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STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Supramolecular chemistry is a promising domain standing at the crossroads of chemistry,
biochemistry, physics and material science. Its foundations were laid down in 60’s and were
recognized in 1987 by the Nobel Prize Committee when Pedersen, Cram and Lehn were
awarded for their contribution to this field. Again, in 2016 Sauvage, Stoddart and Feringa
were granted with the Nobel Prize in chemistry for the design and synthesis of molecular
machines.

According to the definition proposed by Lehn supramolecular chemistry is the chemistry
beyond molecule. It involves a wide spectrum of molecular forces such as hydrogen bonding,
n-n ,van der Waals, hydrophobic/hydrophilic and electrostatic interactions and, last but not
least, coordination bonding. Coordination bonding is formed as the result of the donation of
the free electron pair from ligand molecule to empty orbitals of metal ion. Coordination
chemistry focuses on systems consisting of metal ions and properly chosen ligands which
enable them to form desired architectures. Coordination chemistry is a powerful tool in the
design of new potentially applicable materials. Newly formed coordination compounds may
exhibit greater properties than metal ion and ligand itself. The synergistic effect allows one to
obtain entities with multiplied or slightly modified properties in comparison to starting
materials.

This doctoral dissertation entitled “Multi-faceted study of the properties of new d-electron
metal complexes” investigates and describes the formation and properties of new d-electron
metal complexes with a special emphasis put on their biological, magnetic and photocatalytic
activity. It covers the topics of the cytotoxic activity of polypyridine complexes (terpyridine
with Ag(l) and V(IV/V); quaterpyridine with Ag(l) and Cu(l)) as well as magnetic properties
of Fe(ll) complexes and photocatalytic activity of Ag(l) complexes with Schiff base type
ligands. Results obtained within this work are shortly described below.

Ag(l) complexes obtained with 6,6"-dimethyl-2,2":6',2"-terpyridine (general formula
[Ag2(tpy)2] (R)2, where R stands for counterions) were thoroughly studied in terms of their
biological activity, with the positive antiproliferative outcome on three human cancer cell
lines: human breast cancer (T47D), human cervical carcinoma (HelLa) and human lung cancer
(A-549). Performed DNA binding experiments showed that given Ag(l) species specifically
interact with DNA double helix via intercalation and were visualized by confocal microscopy
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to specifically bind to the nuclei. All newly synthesized helical systems exhibit promising
antimicrobial activity against Gram-negative Escherichia coli and Gram-positive
Staphylococcus aureus bacterial strains. Spectrophotometric properties were described as
fulfilment of structural studies of newly presented complexes confirming their helical
structure in solution.

The self-assembly of 6,6””’-dimethyl-2,2";6°,2°";6”*,2*’-quaterpyridine with tetrahedral
ions of Ag(l) and Cu(l) led to the formation of dinuclear double stranded helicates of general
formula [Mex(qtp)2]*(R)2 (Me = Ag(l) or Cu(l)). Evaluation of the biological activity of
the resulting compounds was carried out with a focus on their cytotoxic properties.
Their biological potential was investigated via MTT assay towards HelLa, T-47D
and HaCaT cell lines. It was further investigated by flow cytometry and one was able
to observe the DNA dependent mechanism of cytotoxic action. Moreover, it allowed
one to observe that Ag(l) complexes induce the necrosis of cells while Cu(l) lead to
apoptosis. We find it is due to the redox properties of metal ions chosen for this study.
The redox potential of Cu ions is acceptable in vivo so it may have an impact on
the bioavailability of the complexes. Since the mechanism of action of helicates is
most likely related to their interaction with DNA a comprehensive studies of its mode
were performed. Results obtained by circular dichroism (CD) technique, competitive
binding fluorescence measurements, as well as DNA melting allowed one to anticipate
the groove binding mode. It was further supported by molecular docking studies.

Reactions of 6,6"-dimethyl-2,2".6',2"-terpyridine ligand and VX3 (X = Cl, Br) in aerobic
conditions result in formation of two new mononuclear coordination compounds:
[VO(tpy)Cl;] and [VOy(tpy)].Br,-3H.0O. Their cytotoxic activity was investigated in MTT
assay and supported by absorption titration spectra suggesting the possible mechanism of
action going through intercalative binding mode. On the basis of high binding constants
Kping = 4.4 x 10° M and Kying =1.0 x 10° M™ the relationship between structure of the
complex and DNA interaction could be established, highlighting indirect impact of
counterions on the final structure formation and thus biological activity. Flow cytometry
analysis further confirmed the DNA binding based mechanism of action. What is more, both
compounds are the first reported cytotoxically active vanadium systems with 2,2".6',2"-

terpyridine scaffolded family towards T47D cell line.
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New ligand (Z)-2-(1-methyl-2-(pyridine-2-ylmethylene)hydrazinyl)benzoxazole
(L") was obtained via two-step synthetic protocol. Results provide an example of inorganic
self-organization of well-defined supramolecular architectures of Fe(ll) ions. Particularly, two
symmetric complexes of general formula 3[Fe(L),]*%-6(R)-2(CHsCN) were obtained — both
complexes crystallize in a rare for functional supramolecular compounds la-3d crystal system.
All spectroscopic methods used in this study confirm 1:2 metal:ligand stoichiometry revealed
by X-Ray diffraction methods. Magnetic susceptibility measurements and Madssbauer
spectroscopy indicate that Fe(ll) ions are all of low spin up to 300 K. FT-IR spectra and TG
measurements indicate the loss of acetonitrile molecules from the crystal lattice at ca. 300 K,
however, at the same time, no first order phase transitions are recorded in DSC
measurements. Increasing of y,T values in the temperature range 300 — 400 K could be
a cooperative effect of loss of CH3CN solvent molecule and probably incomplete LS < HS
spin transition above room temperature in both complexes.

Much attention has been focused recently on the improvement of the photocatalytic
efficiency of already known degradation catalysts and design of the new ones. Since Ag(l)
compounds are of high interest in the field of photodegradation processes due to their good
optical and electron properties concerning HOMO-LUMO band gaps two new complexes
with Schiff base type ligand of formula [AgL?](OTf) and [Aga(L?),](PFs). (monomeric and
helical, respectively) were designed. In this study it was shown that both mono- and dinuclear
species are capable of consuming the organic waste in water, however monomeric complex
[AgL?](OTf), due to the lability of one coordination site, is more active towards degradation
of model compounds MB and QY. At the same time the Ag(l) ions in helical complex
[Ag2(L?)2](PFs), are hindered in a cave formed by two ligands wrapped around them what
slightly inactivates the complex. However, helical complex is recyclable while [AgL?](OTf)

decomposes after one turn of irradiation.
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ANKIETA DOROBKU NAUKOWEGO

Mgr Marta A. Fik

Wykaz opublikowanych prac naukowych lub twoérczych prac zawodowych oraz informacja

0 osiggnieciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej 1 popularyzacji nauki.

Wykaz publikacji stanowiacych osiagniecia naukowe, o ktorym mowa w art. 13 ust. 2
ustawy, rozprawe doktorska pt. ,,Wieloaspektowe badania wlasciwosci nowych

kompleksow metali d-elektronowych”:

1. Marta A. Fik, Adam Gorczynski, Maciej Kubicki, Zbigniew Hnatejko, Agnieszka
Fedoruk-Wyszomirska, Eliza Wyszko, Malgorzata Giel-Pietraszuk, Violetta Patroniak;
,,6,6"-Dimethyl-2,2":6",2"-terpyridine revisited: new fluorescent silver(l) helicates with
in vitro antiproliferative activity via selective nucleoli targeting ”, European Journal of
Medicinal Chemistry 2014 (86) 456-468; IF = 3,447,

Moj udzial w niniejszej publikacji obejmuje badania aktywnosci cytotoksycznej
metodg MTT liganda terpirydynowego oraz jego czterech zwigzkow kompleksowych
z jonami Ag(I) wobec komoérek nowotworowych HeLa, T47D i A-549 oraz zdrowych
komorek HEK-293T, a takze ocen¢ w zakresie ich zdolnos$ci bakteriostatycznych
dla szczepow Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli. Kolejnym etapem prac
badawczych byly eksperymenty miareczkowania spektrofotometrycznego
oraz fluorymetrycznego kompleksow przez CT-DNA, kompetencyjnego miareczkowania
fluorescencyjnego kompleksu EtBr — CT-DNA kompleksami metali, miareczkowanie
d(CCCCCCGGGGGQG) badanymi zwigzkami kompleksowymi i1 obserwacja za pomocag
metody dichroizmu kotowego. Opisalam eksperymenty oraz dyskutowatam otrzymane
wyniki, takze eksperymenty przeprowadzone przy uzyciu mikroskopu konfokalnego.
Bratam aktywny udziat w dyskusji z recenzentami.

Mo udzial procentowy stanowi 34%.

Udziatl procentowy wspotautorow wynosi: Adam Gorczynski (34%), Maciej Kubicki
(5%), Zbigniew Hnatejko (5%), Agnieszka Fedoruk-Wyszomirska (5%), Eliza Wyszko
(5%), Malgorzata Giel-Pietraszuk (2%), Violetta Patroniak (10%).
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2. Ariel Adamski, Marta A. Fik, Maciej Kubicki, Zbigniew Hnatejko, Dorota Gurda,
Agnieszka Fedoruk-Wyszomirska, Eliza Wyszko, Dariusz Kruszka, Zbigniew
Dutkiewicz, Violetta Patroniak; ,,Full characterization and cytotoxic activity of new
silver(l) and copper(l) helicates with quaterpyridine”’, New Journal of Chemistry 2016
(40) 7943-7957; IF = 3,277.

Moj udziat w niniejszej publikacji obejmuje badania spektroskopowe majace na celu
okreslenie zdolnosci zwigzkéw kompleksowych Ag(I) oraz Cu(I) do wigzania si¢ z DNA.
Obejmowaty one eksperymenty kompetencyjnego wigzania helikatow wzgledem EtBr
bazujace na technikach luminescencyjnych oraz proby identyfikacji mechanizmu
wigzania za pomocg metody dichroizmu kotowego oraz topienia DNA, a takze opis
i dyskusje uzyskanych wynikow. Zajmowalam si¢ rowniez opisem wynikow
eksperymentu cytometrii przeptywowej, a takze czuwatam nad poprawnos$cig jezykowa
I spojnoscig artykutu. Bralam aktywny udzial w dyskusji z recenzentami.

Moj udzial procentowy stanowi 30.5%.

Udziat procentowy wspotautoréw wynosi: Ariel Adamski (30,5%), Maciej Kubicki (5%),
Zbigniew Hnatejko (5%), Dorota Gurda (5%), Agnieszka Fedoruk-Wyszomirska (2%)
Eliza Wyszko (5%), Dariusz Kruszka (2%), Zbigniew Dutkiewicz (5%), Violetta
Patroniak (10%).

3. Marta A. Fik, Adam Gorczynski, Maciej Kubicki, Zbigniew Hnatejko, Anna Wadas,
Pawet J. Kulesza, Agnieszka Lewinska Matgorzata Giel-Pietraszuk, Eliza Wyszko,
Violetta Patroniak; ,,New vanadium complexes with 6,6"-dimethyl-2,2":6',2"-terpyridine
in terms of structure and biological properties”, Polyhedron 2015 (97) 83-93;
IF =2,011.

Mo¢j udziat obejmuje badania aktywnos$ci cytotoksycznej kompleksow wanadu
wobec komorek nowotworowych (HelLa, T47D, A-549) oraz zdrowych komorek
(HaCaT) metodg testu MTT oraz badania spektroskopowe w zakresie fluorescencyjnego
miareczkowania kompetencyjnego kompleksu EtBr — CT-DNA roztworami kompleksow,
a takze miareczkowania spektrofotometrycznego kompleksow przez CT-DNA.
Zajmowatam si¢ opisem eksperymentow w pracy oraz dyskusja otrzymanych wynikow,
takze eksperymentow cytometrii przeptywowej. Bratam aktywny udzial w dyskusji
Z recenzentami.

Moj udzial procentowy stanowi 25%.
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Udziat procentowy wspotautorow wynosi: Adam Gorczynski (25%), Maciej Kubicki
(5%), Zbigniew Hnatejko (5%), Anna Wadas (5%), Pawet J. Kulesza (5%), Agnieszka
Lewinska (5%), Matgorzata Giel-Pietraszuk (5%), Eliza Wyszko (10%), Violetta
Patroniak (10%).
Marta A. Fik, Marta Loffler, Marek Weselski, Maciej Kubicki, Maria J. Korabik,
Violetta Patroniak; ,,New Fe(ll) complexes with Schiff base ligand: synthesis, spectral
characterization, magnetic studies and thermal stability”, Polyhedron 2015 (102) 609—
614; IF = 2,011.

Moj udzial obejmuje zaprojektowanie, synteze¢ i charakterystyke spektroskopowa
(NMR, FT-IR) oraz spektrometryczng (ESI-MS) liganda oraz zwigzkow kompleksowych
Fe(ll), a takze ich opis w publikacji. Dokonatam krystalizacji zwigzkéw kompleksowych.
Zajmowatam sie dyskusja wynikow badan magnetycznych oraz przygotowaniem
artykutu od podstaw. Bratam aktywny udzial w dyskusji z recenzentami.

Moj udzial procentowy stanowi 65%.

Udziat procentowy wspotautoroéw wynosi: Marta Loffler (5%), Marek Weselski (5%),
Maciej Kubicki (5%), Maria J. Korabik (10%), Violetta Patroniak (10%).

Marta A. Fik, Angelika E. Odachowska, Maciej Kubicki, Joanna Karpinska, Violetta
Patroniak; ,,Helicity in photocatalysis: advantage or obstacle? Studies on novel silver
complexes — synthesis, structure and photocatalytic activity”, European Journal of
Inorganic Chemistry 2016 (36) 5530-5538; IF = 2,686.

Moj udzial w tejze pracy obejmuje zaprojektowanie czasteczKi liganda oraz jego
synteze, a takze synteze zwigzkéw kompleksowych Ag(I) 1 ich krystalizacje. Wszystkie
otrzymane zwigzki chemiczne zostaly scharakteryzowane za pomoca metod
spektroskopowych (NMR, FT-IR) i spektrometrycznych (ESI-MS) oraz analizy
elementarnej. Przygotowalam manuskrypt lacznie z opisem oraz dyskusja badan
nad fotostabilno$cig  katalizatoréw, ich  aktywnos$cig degradacyjng zwigzkow
organicznych oraz wlasciwosciami optycznymi.

Moj udzial procentowy stanowi 70%.

Udziatl procentowy pozostaltych wspotautoréw wynosi: Angelika E. Odachowska (5%),
Maciej Kubicki (5%), Joanna Karpinska (10%), Violetta Patroniak (10%).
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Sumaryczny impact factor wedlug listy Journal Citation Reports (JRC) na rok wydania

publikacji wynosi: 13,432

Laczna liczba cytowan publikacji zawartych w prezentowanym cyklu wedtug bazy

Web of Science (09.01.2017): 11

Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Sience (WoS): 2

Udziat w konferencjach:

a) migdzynarodowych

1. Marta A. Fik, Martyna Szymanska, Wtodzimierz Czepa, Maciej Kubicki, Angelika
Odachowska, Joanna Karpinska, Violetta Patroniak; ,, Schiff base complexes in view
of bio- and environmental aspects - photocatalytic and biological studies”, ASSiSes
Franco-Polonaises de Chemie, 23-24.07.2015, Paryz, Francja; poster i krotkie
wystapienie — autor prezentujacy

2. Marta A. Fik, Adam Gorczynski, Maciej Kubicki, Zbigniew Hnatejko, Agnieszko
Fedoruk-Wyszomirska, Eliza Wyszko, Malgorzata Giel-Pietraszuk, Violetta
Patroniak; ,, Novel fluorescent Ag(l) helical complexes with in vitro antiproliferative
activity via selective nucleoli targeting”, 1% International Congress: From Drug
Discovery to Drug Delivery, 13-15.11.2014, Ateny, Grecja; poster — autor
prezentujacy

3. Adam Gorczynski, Marta A. Fik, Dominika Strugarek, Maciej Kubicki, Zbigniew
Hnatejko, Anna Wadas, Pawel J. Kulesza, Matgorzata Giel-Pietraszuk, Eliza
Wyszko, Violetta Patroniak; ,, Structural and biological studies of new systems that
comprise vanadium and 6,6"-dimethyl-2,2":6' 2"-terpyridine”, 1% International
Congress: From Drug Discovery to Drug Delivery, 13-15.11.2014, Ateny, Grecja;
poster — wspotautor

4. Marta A. Fik, Ariel Adamski, Adam Gorczynski, Damian Marcinkowski, Violetta
Patroniak; ,, Supramolecular architectures: helicates, grids, clusters”, Oxygenalia —
Water. the molecule of life, 7-8.11.2014, Poznan, Polska; poster — autor prezentujacy

5. Marta A. Fik, Adam Gorczynski, Ariel Adamski, Damian Marcinkowski, Violetta
Patroniak; ,,Oxo- and dioxovanadium(IV/V) Terpyridine complexes with in vitro
antriproliferative activity”, Oxygenalia — Water. the molecule of life, 7-8.11.2014,

Poznan, Polska; poster — autor prezentujacy
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6. Violetta Patroniak, Ariel Adamski, Marta A. Fik, Adam Gorczynski, Damian
Marcinkowski;  ,,Novel metallo-supramolecular  frameworks as catalysts
and cytostatic agents”, 2" International Symposium on C-H Activation, 30.06-
03.07.2014, Rennes, Francja; poster — wspotautor

7. Marta A. Fik, Damian Marcinkowski, Adam Gorczynski, Ariel Adamski, Violetta
Patroniak; ,,Self-assembly as an avenue to obtain uprecedented supramolecular
architectures”’; International Symposium on Nanostructured Functional Materials,
15-18.06.2014, Puttusk, Polska; poster — autor prezentujacy

8. Marta A. Fik, Ariel Adamski, Adam Gorczynski, Damian Marcinkowski,
Malgorzata Giel-Pietraszuk, Violetta Patroniak; ,, Structural diversity of d-electron
metal complexes and its outcome on their  properties”, 16"
JCF-Friithjahrssymposium, 26-29.03.2014, Jena, Niemcy; poster — autor prezentujacy

9. Violetta Patroniak, Adam Gorczynski, Marta A. Fik, Ariel Adamski, Damian
Marcinkowski; ,,Self-assembling supramolecular architectures: From novel
photocatalytically active polypyridine complexes, through imidazole-based
biorelevant systems to hydrogen-bonded liquid crystals”, 12" International
Conference on Frontiers of Polymers and Advanced Materials (12" ICFPAM),
8-13.12.2013, Auckland, Nowa Zelandia; wystapienie ustne — wspotautor

10. Marta A. Fik, Adam Gorczynski, Ariel Adamski, Maciej Kubicki, Matgorzata Giel-
Pietraszuk, Violetta Patroniak; ,Nickel — better third of d®-electron metals?”,
Bioconnect 2013 ,Facilitating dialogue between business and academia,
15-16.05.2013, Ztotniki, Polska; poster — autor prezentujacy

b) krajowych

1. Marta A. Fik, Adam Gorczynski, Ariel Adamski, Damian Marcinkowski, Violetta
Patroniak; ,,Kompleksy helikalne pierwiastkow przejsciowych — synteza, struktura
I wlasciwosci”, 57 Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego i Stowarzyszenia
Inzynieréw i Technikéw Przemyshu Chemicznego. Chemia — nadzieje i marzenia,
14-18.2014, Czestochowa, Polska; poster — wspotautor

2. Adam Gorcezynski, Marta A. Fik, Ariel Adamski, Damian Marcinkowski, Violetta
Patroniak; ,,Synteza i wlasciwosci nowych kompleksow metalosupramolekularnych
ligandow N-heterocyklicznych”, 57 Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego

I Stowarzyszenia Inzynier6w i Technikow Przemystu Chemicznego. Chemia —

8
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nadzieje i marzenia, 14-18.09.2014, Czgstochowa, Polska; wystapienie ustne —

wspotautor

Marta A. Fik, Adam Gorczynski, Maciej Kubicki, Malgorzata Giel-Pietraszuk,

w

Violetta Patroniak; ,,Samoorganizacja w uktadzie ligand/jon centralny kontrolowana
obecnosciq wigzan wodorowcyh. Struktura a wiasciwosci  biologiczne”,
Ogolnopolskie Sympozjum ,,Chiralno$¢ — od czastki elementarnej do Uniwersum”,
7.06.2013, Poznan, Polska; poster — autor prezentujacy

4. Adam Gorczynski, Marta A. Fik, Matgorzata Giel-Pietraszuk, Maciej Kubicki,
Zbigniew Hnatejko, Violetta Patroniak; ,,Kontrolowanie procesu samoorganizacji
W ukladzie ligand terpirydynoway — jony srebra(l) poprzez dobor przeciwjonow”,
Ogo6lnopolskie Sympozjum ,,Chiralno$¢ — od czastki elementarnej do Uniwersum”,
7.06.2013, Poznan, Polska; poster — wspotautor

E. Udziat w projektach badawczych:

a) Grant Narodowego Centrum Nauki PRELUDIUM nr 2015/19/N/ST5/00615 ,, Synteza
chiralnych trojmetalicznych podwdjnych helikatow oraz ich interakcje z jedno-
I dwuniciowymi DNA” — kierownik

b) Grant Narodowego Centrum Nauki OPUS nr 2011/03/B/ST5/01036 ,, Architektury
supramolekularne w nowych kompleksach jonow metali d- | f-elektronowych” —
wykonawca

F. Staze migdzynarodowe:

Dwukrotny staz w Laboratorium Chemii Supramolekularnej Profesora Jean-Marie Lehna

w Institut de Science et d'Ingénierie Supramoléculaires (ISIS), Strasbourg, Francja

(30.09.2015 — 31.03.2016 oraz 01.10 — 31.12.2016)

G. Nagrody:
Nagroda Zespolowa II Stopnia w uznaniu za osiggnigcia naukowe w roku 2015

przyznana przez Rektora Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
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PRZEWODNIK PO PUBLIKACJACH STANOWIACYCH
ROZPRAWE DOKTORSKA

» Wieloaspektowe badania wlasciwosci nowych kompleksow metali

d-elektronowych”
1. Wstep teoretyczny

Chemia koordynacyjna wykorzystuje zjawisko rozpoznania czasteczkowego pomiedzy
jonami metali a ligandami organicznymi. Za podwaliny poj¢cia rozpoznania czasteczkowego
uwaza si¢ model klucza i zamka wprowadzony przez Emila Fischera w 1894 roku. Zajmowat
si¢ on wysoce specyficznymi reakcjami enzymatycznymi [1]. Chemia typu ,,go$¢-gospodarz”
stata si¢ przedmiotem intensywnych badan w potowie XX wieku, a za moment kulminacyjny
uwaza si¢ rok 1987, w ktorym Donald J. Cram, Jean-Marie Lehn oraz Charles J. Pedersen
otrzymali Nagrod¢ Nobla w dziedzinie chemii za rozwdj i wykorzystanie czasteczek
o0 specyficznych oddziatywaniach strukturalnych cechujacych si¢ wysoka selektywnoscia.
Nosno$¢ tematyki zostata rowniez doceniona przez Komitet w 2016 roku, gdy Jean-Pierre
Sauvage, Sir J. Fraser Stoddart i Bernard L. Feringa zostali laureatami Nagrody Nobla
w dziedzinie chemii za opracowanie i syntez¢ maszyn molekularnych [2].

W  proces samoorganizacji moze by¢ zaangazowane szerokie spektrum wigzan
mig¢dzyczasteczkowych poczawszy od oddziatywan elektrostatycznych (jon-dipol, dipol-
dipol) oraz m-m, poprzez wiazania
wodorowe, hydrofobowe
I hydrofilowe, na koordynacyjnych
konczac [1]. Znamienitym
przyktadem jest proces tworzenia
molekularnych kratek lub helikatow,

ktory opiera si¢ na dwoch gtownych

filarach: odpowiednim

zaprojektowaniu ligandow Rysunek 1 Samosortowanie w uktadzie dwoch ligandow
organicznych oraz doborze jonéw polipirydynowych i réwnomolowej mieszaninie jonéw Cu®
metali 0 komplementarnych oraz Ni** do podwéjnego i potrojnego helikatu [3].
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preferencjach koordynacyjnych (Rysunek 1) [3, 4].
Wiasciwosci poszczegdlnych skladowych

supermolekuta
superczasteczek nie sg jedynie addytywne, lecz P

kooperatywne. @ W  wyniku  potaczenia
indywiduéw chemicznych o okreslonych A /

P g . , funkcja
wlasciwosciach, mozna otrzymaé produkt > (A +B)
wazny aplikacyjnie o wunikalnej 1 dotad ‘

niespotykane;j aktywnosci biologicznej, Rysunek 2 Idea superczasteczki.
chemicznej, i/lub fizycznej (Rysunek 2) [1].

Zwiaki kompleksowe =z ligandami polipirydynowymi cieszg si¢ niegasngcym
zainteresowaniem w aspekcie ich potencjalnego wykorzystania jako metaloterapeutyki.
Stabilno$¢ oraz intertnos$¢ ligandéw w srodowisku fizjologicznym sg kluczowymi elementami
decydujacymi o ich warto$ci w tworzeniu nowych lekéw. Kompleksy tetrapirydyny z Ru(ll),
Re(I) i1 Ir(Il) wykazuja atrakcyjna aktywno$¢ biologiczng, ktora opiera si¢ na
oddziatywaniach z DNA (Rysunek 3). Poprzez zmiang¢ jonu metalu mozliwa jest modyfikacja
sposobu oddziatywan kompleksow tetrapirydyny z helisg. Ru(ll) i Re(l) interkaluja helise,
natomiast kompleks Ir(III) wigze si¢ w matym rowku [5].

— 2+ 4+
N B
M=,
N/ 158
4
% K
,’I i
N.¢ €~ = oc co -
- - = 1 X = Clor MeCN
A - A o 7N TN 4N -
D N2 U WY AR V7 o\
Ru(ll) Re(l) Ir(lll) s N g N Nb -
AN PY —._ phen
PPY o N bhg N N

Rysunek 3 Kompleksy Ru(Il), Re(I) i Ir(IIT) wykazujace atrakcyjna aktywnos¢ biologiczna [5].

Zwiazki kompleksowe metali d-elektronowych moga rowniez stuzy¢ do produkcji
uktadow bistabilnych. Jony Fe®* zawieraja 6 elektronow walencyjnych na orbitalach d

I wzwigzku z tym mogg by¢ dia- lub paramagnetykami w zalezno$ci od ich otoczenia
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koordynacyjnego (Rysunek 4). Kompleksowanie tych jonéw za pomoca ligandow typu zasad

Schiffa pozwala na otrzymywanie uktadow o potencjalnie aplikacyjnych wiasciwosciach [6].

monordzeniowy kompleks dwurdzeniowy
SCO w jednym etapie SCO w dwoch etapach

Rysunek 4 Wptyw kompleksowania jondéw Fe®* na ich wlasciwosci magnetyczne [6].

Poprzez koordynacj¢ mozliwa jest taka modyfikacja przerwy HOMO-LUMO czasteczek
kompleksow, aby mozliwe bylo ich wykorzystanie jako efektywnych fotokatalizatorow
rozktadu materii organicznej w wodzie. Dotychczas wykorzystywane fotokatalizatory sa
wzbudzane przez $wiatto ultrafioletowe, ktore stanowi jedynie 2-3% S$wiatta stonecznego,
dlatego dazy si¢ do stworzenia takich uktadow, gdzie akcja fotokatalityczna bedzie
generowana przez S$wiatlo widzialne, ktore stanowi 45% $wiatla stonecznego [6].
Przeprowadzono szereg eksperymentow z uzyciem kompleksow srebra(I) z ligandami
polipirydynowymi w roli fotokatalizatorow (Rysunek 5), uzyskujac poziom degradacji

barwnika organicznego: 90-100% w roztworze wodnym w czasie 7-40 godzin [6-8].

Absorbance [au.]

400 500 600 700 800
Wavelength [nm]

Rysunek 5 Struktura krystaliczna katalizatora [Ag.(Cs;H24Ne).]J(OTf), oraz degradacja barwnika

organicznego w czasie pod wplywem naswietlania promieniowaniem stonecznym [6].
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We wspotczesnym swiecie naukowym wiele grup prowadzi intensywne badania w zakresie
potencjalnych zastosowan komplekséw metali d-eletronowych. No$nos$¢ tematyki sktonita
do eksploracji tego obszaru chemii w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej ze szczegélnym

uwzglednieniem wlasciwos$ci biologicznych, magnetycznych i fotokatalitycznych.
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2. Cel pracy

Cel rozprawy doktorskiej najkrocej obrazuje jej tytul ,,Wieloaspektowe badania
wlasciwosci nowych kompleksow metali d-elektronowych”. W doktoracie opisano syntezg
nowych kompleksow metali przejsciowych oraz charakterystyke i opis ich potencjatu
aplikacyjnego z ligandami heterocyklicznymi. W toku prac wykorzystano jony Ag*, Cu®, Fe*
oraz VO?* i VO,". Wyboru dokonano na podstawie struktur elektronowych, ktére warunkuja
ich podstawowe wlasciwo$ci. Nastepnie parametry te modyfikowano pod wpltywem
koordynacji przez ligandy organiczne. Na potrzeby badan wykorzystano dotychczas znane
i dobrze scharakteryzowane ligandy polipirydynowe: 6,6’-dimetylo-2,2":6’,2”’-terpirydyn¢
16,6’"-dimetylo-2,2°;6°,2°;6",2°’-tetrapirydyng, a takze nowo otrzymane ligandy
hydrazonowe z jednostkg benzoksazolowg lub benzotiazolows: 2-(1-metylo-2-(pirydyno-2-
ylometyleno)hydrazinylo)benzokazol oraz 2-(1-metylo-2-(pirydyno-2-ylometyleno)-
hydrazinylo)benzotiazol.

Rozprawa doktorska eksploruje tematyke aktywnosci biologicznej zwigzkoéw
kompleksowych Ag* i Cu’, a takze VO?* VO," w aspekcie mechanizméw dzialania
w komoérkach zdrowych i1 nowotworowych. Dotychczas najbardziej obiecujaca grupa
zwigzkow wyloniong w toku badan sa helikaty srebra(l) i miedzi(l). Helikaty to zwiazki
kompleksowe o budowie analogicznej do naturalnie wystepujacej helisy DNA. Od roku 1987,
gdy zostalo wprowadzone pojecie helikatu [1], zostatl otrzymany i scharakteryzowany szereg
zwigzkow o takiej strukturze, jednakze temat ich wtasciwosci biologicznych nie zostal jak
dotad wyczerpujaco opisany. W ramach pracy doktorskiej badano takze wlasciwosSci
magnetyczne kompleksow zelaza(Il) w poszukiwaniu nowych substratow do budowy
nanoprzetacznikow opartych na zjawisku spin crossover. Jednoczesnie poszukiwanO
efektywnych katalizatoréw rozktadu materii organicznej wykorzystujacych promieniowanie
widzialne w procesie uzdatniania wody pitnej. Badania ponadto dotyczyly znaczenia
struktury helikalnej kompleksow srebra(l) jako katalizatorow w procesie oczyszczania wodly.
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UM

3. Oméwienie wynikow badan

Zwiazki kompleksowe wykazujace dzialanie antyproliferacyjne wobec komorek
nowotworowych sg zwane metaloterapeutykami. Zazwczyczaj cechujg si¢ one wysokim
powinowactwem do DNA, a najwicksze triumfy poérod nich $wieci cisplatyna
{[Pt(NH3).Cl,]} i jej pochodne [10]. Cisplatyna jest prolekiem i po wniknigciu do komorki
ulega hydrolizie, tworzac bardziej aktywny kompleks [Pt(NH3),(OH,)]", ktory natychmiast
tworzy addukty z DNA [11]. Te oddzialywania zmieniajg drugorzedowa struktur¢ DNA,
inhibujac transkrypcje i replikacje. Oksaliplatyna i karboplatyna to pochodne cisplatyny, ktore
rowniez sa cytostatykami aktualnie stosowanymi w medycynie, jednak w ich czasteczki

wilaczono ligandy organiczne (Rysunek 6).

(0]
(a) H3N Cl  (b) H3N O gz (6] o
a
3 \Pt/ o \Pt/ © \Pt/
H3N/ \Cl H3N/ \0 ""’IHIIN/ \0
H, 0]
(0]

Rysunek 6 Wzory strukturalne (a) cisplatyny; (b) oksaliplatyny; (c) karoboplatyny.

Problemem opisywanych lekow przeciwnowotworowych jest opornos$¢ niektorych typow
komorek na nie oraz powazne efekty uboczne wynikajace z ich stosowania [10], dlatego tez
poszukiwanie nowych klas metaloterapeutykow cieszy si¢ niegasngcym zainteresowaniem.
W najnowszych badaniach brane sa pod uwagg inne
jony metali, takie jak srebro(I), miedz(I) czy

wanad(IV/V) [12-14]. Wtiasciwosci  helikatow

srebra(I) oraz miedzi(I) w komorkach nie zostaly g, rowek
dotad wyczerpujaco opisane w literaturze, dlatego
byl to jeden z celow tejze rozprawy doktorskiej.
Podobnie tematyka aktywnos$ci cytotoksycznej

kompleksow  wanadu(IV/V) z  terpirydyng maly rowek

wymagata bardziej szczegotowej eksploracji.

Istotag badan prowadzonych w ramach rozprawy
doktorskiej bylo takze badanie natury oddziatywan Rysunek 7 Fragment hl-isy B-DNA
czasteczek chemicznych z niémi DNA. Helisa DNA  (peten obrot).
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wystepuje w przyrodzie najcze$ciej w trzech postaciach: lewoskretnego Z-DNA
oraz prawoskretnych A- i B-DNA, z czego ostatnia jest uwazana za najpopularniejsza
(Rysunek 7). Na jeden skret helisy typu B przypada 10,4 pary zasad [15], mozna wyr6znic¢
w niej dwa rowki — maty i duzy. I tak, czasteczki moga oddzialywa¢ z DNA na co najmniej
pie¢ roznych sposobow: kowalencyjne wigzanie do nukleotydow, interkalacje (wsuwanie sig¢
pomiedzy pary zasad), wigzanie w duzym Ilub malym rowku oraz oddziatywania
elektrostatyczne na powierzchni DNA ze szkieletem cukrowo-fosforanowym [16]. Mozliwa
jest takze hydroliza wigzania fosfodiestrowego w przypadku nukleaz, czego skutkiem jest
cigcie pojedynczej lub obu nici DNA na krétsze fragmenty [17].

Chemiczna inertnos¢ ligandéw polipirydynowych w warunkach wewnatrzkomérkowych
oraz brak aktywnosci cytotoksycznej postuzyta za punkt startowy do zaprojektowania nowych
helikalnych zwigzkéw kompleksowych [18, 19]. W tym przypadku ligand polipirydynowy
pehni funkcje¢ nosnika informacji strukturalnej i umozliwia tworzenie podwojnych helikatow
dwucentrowych z jonami metali o tetraedrycznych preferencjach koordynacyjnych, czyli

z Ag* oraz Cu® (Rysunek 8).

N/ \—
6,6""-dimetylo-2,2',6',2";6",2"tetrapirydyna

O
Rysunek 8 Schematyczna prezentacja tworzenia helikatow. - jony Ag’; - jony Ag” lub Cu”.
Przedstawione struktury sg poglagdowe, przeciwjony nie zostalty uwzglednione dla przejrzystosci zapisu

(Struktury krystaliczne sg szczegotowo opisane w [18, 19]).

Zamkniecie jonow metali w helikatach skutkuje zwigkszeniem objetosci kationow, co ma

znaczacy wplyw mna ich aktywno$¢ w komorkach. Przede wszystkim owocuje
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to zmniejszeniem dziatania cytotoksycznego samych metali, poniewaz sg one ciasno otoczone
przez skoordynowane czasteczki ligandow — w takiej formie interferencje z enzymami
obecnymi w komorkach lub wigczanie do szlakow metabolicznych sg utrudnione. Za pomocg
spektroskopii 'H NMR potwierdzono, ze helikaty sa trwale w medium stosowanym
w badaniach biologicznych, czyli w 2% roztworze DMSO w wodzie.

Dwie pierwsze publikacje w cyklu stanowigcym ninejszg rozprawe doktorska [18, 19]
eksplorujg temat mozliwego mechanizmu dzialania cytotoksycznego helikatow
oligopirydynowych srebra(l) i miedzi(l) (Rysunek 6) w cytozolu. Trzecia publikacja w cyklu
[20] traktuje o aktywnosci biologicznej monordzeniowych kompleksow wanadu (VO oraz
VO,") z ligandem terpirydynowym. W tym celu w pierwszym etapie oceniana byta aktywnos¢
cytotoksyczna kompleksow za pomoca testu MTT. Nastgpnie, wykorzystujac szereg metod
spektroskopowych, za cel postawiono charakterystyke modelu oddziatywan zwigzkoéw
w komorkach.

Test MTT opiera si¢ na wykorzystaniu barwnej reakcji, w ktorej substratem jest bromek
3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolu (MTT). Ta zo6tta, dobrze rozpuszczalna
w wodnym medium so6l ulega redukcji w zywych komorkach pod wplywem dziatania
oksydoreduktazy NAD(P)H. Produktem tej reakcji s fioletowe krysztaty formazanu, ktore sg
fatwo rozpuszczalne w DMSO. Ocena aktywnoS$ci cytotoksycznej opiera si¢ na pomiarach
absorpcji promieniowania przez roztwory, w ktorych komorki byty inkubowane ze zwigzkami
oraz z MTT [21]. Z otrzymanych danych dla kazdego zwigzku zostata obliczona warto$¢ ICs,
ktora opisuje stezenie inhibujgce namnazanie komorek w 50%.

Przedmiotem pierwszej publikacji cyklu [18] sa cztery helikaty srebra(l):
[Ada(tpy)2](OTF2 (1),  [AQ2(tpy)2(0-NO2)I(NOs)  (2),  [AgA(tpy)2l(BF4)2  (3)
oraz [Ag2(tpy)2](ClO4),  (4). Powstaly one w wyniku samoorganizacji liganda
terpirydynowego z solami srebra w stosunku molowym 1:1 w acetonitrylu. W toku testu MTT
ustalono wartosci ICso dla wszystkich czterech zwigzkow kompleksowych wobec trzech
nowotworowych linii komorkowych: T47D (rak piersi), HeLa (rak szyjki macicy) i A-549
(rak phluc) oraz jednej zdrowej linii komérkowej HEK-293T (embrionalne komorki nerki).
Test na zdrowej linii komorkowej zostal przeprowadzony dla sprawdzenia selektywnoS$ci
badanych zwigzkéw wobec komoérek nowotworowych.

W badanym zakresie stezen (0-100 pM) komorki T47D oraz A-549 sa cisplatynooporne.

Srednie wartosci ICsg dla komérek T47D oraz HeLa wynoszg $rednio odpowiednio 10,82
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oraz 33,78 uM. Helikaty [Ag(tpy).](OTTF), (1) oraz [Ag:(tpy)2](ClO4), (4) nie hamujg
namnazania komorek A-549 w badanym zakresie st¢zen (Srednie ICso = 65,10 uM). Zwiazki
[Ag2(tpy)2](OTH), (1) i [Aga(tpy)2](BF4)2 (3) najefektywniej inhibujg wzrost komoérek raka
piersi (ICsp odpowiednio 4,6 i 6,8 uM), co jest szczegdlnic wazne w obliczu
cisplatynoopornosci ~ tych ~ komorek. Helikaty [Ag2(tpy)2(O-NO,)](NO3) (2
oraz [Agz(tpy)2](ClO,4), (4) wykazujg ostabiony efekt cytotoksyczny wobec komoérek Hela
w poréwnaniu z Cisplatyng (ICso odpowiednio 26,6; 73,2 1 23,5 uM). Komorki raka ptuc
(A-549) sa najbardziej podatne na dziatanie antyproliferacyjne kompleksu [Agz(tpy)2](BFa)2
(3) (ICsp = 38,64 uM), podczas gdy helikat [Aga(tpy)2(0-NO2)](NO3) (2) wykazuje ponad
dwukrotnie stabsze dziatanie (ICso = 91,6 pM). Co ciekawe, zdrowe komorki HEK-293T
wykazujg umiarkowang do dobrej opornosci na helikaty [Aga(tpy)2](OTT), (1)
oraz [Aga2(tpy)2(0-NO2)](NOs3) (2) (ICsp wynosi odpowiednio 79,3 i >100 puM). Wobec
cisplatynoopornosci  komoérek T47D oraz ich podatnosci na dziatanie kompleksow
[Ag2(tpy)2](OTH), (1) i [Ag2(tpy)2(O-NO2)](NO3) (2) stanowig one dobry punkt startowy
do zaprojektowania nowych helikatow o zwigkszonej selektywnosci antyproliferacyjnej
wzgledem komorek nowotworowych. Ligand terpirydynowy nie wykazuje aktywnos$ci
cytotoksycznej w badanym zakresie stezen, a helikalne zwiazki kompleksowe srebra
wykazuja taka aktywno$¢ na poziomie mikromolarnym. Wyniki zostaly przedstawione

ponizej w Tabeli 1.

Tabela 1 Stezenie inhibitujgce namnazanie komérek w 50% - 1Csg [uM].

Linie komorkowe

Zwigzki T47D Eequ_ A-549 HiK.'ZQ?T

rak piersi raK szyJx rak ptuc embrionaine

macicy komorki nerki
tpy >100 >100 >100 >100
[Ag,(tpy) 1(OTH), (1) 4,6 16,6 >100 79,3

Ag_(tpy).(O-NO))](NO

[Ag,( py)z((z) ANOY 16,6 26,6 91,6 >100
[Ag,(tpy) I(BF ), (3) 6,8 18,7 38,6 43,2
[Ag,(tpy) I(CIO ), (4) 15,3 73,2 >100 69,2
cisplatyna >100 23,5 >100 >100

Roéznice w wartosciach ICsp pomigdzy badanymi helikatami, pomimo ich jednorodnos$ci
strukturalnej] w roztworze, mogg by¢ spowodowane zawarto$cig roéznych przeciwjonow.

Najprawdopodobniej ma to wptyw na przenikalnos$¢ helikatow przez btony komorkowe.
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Dalsza cze$¢ pracy doswiadczalnej zostala skupiona na badaniach mozliwego mechanizmu
dziatania cytotoksycznego helikatow w komorkach. W tym celu przeprowadzono
eksperyment wizualizacji kompleksow w komoérkach eukariotycznych za pomocg mikroskopu
konfokalnego. Mikroskopia ta wykorzystuje wtasciwosci emisyjne zwigzkoéw pod wptywem
naswietlania promieniowaniem o dlugosci fali wzbudzenia emisji (Awmp) (W tym
eksperymencie wykorzystano kanal wzbudzenia/emisji DAPI). Duzym sukcesem byta
wizualizacja helikatu [Aga(tpy)2](OTf), (1) w komorkach HelLa, poniewaz pokazano
selektywng migracj¢ kompleksow do jadra komorkowego. Mozna zauwazy¢ zwielokrotniong
akumulacje zwigzkéw w obszarze jaderek (Rysunek 9). Otrzymane wyniki obrazowania moga
thumaczy¢ zwigkszong aktywnos$¢ antyproliferacyjng helikatu [Aga(tpy).](OTf), (1) wobec
komoérek HeLa. Komoérki nowotworowe cechuja si¢ przyspieszong proliferacja

(w poréwnaniu do zdrowych komorek), co za tym idzie zawieraja wigksza liczbe jaderek

(ze wzgledu na intensywng mitoze), do ktorych selektywnie trafia badany helikat [22].

A

Rysunek 9 Biodystrybucja kompleksu [Ag.(tpy).](OTf), (1) widziana w mikroskopie konfokalnym.
(A) Jadro komoérkowe znakowane niebieska emisja helikatu. (B) Obraz w §wietle widzialnym. (C)
Natozone obrazy A i B. Kompleks [Agx(tpy).](OTf), (1) trafia selektywnie do jadra komérkowego

i akumuluje si¢ w jaderkach (wskazane r6zowymi strzatkami).

Otrzymane informacje stanowig wazng wkazdéwke w procesie projektowania nowych
metaloterapeutykow. Zobrazowanie helikatow trafiajacych selektywnie do jadra
komorkowego sugeruje DNA-zalezny mechanizm dziatania. Do roku 2014 tylko w grupie
Rigobello dokonano wizualizacji kompleksu srebra(l) akumulujacego si¢ w jadrze
komorkowym [23], jednak w publikacj [18] zaprezentowano pierwszy przyktad selektywnego

targetowania helikatow srebra(l) w komorkach.
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Celem potwierdzenia oddzialywania zwigzkéw kompleksowych z DNA oraz zbadania
sposobu tych interakcji przeprowadzono szereg miareczkowan spektrofotometrycznych,
w ktorych wykorzystano helikat [Agz(tpy)2](OTf), (1).

Pierwsza =z zastosowanych metod bylo miareczkowanie roztworu kompleksu
[Ag2(tpy)2](OTH) (1) o statym stezeniu (C1a = 2 x 10™ M) roztworem CT-DNA (calf thymus
DNA) [24]. Uzyskane widmo cechuje si¢ silnym pasmem absorpcji przy dtugosci fali Agps =
301,5 nm, ktérego intensywno$¢ maleje o okoto 75% (Cmax ct-ona = 100 uM) podczas
zwigkszania stezenia CT-DNA (Rysunek 10). Stata wiazania wynosi Ky = 1,9 x 108 M™ i jest
zblizona do stalej wigzania EtBr (K, = 1,4 x 10° M™). Hipochromizm kolejnych widm
dowodzi, ze badany zwigzek oddziatlowuje z DNA, a jego wolna forma znika z roztworu
na skutek tej interakcji [25].

Wykorzystujac  wlasciwosci emisyjne kompleksu mozliwe bylo sprawdzenie jego
zdolnosci do oddzialywania z CT-DNA takze w nizszych stezeniach (c; = 4 x 10°). Do tej
pory nie przeprowadzano podobnych eksperymentow z helikatami srebra(l). W tym celu
monitorowano zmiany w pasmie emisji Aem = 352 nm kompleksu (Awz = 290 nm)
W obecno$ci zwickszajacego si¢ stezenia CT-DNA (Cmax cT-ona = 100 pM). Intensywnosé
pasma w kolejnych widmach spada, co prawdopodobnie jest spowodowane utratg warstwy
solwatacyjnej helikatu na skutek oddzialywania CT-DNA (Rysunek 10), a stala wygaszania
wynosi Ksy = 2,29 x 10* M™, stad wniosek, ze helikat [Aga(tpy)2](OTf), (1) interaguje

z CT-DNA juz w bardzo niskich stezeniach z umiarkowang sita.
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Rysunek 10 (po lewej) Miareczkowanie spetrofotometryczne kompleksu [Agx(tpy).](OTf), (1)
roztworem CT-DNA (Ccrona = 0 — 100 uM; cqp = 2 X 10° M); strzatki pokazuja kierunek zmian
hipochromowych w widmach. Suplement: zalezno§¢ [DNA] / (s, - &) versus [DNA]. (po prawej)
Widmo emisji kompleksu [Ag.(tpy).](OTf), (1) w zwigkszajacym si¢ stezeniu CT-DNA (Cct.ona = 0
— 100 uM; ¢y = 4 x 10° M); strzatki pokazuja kierunek zmian. Suplement: zaleznoé¢ Sterna-Volmera
1°1-1 versus [DNA].

W celu uzyskania doktadniejszych informacji na temat sposobu oddzialywania helikatu
[Aga(tpy)2](OTF), (1) z CT-DNA przeprowadzono miareczkowanie fluorescencyjne,
wykorzystujace wlasciwosci emisyjne kompleksu bromku etydyny (EtBr) z CT-DNA. EtBr
jest stabym zwigzkiem emisyjnym, ktdry wiazac si¢ na sposob interkalacji z CT-DNA, tworzy
kompleks EtBr — CT-DNA. Jest to silna interakcja, ktora powstaje na skutek oddzialywan
pomigdzy ptaskim pierScieniem fenantrydyny a pierscieniami aromatycznymi par zasad
w DNA. Ow kompleks cechuje intensywne pasmo emisji przy Aem ~ 610 nm (A = 467 nm).
Wypieranie EtBr z kompleksu EtBr — CT-DNA przez inny zwigzek powoduje spadek
intensywno$ci pasma analitycznego [26]. Jesli zmiana jest znaczna, to mozna zalozyc,
ze zwigzek wprowadzony do mieszaniny konkurencyjnie interkaluje CT-DNA w miejsce
EtBr.

Podobny efekt zaobserwowano w przypadku kompleksu [Ag2(tpy)2](OTf). (1) (Rysunek
11). Co wigcej, w miare zwigkszania stezenia nowego kompleksu helikat 1 — CT-DNA
formuje si¢ nowe pasmo emisji przy Aem ~ 580 nm charakterystyczne dla tego indywiduum.
Stanowi to wyrazny dowdd, Ze czasteczki EtBr s3 stopniowo wypierane spomiedzy par zasad
i zastgpowane przez czasteczki helikatu [Ag2(tpy).](OTf), (1). Stata wygaszania Ksy = 1,65 x
10* Mt | pokrywa sie ona ze stalag wygaszania w miareczkowaniu fluorescencyjnym

oraz innych kompleksow srebra [26].
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Rysunek 11 Widmo emisyjne EtBr zwigzanego z CT-DNA w obecnos$ci wzrastajacego stezenia
kompleksu [Ag.(tpy).](OTT), (1). Suplement A: widmo emisji kompleksu helikat 1 — CT-DNA ([1] =
50 puM, [CT DNA] = 26 uM). Suplement B: zalezno$¢ Sterna-Volmera 1%1-1 versus [DNA]
dla miareczkowania kompleksu EtBr — CT-DNA.

Ostatnia z metod wykorzystanych podczas -  ONA
badan jest spektroskopia dichroizmu kotowego
(CD). Jest to czuta i precyzyjna metoda, ktora

dostarcza waznych informacji na temat zmian

Ae [cm2mm0|'1]

konformacyjnych w helisie DNA. Widmo CD

B-DNA posiada dwa charakterystyczne pasma

zwigzane z helikalnoscia — ujemne przy ~ 245 nm 220 200 20 280 30 320 340

oraz dodatnie przy ~ 275 nm. Wigzanie w rowkach Rysunek 12 Wid?rwl;m] CD oligomeru
lub elektrostatyczne na powierzchni helisy nie d(CCCCCCGGGGGG) bez i w obecnoscei
powoduja znacznych zmian w widmie, natomiast helikatu la. Strzatki wskazujg kierunek

interkalacja moze wyraznie wplywaé na jego Zmian pod wplywem zwickszajacego sig

ksztatt [27]. W tym eksperymencie wykorzystano stezenia helikatu.
oligomer DNA d(CCCCCCGGGGGQG), ktérego widmo CD zarejestrowano bez i w obecnosci
helikatu [Aga(tpy).](OTf), (1) w stosunkach molowych helikat : oligomer 2:1 i 4:1.
Poczatkowe widmo CD oligomeru uleglo wyraznej zmianie podczas dodawania zwigzku
kompleksowego (Rysunek 12). Ta modyfikacja wynika ze zmian konformacyjnych helisy

DNA, poniewaz helikat [Agy(tpy)2](OTf), (1a) jest achiralny i samodzielnie nie generuje
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nowych pasm w widmie. Pasmo charakterystyczne przy ~265 nm ulegto nieznacznemu
przesunig¢ciu hipsochromowemu oraz zmniejszyta si¢ jego intensywnos¢. Zaobserwowano
dodatkowe ujemne pasmo w zakresie 315-340 nm, ktoérego intensywno$¢ wzrasta przy
wyzszych st¢zeniach helikatu. Przypuszczalnie jest to spowodowane dostarczeniem
dodatkowego chromofora zwigzanego z helisg oligomeru. Podobne wyniki zostaly otrzymane
dla innych interkalatorow DNA [28].

Podsumowujac cze$¢ opierajacag si¢ na badaniach spektroskopowych, mozna wyciggnaé
wniosek o wysokim powinowactwie helikatu [Agz(tpy)2](OTf), (1) do helisy DNA.
Najbardziej prawdopodobny mechanizm opiera si¢ na zdolnos$ci interkalacyjnej kompleksu
pomiedzy parami zasad DNA.

Zwiazki srebra sg takze wykorzystywane jako bakteriostatyki, dlatego zostala sprawdzona
zdolno$¢ helikatow 1-4 do hamowania namnazania bakterii szczepdéw: Gram-dodatnich
Staphylococcus aureus i Gram-ujemnych Escherichia coli. Oba szczepy sa odpowiedzialne
miedzy innymi za cigzkie zakazenia szpitalne takie jak sepsa i bakteremia [29, 30].
Eksperymenty przeprowadzano w medium wodnym, inkubacja trwata 4 h. Wszystkie

testowane zwigzki kompleksowe hamowaty namnazanie badanych bakterii (Tabela 2,
Rysunek 13).

Tabela 2 Wartosci MICs, [uM Ag'] dla helikalnych komplekséw Ag(I) z ligandem tpy po 4 h

inkubacji ze szczepami E. coli oraz S. aureus.

o Szczepy bakteryjne
Zwigzki E. coli » . S. aureus
AgNO; 2,17 6,63
[Ag,(tpy) ](OTH), (1) 12,21 8,77
[Ag,(tpy),(O-NO )I(NO,) (2) 6,39 4,19
[Ag,(tpy) 1(BF ), (3) 8,58 5,22
[Ag,(tpy) I(CIO ), (4) 14,48 7,48

Srednia warto$¢ parametru MICsp = 6,42 uM dla S. aureus i 10,42 uM dla E. coli.
W poréwnaniu z aktywno$cig azotanu(V) srebra, ktory zostal wybrany jako referent,
kompleksy [Agz(tpy)z(O-Noz)](NOS) Q)i [Ag (tpy),I(BF ), (3) wykazuja wyzsza aktywnos¢
wzgledem bakterii S. aureus (odpowiednio 6,63; 4,19 oraz 5,22 uM). Helikat
[Agz(tpy)z(O-Noz)](NOS) (2) najintensywniej hamuje takze namnazanie baketrii E. coli,

jednak w mniejszym stopniu niz referent — azotan(V) srebra (odpowiednio 6,39 i 2,17 uM).
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Helikaty [Ag (tpy) 2](OTf)2 (O i [Agz(tpy)z](CIO W, 4) wykazuja umiarkowang aktywnos¢

bakteriostatyczng wobec obu szczepow.
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Rysunek 13 Przezywalno$¢ bakterii w obecnosci zwigkszajacych stezen helikatow 1-4;
(@) E. coli; (b) S. aureus.

Wedhug teorii chelatacyjnej Tweedy’ego pozytywny tadunek chelatow jest czeSciowo
redukowany poprzez delokalizacje elektronow m w calej objetosci kompleksu. Zwigksza to
ich charakter lipofilowy w poroéwnaniu do niechelatowanych jonow i utatwia penetracje przez
bakteryjne btony komorkowe. Dzigki temu mogg efektywniej migrowac 1 szybciej blokowac
na przyktad miejsca wigzace metale w enzymach, co skutkuje zahamowaniem wzrostu
bakterii [31, 32]. Zrédlo aktywnosci bakteriostatycznej zwiazkow srebra(l) nie jest do konca
poznane, jednak mozna zaobserwowac pewne tendencje — na przyklad bardziej zlozona
struktura Sciany komodrkowej bakterii Gram-ujemnych ogranicza transport czgsteczek
w poprzek [33]. Jony Ag" majg duze powinowactwo do grup tiolowych i to rdéwniez moze
powodowaé pogorszenie funkcji komoérkowych. Inng z mozliwosci jest to, ze jony Ag’
wymuszaja kondensacj¢ DNA, co hamuje namnazanie komorek przez zatrzymanie replikacji
jako mechanizm obronny przed denaturacja [34].

Kolejna publikacja cyklu [19] dalej eksploruje temat aktywnosci helikatow w komorkach.
Badania jednak dotyczg helikatow tetrapirydyny (Rysunek 8). Rozmiar takiego kationu
zwigksza si¢ w poréwnaniu do kationu helikatu z tpy. Zmiana ta moze powodowac znaczace
réznice w aktywnosci zwigzkow w komorkach. Podobnie, jak w przypadku terpirydyny,
wykorzystano sole srebra(l) w celu otrzymania helikatow [Agy(qtp).](OTf), (1)
1 [Ag(qtp)2](PFe)2 (2), ale réwniez rozszerzono badania na kompleksy miedzi(]):
[Cux(qtp)2](OTE), (3) oraz [Cuy(qtp).](BF4), (4). Zastosowanie innego metalu nie miato
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na celu zmiany struktury helikatow, a modyfikacje¢ ich wtasciwos$ci biologicznych. Potencjat
oksydoredukcyjny Cu’ jest akceptowalny in vivo, jon wchodzi w sktad metaloenzymow,
takich jak katalaza czy oksydaza cytochromu ¢ [10]. Jony Cu" wprowadzone samodzielnie sa
toksyczne dla organizmow, jednak zastosowanie ich w formie wigkszych kationow moze tg
sytuacje zmieni¢. Jak dotad podobne badania nie byly prowadzone dla helikatéw z ligandem
tetrapirydynowym, dlatego staty si¢ one kolejnym etapem niniejszej rozprawy doktorskie;.

Pierwszym etapem prac byta ocena aktywno$ci antyproliferacyjnej 1 obliczenie
parametrow 1Csq przedstawionych helikatow przy wuzyciu testu MTT na dwodch

nowotworowych liniach komorkowych: T47D oraz Hela oraz zdrowej linii HaCaT

(fibroblasty). Tabela 3 podsumowuje otrzymane wyniki.

Tabela 3 Stezenie inhibitujagce namnazanie komérek w 50% - 1Cso [uM].

Linie komorkowe

ZwiazKi T47D HelLa HaCaT

rak piersi rak szyjki macicy fibroblasty

qtp >100 >100 >100
[Ag.(qtp).](OTH), (1) 176+0,3 48,1+ 04 37,3+0,2
[Ag.(qtp).1(PFe). (2) 10,8 £0,2 18,4+0,3 13,5+0,3
[Cux(qtp),](OTH), (3) 44,2 + 0,4 51,7+ 0,1 49,5+0,2
[Cua(qtp)2]1(BF4)2 (4) 62,2+0,2 33,3+0,2 36,0+0,1

cisplatyna >100 235+2.38 >100

Zaobserwowano, iz helikaty srebra(l) sg prawie dwukrotnie bardziej toksyczne
dla badanych linii komoérkowych, anizeli helikaty miedzi(l) (Srednie warto$ci wspotczynniow
ICsp to odpowiednio 23,7 i 49,2 uM) — doktadniej kompleks [Ag(qtp)2](PFs)2 (1) wykazuje
najsilniejszy efekt ($rednia wartos¢ ICso = 14,2 uM), a [Cuz(qtp)2](OTf), (3) najstabszy
(Srednia wartos¢ ICsg = 50 uM).

Zwigkszenie objetosci kationu kompleksu ma wptyw na jego aktywno$¢ cytotoksyczna.
Mniejszy helikat [Agz(tpy).](OTT), (1) [18] wykazuje okoto 3-4 razy silniejsze dzialanie
hamujace namnazanie komorek w porownaniu do homologicznego [Ag2(qpy)2](OTf), (1)
[19]. Prawdopodobnie powigkszanie kationu helikatu ma negatywny wplyw na jego
przepuszczalnos$¢ przez btony komorkowe.

Helikaty bedace przedmiotem badan w omawianej pracy [19] nie wykazaly zadowalajace;j
selektywnosci komorki zdrowe versus nowotworowe, jednak nadrzedng intencjg bylo

poréwnanie mechanizmu dziatania helikatow srebra(l) i miedzi(l). W tym celu oprocz
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wybranych badan spektroskopowych przeprowadzono takze eksperymenty cytometrii
przeptywowej. Metoda ta bada przebieg cyklu komodrkowego na podstawie pomiaru
zawartosci DNA w komodrkach. Wszelkie interferencje cyklu komérkowego obserwowane za
pomocg tej metody sg DNA-zalezne [35]. Trafny dobor barwnikoéw umozliwia rozroznienie
mechanizmu pomigdzy nekroza a apoptoza komorek. Apoptoza to proces naturalnej $Smierci
zdrowych lub uszkodzonych komorek, natomiast nekroza to $mieré komorek wskutek
dziatania czynnikow zewn¢trznych [10].

Otrzymano bardzo interesujace wyniki dla badanych helikatoéw. Wszystkie cztery
interferujg z cyklem komorkowym w sposob DNA-zalezny, jednak wyrazne roéznice rysujg si¢

pomiedzy dziataniem helikatow ze srebrem(I) i miedzig(I) (Rysunek 14).
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Rysunek 14 Analiza zaklocen cyklu komorkowego komorek HeLa w obecno$ci helikatow 1-4
za pomocg cytometrii przeptywowej. Dolna lewa ¢wiartka: zywe, niezabarwione komorki; dolna
prawa ¢wiartka: komorki, ktore ulegly apoptozie (znakowane Casp 3/7 FITC); gorna prawa ¢wiartka:

komorki zdezintegrowane w wyniku nekrozy znakowane barwnikiem 7-AAD; C — kontrola.

Helikaty [Ag2(qtp).](OTf), (1) oraz [Ag2(qtp).](PFe)2 (2) powoduja nekroze komorek
HeLa. Kompleks [Ag2(qtp)2](PFes)2 (2) juz w niskich stezeniach, rzedu 4 uM, generuje
nekrozg blisko 70% komorek. Inny efekt jest obserwowany w przypadku helikatow
[Cu2(qtp)2](OTH)2 (3) 1 [Cuz(qtp)2]l(BF4). (4). Traktowane nimi komorki ulegaja gltownie
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apoptozie (okoto 40-50%), czyli procesowi naturalnej $mierci komorki. Zjawisko to mozna
wyjasniaé naturg redoks jonow Cu”, dzieki ktorej moga one swobodnie interferowaé z cyklem
komoérkowym. Zdj¢cia z mikroskopu konfokalnego w $wietle widzialnym pokazuja
dewastacyjne dzialanic kompleksow srebra(l) na komoérki 1 postepujacg nekroze
w porownaniu do helikatow miedzi(l).

Kolejnym etapem bylo zbadanie sposobu oddzialywania helikatow z DNA. W tym celu
postuzono si¢ metodg dichrozimu kotowego (CD) oraz miareczkowania fluorescencyjnego
z EtBr i topnienia DNA, przeprowadzono takze obliczenia dokowania molekularnego.

Najbardziej korzystnym energetycznie oddziatywaniem helikatu [Cuy(qtp)2](OTf), (3)
z oligomerem d(CCCCGGGG) jest wigzanie w matym rowku, natomiast kompleksu
[Cux(qtp)2](BF4), (4) w duzym rowku. Oddzialywania hydrofobowe tetrapirydyny
Z pierScieniami aromatycznymi zasad stabilizujg dokowanie w duzym rowku , a w matym sity
van der Waalsa i oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy jonami Cu® i szkieletem
fosforanowym (Rysunek 15). Ze wzgledu na ograniczenia programowe obliczenia zostaty

przeprowadzone tylko dla kompleksow miedzi(l).

Rysunek 15 (po lewej) Specyficzne stabilizujace oddziatywania helikatu [Cu,(qtp)2](OTf), (3) w
duzym rowku DNA. (po prawej) Specyficzne stabilizujace oddziatywania helikatu [Cuy(qtp).](BFa4).
(4) w matym rowku DNA.

Miareczkowanie oligomeru d(CCCCGGGG) helikatami i monitorowanie zmian za pomoca

CD przyniosto kolejne informacje na temat sposobu ich interakcji (Rysunek 16).
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Rysunek 16 Widma CD oligomeru d(CCCCGGGG) bez i w obecnosci helikatow.
(3) [Ag2(atp)2]1(OTT). (1); (b) [Ag2(atp)2](PFe)2 (2); (€) [Cu2(qtp)21(OTH)2 (3); (d) [Cuz(qtp)2](BF4)2 (4).

Strzatki wskazujg kierunek zmian pod wptywem zwigkszajacego si¢ stezenia helikatow; coligo = 10 pM.

Widma helikatéw 2-4 nie wykazuja znaczacych zmian w swojej strukturze, co wspiera
koncepcje, ze sa wigzane w rowkach DNA 1 stabilizujg helisg. Jedynie kompleks
[Ag2(qtp)2](OTF), (1) zachowuje si¢ inaczej i wywiera silny wplyw na budowe pasmowg
widm. Zaburzenia struktury helisy oligomeru spowodowaty przesunigcie hipsochormowe obu
pasm charakterystycznych o okoto 10 nm i pojawienie si¢ dwoch nowych ujemnych pasm
przy A ~ 280 nm i ~ 330 nm.

Eksperymentem uzupelniajacym bylo fluorescencyjne miareczkowanie kompetencyjne

kompleksu EtBr — CT-DNA. Rezultaty sa widoczne na Rysunku 17.
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Rysunek 17 Widma emisyjne EtBr zwigzanego z CT-DNA w obecno$ci wzrastajgcego st¢zenia

helikatow: (a) [Ag(qtp)2](OTH). (1); (b) [AgA(atp)2](PFe). (2); (c) [Cua(qtp).](OTF). (3); (d)
[Cux(qtp)2](BF4)2 (4).

Wszystkie helikaty powoduja wygaszanie emisji, jednak nie przekracza ono 30%
poczatkowej intensywnosci promieniowania (I°), a dodatek kolejnych porcji roztworow
helikatow nie wpltywa na ksztalt widm. W takim przypadku jesli stosunek stezen
[helikat]/[DNA] jest nizszy niz 100, to mozna postulowac, ze badane zwigzki wigza si¢ w
duzym lub matym rowku DNA i przez to w niewielkim stopniu wypieraja EtBr spomiedzy
par zasad. Stale wygaszania tych kompleksow wynosza odpowiednio 7,74 X 10°, 2,44 x 10°
i2,80 x 10° M? dla helikatow [Ag(qtp)](PFe): (2), [Cux(qtp)](OTH.  (3)
oraz [Cuy(qtp)2](BFs), (4). Podobnie jak w poprzednim eksperymencie kompleks
[Ag2(qtp)2](OTH), (1) wykazal odmienne dziatanie, ktore mozna tlumaczy¢ jego bardzo
wysokim powinowactwem do DNA.

Ostatnig metoda uzyta w toku badan byly eksperymenty topnienia krotkiego oligomeru
DNA d(GGGGGGCCCCCC) w obecnosci badanych komplekséw. Ogrzewanie roztworu
DNA prowadzi do wzrostu absorbancji przy A = 260 nm, co wiaze si¢ z dysocjacja podwdjnej

helisy. Punkt przegigcia krzywej topnienia to temperatura topnienia (T) i jest ona powigzana
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ze stabilno$cig termalng helisy. Oddzialywania stabilizujace strukture drugorzgdowa DNA
zwigkszaja Tm, a do takich oddziatywan nalezg interkalacja i wigzanie w rowkach.Wyniki

uzyskane w toku badan (Tabela 4) wspierajag koncepcje wigzania helikatow w rowkach

i sugeruja umiarkowang site tych oddziatywan ($redni wzrost Ty ATr, = 4,6°C) [36].

Tabela 4 Temperatury topnienia Ty, d(GGGGGGCCCCCC) inkubowanego ze zwigzkami
kompleksowymi. T, oligomeru wynosi 60,1°C.

Zwiazki [Ag2(qtp).](OTT),  [Ag2(atp)2](PFe).  [Cuz(qtp).](OTF),  [Cuz(qtp).1(BFa4).
(2a) (2b) (20) (2d)
T [°C] 65,9 65,1 62,7 66,1

Kolejna publikacja cyklu [20] bada tematyke biochemii zwigzkow kompleksowych
wanadu. Wystepuje on w organizmach w $ladowych ilosciach jako sktadnik enzymow,
w szczegdlnosci haloperoksydaz i1 nitrogenaz [37-39], a jego zwiazki kompleksowe sa
potencjalnymi cytostatykami. Badania na ten temat prowadza Gambino i Chakravarty, jednak
dotad nie zbadano pod tym katem kompleksow 6,6°’-dimetylo-2,2°:6°,2” -terpirydyny
zjonem wanadylowym(lV) VO? i jonem oksowanadu(V) VO,". Omawiana praca
przedstawia wlasciwosci  dwoch  zwiazkéow  kompleksowych:  [VVO(tpy)Cl] (1)
oraz [VVO,(tpy)]oBr,-3H,0 (2). Roéznice w stopniach utlenienia centréw metalicznych
oraz aranzacja wokot nich moga mie¢ wplyw na aktywnos$¢ w komorkach. Aby zweryfikowaé
te¢ hipoteze badawcza zbadano aktywnos$¢ cytotoksyczng kompleksow w tescie MTT,
zapomocg cytometrii przeptywowej oraz model oddziatywan z DNA za pomoca metod
spektroskopowych.

Test MTT przeprowadzono na trzech nowotworowych liniach komorkowych: T47D, HeLa
i A-549 oraz jednej zdrowej linii fibroblastow GM07492. Kompleks [VO(tpy)Cl.] (1) hamuje
wzrost wszystkich badanych linii komorkowych, najsilniej komoérek T47D (ICso = 38,0 + 1,6
uM), natomiast kompleks [VO,(tpy)].Brz-3H20 (2) jest najbardziej aktywny wobec komodrek
HeLa (ICso = 33,2 + 0,9 uM), bedac jednoczes$nie nicaktywnym wobec komorek linii A-549
(Tablea 5). Jednoczes$nie wobec zdrowych komorek fibroblastow ICsg wynosi 42,3 + 1,2 uM
i jest o okoto 10 uM wyzsze, niz dla komoérek HeLa. Srednie wartosci wspotczynnika ICsq

dla komorek HeLa, T47D i GM07492 wynosza odpowiednio: 38,0; 40,2 oraz 42,2 uM.
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Tabela 5 Stezenie inhibitujgce namnazanie komorek w 50% - 1Cso [UM]

Linie komorkowe

Zwigzki T47D Hela A-549 GMO07492
_ rak szyjki .
rak piersi ; rak phuc fibroblasty
macicy

tpy >100 >100 >100 >100
[VO(tpy)Cl,] (1) 38,0+ 1,6 429+1,5 87,6 £ 2,4 42,0+1,7
WOZ“W)(]S”'SHZo 0318 332409 >100 423412

cisplatyna >100 23,5+2.8 >100 >100

Efekt cytotoksyczny liganda terpirydynowego jest niewidoczny w badanych zakresach
stgzen, a nieorganiczne potaczenia wanadu(IV/V), takie jak VOSO,4 czy NaVOs, nie wykazuja
aktywnosci cytotoksycznych [40]. Stad wniosek o tym, ze jedynie jony wanadylowe(IV)
i oksowanadu(V) skoordynowane przez organiczny ligand, w tym przypadku pochodng
terpirydyny, sa zdolne do hamowania wzrostu i namnazania komorek. Wszystkie badane
zwiagzki sg aktywne wobec komorek w mikromolowych stezeniach.

Przypuszczalnie aktywno$¢ cytotoksyczna moze by¢ powodowana przez reaktywne formy
tlenu generowane przez zwigzki kompleksowe wanadu(IV/V), ktore moga zaklocac
funkcjonowanie organelli komorkowych [41, 42], jednak by pehiej zrozumie¢ mechanizm
postuzono si¢ metodami spektroskopowymi oraz cytomertia przeptywowa.

Interferencje  cyklu ~ komorkowego  generowane przez  kompleksy  V(IV/V)
z terpirydynowym ligandem zbadano za pomoca cytometrii przeptywowej na komoérkach
HeLa oraz GMO07492 (Rysunek 18). Oba zwigzki kompleksowe powoduja areszt cyklu
komorkowego w fazie G2M, jednak w nieco rézny sposob. Kompleks [VO(tpy)Cly] (1)
generuje areszt cyklu z podobng intensywnoscia w komorkach nowotworowych oraz
zdrowych w korelacji ze st¢zeniem (Rysunek 18 a i b), natomiast [VO,(tpy)].Br.-3H,0 (2)
wyraznie wplywa na areszt zdrowych komoérek w stezeniach zblizonych do ICs
(42,3 £ 1,2 uM), podczas gdy wzrost komorek nowotworowych jest silnie hamowany juz przy

stezeniu 5 uM (Rysunek 18 ¢ i d).

31




UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

. .o
Wydzial Chemii
N opoplosis I apoplosis
[ GO/G I GO/G1
a C s b
60 ) 60 o CIs
CG62M (e
s0d HeLa 504 GMO07492
[ =
S 3
= A0 £ 40
= =
= =
2 2 304
g g
6 5 24
R *®
104 104
0
control control DMSO 1 uM WuM  25uM 50 uM control contrel DMSO 1M 10uM 25uM SopM
W :popiosis I apopiosis
I GO/Gl d [ Go/G 1
¢ s s o0 s
CGM G
50 HeLa 50 GMO07492
£ g
g 404 £
s =
g 2
B 30 (=%
] E
'S 2 <
S x
10
0
control control DMSO 1uM SuM 20uM A0uM control control DMSQ 1M 10uM 20pM A

Rysunek 18 Wpltyw kompleksow [VO(tpy)Cl,] (1) (a, b) oraz [VO,(tpy)]Br-3.5H,0 (2) (c, d) na fazy

cyklu komoérkowego.

Faza G2M cyklu komérkowego poprzedza podziat mitotyczny komorki. W przypadku gdy
struktura DNA genomowego zostanie naruszona (na przyktad poprzez interkalacj¢), to nie
dochodzi do podzialu komorki i DNA kumuluje si¢ w jadrze. Otrzymane wyniki wskazuja
na DNA-zalezny mechanizm oddziatywania.

Badania spektroskopowe przeprowadzono w wodnym medium w fizjologicznym pH.
W tych warunkach chlorki skoordynowane z jonem metalu w kompleksie [VO(tpy)Cl;] (1)
mogg zosta¢ wymienione na H,O lub OH", podobnie jak to ma miejsce w przypadku
cisplatyny [11].

W widmach absorpcji obu komplekséw wanadu wystepuja dwa charakterystyczne pasma
przy A ~ 295 i 345 nm (Rysunek 19), ktorych intensywno$¢ maleje wraz ze wzrostem st¢zenia
DNA w roztworze. Oznacza to, ze badane zwiazki wigzg si¢ z DNA. Stale wigzania wynosza
odpowiednio Ky, = 4,4 x 10° M™ (R = 0,99) i K, = 1,0 x 10® M™ dla [VO(tpy)Cl,] (1)
oraz [VOy(tpy)]2Br2-:3H20 (2). Sg one wyzsze niz dla wczesniej opisywanych helikatow
polipirydynowych oraz innych komplekséw wanadu [43, 44].
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Rysunek 19 Miareczkowanie spetrofotometryczne kompleksow: (a) [VO(tpy)Cl] (1);
(b) [VOq(tpy)].Br,-:3H,0 (2) roztworem CT-DNA (Ccr-ona = 0 — 100 pM; Cyompl, = 2 X 10®° M); strzatki
pokazuja kierunek zmian hipochromowych w widmach. Suplement: zalezno$¢ [DNA] / (g, - &) versus
[DNA].

Miareczkowanie fluorescencyjne kompleksu EtBr — CT-DNA roztworami zawigzkow
kompleksowych wanadu powoduje silne wygaszenie pasma emisji (A = 610 nm, Rysunek 20).
Stale wygaszania Sterna-Volmera wynosza odpowiednio 3,72 X 10° Mt i 1,72 x 10° M*?
dla kompleksow [VO(tpy)Cl] (1) i [VOa(tpy)]2.Br.:3H,O (2). Pozorna stala wigzania
przy 50% wygaszeniu emisji wynosi odpowiednio Ky, = 745 x 10° M

oraz Kapp = 7,00 x 10° M1 pokrywa si¢ z wynikami poprzedniego eksperymentu.

b
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Rysunek 20 Widma emisyjne EtBr zwigzanego z CT-DNA w obecno$ci wzrastajgcego stezenia
kompleksow: [VO(tpy)Cly] (1) i [VOu(tpy)].Bro-3H,O (2); strzatki pokazuja kierunek zmian
w widmach. Suplement: zalezno$¢ Sterna-Volmera 1%1-1 versus [DNA] dla miareczkowania

kompleksu EtBr — CT-DNA.
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Przypuszczalnie dwa aksjalnie skoordynowane chlorki (ewentualnie H,O lub OH") sa
zawada steryczng i nieco utrudniajg interkalacje kompleksu [VO(tpy)Cl,] (1) pomigdzy pary
zasad. Tymczasem aranzacja wokot VO," w [VOu(tpy)]Br-3.5H,0 (2), ktora przyjmuje
geometri¢ znieksztatconej bipiramidy trygonalnej, utatwia wsuwanie si¢ kompleksu miedzy
pary zasad DNA i moze to by¢ dodatkowo stabilizowane przez oddzialywania
elektrostatyczne wysunietych na zewnatrz tlenébw VO, z powierzchniz DNA. Badania
cytometrii przeptywowej wyraznie potwierdzaja DNA-zalezy mechanizm dziatania
przedstawionych kompleksow wanadu. Dotychczas opisywane w literaturze badania
dotyczyty aktywnosci heteroleptycznych komplekso6w wanadu, ktore wykazywaty aktywnos¢
cytotoksyczng jedynie po naswietlaniu ich $wiattem w zakresie 400-700 nm [45].
W publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej [20] przedstawione zwigzki
kompleksowe hamujg namnazanie komorek bez naswietlania. Mozna przypuszczaé, ze ma
nato wplyw obecnos¢ atomow tlenu bezposrednio polaczonych z wanadem zamiast
dodatkowego liganda organicznego. Moze mie¢ to kluczowe znaczenie dla zjawiska
interkalacji DNA, a co za tym idzie aktywno$ci hamujacej wzrost i namnazanie komorek.
Zwiazki kompleksowe [VO(tpy)Cl,] (1) oraz [VOa(tpy)]Br-3.5H,O (2) sg pierwszymi
przyktadami zwigzkéw wanadu aktywnych wobec komoérek linii T47D raka piersi, co jest
szczegoblnie interesujace w obliczu jej oporno$ci na Cisplatyne.

Ostatnie dwie publikacje z cyklu dotycza wlasciwosci zwiazkow kompleksowych Fe®*
[46]) oraz Ag® [47] z ligandami typu zasad Schiffa. Sa to ligandy Ns-donorowe, ktérych

synteza przebiega w dwoch etapach wg ponizszego schematu (Rysunek 21).
| |
o
X HN X/ T S NN
/>—CI —_— />_ N E— A |

N EtOH,;, N NH, EtOH,, N N~

2 h, 78°C Al=0 24 h, 78°C L'=0

A?=8 L’=S

Rysunek 21 Schemat syntezy ligandow L' oraz L.

Ligand L' zawiera podjednostke benzoksazolowa, a ligand L2 benzotiazolowg w to
miejsce. Syntezy ligandow prowadzono w warunkach gazu obojetnego z wydajnosciami
rzedu 80%. Ich struktury zostaly potwierdzone za pomoca technik 'H NMR, *C NMR,
ESI-MS, FT-IR i analizy elementarnej, a takze za pomoca metod dyfraktometrycznych
(Rysunek 22).

34




UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

= Wydzial Chemii

Rysunek 22 Struktury krystaliczne ligandow (po lewej) L* oraz (po prawej) L2

Jony metali d-elektronowych znajdujg zastosowanie w projektowaniu przetacznikow
molekularnych typu on-off. Szczegélnie interesujace sa jony Fe?, poniewaz posiadaja one
6 elektrondow walencyjnych na orbitalach 3d, wigc moga by¢ diamagnetyczne
(w kompleksach niskospinowych) lub paramagnetyczne (w kompleksach wysokospinowych)
w polu ligandéw. Po zaaplikowaniu okre§lonego czynnika mozliwe jest ,,przetaczanie”
kompleksow z nisko- do wysokospinowych i na odwrot (LS < HS) [48, 49]. Do takich
czynnikdw zaliczajg si¢: zamiana temperatury lub ci$nienia, nas§wietlanie, lub przyktadanie
zewngetrznego pola magnetycznego, z czego pierwszy z nich cieszy si¢ najwickszym
zainteresowaniem. Ogolnie celem badan jest otrzymanie takiego ukladu, w ktorym
w temperaturze pokojowej lub zblizonej bgdzie mozna zaobserwowal wyrazne przejscie
elektrondéw na orbitale ey, a nastgpnie ich powr6t na orbitale tpg [48].

Oba kompleksy zelaza(ll) scharakteryzowane w czwartej publikacji w cyklu [46]
0 og6lnym wzorze sumarycznym 3[Fe(L')2]-6(R")-2(CHsCN) [gdzie R” = BF; w kompleksie
(1) lub CIO4" w kompleksie (2)] zostaly otrzymane w wyniku réwnomolowej reakcji liganda
L' z odpowiednia sola metalu (odpowiednio FeBF; lub FeClO4). Po okolo godzinie
Z ciemnoczerwonego roztworu zaczynal wypada¢ osad i od tego momentu reakcja byta
prowadzona przez kolejne 24 h. Nastepnie roztwory zatgzano do okoto polowy objetosci
I powstaly osad odsgczano pod zmniejszonym cisnieniem, a nieprzereagowane sole
wymywano niewielkg iloscig acetonitrylu. W ten sposob, po przemyciu eterem dietylowym
| suszeniu przez 3-4 h w eksykatorze préozniowym otrzymywano czyste kompleksy o stosunku
jon metalu : ligand 1:2. Ciemnoczerwone, szczes$ciokatne monokrysztaty odpowiednie
do analizy rentgenostrukturalnej zostaly otrzymane w wyniki powolnego odparowania
acetonitrylu z roztworéow komplekséw. Oba krystalizujg w stosunkowo rzadko wystepujacym
uktadzie regularnym Ia-3d (No. 230) z czasteczkami acetonitrylu w strukturze (Rysunek 23).
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Jeden kation jest koordynowany przez atomy donorowe dwoéch ligandow, wieloscianem
koordynacyjnym jest oktaedr. Jednostka asymetryczna zawiera polowg czasteczki kompleksu,

jeden przeciwjon (BF4 lub ClOy) oraz jedna trzecig czasteczki rozpuszczalnika.

Rysunek 23 Struktura krystaliczna kompleksu 3[Fe(L"),]-6(BE;)-2(CH;CN) (1) oraz upakowanie
w sieci krystalicznej. Kompleks 3[Fe(L"),]-6(C104)-2(CH5CN) (2) krystalizuje w analogiczny sposob.

Kolejnym z celow niniejszej rozprawy bylo scharakteryzowanie dotychczas niezbadanego
wplywu ligandow Ns-donorowych typu zasad Schiffa z jednostka benzoksazolowa
na strukture elektronowa zZelaza(Il) pod katem =zastosowania jako przelacznika
molekularnego. W tym celu zostaly przeprowadzone pomiary podatnosci magenetycznej
w zakresie temperatur 1,8 — 400 K. Do temperatury 300 K nie obserowano zmian. Dopiero
w zakresie 350 - 400 K zaobserwowano wzrost wartosci ymT w przypadku obu kompleksow.
Moze to byé¢ kooperatywny wynik przejs¢ elektronowych LS(*A;) <> HS(’T,) w jonach
metali oraz usuwania czasteczek rozpuszczalnikow z krysztaldow w wyniku ogrzewania
(analiza termograwimetryczna sugeruje stopniowa utrat¢ czateczek rozpuszczalnika
w zakresie temperatur 298 — 448 K) [50, 51]. Wplyw rozpuszczalnika na wlasciwosci
magentyczne czgsteczek nie jest dobrze poznany, ale badania eksperymentalne pokazuja
wyraznie jego znaczenie w zjawisku spin-scrossover [52]. W badanym przypadku
do temperatury 400 K nie osiggnigto catkowitego przejscia elektrondw i otrzymania jedynie
wysokospinowych komplekséw zelaza(Il). Jest to jednak dobry punkt startowy
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do projektowania nowych ligandow, ktore beda stabiej rozszczepialy orbitale d, przez co
catkowite przejscia LS < HS beda mozliwe juz w temperaturze ponizej 350 K. Tak
dziatajace systemy potencjalnie beda mogly znalez¢ zastosowanie w konstrukcji urzadzen
elektronicznych.

W ostatniej publikacji rozprawy doktorskiej [47] poruszono zagadnienie aktywnos$ci
fotokatalitycznej kompleksow srebra(l) oraz jej zalezno$ci od struktury kompleksu. W tym
celu dokonano syntezy dwoch zwiazkéw kompleksowych srebra(l) z ligandem L2 ktory
zawiera czasteczke benzotiazolu. Zwiazki kompleksowe otrzymano w wyniku reakcji
rownomolowej mieszaniny liganda 1 soli metalu, odpowiednio AgOTf i AgPFs
dla kompleksow [AgL3(OTH)] (1) i [AgzL%)](PFe)2 (2), w metanolu. Zotte roztwory po 24 h
zostaty zatezone i produkty wytracone eterem dietylowym. Zétte monokrysztaty odpowiednie
do pomiaréw rentgenograficznych zostaty otrzymane dzigki metodzie podwojnej dyfuzji eteru
diizopropylowego do metanolowego roztworu kompleksow.

Zwiazek kompleksowy [AgLA(OTf)] (1) przyjmuje forme monomeryczng z silnie

znieksztalcong ptaskokwadratowa sfera koordynacyjng wokot jonu metalu. Trzy pozycje

zajmuje kieszen wigzaca liganda, a czwartg jon OTf (Rysunek 24).

- QFBB
CiBgh /]

B F128

Rysunek 24 Struktura krystaliczna kompleksu [AgL?(OTf)] (1) oraz upakowanie w sieci krystalicznej.

Kompleks [AgoL2%)](PFe); (2) ma zupelnie inna strukture. Udato sie to osiagna¢ poprzez
wykorzystanie soli srebra(I) ze stabokoordynujacym przeciwjonem, czyli w tym przypadku
PFe. Dzigki temu zabiegowi uzyskano podwojny helikat, w ktorym jony metali sg
skoordynowane (Rysunek 25).
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Rysunek 25 Struktura krystaliczna kompleksu [Ag,L%](PFe), (2) oraz upakowanie w sieci

krystalicznej.

Wiasciwosci optyczne srebra(l) oraz liganda o rozleglym ukladzie skoniugowanych
wiazan m mogg kooperatywnie wptywac¢ na aktywnos$¢ fotokatalityczng kompleksow poprzez
modyfikacje przerwy energetycznej HOMO-LUMO [53]. Jak dotad nie dokonano
bezposredniego poréwnania aktywnosci kompleksow helikalnych i monomerycznych. Dzigki
preferencjom koordynacyjnym jonéw Ag* oraz doborze odpowiedniego liganda typu zasady
Schiffa mozliwe bylo zbadanie takiej zalezno$ci w ramach niniejszej rozprawy doktorskie;.
Dodatkowg zaleta badanych fotokatalizatorow jest tatwos$¢ syntezy oraz jej niska cena, stad
szczegolnie ciekawe sa czasteczki zawierajace ligandy typu zasad Schiffa, ktére mozna
otrzyma¢ z dobrymi wydajnosciami w krotkim czasie. Jest to kuszaca alternatywa
dla ligandow polipirydynowych, ktore sa otrzymywane w wieloetapowych syntezach
w bezwodnych i beztlenowych warunkach, czesto z uzyciem reagentow toksycznych
(np. w reakgc;ji Stille’a) [7].

Role modelowych zwigzkéw organicznych w badaniach aktywnosci katalitycznej petnity
biekit metylenowy oraz zoétcien chinolinowa (Rysunek 26), barwniki powszechnie stosowane

w przemysle [54, 55].

N
SN s SN
| ct |

(@)

Rysunek 26 Wzory strukturalne (a) btekitu metylenowego i (b) zétcieni chinolinowe;.
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Oba badane zwiazki kompleksowe degraduja barwniki organiczne w wodzie.
Monomeryczny kompleks [AgL?(OTf)] (1) dziata efektywniej niz helikat [Ag,L%)](PFe)2 (2).
Moze mie¢ to zwigzek z labilnoscig jednego z miejsc koordynacyjnych i mozliwosci
wymiany przeciwjonu na inny obecny roztworze, podczas gdy w kompleksie [AgsL%](PFe).
(2) jony metali sa szczelniej otoczone przez czasteczki liganda. Nalezy jednak nadmienic,
ze kompleks [AgL?(OTf)] (1) ulega wyraznym zmianom strukturalnym po jednym cyklu
katalitycznym, natomiast helikat [AgoL%)](PFs). (2) moze byé wykorzystany ponownie
(analiza dyfraktogramoéw proszkowych). Przyczyng zanizonej aktywnos$ci degradacyjnej
helikatu moze byé nieco wyrazniejsza tendencja [AgoL%)](PFe). (2) niz [AgL*(OTH)] (1)
do koagulacji (potencjaty zeta wynosza odpowiednio (sp = 3,55 mV oraz (55 = 13,64 mV)
w medium wodnym.

Najprawdopodobniej mechanizm rozktadu materii organicznej jest inicjowany przez
wybicie elektronu z poziomu HOMO kompleksu i jego rekombinacj¢ ze zwigzkami
w matrycy — na przyktad O,, OH" czy H,O. Propozycja mechanizmu zostata przedstawiona

na rysunku 27.

[AgLolX > h* + ¢

€ + 0,—/> 0,

Rysunek 27 Wzory strukturalne (a) bigkitu metylenowego i (b) zokcieni chinolinowe;j.

Aby pelniej porownaé i zrozumieé réznice w aktywnosci zwigzkow kompleksowych
przedstawionych w tejze pracy, przeprowadzono takze badania na probkach §rodowiskowych.
Zawartos¢ ogolnego wegla organicznego (OWO) zmniejsza si¢ 2,4-krotnie w obecnos$ci
helikatu [Ag2L%](PFe). (2) i jedynie 1,1-krotnie w obecnosci [AgLA(OTH)] (1). Naswietlanie
probek powoduje dalszy spadek zawartosci OWO w roztworze — 3-krotny w probee
z [AgoL%](PFe), (2) i 1,2-krotny w probee zawierajacej [AgLA(OTH)] (1). Degradacja jest
mniej efektywna niz w roztworach wzorcowych z blekitem metylenowym lub zotcienig
chinolinowa. Powodem jest obecno$¢ naturalnej matrycy w roztworze, ktéora wplywa
na zmniejszenie aktywnosci fotodegradacyjnej zwiagzkoéw, poniewaz dziata ona jak wewnetrzy
filtr. Wolne rodniki generowane przez katalizator sg wygaszane przez zmiatacze obecne
w probkach s$rodowiskowych. Wyrazne ostabienie aktywnos$ci degradacyjnej kompleksu
monomerycznego [AgL?(OTf)] (1) wzgledem helikatu [AgzL2%](PFe)2 (2) pokazuje znaczenie
aranzancji wokot jonu centralnego i wplyw labilnosci ligandow na aktywnos¢ i trwatosé
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katalizatora. Natura wskazata ludzko$ci magiczng moc helikatow niosgcg za sobg szerokie
spektrum mozliwosci ich zastosowan, co potwierdzity wyniki badah zamieszczone

W powyzszej rozprawie doktorskie;j.
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4.  Wnioski

Zalozeniem niniejszej rozprawy doktorskiej byta charakterystyka wiasciwosci nowych
zwigzkéw kompleksowych metali d-elektronowych. Praca obejmuje badania biologiczne,
magnetyczne oraz fotokatalityczne. Najwazniejsze wnioski i osiggniecia wynikajace z badan
przeprowadzonych w ramach tejze rozprawy sg nastepujace:

¢ Helikaty srebra(l) oraz miedzi(l) z 6,6”’-dimetylo-2,2":6”,2”’-terpirydyng i/lub 6,6*"*’-
dimetylo-2,2°;6°,2°;6",2°"’-tetrapirydyna wykazuja aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec
komorek w mikromolowych st¢zeniach, podobnie jak kompleksy wanadu(IV/V) z 6,6’-
dimetylo-2,2’:6°,2*’-terpirydyna;

¢ Helikaty [Aga(tpy)](OTf)2 (1a) i [Ada(tpy)2(O-NO2)J(NO3) (1b) cechuja sig
umiarkowang selektywnoscig antyproliferacyjng wobec linii komorek raka piersi T47D
w poréwnaniu do zdrowych komoérek nerki HEK-293T, ktore sa oporne na dzialanie
cisplatyny;

¢ Objetos¢ kationow helikatow ma wptyw na ich aktywnos¢ cytotoksyczng — kompleks
[Ag2(tpy)2](OTH), (1a) jest o okolo 3-4 razy bardziej aktywny niz analogiczny kompleks
[Ag2(qtp)2](OTF), (2a). Najprawdopodobniej wigze Si¢ to z réznicami w zdolnosci
do migracji przez btony;

¢ Helikaty migruja selektywnie do jadra komorkowego, w szczegbdlnosci do jaderek.
[Ag2(tpy)2](OTF), (1la) to pierwszy zwigzek, ktorego targetowanie do jadra zostato
wyraznie dowiedzione poprzez obrazowanie za pomocg mikorskopii konfokalne;j;

¢ Wszystkie zwigzki kompleksowe badane pod katem wiasciwosci cytotoksycznych
cechujg si¢ DNA-zaleznym mechanizmem dzialania, co zostalo potwierdzone przez
cytometri¢ przeplywowa lub mikroskopi¢ konfokalna;

¢ Helikaty z ligandem terpirydynowym prawdopodobnie wigza si¢ poprzez interkalacje z
DNA, natomiast helikaty z ligandem tetrapirydynowym w rowkach DNA. Jest to
powiazane z objetoscia kationdw;

¢ Kompleksy wanadu(IV/V) wymuszaja zahamowanie namnazania komorek poprzez
interkalacje DNA;

¢ Srebro(I) jest kluczowym elementem S$rodkoéw bakteriostatycznych, poniewaz jego

kompleksy z 6,6’’-dimetylo-2,2":6”,2”’-terpirydyna cechuja si¢ szczegodlnie wyrazng
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aktywnoscia wobec bakterii Gram-dodatnich, natomiast kompleksy wanadu(lV/V)
nie wykazujg dziatania bakteriobdjczego;
Analogiczne helikaty miedzi(l) i srebra(l) z lub 6,6’ -dimetylo-2,2°;6°,2°;6°",2”’-
tetrapirydyng generujg $mier¢ komorek na rézne sposoby. Pierwsze powodujg nekroze
komorek, a drugie prowadza do apoptozy;
Kompleksy [VO(tpy)Cl;] (3a) i [VO2(tpy)].Brz-3H,0 (3b) sg pierwszymi przyktadami
zwigzkow wanadu aktywnych cytotoksycznie wobec komoérek raka piersi T47D
bez konieczno$ci naswietlania. Przypisuje si¢ to brakowi ligandow towarzyszacych
I atomom tlenu bezposrednio zwigzanym z centrum metalicznym;
Wykrystalizowano dwa kompleksy zelaza(Il) o analogicznej strukturze w uktadzie
regularnym la-3d o wzorze ogdlnym sumarycznym 3[Fe(L')2]-6(R")-2(CHsCN) (gdzie
R™ = BF, w kompleksie 4a lub ClIO,” w kompleksie 4b) z ligandem typu zasady Schiffa
2-(1-metylo-2-(pirydyno-2-ylometyleno)hydrazinylo)benzoksazolem;
Kompleksy 3[Fe(L)2]-6(BF4)-2(CHsCN) (4a) i 3[Fe(L)2]-6(Cl04)-2(CHsCN) (4b)
przechodzg w forme¢ wysokospinowg dopiero powyzej temperatury pokojowej,
a po ochtodzeniu sg w petni diamagnetyczne.
Ligand 2-(1-metylo-2-(pirydyno-2-ylometyleno)-hydrazinylo)benzotiazol tworzy dwa
rodzaje kompleksow z solami srebra(l): monomeryczny [AgL?(OTf)] (5a) i helikalny
[Ag2L%)](PFe)2 (5b), ktory moze byé poddawany recyklingowi i nie ulega zatruciu
pod wptywem indywiduéw obecnych w matrycy.
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