,;, are translational, rotational
and vibrational contributions to the enthalpy. Finally, the RT term
is added to convert the energy to enthalpy. ZPE was calculated to
demonstrate the difference between harmonic computed frequen-
cies and the actual anharmonic experimental frequencies.

In order to study the thermodynamic spontaneity, the Gibbs
free enthalpies for the following reactions were computed:

All the values of the Gibbs enthalpies AG were computed in the
standard state in the environments considered. Both electrostatic
and nonelectrostatic (cavitation, repulsion and dispersion) terms
were included in these values. The Gibbs enthalpies of the reactions
(Figs. 2 and 12) were calculated as differences between the total gas-
phase, aqueous-phase and ethanol-phase the Gibbs enthalpies of the
products and substrates. All the values of this thermodynamic func-
tion were referred to the most energetically stable chemical forms. In
these calculations AG(OH™) was set to —75.771707, —75.914631
and —75.910527 hartree for the gas phase, water and ethanol media,
respectively, while AG(H30") was set to —76.715998, —76.859623
and —76.855477 hartree for the gas phase, water and ethanol media,
respectively. The optimised values of AG(H,0) are —76.454816,
—76.470024 and —76.469525 hartree in the gas phase, water and
ethanol environments, respectively. These values are referred to
fully optimised OH™, H;0" and H,0 with the use of the B3LYP/
6-311+G(d,p) level of theory. The enthalpy of the proton in the gas
phase is given by its translation energy, H[H'(g)]=3/2 kT. Its
translation entropy in the gas phase is —32.43 k] K~'mol~}, as calcu-
lated by the well-known Sackur-Tetrode equation, at 298 K and
1 atm. However, the value of the Gibbs free enthalpy of proton is
G[H*(g)] = H[H"(g)] — TS[H*(g)] = —26.28 kJ/mol. At last the aque-
ous-phase proton free enthalpy is given by the sum of G[H*(g)] and
the hydration free enthalpy of the proton (—1104.5 kJ/mol), which
was determined by Tissandier et al. [21].

The optimisation of the structure trans-resveratrol and the cal-
culation of the antioxidation parameters in water and ethanol
environments was performed by employing one of the most suc-
cessful solvation models CPCM (conductor polarisable continuum
model) for evaluation of chemical properties of the molecules in
various solutions [19]. In this approach, the liquid is treated as a
continuum characterised by a dielectric constant, which permits
calculations of the solvation free enthalpy of the nonelectrostatic
contributions and the electrostatic problem can be solved in the
iterative way for very large chemical systems. Within the CPCM
model, the effect of polarisation is represented numerically. In this
model the effects of solvation are folded into the iterative SCF
computation rather than making an extra step afterwards. Unfor-
tunately, numerical gradients are prohibitively expensive owing
to the fluctuations arising from the segmentation of the solvent
accessible surface and the quality of the calculations depends on
several factors. Moreover, this model permits the calculations of
electronic properties that involve coupled-perturbed procedure,
including all the solvent contributions. Of great importance is
the proper use of the boundary conditions on the surface and a
correct form of cavity. In our study the simple UAO model of cav-
ity was employed to evaluate the aqueous and ethanol solvation
effects. The CPCM calculations were performed with the tesserae
of 0.2 A% average size. The solvent effect in the conformational
equilibrium was assessed from the geometries fully optimised in
the gas phase at their global energy minima. In the calculations
dielectric constants of 24.55 and 78.39 for ethanol and water,
respectively, were used.
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Fig. 3. The B3LYP/6-31G(d) conformational energy maps for trans-resveratrol in the gas phase along the o and 6 coordinates.

3. Results and discussion

3.1. Ground state geometries of trans-resveratrol, and its 3-O-
monoanion, 4-0-monoanion, 3,4'-0-dianion, 3,5,4'-O-trianion, 3,5-0-
dianion, cation radical and 4'-O-radical in the gas phase, water and
ethanol environments. Thermodynamic analysis

After full optimisation in the gas phase, ethanol and water envi-
ronment, trans-resveratrol and its 3-O-monoanion, 4’-O-monoan-
ion, 3,4-O-dianion, 3,5-O-dianion and 3,5,4'-O-trianion (Fig. 4)
have been found in the global energy minimums, which is con-
firmed by the absence of the imaginary frequencies. The optimised
values of the dihedral angles 8 (Cc—C1-O4—-Hy ), 7 (C10-C11-0s-Hs),
¢ (C14—C13-03-H3) and 6 (C;;-C1,-04-H,) indicate that hydrogen
atoms from all OH groups lie on the surface of trans-resveratrol,
its 4’-O-radical, cation radical and anionic forms in the environ-
ments studied. The resonance forms of 4-O-monoanion are planar
in the gas phase (Fig. 6) and in water environment (Fig. 5). In both
media they have the semi-quinone structure stabilised through the
vinyl bond connecting the phenyl rings. A close inspection into the
energies of these resonance forms reveals that they are almost
isoenergetic in the gas phase and water medium thus they are
characterised by similar energetical stability. The planar conforma-
tion of the anions strongly correlates with the antioxidative
activity because it ensures the effective delocalisation of the lone
electron pair in the phenyl rings.

From the optimised values of the o (Cs-C4-C7-Cg) and 0 (C;-Cg—
Cy9-Cy0) dihedral angles at the B3LYP/6-311G(d,p) and B3LYP/
6-311+G(d,p) levels it is evident that trans-resveratrol is strictly
planar in the media studied. It must be pointed out that the strictly
planar geometry of trans-resveratrol obtained determines the
energetically favourable delocalisation of the m-electrons and the
stacking interaction of the planar trans-resveratrol system may
also facilitate electron transfer. Analysis of the total energies
(Table 3) shows that in comparison with the gas phase the water
and ethanol environments significantly reduce the total molecular
energy of trans-resveratrol and its monoanions by about 26 and
68 kcal/mol, respectively. Thus, trans-resveratrol and its anions
are more energetically stable in polar solvents than in the gas
phase. Since the values of total energies of anionic forms in water
and ethanol are very similar we can suggest that their energetical
stabilities in these solvents are practically identical. It was found
that all the anionic forms studied are less stable than neutral mol-
ecule in the environments considered. The results obtained reveal

also that 4/,3-O-dianion is more energetically stable than 3,5-O-
dianion in the environments studied. For example, in the gas phase
the difference in the total energy between the 3,5-O-dianion and
4/ 3-0-dianion is 39.187 kcal/mol. It is probably due to higher res-
onance stabilisation of 4’,3-O-dianion than 3,5-O-dianion. In addi-
tion, 4’-O-monoanion is the most stable in the environments
studied in contrast to 3,5,4’-O-trianion which is the most unstable
in these media. This result suggests that trianion of trans-resvera-
trol should be more reactive in contact with free radicals in real
biological systems. Unfortunately, from the values of the Gibbs free
enthalpies of the reactions of trans-resveratrol with water mole-
cule it is clear that the abstraction of proton from this polyphenol
by water molecule and as a result the formation of this trianion is
highly thermodynamically unfavourable, while the formation of
this 3,5,4-O-trianion in the reaction of trans-resveratrol with
OH™ anion is thermodynamically permitted (Table 5). It should
be emphasised that in polar media AG of this reaction significantly
decreases in comparison with the gas phase. Therefore, in polar
solvents the formation of this trianion from neutral molecule of
trans-resveratrol is highly thermodynamically preferable. This re-
sult suggests that in basic environments 3,5,4’-O-trianion will be
formed and it will show high reactivity. Moreover, we observe that
the difference in total energy between 3-O-monoanion and 4’-O-
monoanion is much higher in the gas phase (by about 0.01 hartree)
than in the polar environments (by about 0.003 hartree).

On the basis of analysis of the computed values of the Gibbs free
enthalpies reactions examined (Table 5) we claim that the forma-
tion of all anions in the reactions of trans-resveratrol with water
molecule is thermodynamically very unfavourable in the environ-
ments studied. Note that in the polar media studied the values of
AG are significantly smaller than in the gas phase, hence it proves
that polar environments facilitate proton abstraction from trans-
resveratrol by water molecule. Comparing the values of AG we
can conclude that the reactions studied are more thermodynami-
cally preferable in water than in ethanol. Hence, the transfer of
proton from trans-resveratrol to water molecule is particularly
preferable in water medium. Moreover, on the basis of these re-
sults we claim that the formation of 4’-O-anion is more preferable
than 3-O-monoanion, dianions and trianion in all the environ-
ments studied.

The calculated o (Cs—C4—C7-Cg) and 0 (C;-Cg-Cy-Cyg) dihedral
angles in 4’-O-radical (Fig. 7) and cation radical (Fig. 8) of trans-
resveratrol indicate that these structures at the global energy min-
imum are strictly planar in the environments studied. Similarly to
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Fig. 4. The B3LYP/6-311+G(d,p) optimised in water environment structures of trans-resveratrol (1) and its 4-O-monoanion (2), 3-O-monoanion (3), 4,3-O-dianion (4), 3,5,4'-

trianion (5), cation radical (6) and 3,5-O-dianion (7).

Fig. 5. The B3LYP/6-311+G(d,p) optimised resonance forms of trans-resveratrol 4’-O-monoanion in water environment.

the anions, this radical has semi-quinone geometry in which the
unpaired electron is delocalised through both aromatic rings. The
planar geometry of this radical and cation radical ensures the effi-
cient interactions with the other free radicals in the real biological
systems. Besides, the planar conformation and the presence of the
vinyl bond in this radical form facilitate effective delocalisation of

the unpaired electron, which determines the energetic stability of
these radicals and their resonance forms. Energy analysis reveals
that 4’-O-radical is more stable in polar media studied than in
the gas phase by about 2 kcal/mol. For instance, the differences
in energy of 4'-O free radical in polar media and gas phase are
smaller in comparison with the energy differences between the
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Fig. 6. The B3LYP/6-311+G(d,p) optimised resonance forms of trans-resveratrol 4'-O-monoanion in the gas phase.

Table 1

B3LYP/6-311G(d,p) calculated AIP [kcal/mol], BDE [kcal/mol] and at the B3LYP/6-311+G(d,p) level calculated PDE [kcal/mol] values.

Compound Gas phase Water medium Ethanol medium
AIP PDE BDE AIP PDE BDE AIP PDE BDE
Trans-resveratrol 157.061° - - 118.940° - - 119.814 - -
4'-0-H-bond - 322.582 78.683% - 281.161 80.728 - 283.194 80.571
3-0-H bond - 328.977 - - 283.841 - - 285.331 -
¢ From Ref. [20].
Table 2
B3LYP/6-311+G(d,p) calculated the PDE [kcal/mol] values of the proton dissociation Table 5

reactions of 4’-O-monoanion, 3,4’-O-dianion and 3,5-O-dianion in the gas phase,
water and ethanol environments.

The B3LYP/6-311+G(d,p) computed the Gibbs free enthalpies of the reactions
presented in Fig. 2.

Reaction Gas phase Water Ethanol Reaction Gas phase Water medium Ethanol medium
A 392.358 298.429 300.402 1 —87.108 —153.136 —150.752
B 473.838 304.304 314.555 2 169.059 48.188 50.828
C 437.272 294.531 300.318 3 174.581 48.153 52.574
4 395.684 99.881 108.788
5 433.803 108.924 116.883
6 707.200 158.978 175.012
Table 3

B3LYP/6-311G(d,p) calculated the AG [kcal/mol] values of the reactions of 4'-O-
monoanion, 3,4'-0O-dianion and 3,5-O-dianion with water molecule and OH™ anion in
the gas phase, water and ethanol environments.

Reaction Gas phase Water Ethanol
D 226.611 51.693 57.959
E 311.509 59.094 66.224
F 437.272 50.054 58.129
G -38.151 —52.344 -50.628
H 8.617 —53.983 —50.459
I 46.749 —44.943 —42.364
Table 4

B3LYP/6-311G(d,p) computed the total molecular energy [hartree] of trans-resvera-
trol (a) and its 4’-O-radical and cation radical and B3LYP/6-311+G(d,p) computed
total molecular energy of trans-resveratrol (b) and its anionic forms in the gas phase,
water and ethanol media.

Chemical invidious  Gas phase Water medium  Ethanol medium
Trans-resveratrol (a) —766.5710456 —766.6134851 —766.6115014
Trans-resveratrol —766.5891652 —766.6329845 —766.6311403
(b)
4'-O-radical —765.9348500  —765.9751190  —765.9733545
Cation radical —766.3207522  —-766.4239412  —-766.61150140
4/-0-monoanion —766.04468868 —766.1538933  —766.14952753
3-0O-monoanion —766.03460827 —766.1506138  —766.14621225
3,4'-0-dianion —765.40784340 —765.66930406 —765.66082788
3,5,4'-O-trianion —764.64084442 —765.17433399 —765.15800382
3,5-0-dianion —765.34677336 —765.65761873 —765.64711559

anions. This result indicates that 4’-O-H bond is slightly sensitive
to homolytic breakdown by free radicals in non-polar environ-

ments than in polar media and that polar media stronger interact
with charged chemical forms than with neutral. Moreover, in all
environments we found that 4’-O-radical and cation radical was
less stable than the neutral molecule. The results obtained prove
that the difference in the total molecular energy between gas
phase and polar environments is significantly greater for the cation
radical. Since the cation radical is a charged chemical individuum,
the influence of polar medium on the total energy is higher. There-
fore, it is expected that the single-electron transfer mechanism
strongly depends on the presence of the polar environment and
dominates in these environments. It is well known that the sin-
gle-electron transfer and hydrogen-transfer mechanism must al-
ways occur in parallel, but at different rates. Moreover, the
environments taken into regard in the quantum computations fun-
damentally differ from environment of reactions occurring in living
organisms. Hence, the computational results allow only to partial
explanation of the antioxidation mechanisms of trans-resveratrol
activity.

3.2. Proton dissociation enthalphy

PDE is an important physical parameter to characterise the anti-
oxidative properties of the compound investigated. This parameter
characterises the ability of various polyphenolic antioxidants to
proton donation in a polar medium. The molecules with lower val-
ues of the PDE are more susceptible to proton abstraction. Note
that analysis of the SPLET mechanism shows that the second step
is crucial to antioxidative action of trans-resveratrol. Hence, in this
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3

Fig. 7. The B3LYP/6-311G(d,p) optimised geometry of trans-resveratrol (1) in the gas phase and its 4'-O-radical in the gas phase (2), water environment (3) and ethanol

environment (4).

Fig. 8. The B3LYP/6-311G(d,p) optimised geometry of trans-resveratrol in ethanol environment (1) and its cation radical in this medium (2).
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Fig. 9. The HOMO orbital distribution in trans-resveratrol in the gas phase (1), water (2) and ethanol environment (3).

mechanism the single-electron transfer dominates over proton
transfer. The calculated PDE of 4-O-H and 3-O-H bond for trans-
resveratrol in water, ethanol medium and gas phase are presented
in Table 1. Our results indicate that the PDE values of the 4'-hydro-
xyl bond in the environments examined are lower than those of the
3-hydroxyl group. Analysis of the PDE values in water and ethanol
media shows that water as a strong polar compound is slightly
more efficient proton donor than ethanol. As follows from our re-
sults, the 4-OH group is more acidic than other hydroxyl groups.
In this way we have confirmed the results obtained by Fukuhara
et al. [12] who claimed that the 4-OH group of trans-resveratrol
is the most reactive and determinates its biological activity. Unfor-
tunately, the high values of PDE in the environments investigated
show that the ability of trans-resveratrol to donate proton is rather
poor. Probably this property correlates highly with the acidity of
trans-resveratrol. The value pK,, =8.8, pK,, =9.8, pK,, =11.4 for

the acidic dissociation constants of trans-resveratrol clearly indi-
cates that this compound is a weak acid and its ion dissociation
in solution is highly thermodynamically unfavourable [11]. It is ex-
pected that the mechanism proposed by Shang et al. [10] will not
be dominant in the process of free radical scavenging. It should
be emphasised that in a strongly basic environment in real biolog-
ical systems these anions can be efficient antioxidants because in
these environments trans-resveratrol occurs mainly in the anionic
forms. This fact suggests that in intestinal juices trans-resveratrol
reveals particularly strong antioxidant activity. Furthermore, when
the solvent is included in the calculations, the analysis of PDE val-
ues reveals that in polar media trans-resveratrol is more able to
proton donation than in the gas phase because the charge separa-
tion process is very sensitive to the polarity of solvents. This result
proves that the antioxidant activity of trans-resveratrol strongly
depends on the presence of polar solvents. PDE values of 3-O-H
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Fig. 10. The spin density distribution in 4’-O-radical of trans-resveratrol in water environment (1) ethanol environment (2) and the gas phase (3).
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Fig. 11. The computed at uB3LYP/6-311G(d,p) level of theory spin density in the 4’-O-radical of trans-resveratrol in the gas phase (1), water environment (2) and ethanol

environment (3).

bond in 4’-0O-monoanion and of 5-O-H bond in 4’,3-O-dianion in
water environment imply that 4’,3-O-dianion and 3,5-O-dianion
are weaker donors of proton than 4’-O-monoanion (Table 2). Com-
paring the ability of these dianions to donate proton we see that
3,5-O-dianion is significantly more sensitive to proton donation
than 4’,3-0-dianion in the media studied and that the higher differ-
ences in the values of PDE are observed in the gas phase than in
polar media.

Moreover, the computed values of the Gibbs free enthalpies
of the reactions of the 4’-O-monoanion, 4',3-O-dianion and 3,5-
O-dianion with water molecules (Fig. 12) indicate that these
reactions are thermodynamically unfavourable in the media
considered (Table 3), while the reaction of 4’-O-monoanion, 3,5-
O-dianion and 4/,3-O-dianion with OH™ is thermodynamically
preferable in all the media studied, particularly in polar media. In
our opinion the thermodynamic spontaneity of these reactions
suggests that the 4’-O-monoanion can be active as antioxidant in
basic media. It should be stressed that for the reactions of monoa-
nions and dianions with H,0 in water medium the values of AG are
significantly lower than in ethanol medium. This result proves that
the transfer of proton from monoanions and dianions to OH™ is
more preferable in water than in ethanol. Summarising, we can
conclude that 4-O-monoanions are more effective proton donors

than the dianions studied and that their antioxidative behaviour
can be elucidated by the single-proton transfer mechanism. Be-
sides, these findings prove that the formation of trianion in the
reactions of 3,5-O-dianion and 4’,3-O-dianion with water are
thermodynamically unfavourable in the media studied.

3.3. Bond dissociation enthalpy, adiabatic ionisation potential, spin
density and HOMO orbital distribution

The homolytic BDE of the hydroxyl bond is an important factor
for determination of effectiveness of an antioxidant because the
weaker this bond, the higher the antioxidative activity. Moreover,
BDE is a thermodynamic parameter, which means that the weaker
the bond, the more favourable the reaction with free radicals. How-
ever, the value of AIP represents the ease of the single-electron
transfer which is one of the possible mechanisms by which an anti-
oxidant can deactivate free radicals. Therefore, the molecules with
low values of BDE and AIP are expected to show high antioxidant
activity. The calculated values of BDE and AIP for the compound
studied in the environments investigated are presented in Table 1.
Our results clearly indicate that BDE of the 4'-O-H bond for
trans-resveratrol and AIP are practically identical in ethanol and
water environment. Hence, we can conclude that in these polar
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environments the ability of trans-resveratrol to donate electron
and hydrogen is very similar. Besides, note that in water and eth-
anol environment the AIP values increased by approximately
39 kcal/mol whereas in the values of BDE only a slight difference
was found relative to the results for the gas phase. Note that the
BDE values in water and ethanol are slightly higher than in the
gas phase. This conclusion is supported by the fact that the BDE
values are lower by about 2 kcal/mol in the gas phase than in polar
media. This effect is strongly related to the higher stabilisation of
trans-resveratrol by the polar environments studied. These find-
ings suggest that in non-polar media trans-resveratrol can effec-
tively scavenge the free radicals via the HAT mechanism and that
polar solvents ensure better ability of trans-resveratrol to single-
electron transfer than the gas phase. In addition, our findings
reveal that the hydrogen atom transfer mechanism only weakly
depends on the solvent while the single-electron transfer mecha-
nism dominates in water and ethanol environments. Summarising
we claim that the polar medium stronger interacts with charged
cation radical, thus we observe great influence of polar medium
on the values of AIP.

Free radical-scavenging activity of various phenolic antioxi-
dants is also strictly related to the distribution of the HOMO orbi-
tal. The molecules with lower energy of the HOMO orbital have
poorer electron donating ability. Besides, the electronic density
distribution in these orbitals permits prediction of the most prob-
able sites in the molecule investigated that can be easily attacked
by free radicals and other reactive agents. Hence, molecular-elec-
tron donating ability is characterised by the highest occupied
molecular orbital (HOMO) eigenvalues; the higher eigenvalues,
the higher the antioxidant potency [22]. More active redox sites
of trans-resveratrol are characterised by the high density of the
HOMO orbital. Analysis of the HOMO orbital distribution (Fig. 9)
shows that in all environments studied, it is delocalised on the
whole molecule of trans-resveratrol and particularly on 4’-O-posi-
tions and the double bond that connects the phenyl rings. Hence,
the 4’-OH group in trans-resveratrol can be easily attacked by the
free radicals and other reactive agents in the real biological sys-
tems. We can conclude that the wide range of delocalisation of this
orbital indicates that the compound investigated has many active
redox sites. In contrast, the OH groups in meta position are insen-
sitive to the interactions with free radicals. This observation for
trans-resveratrol is in an excellent agreement with the results ob-
tained by Cao et al. [9]. Furthermore, in the molecule studied the
HOMO orbital is stretched along both phenyl rings. This finding
is strongly correlated with the presence of the vinyl bond, which
facilitates the distribution of HOMO orbital between two phenyl
rings. The computed values of HOMO for trans-resveratrol at
B3LYP/6-311+G(d,p) level in the gas phase, water and ethanol
medium are —5.675 eV, —5.564 eV, —5.566 eV, respectively. As fol-
lows from these results, the HOMO eigenvalue in the gas phase is
lower by about 2.5 kcal/mol than in polar media. These values indi-
cate that this polyphenol is most effective antioxidant in water,
since in this medium it is more susceptible to ionisation than in
the other media. Hence, this result is in good agreement with the
calculated values of AIP and proves that in polar environments
trans-resveratrol can be more sensitive to the interaction with free
radicals in biological systems via a single electron donation than in
the gas phase and other non-polar media. It should be stressed that
the practically identical values of the HOMO orbital eigenvalues in
polar media do not allow a comparison of the electron donation
ability of trans-resveratrol in water and ethanol.

Comparing the values of BDE and PDE (Table 1) in the environ-
ments studied, we observe that the values of PDE are higher than
those of the other antioxidant factors. However, BDE values are
smaller than those of AIP and PDE. Hence, we conclude that hydro-
gen atom transfer mechanism (HAT) for scavenging of free radicals

is the most favourable in the media studied, hence in physiological
conditions the scavenging of harmful free radicals by trans-resve-
ratrol can be achieved mainly via hydrogen donation. Significantly
high values of PDE prove that the SPLET mechanism plays rather
small role in the antioxidant process induced by this compound
in living organisms. Despite this fact, in living cells trans-resvera-
trol can act as antioxidant according to the above-mentioned three
mechanisms. On the basis of the values of the antioxidant factors
obtained in the media studied we can conclude that the contribu-
tion of the mechanisms considered in the antioxidative activity
depends strongly on the ability of the solvent to ionise trans-resve-
ratrol. Therefore, our results contribute to elucidation of the
conclusions given in [10].

Another molecular parameter correlated with the free radical-
scavenging activity is the spin density, which was also calculated.
Spin density characterises the distribution of electron spin in the
free radicals and is responsible for the stability of these radicals.
The high density of spin at any site of 4’-O-radical investigated
strongly correlates with the reactivity of these sites. Analysis of
the distribution of spin density for the 4’-O-radical of trans-resve-
ratrol (Fig. 10) in the environments investigated shows a signifi-
cantly higher concentration of spin density on the 4’-O-atom
than on the other oxygen atoms. Furthermore, the high contribu-
tion to global spin density from vinyl bond leads to the conclusion
that this fragment of 4’-O-radical can be also sensitive to the attack
of reactive radical forms. Our results show that in the environ-
ments studied, the global contribution of the total spin density dis-
tribution from the phenyl ring (a) is significantly higher than the
phenyl ring (b). Therefore, the spin density in the media studied
is mainly delocalised through the phenyl ring (a). It is interesting
to note that the polar environments decrease the spin density on
4/-oxygen in the comparison with the gas phase (Fig. 11). Addition-
ally, in a polar media the contribution of phenyl ring (a) to global
spin density is smaller than in the gas phase, while the contribu-
tion of phenyl ring (b) is higher than in the gas phase. Probably,
this interesting finding follows from the interactions of polar med-
ia with the phenoxy radicals. The interactions of polar media with
polar 3-OH and 5-OH group can contribute to this deformation of
distribution of the spin density. Considering the fact that the lower
the values of spin density, the higher energetic stability, the values
of the spin density computed (Fig. 11) confirm higher stability of
the 4’-O-radical in polar solvents than in the gas phase. The very
low differences in spin density on 4’-O atom of 4’-O-phenoxy rad-
ical in water and ethanol media are correlated with very low differ-
ences in the molecular energies in these solvents (Table 4).
Comparing the spin density distributions presented in the Figs. 10
and 11, we observe that these distributions are in agreement be-
cause in both figures we can see that this density is mainly distrib-
uted on the phenyl ring (a). However, the differences in the spin
density values on the atoms from phenyl ring (b) are very small.

4. Conclusions

The computations performed by the DFT method revealed that
trans-resveratrol is more effective donor of hydrogen atom in the
gas phase than in the polar media considered. It has been shown
that in water and ethanol media the antioxidative activity of
trans-resveratrol is very similar. As follows from our results,
trans-resveratrol antioxidative activity is realised mainly according
to the HAT mechanism and that SPLET as well as ET-PT mecha-
nisms have the smaller contribution to free radical-scavenging
activity of trans-resveratrol. The results obtained demonstrate that
trans-resveratrol is more able to donor electron and proton in polar
media than in gas phase. It was shown that the ability of trans-res-
veratrol to donate proton is thermodynamically unfavourable in
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the media considered. The most stable conformations of trans-res-
veratrol and its 3-O-monoanions, 4’-O-monoanion, 3,4’-O-dianion,
3,5-0-dianion, 3,5,4’-O-trianion, cation radical and 4’-O-radical are
strictly planar in the environments studied. Our study has demon-
strated that the transfer of proton from trans-resveratrol to water
molecule is thermodynamically unfavourable in the media studied.
The geometry of the anion forms ensures the favourable delocalisa-
tion of the lone electron pair in phenyl rings and proton donation
in the neutral molecule. However, the planar geometry of 4’-O-
phenoxy radical and cation radical determines the most energeti-
cally favourable delocalisation of the unpaired electron. Our study
has shown that 4’-O-monoanions are more able to donate proton
than the dianions studied and it suggests that this 4’-O-monanion
can be a scavenger of free radicals in basic media. It is found that
the strong antioxidative activity of trans-resveratrol can be related
also to the semi-quinone structure of anions and 4’-O-radical, sta-
bilised by the presence of the vinyl bond and the resonance. To
sum up, our study contributes to better understanding of the
strong antioxidative activity of trans-resveratrol.
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The accurate quantum-chemical computations based on DFT, Hartree-Fock and second-order Megller-
Plesset (MP2) methods have been performed for the first time to study the interaction of the Cu?* ion
and [Cu(H,0);_4]** complexes with trans-resveratrol, its cis-stereoisomer, phospholipid and deoxythymi-
dine 5-monophosphate in vacuum and water medium. On the basis of the interaction energies we have
demonstrated that 03 and 05 oxygen atoms of the stereoisomers of resveratrol form the most stable che-
late complexes with Cu?*. It has been shown that the capacity of trans-resveratrol to chelate Cu?* is
higher than that of cis-resveratrol. The trans-resveratrol-Cu?*-phospholipid [trans-resveratrol-
Cu(H,0)4-phospholipid]?*, trans-resveratrol-Cu?*-deoxythymidine 5'-monophosphate and [trans-resve-
ratrol-Cu(H,0),-deoxythymidine 5-monophosphate]®* systems in which Cu?* and [Cu(H,0)4]?* aqua
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Phospholipid complex coordinate to the negatively charged oxygen atoms of 5'-monophosphate group of deoxythymi-
Deoxythymidine 5’-monophosphate dine 5'-monophosphate and phospholipid are characterised by the lowest interaction energy. We have
DFT method proved that the hydration of the Cu(II) ion by four water molecules contributes to the dramatic reduction

of the energetical stability of all the complexes studied. It was pointed out that in aqueous medium the
stability of all complexes is significantly higher than in vacuum. The result suggests that trans-resvera-
trol-Cu(ll) and [trans-resveratrol-Cu(H,0)4]?* complexes can bind with negatively charged oxygen atoms
of 5'-monophosphate anion of phospholipids which form a polar shell surrounding LDL particles. Further-
more, it has been found that trans-resveratrol-3-O-Cu(Il) and trans-resveratrol-5-O-Cu(Il) complexes
are capable of forming the most stable complexes with deoxythymidine 5’-monophosphate and
phospholipid. The findings obtained satisfactorily explain the experimental data and give insight into
understanding of therapeutical and biological activity of trans-resveratrol-Cu?* complexes.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction Belguendouz et al. [11] have pointed out that the effect reported

by Frankel et al. [10] can be connected with the chelation of copper

trans-Resveratrol (trans-4',3,5-trihydroxystilbene, Fig. 1) is a
common natural phytoalexin that can be found in a wide variety
of plants including grapes, mulberries and peanuts. It is also pres-
ent in red wines. This compound is known to show anti-inflamma-
tory [1], anti-platelet [2], anti-mutagenic [3] and antioxidant [4]
effects. trans-Resveratrol has been identified also as an anti-cancer
agent capable of inhibition of the three major stages of carcinogen-
esis, i.e. initiation, promotion as well as progression [5]. Addition-
ally, it shows inhibitory effect in the interactions with xanthine
oxidase [6], cyclooxygenase COX-1 [7], ribonucleotide reductase
[8] and DNA polymerase [9]. The study by Frankel et al. [10] has
revealed that trans-resveratrol is an effective inhibitor of LDL
(low-density lipoprotein) peroxidative degradation. Further,
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0166-1280/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.theochem.2010.06.024

ions (II). Hence, the trans-resveratrol-Cu(ll) complexes prevent
blood vessel membranes from being affected by the harmful action
of the peroxidised LDL. Moreover, these authors claim that
isomerization of trans-resveratrol into cis-stereoisomer (Fig. 1)
significantly lowers the ability to chelate the copper ion (II).

Over the last few years many experimental studies have pro-
vided interesting insight into the capability of trans-resveratrol
and its dimer to induce oxidative DNA damage in the presence of
certain transition metal ions, especially copper ions (II). A signifi-
cant contribution to the elucidation of this biochemical process
was brought by Fukuhara and Miyata [12]. They have shown for
the first time that trans-resveratrol and its complex with Cu(ll)
have high ability to bind with plasmid DNA strand. Also, Fukuhara
et al. [13] using a supercoiled DNA have analyzed the ability of
trans-resveratrol and its analogues to induce DNA-cleavage. On
the basis of fluorescence emission study, these authors suggest
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Fig. 1. Molecular structures of trans-resveratrol (a), cis-resveratrol (b) and dianion
of deoxythymidine 5-monophsophate (c).

that trans-resveratrol binds to duplex DNA through significant
intercalation while on the basis of UV absorption spectra they
prove that trans-resveratrol makes 1:1 complexes with Cu?*. The
authors also claim that the 4’-OH group is essential for Cu(II) coor-
dination and the ability of this group to bind with copper ion
strongly depends on the structure of trans-stilbene derivative. Re-
cently, Azmi et al. [14] have investigated trans-resveratrol-Cu?* in

duced DNA-breakage in human peripheral blood. Their results
have confirmed that the complexes of trans-resveratrol with Cu(II)
are strongly capable of DNA degradation in the lymphocyte cells.

To understand the role of the trans-resveratrol-Cu(ll) com-
plexes in the process of DNA-cleavage and inhibition of LDL perox-
idation, it is first of all necessary to carry out a detailed interaction
study of these complexes with 5'-monophoshate deoxyribonucleo-
tide and phospholipid. Additionally, the above-mentioned biomed-
ical activity of the trans-resveratrol-Cu?* and cis-resveratrol-Cu®*
complexed systems have motivated us to perform quantum-chem-
ical computations to characterise the interaction of trans-resvera-
trol and its cis-stereoisomer with Cu(ll) and to determine the
most reliable geometry of these complexes. Since the hydrophobic
core of LDL particles is surrounded by a shell of phospholipids, the
most stable geometry of trans-resveratrol-Cu(ll)-phospholipid
complex has been determined. The main purpose of this study
was to elucidate theoretically the interactions of trans-resvera-
trol-Cu(II) complex with dianion of phospholipid. In order to ex-
plain the interaction of trans-resveratrol-Cu?* complex with DNA
in cancer cells, trans-resveratrol-Cu?*-deoxythymidine 5'-mono-
phosphate complex was investigated. In all computations we used
the DFT method as it is very useful for studying metal cation-bio-
molecule interactions.

Considering the fact that in real biological systems water mole-
cules are coordinated to Cu(Il), we studied the interactions of the
Cu?* cation with resveratrol stereoisomers, deoxythymidine 5'-
monophoshate and phospolipid in the presence of several water
molecules which were placed in neighbourhood of Cu?*. Further-
more, the important studies by Burda et al. [15,16] have motivated
us to develop a theoretical model of aqua-Cu(Il) complexes inter-
actions with stereoisomers of resveratrol, phospholipid and deox-
ythymidine 5-monophosphate. Hence, ab initio MP2 and DFT
methods were used to demonstrate the high influence of these
molecules on the stability and geometry of the complexed systems
examined. Moreover, to investigate the influence of water medium
on the stability of the complexes, the computations were per-
formed for this medium. In this way, the interaction model pre-
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sented is more adapted for real biological processes occurring in

cells of living organisms.

2. Computations

All quantum-chemical computations were carried out with the
use of GAUSSIAN 03W computational package [17]. The geometries
of each neutral compound and complexes with Cu?* were fully
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Fig. 4. Molecular structures of trans-resveratrol-Cu?*—deoxythymidine 5'-monophosphate complexes.

optimised in the ground electronic state, in vacuum and water
medium. Full optimization of each structure was performed with-
out symmetry constraints. Computations were performed for
trans-resveratrol-Cu(Il) and cis-resveratrol-Cu(Il) complexes cor-
responding to the positions known as the potential coordination
sites for the interaction of Cu?* with resveratrol stereoisomers
(Fig. 2). In trans-resveratrol-Cu?*-phospholipid complex the Cu®*
ion was coordinated to 4-O and 3-O atom of trans-resveratrol
(Fig. 3) while in trans-resveratrol-Cu?*-deoxythymidine 5'-mono-
phosphate this ion was bound to the N1, N3, 02 and O4 atoms of
deoxythymidine and to negatively charged oxygen atoms of 5'-
monophosphate group (Fig. 4). We studied the interactions of
trans-resveratrol-4’-O-Cu(Il) and trans-resveratrol-3-O-Cu(Il)

complexes with deoxythymidine 5’-monophosphate. All geome-
tries of the complexes including Cu?* were fully optimised employ-
ing Becke’s three-parameter hybrid functional B3LYP with the
gradient-corrected correlation functional by Lee, Yang and Parr
[18] combined with the LANL2DZ functional base including effec-
tive core potentials (ECP) used to include some relativistic effects
for heavy transition metals. Finally, for the fully optimised geome-
try of all chemical systems, the single-point calculations of the cor-
relation energy were performed with use of the full second-order
Mpoller-Plesset perturbation method and the 6-311+G(d,p) basis
set. Considering the fact that the contribution of the correlation en-
ergy to the total interaction energy of the complexes studied is
very important, we used the MP2 method in our computations.
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For the full geometry optimization, several types of aqua com-
plexes were used (Figs. 8-10). In particular, the complexes with
the copper ion (II) surrounded by one, two, three and four water
molecules were considered. In order to compare their relative sta-
bilities in the media studied for all optimised structures of aqua
complexes in their global energy minima, the electronic energy
using MP2(full)/6-311+G(d,p) level was computed. The molecular
geometry of all aqua complexes were in the first step optimised
at the B3LYP/6-31+G(d,p) and further these geometries ware fully
reoptimised with the use of the B3LYP/LANL2DZ level of theory.

The most stable conformations obtained from the potential en-
ergy surface scans were used for full optimization. The potential
energy surface scans were made to determine the starting geome-
try of the chemical systems examined and the approximate the
location of the energy minimum structures. Specifically, rotational
potential profiles were obtained by scanning several dihedral
angles using B3LYP/6-31G(d) level of theory. They allowed us to
gather information about the following structural features: (i)
orientation of the hydroxyl groups in relation to the phenyl rings;
(ii) orientation of the phenyl rings in relation to the vinyl bond [a
(C5-C4-C7-Cg) and 6 (C;-Cg-Cg-Cyg)] of trans-stilbene skeleton.

For complexes treated as open-shell systems the most reliable
Restricted Open Shell (ROS) approach was applied. The atomic
charge distribution was obtained with the use of the full Mulliken
population analysis. trans-Resveratrol and its cis-stereoisomer
were fully optimised with the use of the sufficiently large 6-
311++G(3df,2pd) basis set which puts diffuse, 3d and 3f polariza-
tion functions on hydrogen and heavy atoms. The geometry of
the trans-resveratrol-Cu?*-phospholipid complex was optimised
at the first step with the use of the HF/6-31+G(d) level while the
optimization of dianion of phospholipid was performed at B3LYP/
6-31+G(d,p) level. Next, the geometry of trans-resveratrol-Cu?*-
phospholipid complex obtained at HF/6-31+G(d) level was fully
optimised using B3LYP/LANL2DZ level. We used phospholipid
which is the ester of glycerin, phosphoric (V) acid and n-tridecane
fatty acid. The geometry of dianion of deoxythymidine 5-mono-
phosphate was optimised using B3LYP/6-311+G(d,p) level. For all
fully optimised structures the harmonic vibrational frequencies
and zero-point energy corrections were computed analytically
and scaled by a factor 0.973 as recommended.

The interaction energies AEs., were computed as the differ-
ences in the electronic energies of the complexed systems and
the electronic energies of the isolated chemical systems. These
interaction energies are useful parameters permitting the evalua-
tion of stability of the complexes investigated. The zero-point
vibrational energy corrections (ZPVE) to the computed AEg,, were
applied. Hence, the interaction energies with ZPVE correction were
estimated using the following equation:

AEstab(ZPVE) = Ecomplex(ZPVE) - (EA(ZPVE) + EB(ZPVE)), (1)

where Ecomplexzpve) Eazpvey and Egzpyey are the sum of electronic
and zero-point energies of complexes and monomers. In general,
the influence of basis set superposition error (BSSE) [19] on the val-
ues of the binding energies is very small. Nevertheless, throughout
this study the binding energies values were corrected for the BSSE
estimate. The BSSE was evaluated using the counterpoise correction
scheme (CP-correction) [20]. The interaction energies with this cor-
rection were computed from the following relationship:

AEstab(BSSE) = Ecomplex - (EA(complex) + EB(complex))’ (2)

where E5 and Eg represent the electronic energies of monomers for
their geometries in the complexes, computed using the basis func-
tion in which these complexes were fully optimised. However, the
interaction energies were calculated for all complexes using the en-
ergy difference between the complexes and their components:

AEstab = Ecomplex - (EA + EB)7 (3)

where Ecomplex, Ea and Eg represent the electronic energies of com-
plexes, its component A and B, respectively.

Since the interaction between metal cations and various bio-
molecules strongly depends on polar solvent in the real biological
systems, solvation effect was taken into account in this study. The
solvent effects were computed by using the polarizable conductor
solvation model (C-PCM) [21] as implemented in the Gaussian
03W program. In this model water is assumed as a macroscopic
continuum characterised a dielectric constant ¢ = 78.39. The UAO
solvent cavity model was used in the computations. The C-PCM
computations were performed with tesserae of 0.2 A? average size.
We investigated the influence of water environment on the stabil-
ity and geometry of the complexes investigated. The solvent effects
in the conformational equilibrium were obtained for the optimised
most energetically stable geometries of resveratrol stereoisomers
and complexes in vacuum.

3. Results and discussion

3.1. The optimised geometries of resveratrol stereoisomers, their
complexes and aqua complexes with Cu(Il)

Geometrical parameters of the fully optimised structures of
trans-resveratrol and cis-resveratrol (Fig. 5) by using B3LYP/6-
311++G(3df,2pd) level in vacuum are displayed in Table 4. The opti-
misation of all the chemical systems studied leads to the energy
minimum on the potential energy surface, whose presence is con-
firmed by the lack of imaginary frequencies. The optimised values
of bond lengths of trans-resveratrol are in satisfactory consistency
with the available X-ray experimental data [22]. The calculated val-
ues of O-H bonds are slightly shorter for cis-resveratrol thaniits trans-
stereoisomer, hence in cis-resveratrol these bonds are more stable.
The optimised values of the dihedral angles p (Cg-C;-0},-H}), v
(C10-C11-05-Hs) and ¢ (C14-C13-03-H3z) indicate that the hydrogen
atoms from OH groups lie in the surface of phenyl rings of resveratrol

\(\»

Fig. 5. The fully optimised geometries of trans-resveratrol (a) and cis-resveratrol (b)
at the B3LYP/6-311++G(3df,2pd) level.
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stereoisomers in vacuum and water medium. The dihedral angles o
(Cs-C4-C7-Cg) and 6 (C;—Cg—Co-C;p) of trans-resveratrol are practi-
cally equal to zero in both media studied, while the optimised geom-
etry of cis-resveratrol is characterised by significantly high values of
dihedral angles o and 6. Therefore, trans-resveratrol is a planar mol-
ecule, whereas its cis-stereoisomer significantly deviates from pla-
narity. This result is in excellent agreement with our previous
result obtained using the B3LYP/6-311G(d,p) and B3LYP/6-
311+G(d,p) levels [23-25]. Note that the findings obtained for
trans-resveratrol are in unsatisfactory agreement with the data pre-
sented in the paper [22]. In our opinion the crystalline and isolated
structures of the molecule investigated can substantially differ from
each other because their molecular environments are different. In
particular, the packing effect dominant in the crystal form is mainly
responsible for the deviation from planarity of trans-resveratrol. The

energy analysis reveals that trans-resveratrol is more stable than its
cis-stereoisomer. The difference between total energies of these
stereoisomers is equal about 6.3 kcal/mol. Probably due to strong
deviation from planarity, cis-resveratrol is characterised by higher
value of total energy.

The computations reveal that in all the most stable geometries
of trans-resveratrol-Cu(ll) (Fig. 6), trans-resveratrol-Cu®"-
phospholipid (Figs. 3a and 6c¢), trans-resveratrol-Cu?*-deoxythy-
midine 5’-monophosphate complexes (Figs. 4b and 6g) and all
aqua complexes the trans-stilbene moiety is planar in the global
energetic minimum, while in cis-resveratrol-Cu(ll) complex this
moiety is characterised by a significant deviation from planarity.
The optimised values of Cu-03 and Cu-05 bonds in the most sta-
ble geometry of trans-resveratrol-Cu?* (Fig. 6a) are 1.96 and
5.42 A, respectively, and in cis-resveratrol-Cu?* (Fig. 6b) complex

Fig. 6. The most stable optimised geometries of trans-resveratrol-Cu?* (a) cis-resveratrol-Cu* (b), trans-resveratrol-Cu?*-phospholipid (c) trans-resveratrol-4’'-O-Cu(Il)-
deoxythymidine 5-monophosphate (d) at B3LYP/LANL2DZ level and deoxythymidine 5'-monophosphate at the B3LYP/6-311+G(d,p) level (e), phospholipid at the B3LYP/6-
31+G(d,p) level (f), trans-resveratrol-3-0-Cu(Il)-deoxythymidine 5'-monophosphate (g) and [trans-resveratrol-Cu(H,0)4]?* (h) complexes optimised at the B3LYP/LANL2DZ

level.
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are 1.95 and 6.0 A, respectively. This observation proves that the
stability of the Cu(Il)-0O3 bond is higher than that of the Cu(Il)-
05 bond in these complexed systems and that trans-resveratrol
and its cis-stereoisomer form with Cu?* the complexed systems
in which 03 and O5 are donor atoms. It is interesting to note that
in the most stable geometries of resveratrol stereoisomers-Cu(Il)
complexes, the Cu** ion does not lie in the surface of phenyl rings.
Cu(Il) ion in both complexes is located beneath the phenyl ring
1.42 A away from the surface specified by the trans-stilbene skele-
ton. A close look at the optimised structures of the most stable res-
veratrol stereoisomers complexes with Cu(Il) (structures 2b and
2d) reveals that these systems have chelated geometry. Since Fran-
kel et al. claimed that trans-resveratrol is able to form chelate com-
plexes with Cu(Il), our results clearly confirm their observation.

Analysis of the optimised geometries of the most energetically
stable aqua complexes shows that the Cu-03 and Cu-04’ bonds
are significantly longer than in the complexes which include free
copper ion (II). This result demonstrates that water molecules con-
tribute to the decrease in stability of these bonds. In particular, the
optimised values of Cu-03 and Cu-05 bond lengths in the most sta-
ble geometry of [trans-resveratrol-Cu(H,0)4]?* are 2.88 and 6.87 A,
respectively, and in [cis-resveratrol-Cu(H,0)4]** complex are 2.95
and 7.54 A, respectively. However, the Cu-04' bond length in
[trans-resveratrol-Cu(H,0)4]%* is 3.42 A, while in [cis-resveratrol-
Cu(H,0)4]** complex is 3.83 A. These observations prove that in
aqua complexes Cu(ll) is stronger bonded with the O3 atom than
with O4’ atom resveratrol stereoisomers. Furthermore, the results
obtained reveal that the average distance between Cu(Il) and oxygen
atom of water molecules in [trans-resveratrol-Cu(H,0),4]** and [cis-
resveratrol—Cu(H20)4]2* is about 2.18 A. Hence, we can conclude
that water molecules strongly bond to copper ion (II). It should be
stressed that in water medium all above-mentioned bond lengths
are slightly shorter (by about 0.3 A) than in vacuum. It proves that
polar medium increases the stability of these bonds due to strong
electrostatic interactions between this medium and the complexes.

A close look at the most stable geometries of [trans-resveratrol-
Cu(H,0)4]%* (Figs. 6h and 8b) and [cis-resveratrol-Cu(H,0),]** com-
plexes (Fig. 8d), in which Cu(II) coordinates to O3 atom indicates that
water molecules form slightly deformed tetrahedral hydration shell,
while in the most stable geometries of [trans-resveratrol-Cu(H,0)4-
phospholipid]** (Fig. 9a) and [trans-resveratrol-Cu(H,0),—deoxy-
thymidine 5'-monophosphate]?* (Fig. 10b) complexes this shell
shows geometry strongly deviated from the tetrahedral shape. In
our opinion, the presence of the negatively charged oxygen atoms
of 5’-monophosphate group contributes to explanation of this result.
It was found that in the most stable geometries of [trans-resveratrol—-
Cu(H,0)4—phospholipid]?* and [trans-resveratrol-Cu(H,0),—deoxy-
thymidine 5'-monophosphate]** complexes Cu(Il) ion is coordinated
with the O3 atom of trans-resveratrol and two negatively charged
oxygen atoms of 5’-monophosphate group. Analysis of the optimal
distances between Cu(Il) and negatively charged oxygens of deoxy-
thymidine 5’-monophosphate and phospholipid indicates that in
[trans-resveratrol-Cu(H,0),-phospholipid]?** and [trans-resvera-
trol-Cu(H,0),-deoxythymidine 5’-monophosphate]** complexes
these distances are significantly larger than in trans-resveratrol-
Cu?*-phospholipid and trans-resveratrol-Cu?*-deoxythymidine 5'-
monophosphate complexes. On the basis of this result we claim that
in aqua complexes the presence of water molecules is related with
decrease in stability of these bonds.

3.2. Energy analysis

The energy analysis (Table 2) reveals that all complexed sys-
tems including Cu?* coordinated to O3 atom of resveratrol stereo-
isomers are more stable than those in which Cu?* is coordinated
to 04’ atom. Besides, the cis-resveratrol-Cu?* complexes are less

energetically stable than their trans-stereoisomeric equivalents.
Therefore, these results demonstrate that trans-resveratrol is
more disposed to bind Cu?" than its cis-stereoisomer and that
the O3 atom of stereoisomers studied is mainly responsible for
the Cu?* coordination. It should be stressed that the values of
charges (Fig. 7) computed using Mulliken analysis, clearly indi-
cate that O3 atom is more susceptible to bind Cu®*. As follows
from the computations, the distribution of charge between 03
and 04’ atoms of resveratrol stereoisomers is asymmetric due
to the hyperconjugation effect. The main electronegative site at
the O3 atom of resveratrol stereoisomer coincides with the pre-
ferred coordination site of Cu?* to this atom. It should be empha-
sised that this asymmetric distribution is mainly noticeable in
trans-resveratrol (Fig. 7a). On the basis of these results we can
conclude that the presence of the 4'-OH group only facilitates
the favourable coordination of Cu(Il) to 3-OH group and forma-
tion stable chelate systems. Our results demonstrate that the 4'-
OH is responsible for such charge distribution that explains the
main contribution of the 3-OH group to formation of the chelate
systems.

The B3LYP/LANL2DZ optimization yields the most stable con-
formations of trans-resveratrol-Cu?*—phospholipid and trans-res-
veratrol-Cu?*-deoxythymidine 5’-monophosphate complex in
which Cu?* is strongly coordinated to the negatively charged oxy-
gen atoms of monophosphate group. The optimised values of the
bond lengths between Cu?* and the negatively charged oxygen of
5'-monophosphate group in trans-resveratrol-Cu?*-phospholipid
and trans-resveratrol-Cu?*-deoxythymidine 5-monophosphate
complexes are 1.86 and 1.84 A, respectively. However, the opti-
mised values of the bond lengths between Cu?* and oxygen atom
of 4-OH and 3-OH groups of trans-resveratrol are 1.93 and
1.84 A, respectively. These values prove that the Cu(ll)-03 bond
in these complexes is particularly stable. A closer look into the
geometry of trans-resveratrol-Cu?*-phospholipid complex reveals

Fig. 7. The computed at the B3LYP/6-311++(3df2pd) level Mulliken charge
distribution in trans-resveratrol (a) and cis-resveratrol (b).
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Fig. 9. Molecular structures of [trans-resveratrol-Cu(H,0)4—phospholipid]?* complexes.

that phospholipid dianion functions as a ligand forming a chelate
complex with Cu?*, 03 and 05 oxygen atoms of trans-resveratrol.
In this chelate complex, the negatively charged oxygens of
monophosphate group and the 03 and 05 oxygen atoms of trans-
resveratrol are donor atoms. Note that the most stable conforma-
tion of trans-resveratrol-Cu?*-phospholipid is stabilised by one
very stable hydrogen bond (1.60 A) formed between H3 atom of
trans-resveratrol and the negatively charged oxygen atom of
monophosphate group.

The investigation of trans-resveratrol-3-O-Cu(Ill) complexes
with deoxythymidine 5’-monophosphate reveals that in the most
energetically stable conformation, the copper ion strongly
bonded to negatively charged oxygen atoms of 5-monophos-
phate group. It should be stressed that this conformation is more
energetically stable than that of an analogous complex of
trans-resveratrol-4'-O-Cu(Il) complexes with deoxythymidine
5’-monophosphate. This result demonstrates that trans-resvera-
trol-3-O-Cu(Il) complexes are characterised by the ability to
form particularly stable molecular complexes with deoxythymi-
dine 5-monophosphate.

The interaction energies were computed for the geometries pre-
sented in Figs. 2-4 after their full optimization. Table 1 summarises
the computed interaction energies, zero-point vibrational correction
energies and basis set superposition correction energies. We have
found that the inclusion of BSSE correction has minor importance
for the binding energies, whereas the ZPVE correction is more impor-
tant. As can be seen from the calculated values of the BSSE and ZPVE
corrections, their contribution is more significant for aqua com-
plexes. For the trans-resveratrol-Cu?*-phospholipid and trans-res-
veratrol-Cu?*-deoxythymidine 5-monophosphate complexes the
influence of BSSE corrections on the values of binding energies is par-
ticularly great. The overall data indicate that the complexes in which
Cu?" is coordinated to 03 or O5 atom of resveratrol stereoisomers
have lower values of AE,, than the ones in which Cu?* is bound with
04’ atom. This finding leads to the conclusion that these complexed
systems are characterised by the most stable interaction of the Cu?*
binding with the O3 atom of stereoisomers. Comparing the values of
AEqp for stereoisomers we observe that trans-resveratrol-Cu?*
complexes are more stabilised than those of its cis-stereoisomer.
Probably, the planar geometry of the trans-stilbene skeleton
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Fig. 10. Molecular structures of [trans-resveratrol-Cu(H,0),-deoxythymidine 5-monophosphate]?* complexes.

contributes to higher stabilisation of trans-resveratrol-Cu?* than
cis-resveratrol-Cu?*. On the basis of the interaction energies of
trans-resveratrol-Cu?*-phospholipid and trans-resveratrol-Cu®"-
deoxythymidine 5’-monophosphate complexes we can conclude
that the complexes in which Cu?* binds to the negatively charged
oxygens of monophosphate group and to O3 atom of trans-resvera-

trol are the most stabilised. This result is related to the chelate
structure of these complexes and contributes to elucidation of
the interaction of trans-resveratrol-Cu?* complex with LDL particles
and DNA. Besides, the semi-quinone geometry of trans-resveratrol in
trans-resveratrol-Cu?*-deoxythymidine 5'-monophosphate com-
plex has great impact on stabilisation of this complex.
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Table 1

The computed interaction energies AEipceract (kcal/mol), AEjyeract With ZPVE (kcal/mol) and AE;yterace With BSSE (kcal/mol) corrections for the complexes without water molecules

in vacuum and water medium.

Complexes AEinteract AEinteract AEinteract with AEinteract with AEinteract with AEinteract with
(vacuum) (water) ZPVE (vacuum) ZPVE (water) BSSE (vacuum) BSSE (water)

2a —103.12 —120.65 —97.03 —-114.75 -102.87 -118.56

2b -105.10 —124.63 —98.15 —118.64 —104.65 —122.69

2c -101.23 —118.09 —94.23 —109.43 —100.89 —116.89

2d —102.56 —119.53 —95.24 -112.07 -101.97 -117.79

3a —105.63 —124.98 -93.76 —114.46 —104.67 —122.86

3b —100.75 —116.75 -90.54 —107.68 —99.34 —114.08

4a —115.53 -132.97 —109.67 -126.38 —114.75 —130.76

4b —-120.43 —137.32 —116.78 —131.54 —119.12 —134.83

4c -111.53 —128.64 -107.53 —125.45 -110.54 —-126.18

4d -118.14 —134.76 —115.01 —130.03 -117.93 -132.76

4e —-110.76 —127.32 —108.03 —124.99 —109.97 —124.97

af -114.38 —131.45 -111.60 -129.40 -113.54 —128.62

Table 2 of the aqua complexes studied. Strong electrostatic interactions be-

The computed at the B3LYP/Lanl2dz level in vacuum the
total energies E of trans-resveratrol-Cu(ll) and cis-
resveratrol-Cu(Il) complexes.

Complexed systems E (hartree)

2a —961.82380266
2b (chelate system) —961.83652199
2c -961.81136174
2d (chelate system) -961.8217635

3.3. Energy analysis for aqua complexes

From the computations it is evident that the optimal coordina-
tion of the Cu(lIl) cation prefers four coordinated water molecules
in the first hydration shell. For example, passing from 1 to 4 water
molecule, the stabilisation energy of aqua-copper complexes is de-
creased by about 25 kcal/mol, while passing from 3 to 4 H,O mol-
ecules AEg,, value decreases by 8.5 kcal/mol. The interction
energies computed according to Egs. (1)-(3) for the most stable
geometries of all aqua complexes are presented in Table 5. The re-
sults obtained reveal that from among the complexes with various
number of coordinated water molecules, the most energetically
preferable coordination involves four water molecules. The
values of the AE., for the [trans-resveratrol-Cu(H,0)4]** and
[cis-resveratrol-Cu(H,0)4]*" complexes reveal that the [trans-
resveratrol-Cu(H,0)4]>* complex is more stable than [cis-resvera-
trol-Cu(H,0)4]** complex. This finding demonstrates that
trans-resveratrol is more able to coordinate the [Cu(H,0)4]*" aqua
complex than cis-resveratrol. Moreover, we observe that the com-
plexes in which Cu(Il) is coordinated with the O3 atom of stilbene
moiety are more stable than the other ones (Table 3).

A close look at the calculated values of AE,, reveals that the
presence of water molecules around the copper ion (II) is associ-
ated with dramatic increase in AEsy, for all aqua complexes inves-
tigated. This observation leads to the conclusion that the
coordination of H,O to Cu(Il) contributes to decrease in stability

Table 3

The computed at the B3LYP/Lanl2dz
level in vacuum the total energies E of
[trans-resveratrol-Cu(H,0)4]** and [cis-
resveratrol-Cu(H,0)4]%".

Complexed E (hartree)
systems

8a —1267.66231654
8bh —1267.68853812
8c —1267.61223456
8d —1267.63320089

tween the copper ion (II) and water molecules are mainly respon-
sible for the weak coordination of [Cu(H,0),]** with trans-
resveratrol, cis-resveratrol, phospholipid and deoxythymidine 5’'-
monophosphate. In addition, monopole-dipole character of these
interactions enhances this effect. When water medium was taken
into account, a significant influence of this medium on the AEg.p,
values was observed (Table 5). The values of this stability factor
in water medium are dramatically lower than in vacuum. This re-
sult proves that in water medium all the complexed systems inves-
tigated are more stable than in vacuum and other nonpolar media.

3.4. trans-Resveratrol-Cu(ll) complexes and their ability to inhibit the
peroxidation of LDL

trans-Resveratrol has been reported to be an effective agent
against the peroxidation of the low density protein (LDL). For the
first time, Frankel et al. [10] have demonstrated that the inhibition
of LDL oxidation by cupric ion can be attributed to this compound.

Table 4

The B3LYP/6-311++G(3df,2pd) optimised values of bonds lengths (A), angles (deg)
and total molecular energy (hartree and kcal/mol) of trans-resveratrol and cis-
resveratrol.

Compound trans-Resveratrol cis-Resveratrol
Parameter

0(4')-C(1) 1.364 1.365
0(3)-C(11) 1.365 1.367
0(5)-C(13) 1.365 1.367
0(4')-H(4") 0.962 0.961
0(3)-H(3) 0.961 0.961
O(5)-H(5) 0.961 0.961
C(7)-C(8) 1.342 1.342
C(4)-C(7) 1.460 1.468
C(8)-C(9) 1.463 1.473
C(2)-C(3) 1.388 1.383
C(1)-C(2) 1.391 1.393
C(10)-C(11) 1.389 1.387
C(12)-C(13) 1.387 1.392
C(5)-C(4)-C(7)-C(8) 0.00 31.53
C(7)-C(8)-C(9)-C(10) 0.00 39.36
C(2)-C(1)-0(4')-H(4") 0.00 0.00
C(10)-C(11)-0(3)-H(3) 0.00 0.00
C(14)-C(13)-0(5)-H(5) 0.00 0.00
0(4')-C(1)-C(2) 1229 117.6
0(4')-C(1)-C(6) 117.5 122.7
0(3)-C(11)-C(10) 1221 117.4
0(3)-C(11)-C(12) 116.6 121.9
0(5)-C(13)-C(12) 1171 121.7
0(5)-C(13)-C(14) 1221 117.3
Energy (hartree) —766.649553 —766.639428
Energy (kcal/mol) —481079.88 —481073.52
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The computed interaction energies AEineract (kcal/mol), AEincerace With ZPVE (kcal/mol) and AEpeerace With BSSE (kcal/mol) corrections for the aqua complexes studied in vacuum

and water medium.

Complexes AEinteract (vacuum) AEintemct (water) AEmteract with AEinteract with AEmteract with AEinteract with
ZPVE (vacuum) ZPVE (water) BSSE (vacuum) BSSE (water)
8a —28.44 —45.36 -18.95 —34.75 —22.06 —38.52
8b -30.53 —46.76 -21.43 —35.64 -23.14 —39.02
8c —26.85 —43.53 —17.06 —31.95 —20.75 —36.32
8d —27.09 —44.21 -17.77 —33.53 -21.40 -37.23
9a —30.90 —49.98 —21.04 —35.84 —23.85 —42.44
9b —25.75 —42.64 -16.34 —30.99 -19.36 —35.33
10a —40.21 —61.62 -30.45 —50.49 -33.07 —54.27
10b —46.56 —69.70 —35.03 —58.32 —39.80 —61.11
10c —36.87 —55.52 —26.75 —44.77 —30.42 —48.44
10d —43.76 —67.33 -33.24 —57.08 —36.92 —60.33
10e -34.79 —50.56 —25.42 —39.22 —26.92 —43.42
10f —39.76 —58.01 —-30.02 —46.78 -31.74 —50.96

Further, Belguendouz et al. [11] have shown that trans-resveratrol
has high capacity to bind the copper ion. Because this ion shows
the ability to bind with protein moiety of LDL, the authors claim
that trans-resveratrol can displace this ion forming redox inactive
complexes. Moreover, their results evidence that trans-resveratrol
is very efficient in protecting LDL against PUFA (polyunsaturated
fatty acids) peroxidation. This effect could be assigned to the high
ability of trans-resveratrol to chelate the copper ions acting as effi-
cient pro-oxidant metal. Unfortunately, in their study the structure
of the chelated structure of this complex has not been experimen-
tally confirmed. On the basis of our results revealing that trans-res-
veratrol has high ability to form chelate complexes with Cu®* we
can conclude that trans-resveratrol can be a potent inhibitor of
copper-depended LDL oxidation. Hence, the strong binding of
trans-resveratrol with copper ion can be responsible for this pro-
cess and for removal of copper from LDL and arterial tissue. Addi-
tionally, the planar geometry of trans-resveratrol is of essential
importance for binding of Cu?* and LDL macromolecule.

It is well known that LDL as quasi-spherical particle that trans-
ports lipids in the blood has a highly-hydrophobic core consisting
of polyunsaturated acids and esterified cholesterol molecules. This
polyunsaturated acid is known as linolate acid. This core is sur-
rounded by a polar shell of phospholipids and unesterified choles-
terol molecules. Moreover, this polar coat contains single
apolipoprotein B-100 which is identified by destination cells.
Therefore, these facts suggest that trans-resveratrol-Cu(Il) and
[trans-resveratrol-Cu(H,0)4]** complexes can bind with negatively
charged oxygen atoms of 5-monophosphate anion of phospholip-
ids. It proves that trans-resveratrol-Cu(Il) complex probably binds
to the outer shell of LDL molecule in the living organisms. Summa-
rizing, the results obtained prove that the inhibition of copper-cat-
alyzed oxidation LDL by trans-resveratrol can be correlated to its
ability to bind Cu?* and that the complexes formed have chelated
structure.

4. Conclusions

The interactions of the Cu?* ion and [Cu(H,0);_4]** aqua com-
plex with resveratrol stereoisomers and the interactions of trans-
resveratrol-Cu?* complex with dianion of phospholipid and deox-
ythymidine 5-monophosphate in vacuum and water medium
were studied. The computations performed reveal that trans-stil-
bene skeleton in all systems studied is strictly planar, hence this
geometry ensure favourable interactions of trans-resveratrol-
Cu(Il) complexes with deoxythymidine 5’-monophosphate and
phospholipid. The results imply that trans-resveratrol-Cu®* com-
plexed systems are more stabilised than cis-resveratrol-Cu?* ones
and that the complexes with 3-O-Cu(Il) bond are especially stable.
Our study has shown that the ability of trans-resveratrol to inhibit

copper-dependent LDL peroxidation can be attributed to a signifi-
cant ability of trans-resveratrol to coordinate Cu?*. The results
demonstrate that the ability of trans-resveratrol to form stable
trans-resveratrol-Cu?*—phospholipid and trans-resveratrol-Cu?*-
deoxythymidine 5’-monophosphate complexes contributes to
understanding the interaction of trans-resveratrol-Cu?* complexes
with LDL particles and DNA of cancer of cells. It was shown that
water molecules which were coordinated to Cu(Il) significantly re-
duce the stability of all the complexed systems considered. Addi-
tionally, the computations revealed that in water medium the
components of the complexes are stronger bonded than in vacuum.
Therefore, this medium is responsible for increase in stability of
the chemical systems studied. The findings obtained satisfactorily
explain the experimental data and give insight into understanding
of therapeutical and biological activity of trans-resveratrol-Cu?*
complexes. We hope that this study will initiate theoretical inves-
tigation of interactions of trans-resveratrol with other biomole-
cules and enzymatic systems and that our results will motivate
experimenters to further investigation of interaction of trans-res-
veratrol-Cu(Il) complexes with LDL and DNA.
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