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Wykaz skrotow

(N)-TSC - a-(N)-Heterocykliczne tiosemikarbazony

2008 - ludzka linia komorkowa nowotworu jajnika

5637 - ludzka linia komorkowa nowotworu pgcherza moczowego

9EtG - 9-etyloguanina

A2780 - ludzka linia komdrkowa nowotworu jajnika

A2780cisR - ludzka linia komorkowa nowotworu jajnika oporna na cisplatyne
A431 - ludzka linia komérkowa nowotworu naskorka

A375 - ludzka linia komérkowa czerniaka

A549 - ludzka linia komérkowa nowotworu ptuca

b.d. - brak danych

BALB3/T3 - mysia linia komorkowa prawidtowych fibroblastow
BEAS-2B-CM - ludzka linia komorkowa prawidtowa nablonka oskrzeli
BER - naprawa DNA przez wycinanie zasad (ang. base excision repair)
bfte - 1-(benzofuran-2-ylo)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylo)etenon

bfie - 1-(benzofuran-2-ylo)-2-(1H-imidazol-1-ylo)etenon

BHK21 - prawidlowa linia komorkowa nerki chomika

bip - bifenyl

BRCA1 /BRCAZ2 - gen Raka Piersi 1 / 2 (ang. breast cancer gene 1/2)
CaCo-2 - ludzka linia komoérkowa nowotworu jelita grubego

Capan-2 - ludzka linia komorkowa gruczolakoraka trzustki

CH1/PA-1 - ludzka linia komérkowa nowotworu jajnika

cis-Pt - cisplatyna

CP-70 - ludzka linia komorkowa nowotworu jajnika

DMF - dimetyloformamid

DACH - 1,2-diaminocykloheksan

DMSO - dimetylosulfotlenek

dmtp - 5,7-dimetylo-1,2,4-triazolo[1,5-a]pirymidyna

dptp - 5,7-difenylo-1,2,4- triazolo[1,5-a]pirymidyna

DU145 (AR-) - ludzka linia komérkowa nowotworu prostaty niezaleznego od hormonow
ES-2 - ludzka linia komérkowa nowotworu jajnika

ESI MS - spektrometria mas z metoda jonizacji elektrorozpytowa (ang. electrospray ionization
mass spectrometry)



FDA - Agencja Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drugs Administration)

ftfeao - (1S,4R,5R)-4-(4-fenylo-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-2-((S)-1-fenyloetylo)-2-
azabicyklo[3.2.1]oktan
GlIn - L-glutamina

GLUT - grupa glikoprotein blonowych petnigcych funkcje transporterow glukozy

GSH - glutation

GSSG - disiarczek glutationu

GST - S-transferaza glutationu (ang. glutathione S-transferase)

H9¢2 - prawidlowa linia komoérkowa mioblastow komorowych zarodkowych serc szczurzych
HaCaT - ludzka linia komorkowa prawidtowych keratynocytow

HB-CLS-1 - ludzka linia komérkowa nowotworu pecherza moczowego

HCT116 - ludzka linia komorkowa nowotworu jelita grubego

HCT116dox - ludzka linia komoérkowa nowotworu jelita grubego opornego na doksorubicyng
HCT-15 - ludzka linia komérkowa nowotworu jelita grubego

HDF - ludzka linia komoérkowa prawidlowych fibroblastow skory

HeLa - ludzka linia komdrkowa nowotworu szyjki macicy

HePG?2 - ludzka linia komérkowa nowotworu watroby

HER?2 - receptor ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu 2 (ang. human epidermal growth
factor receptor 2)
HI-7720 - ludzka linia komérkowa biataczki

HR MS - spektrometria mas o wysokiej rozdzielczosci (ang. high-resolution mass spectrometry)
HRR - geny rekombinacji homologicznej (ang. homologous recombination repair)
HT1376 - ludzka linia komdrkowa nowotworu pecherza moczowego

HT29 - ludzka linia komorkowa nowotworu jelita grubego

HT29/0xa - ludzka linia komérkowa nowotworu jelita grubego oporna na oksaliplatyne
ibmtp - 7-izobutylo-5-metylo-1,2,4-triazolo[ 1,5-a]pirymidyna

ID8 - mysia linia komdérkowa nabtonkowego nowotworu jajnika

karbo-Pt - karboplatyna

L929 - mysia fibroblastopodobna linia komdrkowa pochodzaca z podskdrnej tkanki tagcznej
LLC-PK1 - prawidtowa linia komdrkowa nerki $wini

LNCaP (AR+) - ludzka linia komorkowa nowotworu prostaty zaleznego od hormonow
LoVo - ludzka linia komérkowa nowotworu jelita grubego

MCF-7 - ludzka linia komérkowa nowotworu piersi zaleznego od hormonow
MD-MB-231 - ludzka linia komdrkowa nowotworu piersi

Mel-RM - ludzka linia komoérkowa czerniaka
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MG-63 - ludzka linia komorkowa kostniakomigsaka

MRC-S - linia komorkowa zarodka ludzkiego

MT4 - ludzka linia komoérkowa biataczki

NCI-H460 - ludzka linia komdrkowa nowotworu pluca

NLS - sygnat lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization signal)
NMR - jadrowy rezonans magnetyczny (ang. nuclear magnetic resonance)
OV-90 - ludzka linia komoérkowa nowotworu jajnika

ox - szczawian (ang. oxalate)

ox-Pt - oksaliplatyna

PARP1 / PARP2 - polimeraza 1 / 2 poliadenozyny 5'-difosforybozy
PC3 (AR-) - ludzka linia komorkowa nowotworu prostaty niezaleznego od hormonéow
p-cym - para-cymen

RF - wspotczynnik lekoopornosci (ang. resistance factor)

RR - reduktaza rybonukleotydowa

SKOV3 - ludzka linia komérkowa nowotworu jajnika

SV-480 - ludzka linia komorkowa gruczolakoraka okr¢znicy
SV-HUC-1 - ludzka linia prawidtowych komoérek moczowodu

T24 - ludzka linia komdrkowa nowotworu pecherza moczowego
T47D - ludzka linia komérkowa nowotworu piersi

TOV21-G - ludzka linia komoérkowa nowotworu jajnika

U251N - ludzka linia komodrkowa glejaka wielopostaciowego

XPOL1 - eksportyna 1
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Streszczenie

Wpisujac si¢ w aktualny nurt poszukiwan zwigzkéw koordynacyjnych
stanowigcych alternatywe dla obecnie stosowanych cytostatykéw platyny(Il), gtownym
celem badan zaprezentowanych w niniejszej dysertacji byto otrzymanie nowych
azolowych kompleksow platyny(II) i rutenu(Il) oraz okreslenie ich struktury i potencjatu
przeciwnowotworowego. W ramach pracy doktorskiej zsyntetyzowano zwigzki
koordynacyjne platyny(Il) typu [PtClx(N-donor):], [PtClo(DMSO)(N-donor)] oraz
[Pt(N-donor)>(ox)], gdzie N-donor stanowi: (1S,4R,5R)-4-(4-fenylo-1H-1,2,3-triazol-1-
ylo)-2-((S)-1-fenyloetylo)-2-azabicyklo[3.2.1]oktan,  1-(benzofuran-2-ylo)-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-ylo)etenon,  1-(benzofuran-2-ylo)-2-(1H-imidazol-1-ylo)etenon, a  takze
bifenylowe kompleksy rutenu(Il) typu [(n®-bip)RuClz(N-donor)], gdzie N-donor stanowi
5,7-dimetylo-1,2,4-triazolo[1,5-a]pirymidyna,  7-izobutylo-5-metylo-1,2,4-triazolo[1,5-
alpirymidyna lub 5,7-difenylo-1,2,4-triazolo[1,5-a]pirymidyna.

Z wykorzystaniem roéznych metod eksperymentalnych ('H, *C, >N oraz '°Pt
NMR, spektroskopii IR, dyfrakcji rentgenowskiej) oraz obliczen teoretycznych DFT
okreslono sktad i geometri¢ sfery koordynacyjnej w ptasko-kwadratowych kompleksach
platyny(Il) oraz pseudooktaedrycznych kompleksach rutenu(II).

Szerokie badania potencjalu terapeutycznego otrzymanych zwigzkow Pt(Il)
1 Ru(Il), obejmujace: 1) oznaczenie lipofilowos$ci, ii) ocene reaktywnosci wzgledem
glutationu, 1i1) wyznaczenie aktywnosci cytotoksycznej 1 antyproliferacyjnej oraz
iv) analiz¢ wplywu kompleksow na przebieg cyklu komoérkowego i1 ich oddziatywanie
z DNA, umozliwity wytypowanie czterech zwigzkow koordynacyjnych (trzech platyny(II)
1 jednego rutenu(Il)) jako obiecujacych kandydatow na potencjalne chemioterapeutyki
przeciwnowotworowe. W porownaniu z cisplatyng zwigzki te charakteryzowaly sig:
1) wyzsza lipofilowosciag (logP=0,87 - 1,43), 1ii) obnizong reaktywnoscia wobec
glutationu,  iii) mniejszg  toksycznos$cig ~ wzgledem  komorek — prawidtowych
(IC50 kompleksow = 5,01 - 23,87 uM; ICso cisplatyny = 4,87 uM), iv) odmiennym mechanizmem
dzialania, niezwigzanym z bezposrednim oddziatywaniem z DNA.

Ponadto wykazano, ze enkapsulacja wybranych kompleksow Pt(II) i Ru(Il) w micelach
Pluronic®P123 generowata znaczacag poprawe ich wiasciwosci przeciwnowotworowych,
umozliwiajac osiggnigcie submikromolarnych wartosci ICso (0,07 - 0,94 uM). Uzyskane
rezultaty wskazuja, ze potaczenie azolowych kompleksow platyny(I) lub rutenu(II)
z polimerowymi systemami nanono$nikowymi (Pluronic®P123) stanowi obiecujace

podejscie w projektowaniu chemioterapeutykow nowej generacji.
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Abstract

In response to current research efforts aimed at identifying coordination compounds
as alternatives to the clinically used platinum(II) cytostatics, this doctoral dissertation
focuses on the synthesis, structural characterization, and evaluation of the anticancer
potential of novel platinum(Il) and ruthenium(Il) azole complexes. As part of the
dissertation, coordination compounds of platinum(Il) of the [PtCly(N-donor):],
[PtCIo(DMSO)(N-donor)], and [Pt(N-donor)z(ox)] types, where (1S,4R,5R)-4-(4-phenyl-
1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2-((S)-1-phenylethyl)-2-azabicyclo[3.2.1]octane,  (benzofuran-2-
yl)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)ethenone or (benzofuran-2-yl)-2-(1H)-imidazol-1-yl)ethenone
are the N-donors were synthesized, as well as biphenyl ruthenium(Il) complexes of the
[(n®-bip)RuClo(N-donor)] type, where 5,7-dimethyl-1,2,4-triazolo[1,5-a]pyrimidine,
7-isobutyl-5-methyl-1,2,4-triazolo[ 1,5-a]pyrimidine or 5,7-diphenyl-1,2,4-triazolo[1,5-
a]pyrimidine are the N-donor were prepared.

The compositions of the coordination spheres were confirmed using a combination
of experimental techniques ('H, *C, °N, and '*>Pt NMR, IR, single-crystal diffraction),
and density functional theory (DFT) calculations. These studies confirmed square-planar
geometry for the platinum(Il) complexes and pseudooctahedral geometry for the
ruthenium(II) complexes.

The biological activity of the synthesized compounds was comprehensively
evaluated through the determination of lipophilicity, assessment of glutathione reactivity,
cytotoxic and antiproliferative studies, and analysis of their effects on the cell cycle and
DNA interactions. Four (three platinum(Il) and one ruthenium(Il)) coordination
compounds were identified as promising anticancer candidates. Compared to cisplatin,
these compounds exhibited higher lipophilicity (logP=0.87 - 1.43), reduced reactivity
toward glutathione, lower toxicity toward normal cells (ICs50=5.01 -23.87 uM), and
a mechanism of action independent of direct DNA binding.

Furthermore, it was shown that the encapsulation of the selected platinum(II) and
ruthenium(Il) complexes in Pluronic®P123 micelles significantly improves their
anticancer properties, enabling the achievement of submicromolar ICso values
(IC50=0.07 - 0.94 uM). The collected results indicate that the combination of platinum(II)
or ruthenium(Il) azole complexes with polymeric nanocarrier systems (Pluronic®P123)

is a promising approach to designing next-generation chemotherapeutic agents.
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Wprowadzenie

Pomimo istotnego postepu w diagnostyce oraz dynamicznego rozwoju
nowoczesnych metod terapeutycznych, choroby nowotworowe wcigz stanowig jedng
z glbwnych przyczyn zachorowalnosci 1 $miertelnosci na $wiecie. W konsekwencji
poszukiwanie nowych, skuteczniejszych rozwigzan farmakologicznych w  terapii
nowotworow pozostaje jednym z kluczowych wyzwan wspotczesnej medycyny. Obecnie
podstawe leczenia systemowego w onkologii nadal stanowi chemioterapia, w ktorej
od ponad piecdziesigciu lat dominujaca role odgrywaja zwiazki platyny(Il), takie
jak cisplatyna, karboplatyna oraz oksaliplatyna, szeroko stosowane w terapii wielu typow
nowotworow. Mimo wysokiej skutecznosci klinicznej, leki te obarczone sg istotnymi
ograniczeniami, obejmujacymi brak selektywnosci wobec komodrek nowotworowych,
znaczng toksyczno$¢ ogdlnoustrojowa oraz narastajaca oporno$¢ na leczenie. Czynniki
te istotnie obnizajg zar6wno jako$¢ zycia pacjentow, jak i efektywnos¢ dtugotrwatej terapii.

W odpowiedzi na powyzsze problemy od wielu lat prowadzone sg intensywne
badania nad opracowaniem nowych cytostatykéw opartych na zwigzkach koordynacyjnych
platyny(Il), ktérych mechanizm dzialania umozliwiatby przezwyciezenie ograniczen
charakterystycznych dla klasycznych lekow platynowych. Szczeg6élne zainteresowanie,
obok kompleksow platyny(Il), budzg zwiazki koordynacyjne rutenu, wykazujace korzystne
wlasciwo$ci farmakologiczne, takie jak odmienny mechanizm dziatania, potencjalnie
wyzsza selektywno$¢ wzgledem komorek nowotworowych 1 aktywno$¢ wobec
nowotworOw  wtornych. Aktualnie kilka kompleksow rutenu znajduje si¢
na zaawansowanym etapie badan klinicznych, co podkresla ich znaczacy potencjat
terapeutyczny. W rezultacie zarowno platyna, jak i ruten uznawane sg za jedne z najbardziej
perspektywicznych metali w badaniach nad nowa generacja metalo-lekow
przeciwnowotworowych.

Projektujac nowe nieorganiczne zwigzki przeciwnowotworowe, nalezy jednak
uwzgledni¢ fakt, Ze o ich potencjale terapeutycznym w duzym stopniu decyduje charakter
ligandow skoordynowanych z atomem centralnym. W tym kontek$cie szczegélnie
obiecujacym kierunkiem badan wydaje si¢ wykorzystanie ligandow zawierajacych
pierscien triazolowy, ktory stanowi istotny element strukturalny wielu powszechnie
stosowanych lekow onkologicznych, odgrywajac kluczowa role w ich aktywnosci
biologicznej. Potaczenie udokumentowanej aktywno$ci biologicznej, zdolnoSci

koordynacyjnych oraz mozliwosci modyfikacji struktury poprzez wprowadzanie
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roznorodnych grup funkcyjnych sprawia, ze pierScien triazolowy uznawany jest
za atrakcyjny ligand w projektowaniu kompleksow o potencjalnym dziataniu
przeciwnowotworowym. Dane literaturowe wskazuja, ze wiaczenie ligandoéw triazolowych
do sfery koordynacyjnej kompleksow platyny(I) i rutenu(Il) prowadzi do powstania
cytotoksycznych  zwigzkow o  zréznicowanych  zdolnosciach do  wigzania
z bioczasteczkami oraz réznorodnym mechanizmie dziatania, cze¢sto odmiennym

od prezentowanego przez komercyjnie dostepne metalo-leki.

15






Wstep teoretyczny



1. Aktywnos¢ biologiczna zwigzkow koordynacyjnych
Zainteresowanie projektowaniem lekéw opartych na zwigzkach koordynacyjnych
jonéw metali przejsciowych zapoczatkowano w XX wieku, wraz z wprowadzeniem
do farmakoterapii arsfenaminy oraz cisplatyny. Do dzi§ kompleksy metali przejsciowych
pehig istotng role w diagnostyce ' i terapii *’ réznych chordb, a zasadno$é ciaglego
projektowania lekow opartych na zwigzkach kompleksowych potwierdzona jest w licznych
badaniach. ®!1* Analiza przeprowadzona przez Angelo Frei i wspolpracownikow,
obejmujaca wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe okoto 1000 réznych zwigzkow
kompleksowych wykazata, ze 27% z nich posiada aktywno$§¢ w tym kierunku.
Dla poréwnania, sposrdd przebadanych zwiazkéw organicznych tylko 1,6 % przejawia
rownowazne dziatanie. ® Istnieje takze wiele publikacji naukowych, ktére wykazuja,
ze aktywno$¢ przeciwnowotworowa zwigzkéw kompleksowych jest wicksza niz wolnych

ligandow, 12

a w przypadku w terapii fotodynamicznej, obserwuje si¢ wyzsze wydajnosci
generowania tlenu singletowego, dluzsze czasy zycia stanu tripletowego 1 wigksza
fotostabilno$¢ zwiazkéw kompleksowych w poréwnaniu do ich odpowiednikéw
organicznych. '* Warto wspomnieé, ze zwigzki koordynacyjne metali przejéciowych
badane sg takze pod wzgledem aktywnoS$ci w terapii chordb neurodegeneracyjnych
(choroba  Alzheimera i Parkinsona), '* metabolicznych (cukrzyca), ° czy tez
autoimmunologicznych (stwardnienie rozsiane). '°

Nieustajace poszukiwanie lekow w kregu zwigzkéw kompleksowych wynika z ich
licznych zalet, w porownaniu z chemioterapeutykami organicznymi, m.in. zdolnos$ci
do zmiany liczby koordynacyjnej, stopnia utlenienia i geometrii. !’ Warto jednak zdaé
sobie sprawe, iz mnogos¢ tych zmiennych sprawia, ze racjonalne projektowanie nowych
metalo-lekow stanowi duze wyzwanie, gdyz konieczne jest rozwazenie, ktore fragmenty
zwigzku mogg wptywac na jego wlasciwos$ci farmakologiczne - czy jest to caty kompleks,
jon metalu, czy tez same ligandy. '* Jednym ze wspotczesnych innowacyjnych obszarow
badawczych jest dobor struktury zwigzkéw tak aby charakteryzowaty sie kontrolowang
aktywacjg 1/lub uwalnianiem w docelowym miejscu dziatania. Dodatkowo, w przypadku
terapeutykéw przeciwnowotworowych inicjacja dziatania farmakologicznego moze by¢
dostrojona do $rodowiska panujacego wewnatrz komorek nowotworowych 1 by¢

aktywowana w oparciu o: i) redukcje powodowana $rodowiskiem redoksowym guza,
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i1) czynniki fizykochemiczne, takie jak niedotlenienie i obnizone pH, iii) zmiany ekspresji

enzymow. '’

2. Przeciwnowotworowe zwiazki koordynacyjne
platyny(Il) - dlaczego wciaz sq przedmiotem badan?

A

H 3N\Pt _al HN
RN
H;N Cl H;N
CISPLATYNA

KARBOPLATYNA

Lek drugiej generacji

OKSALIPLATYNA

Lek trzeciej generacji

Pierwszy lek przeciwnowotworowy
na bazie platyny

wymiana ligandéw odchodzacych na
szczawian oraz ligandow
wymiana ligandéw odchodzacych na nieodchodzacych na
cyklobutano-1,1-dikarboksylan 1,2-diaminocykloheksan
@ 1986

Rys. 1 Cisplatyna (A), karboplatyna (B), oksaliplatyna (C) - trzy generacje
przeciwnowotworowych lekow platyny(ll) dopuszczonych do obrotu na calym
Swiecie.

Jednym z pierwszych, a zarazem najskuteczniejszych lekéw onkologicznych
wywodzacych si¢ z obszaru chemii koordynacyjnej jest cisplatyna (Rys. 1 A). Mimo,
ze chemioterapeutyk ten stosowany jest od ponad 40 lat, wedtug badan z 2021 roku wciaz
zajmuje 2. miejsce na liscie 20 najczesciej stosowanych lekéw przeciwnowotworowych. 2°
Mechanizm cytotoksycznej aktywnosci cisplatyny przypisywany jest jej wigzaniu z DNA.
Cisplatyna po wniknieciu do wnetrza komoérek nowotworowych (gdzie stezenie jonow
chlorkowych jest nizsze (4 - 20 mM) niz we krwi (100 mM)) i ulega akwatacji, w wyniku
czego powstaje [Pt(NH3)2(H20)2]*", ktory wiaze sie zazwyczaj z dwoma sasiadujacymi
ze sobg zasadami purynowymi, prowadzac do znieksztatcen i pgknie¢ podwojnej helisy

DNA (Rys. 2). %!
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Rys. 2 Struktury adduktow dwuniciowego DNA z cisplatyng okreslone metodq
rentgenowskiej analizy strukturalnej: wewngtrzniciowe wigzanie z dwoma
sgsiadujgcymi guaninami (A), wewngtrzniciowe wigzanie z dwoma guaninami
oddzielonymi tyming (B), wigzanie miedzyniciowe (C). ?

Cisplatyna jest stosowana w leczeniu szerokiego spektrum nowotworow litych,
w tym raka jajnika, jader, pecherza moczowego, jelita grubego, ptuc oraz glowy i szyi.
Za niewatpliwy sukces terapeutyczny cisplatyny mozna uzna¢ wzrost wskaznika wyleczen
raka jader do 95%, po wprowadzeniu jej do schematu leczenia tego nowotworu. 2* Lek ten
czesto prowadzi do poczatkowej odpowiedzi terapeutycznej zwigzanej z catkowita remisja,
czesciowa odpowiedzig lub stabilizacjg choroby. Jednak leczenie cisplatyng zazwyczaj
wymaga zastosowania terapii skojarzonej z innymi lekami. 2!

Do wad cisplatyny niewatpliwie mozna zaliczy¢ wysoka toksycznos¢ wzgledem
komorek prawidlowych (przejawiajaca si¢ gtownie jako nefro-, neuro- i ototoksycznosc),
znacznie ograniczajacg dawke, * a takze generowanie lekoopornosci, zaréwno pierwotne;
jak i wtornej. >* Oporno$¢ na cisplatyne jest wieloczynnikowa, 2 jednakze za jeden
z gtownych mechanizmoéw uwaza si¢ duze powinowactwo do bioczasteczek zawierajacych
w strukturze grupy tiolowe, gtéwnie glutationu (GSH). 2 Wigzanie z tym tripeptydem
powoduje dezaktywacje 1 usunigcie z organizmu leku, zanim dotrze do miejsca docelowego
dziatania. > Powstawanie wigzania Pt-GSH moze by¢ katalizowane poprzez S-transferaze
glutationu (GST). Zwigkszona ekspresja GST wraz z podwyzszonym poziomem GSH
w komorkach opornych potwierdza, ze inaktywacja cisplatyny przyczynia si¢ znaczaco do
fenotypu lekoopornosci. Zwiekszony poziom GSH moze dodatkowo powodowac
wzmacnianie mechanizmu naprawy DNA lub zmniejszanie stresu oksydacyjnego

wywolanego przez cisplatyng. 2’
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Poszukiwania sposobow na zniwelowanie licznych ograniczen zwigzanych
ze stosowaniem cisplatyny skupity si¢ na modyfikacji ligandow wchodzacych w sktad
sfery koordynacyjnej kompleksu, zar6wno odchodzacych ligandow chlorkowych jak
i nieodchodzacych ligandow aminowych. Badania te doprowadzily do zaprojektowania
lekéw opartych na zwigzkach koordynacyjnych platyny(Il) drugiej i trzeciej generacji,
tj. karboplatyny i oksaliplatyny (Rys. 1 B 1 C).

Zastosowanie  cyklobutano-1,1-dikarboksylanu ~ (CBDC)  jako  liganda
odchodzacego w karboplatynie (Rys. 1 B) wptyneto na zmniejszenie szybkos¢ akwatacji
kompleksu w porownaniu do cisplatyny. W konsekwencji obnizyta si¢ reaktywnos¢ leku
wzgledem bioczgsteczek, a tym samym toksyczno$§¢ wobec komorek prawidtowych.
Z uwagi na zmniejszony profil toksycznos$ci, karboplatyna stosowana jest w bardziej

intensywnej chemioterapii wysokodawkowe;j. 2!

Obecnie karboplatyna w terapii
skojarzonej z paclitaxelem stanowi pierwsza lini¢ leczenia zaawansowanego nowotworu
jajnika. 28

Réwniez  zastosowanie szczawianu (ox) jako liganda odchodzacego
w  oksaliplatynie zmniejszylo reaktywnos¢
1 toksycznos$¢ leku w porownaniu do cisplatyny,
natomiast lipofilowy ligand nieodchodzacy
1,2-diaminocykloheksan (DACH) (Rys. 1C)
wplynat na zwigkszenie biernego transportu do
wnetrza komorek. Oksaliplatyna podobnie jak
cisplatyna, oddziatuje z DNA tworzac addukty
z s3siadujgcymi zasadami purynowymi (Rys. 3),

jednak powstajace znieksztatcenia konformacyjne

s3 W mniejszym stopniu rozpoznawalne przez

biatka naprawcze. ! Rys. 3 Struktura adduktu dwuniciowego
DNA ksalipl :

Nalezy podkresli¢, ze wszystkie trzy z orsatip .alynq
wewnqtrzniciowe wigzanie

oméwione powyzej leki platyny(Il) wykazuja z  dwoma  sgsiadujgcymi

. L . . . guaninami. %
silne dziatanie synergistyczne z inhibitorami

punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego, co dodatkowo umacnia ich role
W nowoczesnej terapii skojarzonej z immunoterapig. '’

Mimo, ze opisane powyze] modyfikacje sfery koordynacyjnej cisplatyny wptynety
na poprawe wilasciwosci farmakologicznych jej pochodnych drugiej i trzeciej generacji,
ich wady nie zostaty catkowicie wyeliminowane. Dlatego tez, naukowcy z calego $wiata
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zainspirowani klinicznym sukcesem cytostatykoéw platyny(Il), lecz $wiadomi ich licznych
ograniczen, poszukujg nowych cytotoksycznych kompleksow Pt(II). Efektem ich dziatan
jest wprowadzenie do badan klinicznych az 35 zwiazkow koordynacyjnych platyny
do 2025 roku. 2° Obecne badania ukierunkowane sg na: i) otrzymanie zwiazkow o wiekszej
selektywnosci wzgledem komorek nowotworowych, ii) zmniejszenie toksycznosci
1 skutkéw ubocznych, iii) opracowanie nowych mechanizméw dziatania w celu poprawy
skutecznoéci, iv) omijanie $ciezek opornosci. '

Jeden z glownych trendow poszukiwania nowych lekow platyny(Il) jest
zastosowanie ligandow N-heterocyklicznych. Wprowadzenie sterycznie rozbudowanych
ligandéw N-donorowych powoduje bowiem powstanie termodynamicznie stabilnego
wigzania Pt-N 1 chroni kompleksy Pt(II) przed dezaktywacja bioczasteczkami.
Podstawienie w czasteczce cisplatyny jednego Iub obu ugrupowan NH3 innymi
nieodchodzacymi ligandami N-donorowymi wplywa na zachowanie farmakologiczne

leku. 3® W tym kontekscie szczegolnie interesujace, ze wzgledu na swoje whasciwosci

przeciwnowotworowe 1 koordynacyjne, wydaja si¢ by¢ ligandy triazolowe.

3. Wiasciwosci triazoli
3.1 Aktywnos¢ przeciwnowotworowa zwigzkow zawierajacych pierscien
triazolowy

Whnikliwa analiza lekow zrejestrowanych przez FDA (Agencja Zywnosci i Lekow,
ang. Food and Drug Administration) wskazuje na wzrastajacg tendencje¢ projektowania
lekow zawierajacych pierScienie N-heterocykliczne. Warto wspomnie¢, i1z sposrod
maloczasteczkowych substancji czynnych zarejestrowanych do leczenia w latach
2013 - 2023, az 82% zawiera w swojej budowie pier§cien N-heterocykliczny, z czego 53%
posiada wiecej niz jeden taki uktad pierScieniowy. 3! Duze zainteresowanie naukowcow
tym obszarem badawczym wynika miedzy innymi ze znacznego rozpowszechniania
uktadéw N-heterocyklicznych w naturze, gdzie sa skladnikami wielu biologicznie
aktywnych czasteczek, w tym m.in. witamin, kwasow nukleinowych, antybiotykow czy
hormonéw. 73 Wydaje sie, Zze projektowanie syntetycznych $rodkéw leczniczych,
w oparciu o strukture podobng do zwigzkéw wystepujacych w naturze, daje mozliwosé
nasladowania ich w procesach biologicznych. *3% Co wiecej, réznorodnoéé struktur,

rozmiaréw pierécieni i aromatycznoséci uktadow N-heterocyklicznych *~*! przektada si¢ na
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szerokie spektrum aktywnosci biologicznych tych zwiazkow, 324** ktére nastepnie moga
by¢ modyfikowane poprzez wymiane podstawnikow. 444647

Jednymi z najczeSciej wystepujacych ugrupowan w lekach sg pieciocztonowe
pierScienie aromatyczne, spos$rod ktorych najpowszechniejsze sa pirazol, imidazol
itriazol. 3! Obecnie zwiazki zawierajace pierscien triazolowy, zaréwno izomer
1,2,3-jak 1 1,2,4-, ciesza si¢ znaczng uwaga naukowcoOw w kontekscie projektowania lekow
przeciwnowotworowych. To wiasnie sztywny pierscien triazolowy, stabilny w warunkach
redoks i odporny na hydrolize,*® oraz zdolno$¢ do tworzenia oddziatywan
miedzyczasteczkowych takich jak: wigzania wodorowe (zarowno jako donor, jak
1 akceptor), oddzialywania van der Waalsa, oddziatywania hydofobowe lub oddziatywania
n - © umozliwiajg tym zwigzkom lgczenie z réznymi celami biologicznymi. * Ponadto
struktura triazolu pozwala nasladowac bioczgsteczki, w tym amidy, estry i zwiazki
diazowe. ¥ Co wiccej, pierScien triazolowy jest czesto wykorzystywany jako lacznik
migdzy jednostkami farmakoforowymi, umozliwiajac uzyskanie wielofunkcyjnych
struktur terapeutycznych. > W zaleznosci od podstawnikdw, triazol moze wykazywaé
r6zne mechanizmy dziatania, m.in.: i) wplyw na cykl komodrkowy, ii) wigzanie z DNA,
ii1) hamowanie aktywnos$ci enzymoéw, 1iv) inhibicj¢ angiogenezy, v) modulowanie

genow. ¥

Obecnie jako chemioterapeutyki przeciwnowotworowe FDA zatwierdzila pigc
zwigzkOw organicznych zawierajacych w swojej strukturze pierscien triazolowy
(Tab. 1).*® Wnikliwe badania nad mechanizmem dzialania przeciwnowotworowego
omoéwionych ponizej chemioterapeutykow potwierdzity, ze pierScien triazolowy bierze

bezposredni udzial w oddzialywaniach lekéw z inhibitowanymi enzymami. >'-¢
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Tab. 1 Zestawienie zarejestrowanych przez FDA lekow przeciwnowotworowych,

zawierajgcych w swojej strukturze pierscien triazolowy.

Wzor strukturalny, nazwa
i rok wprowadzenia leku

Spektrum leczonych nowotworow i mechanizm
dzialania

_N
Y =N
N—-N‘

_N

~

Anastrozol (1995 r.) st

/F’(‘)
@)
N” I‘:‘N

Letrozol (1997 r.) e

Zarowno anastrozol jak 1 letrozol zarejestrowano
do leczenia uzupelniajagcego u kobiet po menopauzie
z wezesnym stadium raka piersi oraz przerzutowym
rakiem piersi z dodatnimi receptorami hormonalnymi.
Oba leki nalezg do grupy niesteroidowych inhibitorow
aromatazy trzeciej generacji. >!-

Talazoparib (2018 r.) 54

Zarejestrowany do leczenia raka piersi z mutacjami
w genach BRCA1/BRCA2 1 HER2- (zaawansowanym
lub  przerzutowym).>* W 2023 roku  spektrum
leczonych tym lekiem nowotworéw poszerzono
0 przerzutowy nowotwor prostaty z mutacjami
w genach naprawy rekombinacji homologicznej
(HRR), w tym BRCA1 i BRCA2. %" Zwigzek ten jest
inhibitorem polimerazy poliadenozyny
5'-difosforybozy (PARP). >

N H N=
Fl @—:I,}r)’c\)ﬁ’ ﬁ@
= N

F——F
F
Selinexor (2019 r.) ¥°

Zarejestrowany do leczenia pacjentdéw z nawrotowym
lub opornym na leczenie szpiczakiem mnogim. *° Lek
ten nalezy do grupy zwigzkéw bedacych inhibitorami
eksportera jadrowego ukierunkowanym na
eksportyne 1 (XPO1). >

0 AN
>Q\NJ©;('N

s N NH

Tucatinib (2020 r.) 5

Zarejestrowany do leczenia w terapii skojarzonej
z trastuzumabem 1 kapecytabing u  pacjentek
z zaawansowanym, nieoperacyjnym lub przerzutowym
rakiem piersi HER2+, w tym pacjentek z przerzutami
do mozgu, ktore otrzymaly jeden lub wigce]
wcezesniejszych  schematéw  leczenia  opartych
na przeciwcialach HER2. Tucatinib jest selektywnym
inhibitorem kinazy tyrozynowej HER2. ¢

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa triazoli w potaczeniu z obecno$cia w ich strukturze
atomow azotu, zdolnych do pelnienia roli donorow w wigzaniu koordynacyjnym, sprawia,
ze uktady te wydajg si¢ by¢ obiecujgcymi ligandami w zwigzkach kompleksowych metali

przej$ciowych ukierunkowanych na dziatanie przeciwnowotworowe.
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3.2 Wiasciwosci koordynacyjne triazoli

Uklady triazolowe zyskaly zainteresowanie jako ligandy w zwiazkach
kompleksowych metali przejsciowych o réznorodnym zastosowaniu (m.in. optyka,
czujniki redoks, medycyna i kataliza). ®© Obecnoéé trzech atoméw azotu umozliwia
koordynacj¢ z jonami metali na r6zne sposoby (Rys. 4, Rys. 5, Rys. 6), a rodzaj koordynacji
liganda zalezy od izomerii (1,2,3- lub 1,2,4-) oraz od obecnosci i polozenia
podstawnikéw. 176-%* W niniejszym rozdziale zaprezentowano typy koordynacje triazoli

zréznymi centrami metalicznymi  wraz z zaprezentowaniem przyktadowych

literaturowych struktur krystalicznych zwigzkéw kompleksowych.

Rys. 4 1,2,3-triazol (A-C) i 1,2,4-triazol (E-F) jako ligandy mostkujgce wraz
z przyktadowymi  strukturami  krystalicznymi  zwigzkow — kompleksowych
o okreslonych sposobach koordynacji. ®>~%

Najczgsciej spotykana jest koordynacja bidentatna mostkujaca (Rys. 4), o ile nie
wystepuja zadne ograniczenia przestrzenne. %% W przypadku izomeru 1,2,3- donorami
wigzania koordynacyjnego sa najczesciej atomy azotu N1 1 N3 (Rys. 4 A) lub N2 i N3
(Rys. 4 B), natomiast dla izomeru 1,2,4- odpowiednio atomy azotu N1 i N4 (Rys. 4 D)
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lubNI i N2 (Rys. 4 E). %% Kompleksy, w ktorych triazol spelia role liganda

tridentatnego mostkujacego (Rys. 4 C i F) wystepuja rzadko. ¢

Rys. 5 1,2,3-triazol (A i B) i 1,2,4-triazol (C i D) jako ligandy chelatujgcy, gdzie X - atom
donorowy, wraz z przyktadowymi strukturami krystalicznymi  zwigzkow
kompleksowych o okreslonych sposobach koordynacji. %7’

Drugim najcze$ciej spotykanym sposobem wigzania triazoli z atomami centralnymi
jest koordynacja polidentatna chelatujaca. !"°© Wystepuje ona szczegdlnie wtedy, gdy
pierscien triazolowy podstawiony jest innym elektronodonorowym ugrupowaniem
(Rys. 5). Ligandy 1,2,3-triazolowe moga by¢ podstawione na atomie wegla C4 (Rys. 5 A)
lub azotu N1 (Rys. 5 B), co zazwyczaj prowadzi do powstania 5- lub 6-cztonowych
pierScieni chelatowych skoordynowanych przez atomy azotu N3 lub N2. Ligandy
1,2,4-triazolowe podstawione s3g zazwyczaj na atomie wegla C5 (Rys. 5 C) lub C3 1 C5
(Rys. 5 D), pehiac role ligandéw bidentatnych chelatujagcych lub tridentatnych
chelatujacych. Powstawanie chelatow skutkuje delokalizacja elektronow m w chmurze

elektronowej, co przeklada si¢ na wzrost charakteru lipofilowego takich uktadow. 7
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Rys. 6 1,2,3-triazol (A-B) i 1,2,4-triazol (C-E) jako ligandy monodentatne wraz
z przyktadowymi  strukturami  krystalicznymi  zwigzkow — kompleksowych
o okreslonych sposobach koordynacji. "'~

Natomiast gdy pier§cien triazolu podstawiony jest przez rozbudowane ugrupowania
tworzace zawade przestrzenng obserwuje si¢ monodentatng koordynacje¢ do pojedynczego
jonu metalu (Rys. 6). Taki sposob koordynacji sprawia, ze wolna para elektronowa

na atomie azotu moze braé udziat w tworzeniu wiazan wodorowych. ¢

W przypadku 1,2,3-triazoli silnie zasadowy atom azotu N3 jest najczgstszym
miejscem koordynacji do jonéw metali przejéciowych. ®>% Z kolei w przypadku
1,2,4-triazoli koordynacja zazwyczaj zachodzi przez atom azotu N4. > Warto wspomnie¢,
iz znane s3 doniesienia literaturowe o migracji wigzania koordynacyjnego miedzy
donorowymi atomami azotu. ’® Przykladem jest seria dijadrowych kompleksow Pt(II)
z mostkiem triazolowym, gdzie substytucja 9-etyloguaniny (9EtG) do kompleksu
platyny(II) powoduje migracje wigzania koordynacyjnego migdzy atomem azotu N2 1 N3
(Rys. 7). Substytucji 9EtG towarzyszy otwarcie pierscienia triazolowego, a atom azotu N3

podstawia N2 i koordynuje atom Pt(Il) (Rys. 7). Wykazano, ze reakcja izomeryzacji
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nie zachodzi bez udziatu 9EtG. Ponadto, podstawienie pierwszej czasteczki 9EtG

powoduje obrot wokot osi Pt-N2, generujacy zerwanie wigzania wodorowego

(amoniak-N3) (Rys. 7). '

3

A\ \ / \\
H.N N NH N— _NH
N AN TG N, 3
Pt t 3 H N Pt
/N N\ 3 9EtG / \ R=

Rys. 7 Schematyczne przedstawienie migracji wigzania koordynacyjnego podczas reakcji
dijgdrowego kompleksu Pt(Il) z 9EtG w roztworze wodnym. %

4. Zwiazki  koordynacyjne  platyny(I) z  ligandami
zawierajacymi pierscien triazolowy

W niniejszym rozdziale przedstawione zostang przykltady zwigzkow
koordynacyjnych platyny(Il) z ligandami zawierajacymi pierScien triazolowy,
o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym. Na podstawie prac naukowych
opublikowanych w latach 2010 - 2025 okreslono glowne kierunki poszukiwan w tym
obszarze badawczym (Rys. 8). Do zestawienia wybrano jedynie te zwigzki kompleksowe,
dla ktorych przebadano aktywno$¢ cytotoksyczng wobec komorek nowotworowych.
Przedstawiono zaréwno kompleksy Pt(I), w ktorych pierScien triazolowy tworzy wigzanie
koordynacyjne, jak i takie, w ktorych stanowi cze$¢ bardziej rozbudowanego liganda

skoordynowanego przez inne atomy donorowe.
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N

KIERUNKI POSZUKIWAN
NOWYCH KOMPLEKSOW Pt(1I)
Z LIGANDAMI TRIAZOLOWYMI

g

KOMPLEKSY Pt(II)

KOMPLEKSY Pt(II) KOMPLEKSY Pt(II) WYKAZUJACE INNE KOMPLEKSY
UKIERUNKOWANE NA SKOORDYNOWANE Pt(II) Z LIGANDAMI
ODMIENNY MECHANIZM
WYELIMINOWANIE Z LIANDAMI DZIALANIA NIZ TRIAZOLOWYMI

DEZAKTYWACJI PRZEZ _ NOSNIKOWYMI

é é ¢

é
+Zastosowanie ligandow *Zastosowanie ligandow *Kompleksy *Kompleksy
obnizajacych  stgzenie skoniugowanych oddziatlujace z aminokwasami;
glutationu; z cukrami; z biatkiem PTP1B,; *Kompleksy
*Zastosowanie ligandow *Zastosowanie ligandow *Kompleksy z ligandami triazolo-
S-donorowych; skoniugowanych oddziatujace pirydynowymi;
*Zastosowanie ligandow z hormonami; z reduktaza *Organometaliczne
tworzacych zawade¢ eZastosowanie ligandow rybonukleotydowa; kompleksy
przestrzenng; skoniugowanych o0 izomerii trans;
z peptydami;

Rys. 8 Glowne kierunki poszukiwan zwigzkow kompleksowych platyny(ll) z ligandami
triazolowymi.

4.1 Kompleksy platyny(II) zaprojektowane w celu ograniczenia ich
dezaktywacji przez glutation

4.1.1 Zastosowanie ligandow obnizajacych stezenie glutationu

W terapii choréb nowotworowych powszechne jest leczenie skojarzone. Taki
schemat umozliwia jednoczesne oddziatywanie na wiele celow, co w konsekwencji
zwigksza efektywnosci i/lub zmniejsza wymagana dawke. Alternatywa dla tego schematu
leczenia moze okazac si¢ zastosowanie tzw. lekow hybrydowych, sktadajacych si¢ z dwoch
farmaceutykow zwigzanych kowalencyjnie. Stojanovic 1 wspotpracownicy (2013 r.)
zainspirowani takim podej$ciem zsyntezowali seri¢ zwigzkéw kompleksowych platyny(II)
(kompleksy I-1V) z podstawionym ugrupowaniem diazenokarboksyamidowym
(podstawniki a-g) (Tab. 2). Wczesniej udowodniono, ze diazenokarboksyamidy
charakteryzuja si¢ cytotoksycznoscig wobec komorek nowotworowych, synergistycznym

dziataniem z cisplatyng oraz aktywnos$cig polegajaca na obnizaniu stezenia GSH. 2’
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Ponadto wykazano, ze jednoczesne zastosowanie cisplatyny i1 diazenokarboksamidow
powoduje wyeliminowanie nabytej opornosci nowotworow. 7’

Badanie potencjalu cytotoksycznego dowiodlo, ze wszystkie zsyntezowane
kompleksy Pt(II) charakteryzuja si¢ niska aktywnoscig w tym kierunku (Tab. 2), co moze
by¢ konsekwencja ich stabej rozpuszczalnosci w wodzie. Z kolei nieskoordynowane

ligandy  przejawialy  wigksza  cytotoksycznos¢  (ICs0=22,33 uM 1 162,40 uM)
od wszystkich przebadanych kompleksow z wyjatkiem Ila (Tab. 2).

Tab. 2 Zwigzki kompleksowe platyny(Il) z ugrupowaniem diazenokarboksyamidowym. *”

Wzory strukturalne

R*\N;NTNH 7N S a=4-NO -CH -
Ugrupowanie o RaAn=N Pt'N / b= 4- CF C H -
i ) P
F
diazenokarboksamidowe = C O : i/
Lin d=4- C\ CH R CH,
1 .
K ;§<>e4FCH- Li R2
RN f=4-CH -C H - \cﬁ |
i 4CHOCH ) 2 Milv

Otoczenie koordynacyjne Pt(Il)

Kompleksy typu i 11 Kompleksy typu Il i IV
*N,N-chelatujace ugrupowanie *N,N-chelatujace ugrupowanie
pikolilo-triazolowe, propano-diaminowe,
*dwa jony chlorkowe; *0,0-chelatujacy CBDC,;

Aktywno$¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [uM]) wobec linii komérkowej HeLa P

Ia-Id,IId,Ile | Ta | Ib | Illa, IIb,IVFf | IId | Hle | Vg | cis-Pt¢ | karbo-Pt¢

>300 7 77 >1000 14 49 90 16 4441
4 po 72 h inkubacji komérek z kompleksami;

®HeLa - ludzka linia komdrkowa nowotworu szyjki macicy;

¢ cis-Pt = cisplatyna;

d karbo-Pt = karboplatyna;

W zaprojektowanych przez Stojanovic zwiagzkach koordynacyjnych mechanizm

obnizenia dezaktywacji
kompleksow Pt(Il) przez Fc ;I\ 0 &
v N P ;

GSH opiera si¢ o redukcje \Q\[N’N]\WNH O\/(N;h N o SosH

] 0 b H
ugrupowania

F5C

diazenokarboksamidowego @\[N ) nn \/\E{N Oj<> +GSSG
do semikarbazydu, podczas 0 ©/ " H

IITh zredukowany

d GSH tleni i
gdy utlenia - sig Rys. 9 Schemat redukcji GSH przez kompleks I1Ib.

do disiarczku glutationu

(GSSG) (Rys. 9). W dimerze GSSG powstaje mostek dwusiarczkowy miedzy grupami
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tiolowymi, w konsekwencji brak wolnych grup -SH uniemozliwia wigzanie si¢ peptydu
z centrum platyny(II). Na podstawie analiz NMR 1 MS ESI wykazano, ze kompleksy Pt(II)
z diazenokarboksyamidem zachowuja wlasciwosci utleniajagce wobec glutationu na rowni

z nieskoordynowanym ligandem. ’
4.1.2 Zastosowanie ligandow tworzgcych zawade przestrzenna

Li i wspotpracownicy (2021 r.) zsyntezowali dwie kationowe monofunkcyjne
pochodne oksaliplatyny z ligandami tworzacymi zawadg¢ przestrzenng (Tab. 3).
Zaprojektowanie kompleksow o takiej strukturze miato na celu utrzymanie profilu
cytotoksycznego komplekséw platyny(Il) z DACH, przy jednoczesnej modyfikacji
oksaliplatyny w bardziej rozpuszczalny w wodzie kompleks kationowy. W konsekwencji
otrzymano  zwigzki  koordynacyjne,  ktéorych  rozpuszczalno$¢ w  wodzie
(rozp.viv=43,45119,14 mg/ml)  byla  znacznie @ wigksza  niz  cisplatyny
(rozp.cis-pt = 6,16 mg/ml) i oksaliplatyny (rozp.ox-pt= 1,03 mg/ml). 1

Sposrod komplekséw najwieksza cytotoksyczno$cia wykazat si¢ zwiazek VI, ktory
byl aktywny zaréwno wzglegdem komodrek wrazliwych jak i opornych na leczenie
oksaliplatyng, jednocze$nie nie generujac toksycznosci wzgledem komorek prawidiowych
(Tab. 3). Natomiast wolne ligandy (1,2,3-triazol i 1-B-D-glukopiranozylo-4-fenylo-1H-
1,2,3-triazol) nie obnizaty przezywalnosci komorek (ICso > 200 pM). Ponadto kompleks
VI zachowal swojg aktywnos¢ cytotoksyczng w modelu badan in vivo wzgledem komorek
HT29/oxa (inhibicja wzrostu guza o 64,9 % vs. 30,4 % po zastosowaniu oksaliplatyny).
Warto nadmienié, ze roznice w skutecznos$ci oksaliplatyny i kompleksu VI obserwowane
w badaniu in vivo byly bezposrednio skorelowane z wewnatrzkomorkowymi stezeniami
zwigzkow. 1°

Kolejng zaleta kompleksu VI jest zmniejszona reaktywno$¢ wzgledem GSH
w porownaniu z oksaliplatyng. Wykazano takze, ze kompleks VI oddziatuje z DNA,
a analiza reaktywnoS$ci z guanozyno-5'-monofosforanem (5’GMP) potwierdzita, szybsze

powstawanie adduktow VI-5’GMP (7 h) niz oksaliplatyna-5’GMP (25 h). 1

31



Tab. 3 Zwigzki kompleksowe platyny(ll) z 1,2,3-triazolem i 1-p-D-glukopiranozylo-4-
fenylo-1H-1,2,3-triazolem. 1°

Wzory strukturalne

V~ OH

Otoczenie koordynacyjne Pt(Il)
*N,N-chelatujacy ligand DACH,
emonodentatny N-donorowy triazol,

e jon chlorkowy;

Aktywnos¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [uM])

) Linia komoérkowa
Zwigzek
BEAS-2B-CM® | HepG2°® | Mel-RM® | HT29® | HT29/oxa®
A% >200 >200 >200 39,63 155,22
VI >200 >200 22,56 9,77 11,12
cis-Pt 7,89 9,90 4,72 26,62 248,62
ox-Pt° 12,54 45,19 21,14 6,32 335,34

2po 72 h inkubacji komoérek z kompleksami;

"BEAS-2B-CM - ludzka linia komoérkowa prawidlowa nabtonka oskrzeli; HepG2 - ludzka linia komérkowa
nowotworu watroby; Mel-RM - ludzka linia komorkowa czerniaka; HT29 - ludzka linia komoérkowa
nowotworu jelita grubego; HT-29/0oxa - ludzka linia komérkowa nowotworu jelita grubego opornego na
oksaliplatyne;

¢ ox-Pt = oksaliplatyna;

4.1.3 Zastosowanie ligandéw S-donorowych

Inny sposob obnizenia reaktywno$ci komplekséw platyny(Il) wzgledem GSH
1 zmniejszenia ich toksycznosci wobec komorek prawidtowych zaproponowat Jakubowski
1 wspotpracownicy (2018 r.), ktérzy zsyntezowali cztery karboksylanowe kompleksy
platyny(Il) z S-donorowa czasteczka DMSO (Tab. 4). ® Dwa najbardziej lipofilowe
kompleksy (IX i X) wykazaly aktywnos$¢ in vitro wzglegdem komorek nowotworowych
A549 podobng do cisplatyny, przy jednoczesnie mniejszej toksycznosci wzgledem
prawidtowych komoérek mysich fibroblastow (Tab. 4). Ponadto nowo otrzymane zwigzki
koordynacyjne wykazywaty wickszg podatnos¢ na hydrolizg
(K1 (sotv)= 2,81 - 5,93 x 10*s7!) niz cisplatyna (Ki soivy= 0,52 x 10*s7!), a takze mniejsze

powinowactwo do glutationu w poréwnaniu z cisplatyng i karboplatyng. 7
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Tab. 4 Karboksylanowe kompleksy platyny(Il) z S-donorowq czgsteczkg DMSO. ¢

Otoczenie koordynacyjne Pt(Il)

Wzory strukturalne
DMSO < ) ‘
[
@‘ @

/ﬁ\

VIIiIX

VIIIi X

eN-donorowa
triazolopirymidyna
skoordynowana przez
pierscien tiazolowy,

eN-donorowa
triazolopirymidyna
skoordynowana przez
pierscien tiazolowy,

o

IXiX R= @

Aktywnos¢ cytotoksyczna in vitro ® (ICso [uM])

*0,0-chelatujacy
malonian;

*0,0-chelatujacy
ligand CBDC;

VILi IX

VIIi VIl R =-CH_

.. , Zwiazek
Linia komorkowa
VII VI IX X cis-Pt karbo-Pt
A549° 472 39,9 10,1 15,4 9,0 >100
BALB3/T3" >100 35,1 37,1 40,5 3,2 14,3

2po 24 h inkubacji komorek z kompleksami;
Y A549 - ludzka linia komérkowa nowotworu ptuca, A2780 - ludzka linia komérkowa nowotworu jajnika;
BALB3/T3 - mysia linia komdrkowa prawidtowych fibroblastow;

4.2 Kompleksy platyny(II) z bioaktywnymi ligandami nosnikowymi
Toksycznos¢ komplekséw Pt(Il) moze zosta¢ zniwelowana poprzez poprawe

selektywnos$ci wychwytu leku przez komodrki nowotworowe. Jedng ze strategii

na zwigkszenie stezenia leku w komodrkach nowotworowych jest tworzenie koniugatéw

platyny z ligandami no$nikowymi np. peptydami, cukrami, czy hormonami. 7

4.2.1 Ligandy skoniugowane z peptydami

Wlodarczyk 1 wspotpracownicy (2018 r.) otrzymali pochodna karboplatyny
z duzym antygenem T wirusa SV40 (Tab. 5). Uzyty peptyd posiadal sygnatl lokalizacji
(NLS),

biatkowe - importyny, co umozliwia transport do jadra komorkowego.

jadrowe;j czyli sekwencj¢ aminokwasowa rozpoznawang przez nos$niki
Z analizy potencjatu cytotoksycznego wynika, ze kompleks XI obniza Zywotno$¢
wszystkich linii komoérek nowotworowych, z wyjatkiem OV-90w, w wigkszym stopniu niz
karboplatyna (Tab. 5). Natomiast nieskoordynowany NLS w analogicznych st¢zeniach nie
generuje zmian w Zywotnosci komorek (%przezywalnosci = 80 - 100%). 7
Dodatkowo badania z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej wykazaly,
ze kompleks XI zaréwno skutecznie przenika przez btong komorkowa i jadrowa i zostaje

rownomiernie rozprowadzony w cytoplazmie 1 jadrze komorek nowotworowych CP-70.
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Potwierdza to, zepeptyd NLS wnika do obu przedzialbw subkomoérkowych
1 prawdopodobnie dlatego jest skutecznym no$nikiem matych czasteczek leku. Co wiecej,
kompleks ten charakteryzuje si¢ dobra rozpuszczalnosciag w wodzie (w stezeniu 35 mM jest

rozpuszczalny catkowicie). 7

Tab. 5 Kompleks platyny(Il) z peptydem NLS. ”°

Wzor strukturalny

H)N

NLS N N
O
. 9~ L 0 2 q
; OH
3 \P; N7 N N NH NH, NH
7 = NE S NH
HN o A N ) 5 o 0
0
(0}
Xl NH,
NH, NH, 2

Otoczenie koordynacyjne Pt(II)

edwa ligandy aminowe,
*0,0-chelatujacy CBDC z podstawnikiem NLS;

Aktywnos¢ cytotoksyczna in vitro * (%oprzezywalnosci [%])

Zwigzek Linia komorkowa
A2780° | TOV-21G® | ES-2° CP-70® | SKOV3® | OV-90°
X1 40 50 75 60 45 70
karbo-Pt 75 60 80 70 60 55

2 po 72 h inkubacji komorek z roztworami kompleksow o stezeniach: 24,6 uM (A2780); 52,8 uM (CP70);
56,6 uM (TOV-21G); 56,6 uM (SKOV3); 18,4 uM (ES-2); 59,0 uM (OV-90);

®TOV21-G - ludzka linia komoérkowa nowotworu jajnika; ES-2 - ludzka linia komérkowa nowotworu
jajnika; CP-70 - ludzka linia komodrkowa nowotworowa jajnika; SKOV3 - ludzka linia komodrkowa
nowotworu jajnika; OV-90 - ludzka linia komoérkowa nowotworu jajnika;

4.2.2 Ligandy skoniugowane z cukrami

Niedotlenione komorki nowotworowe w celu wytworzenia ATP czgsto opieraja
swoj metabolizm na glikolizie, czyli beztlenowym rozkladzie glukozy. W konsekwencji
takie komorki wykazuja zwigkszony wychwyt glukozy. Kierujac si¢ tymi przestankami
Yano 1 wspotpracownicy (2012 r.) zsyntezowali dwa zwigzki koordynacyjne platyny(II)
z ligandami triazolo-pirydynowymi podstawionymi glukopiranozydem (Tab. 6). &

Analiza potencjatu cytotoksycznego przeprowadzona wobec komorek HelLa,

dowiodla, ze oba kompleksy charakteryzuja si¢ mniejsza aktywnos$cia niz cisplatyna
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(Tab. 6). Ponadto, niepozadanym parametrem byta niska rozpuszczalnos¢ obu kompleksow

w wodzie, ktora uniemozliwila poszerzenie badan biologicznych.

Tab. 6 Zwigzki kompleksowe platyny(ll) z triazolo-pirydynowymi  ligandami
podstawionymi glukopiranozydem. &’

Otoczenie f&kt?fwnoéc' cytotoksycz.n-z?
R in vitro * wobec linii
Wzory strukturalne koordynacyjne , )
komorkowej HeLa
Pt(II) . .-
(%przezywalnosci [%])
RO *N,N-chelatuj .
RO glukoplrmo7yd ,N-che a'ujqce Xlla XXIIb cis-Pt
RO ugrupowanie
/E—@ triazolo-
XITa XIIb pirydynowe, 65 80 15
R=H R= )1\ C{ *jon chlorkowy;

2 po 72 h inkubacji komoérek z roztworami kompleksow o stezeniu 1x104M;

Z kolei Annunziata i wspOlpracownicy (2021 r.) zsyntezowali seri¢ zwigzkow
kompleksowych platyny(Il) z triazolowymi ligandami skoniugowanymi z glukoza
(Tab. 7). 8!

Z badania wiasciwosci cytotoksycznych wynika, ze zwiazki koordynacyjne
Xllla - XIVb generuja wyzsze efekty cytotoksyczne (Tab. 7) niz odpowiadajace im
nieskoordynowane ligandy (ICso=o0d 2 do >200 uM). Najwieksza aktywno$ciag w tym
kierunku, sposréod nowo otrzymanych kompleksow, charakteryzuje si¢ XIVb (Tab. 7).
Analize cytotoksycznosci  powtdrzono  po inkubacji komorek  A431
z kwercytyng - inhibitorem transporterow glukozy (GLUT). Jednak nie zaobserwowano
zmiany w cytotoksycznosci, co sugeruje, ze receptory GLUT nie biorg udzialu
w transporcie kompleksu. Natomiast autorzy wykazali, Zze otrzymane zwigzki
koordynacyjne oddzialuja z DNA poprzez interkalacje. 3!

Warto tu jednak nadmieni¢, ze znane s3 kompleksy Pt(Il) z ligandami
skoniungowanymi z cukrami, ktére zmniejszaja swoja cytotoksyczno$¢ wzgledem
komorek inkubowanych z kwercytyng, a ich transport do wnetrza komorek zachodzi przez

transporter GLUT, 8283

35



Tab. 7 Kompleksy platyny(Il) z triazolowymi ligandami podstawionymi glukozq. '

Wzory strukturalne Otoczenie koordynacyjne Pt(1I)

2 pon NI Q - crso; X1l XIV
o (Q} *N,N-chelatujaca | *N,N-chelatujaca

1,10-fenantrolina, | 1,10-fenantrolina,

AN
N
bR A\I\ R = /PT\ *N-donorowa *N-donorowy lub
R,0 A ) : pirydyna, imidazol,
R0 O L\, egrupa metylowa; | egrupa metylowa;
lukoza R,0 OR,

Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [uM])

Zwigzek Linia komorkowa
HaCaT® A431° H9c2 ® MCE-7°
Xllla 66 12 22 35
XIVa >200 >200 >200 >200
XIVb 27 16 53 43
cis-Pt 6,6 39 8 18

2 po 48 h inkubacji komoérek z kompleksami;

®HaCaT - ludzka linia komérkowa normalnych keratynocytéw; A431 - ludzka linia komérkowa nowotworu
naskorka; H9c2 - prawidlowa linia komoérkowa mioblastow komorowych zarodkowych serc szczurzych;
MCF-7 - ludzka linia komérkowa nowotworu piersi zaleznego od hormonow;

4.2.3 Ligandy skoniungowane z hormonami

Ouellette 1 wspodtpracownicy (2019r.) zsyntezowali trzy nowe zwigzki
koordynacyjne platyny(II) skoordynowane z triazolem skoniungowanym z testosteronem
(Tab. 8). Ich zdaniem, wlaczenie do sfery koordynacyjnej ligandow zawierajacych
w swojej strukturze testosteron moze przetozy¢ si¢ na powinowactwo do receptorow
androgenowych, ktorych poziom w komorkach nowotworowych raka prostaty jest
podwyzszony. Najwiekszy efekt cytotoksyczny, sposréd wszystkich przebadanych
zwigzkow, wywotat kompleks XV (Tab. 8). Warto podkresli¢, ze zwigzek ten byl bardziej
aktywny wobec komorek raka prostaty zaleznego od hormonoéw w poréwnaniu do komorek
raka prostaty niezaleznego od hormondéw (Tab. 8). Jednoczes$nie zwigzek XV byl mato
aktywny zarowno w przypadku nowotworowych komoérek HT-29, jak 1 prawidlowych
HaCaT. Niekorzystnym parametrem byta niska rozpuszczalno$¢ kompleksow Pt(II)
w wodzie. Nieskoordynowane ligandy charakteryzowaly si¢ wigkszym lub
poréwnywalnym potencjalem cytotoksycznym (ICso=o0d 6,3 do > 50 uM) z kompleksami
XXVIaiXVIb (Tab. 8). ¥
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Tab. 8 Kompleksy platyny(1l) z ligandami skoniungowanymi z testosteronem.

Wzory strukturalne

OH

+ CF
testosteron
o SN = \
XV ll@_@ N P“‘
Cl/P\Cl XVla R= -CH - a
XVIb R= -CH_-CH -
Otoczenie koordynacyjne Pt(II)
XV XVI
*N,N-chelatujace ugrupowanie *N,N,N-chelatujace ugrupowanie
triazolo-pirydynowe, triazolo-amino-pirydynowe,
*dwa jony chlorkowe; * jon chlorkowy;
Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [uM])
Zwigzek Linia komérkowa
LNCaP (AR+)® | PC3 (AR-)® | DUI145 (AR-)¢ | HT29 ¢ | HaCatf
XV 2,2 13,3 8,8 >25 >25
XVlIa, XVIb >25 >25 >25 >25 >25
cis-Pt 2,1 0,5 1,0 1,3 5,1

2po 24 h inkubacji komoérek z kompleksami;

"LNCaP (AR+) - ludzka linia komérkowa nowotrowu prostaty zaleznego od hormonéw; PC3 (AR-) - ludzka
linia komorkowa nowotworu prostaty niezaleznego od hormonéw; DU145 (AR-) - ludzka linia komoérkowa
nowotworu prostaty niezaleznego od hormonéw;

Natomiast w tzw. hormonowrazliwym (ER+) raku piersi, jajnikéw, jelita grubego
1 prostaty, obserwuje si¢ nadekspresj¢ receptorow estrogenowych (ER). W zwigzku z tym,
zaprojektowanie kompleksow skoniungowanych z estrogenami moze stanowic
interesujacy kierunek badawczy. Kitteringham 1 wspotpracownicy (2019 r.) zsyntezowali
dichlorkowy 1 cyklobutano-1,1-dikarboksylanowy kompleks platyny(II)
z triazolo-pirydyng skoniungowang z estradiolem (Tab. 9). 3

Ocena wtasciwosci cytotoksycznych kompleksow wykazata, ze oba zsyntezowane
zwiazki sg znacznie bardziej aktywne cytotoksycznie w porownaniu do cisplatyny
1 karboplatyny w hodowli 2D 1 generuja ok. 30-krotnie wyzsza cytotoksycznos$¢ wzgledem
komorek raka ER+ w porownaniu z referencyjng linig raka jelita grubego ER- (Tab. 9).
Zarowno kompleks XVIla jak 1 XVIIb zachowaly swoja aktywno$¢ przeciwnowotworowa
w modelu hodowli 3D komorek nowotworu jajnika 1 zmniejszyly zywotno$¢ sferoidow
komorek A2780 odpowiednio ok. 9-krotnie 1 5-krotnie bardziej w poréwnaniu z cisplatyng

(ICs0 xvitai xvib = 12,41 uM 1 20,1 uM vs. ICs0 cispt=111,6 pM). ¥
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Tab. 9 Kompleksy platyny(Il) z ligandami skoniungowanymi z estradiolem. %’

Wzory strukturalne

H
2 H, O
HO N AV * NP
)
4 | Ht 4 [|\] Pt
=N N d =N N 0
H, _
XVIla Xvip 2 o
estrogen

HO HO

Otoczenie koordynacyjne Pt(II)

XVIIb
*N,N-chelatujace ugrupowanie
amino-propanowe,
*0,0-chelatujacy CBDC;

Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [pm])

XVlIla
*N,N-chelatujace ugrupowanie
amino-propanowe,
*dwa jony chlorkowe;

Zwiazek Linia komorkowa
A2780 2008 ° A431° MCF-7 HCT-15°
XVlIla 0,01 0,09 0,03 0,01 0,4
XVIIb 0,1 0,7 0,5 0,3 1,8
cis-Pt 2,6 2,2 1,7 7,6 13,9
karbo-Pt 3,6 5,8 12,3 >100 >100

2po 72 h inkubacji komoérek z kompleksami;
2008 - ludzka linia komérkowa nowotworu jajnika; HCT-15 - ludzka linia komérkowa nowotworu jelita
grubego;

4.3 Kompleksy platyny(I) ukierunkowane na odmienny mechanizm
dzialania niz wigzanie z DNA

4.3.1 Kompleksy oddzialujace z biatkkami PTP1B

Dijadrowe  kompleksy  platyny(I) to nowa  klasa  potencjalnych
przeciwnowotworowych zwiazkéw koordynacyjnych. Kompleksy te podobnie jak
cisplatyna, preferencyjnie tworzg wewnatrzniciowe wigzania krzyzowe z sagsiadujacymi
ze sobg guaninami, jednak coraz wigcej badan wskazuje, ze nukleozasady nie sg jedynymi
celami biologicznymi tych zwiazkdéw. Moga one by¢ zaangazowane w interakcje z innymi
bioczasteczkami, szczegdlnie enzymami i biatkami. Wang 1 wspotpracownicy (2021 r.)
zsyntezowali 4 dijadrowe zwiagzki kompleksowe platyny(Il) z pochodnymi 1,2,4-triazolu,

petnigcymi role ligandéw mostkujacych (Tab. 10). 8¢
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Tab. 10 Dijgdrowe kompleksy platyny(ll) z pochodnymi 1,2,4-triazolu petnigcymi role
ligandéw mostkujgcych. 5

Wzor strukturalny / struktury krystaliczne

XVIIId

Otoczenie koordynacyjne Pt(Il)

Dwa centra platyny(II) potaczone czterema ligandami triazolowymi przez atom azotu
ugrupowania triazolowego i cztery atomy siarki podstawnika;

Aktywnos$¢ cytotoksycezna in vitro * (ICso [uM])

Linia Zwiagzek
komérkowa XVIIla XVIIIb XVIIIc XVIIId cis-Pt
MCF-7 39,8 48,5 16,6 48,7 6,3
HepG2 >50 16,6 5,5 28,2 5,9
A549 >50 >50 >50 >50 22,9
HI-7720° >50 >50 >50 >50 b.d.©

2 po 48 h inkubacji komorek z kompleksami;
Y HI-7720 - ludzka linia komérkowa biataczki;
¢b.d. = brak danych;
Z analizy potencjatu cytotoksycznego wynika, ze najwigksza aktywnos$cig w tym
kierunku charakteryzuje si¢ kompleks XVIlIc (Tab. 10). Jednakze badanie oddziatywania

z DNA wskazalo na tworzenie bardzo stabych potaczen z tym biopolimerem, co sugeruje,
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ze interakcje z innymi celami biologicznymi sg odpowiedzialne za antyproliferacyjne
wiasciwosci zwigzku XVlIllc. Biorac pod uwage, ze w komoérkach MCF-7 obserwuje si¢
nadekspresje biatkowej fosfatazy tyrozynowej 1B (PTP1B), autorzy postanowili przebadaé
XVIlIc pod wzgledem wtasciwosci inhibitujacych aktywnos¢ tego biatka. Potwierdzono,
ze kompleks ten hamuje aktywnos¢ PTP1B (ICso=16 uM) poprzez wigzanie z miejscami
allosterycznymi, a stala wiagzania wynosi 5,28 x 10* M™!. Wyniki sugeruja, Ze mechanizm
antyproliferacyjny XVIIIlc wobec komoérek MCF-7 1 HepG2 moze by¢ inny niz
w przypadku cisplatyny. ¥ Warto jednak nadmieni¢, ze mechanizm dzialania oparty
o inhibicj¢ PTP1B nie jest domeng jedynie dijadrowych kompleksow o rozbudowanych
strukturach. Yuan i wspolpracownicy w 2019 roku otrzymali znacznie prostszy pod
wzgledem strukturalnym, monofunkcyjny kompleks Pt(Il) [PtHL(DMSO)CI] (gdzie
HL = 5-chlorosalicylidenoanilina), ktory wykazywat wyzsza cytotoksyczno$¢ wzgledem
komoérek MCF-7 (ICs0=0,32) niz cisplatyna (ICso=9,65), ale znacznie mniejsze
powinowactwo do DNA. Potwierdzono, ze [PtHL(DMSO)CI] hamuje aktywnos$¢ PTP1B
w wiekszym stopniu (ICso=0,25 uM) niz cisplatyna (ICso= 1,48 uM) i prawdopodobnie

wigze sie z bialkiem w miejscu allosterycznym. 86

4.3.2 Kompleksy oddzialujace z reduktazg rybonukleotydowg

W poszukiwaniu kompleksow Pt(Il) o innym mechanizmie dzialania niz wigzanie
z DNA szczego6lne zainteresowanie budzg zwigzki ukierunkowane na reduktaze
rybonukleotydowa (RR), bedaca enzymem niezbednym do syntezy DNA. Potwierdzono
korelacje miedzy aktywnos$cia RR a szybko$cig wzrostu guzéw nowotworowych. Za jedne
z najskuteczniejszych  inhibitorow RR  uwazane s3 a-(N)-Heterocykliczne
tiosemikarbazony, ((N)-TSC). Zainspirowani tymi doniesieniami naukowymi Matesanz
1 wspolpracownicy (2010.) zsyntezowali dwa ligandy
3,5-diacetylo-1,2,4-triazol-bis(*N-dimetylotiosemikarbazonowe) i ich  dijadrowe
kompleksy platyny(II) (Tab. 11).

Zwiazki oceniono pod katem aktywno$ci antyproliferacyjnej wzgledem linii
komoérek nowotworowych 1 prawidtowych (Tab. 11), a wspdtczynnik opornosci (RF)
(obliczony wg wzoru RF = (ICs0(A2780cisR))/(ICs0(A2780)) pokazuje, ze zar6wno wolne
ligandy jak 1 oba kompleksy omijaja oporno$¢ na cisplatyng w komoérkach A2780cisR
(RF=1,2-1,8 wvs. RFspi=10,7). Badania nefrotoksycznosci przeprowadzone

na komoérkach LLC-PK1 dowiodly, ze zarowno kompleksy jak i1 wolne ligandy
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(ICs0 >100 uM) generujg bardzo niskg nefrotoksycznoscia w stosunku do cisplatyny

(Tab. 11).

Tab. 11 Dijgdrowe

dimetylotiosemikarbazonem).

Wzor strukturalny / struktura krystaliczna

kompleksy z 3,5-diacetylo-1,2,4-triazolbis(*N-

88

Otoczenie koordynacyjne
Pt(I)

N=N, )\ Sy .
[ S ../ N-’N 'H"‘;{ of KaZde

centrum Pt(1D)

e sk g skoordynowane jest z J(fdpyrp
= L ag' \, | atomem azotu pier§cienia
\ N “SH N

74 ]\lf /N s e AN ) R
=N Vv ~/ w Jo 2N"g\Ht-;N 3 triazolowego, jednym
W e 1B S :

/4\ H /11\N¢K ﬁ’ﬁNN;g;,u,m/ atomem azotu ugrupowania
N =8¢ | iminowego i dwoma atomami

S\=N R N s ..

N Y 2 Al ¢ siarki;

—ON N S@H\l:‘,m
XIXa XIXb

Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro (ICso [uM] #)

Zwiazek L%nia komorkowa
A2780 A2780cisR ° NCI-H460 ® LLC-PK1°®
XIXa 10 18 >100 20
XIXb 40 56 53,1 >100
cis-Pt 0,44 4,7 45 7,03

2 po 48 h inkubacji komoérek z kompleksami;
> A2780cisR - ludzka linia komérkowa nowotworowa jajnika opornego na cisplatyne; NCI-H460 - ludzka
linia komorkowa ludzka linia komorkowa nowotworu ptuca; LLC-PK1 - prawidtowa linia komorkowa nerki

$wini;

4.4 Inne zwiazki kompleksowe platyny(II) z ligandami triazolowymi

4.4.1 Kompleksy z aminokwasami

Riccardi 1 wspotpracownicy (2020 r.) zsyntezowali ligand na bazie alaniny (kwas

(S)-2-amino-3-[4-propylo-3-(tiofen-2-ylo)-5-tiokso-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-1-

ylo]propanowy) i seri¢ zwigzkéw kompleksowych platyny(II) z tym ligandem (Tab. 12). ¥

Analiza potencjatu cytotoksycznego kompleksow 1 nieskoordynowanego liganda

wykazata, ze zwigzek XXa (Tab. 12) i1 ligand (%przezywalnosci =85 - 100% przy stezeniu

50 pM) byty malo aktywne wobec komorek nowotworowych, podczas gdy kompleksy

XXb 1 XXc charakteryzowala umiarkowana cytotoksyczno$¢ wobec komorek AS537

(Tab. 12). Badanie rodzaju $mierci komoérek wykazato dziatanie nekrotyczne XXb 1 XXc

na najbardziej wrazliwej linii komérek nowotworowych A375. Analiza oddziatywania

zDNA dowiodla, ze XXa, w odroznieniu od XXb i1 XXc, nie tworzy wigzan
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koordynacyjnych z mononiciowymi oligonukleotydami, co moze by¢ powodem braku jego

aktywnosci cytotoksycznej. &
Tab. 12 Kompleksy platyny(Il) z alaning. ¥

Wzory strukturalne

. K-
=
= S Q - Q
(i@ L
(%N &) (7 s
N ’N \ o )
\N Ny _-S N }\I
Pt o
O

/ \ Pr‘-x.. A\

@]
CPI.
H,N ~al
LN 0 2 2 0 “
Alanina
XXa XXb XXc
Otoczenie koordynacyjne Pt(Il)
XXa XXb XXc
*dwa S,0-chelatujace *S,0-chelatujacy ligand, *O,N-chelatujacy ligand,
ligandy; *dwa jony chlorkowe; *dwa jony chlorkowe;

Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro * (Yoprzezywalnosci [%])

Linia Zwiazek
komorkowa XXa XXb XXc cis-Pt
A375° 85 65 65 25
HelLa 90 80 100 20
HDF ® 100 100 100 65

2 po inkubacji 48 h komorek z kompleksami o stezeniu: XXa-XXc 50 pM, cis-Pt 10 uM;
Y A375 - ludzka linia komérkowa czerniaka; HDF - ludzka linia komérkowa prawidlowych fibroblastow
skory;

4.4.2 Kompleksy z ligandami triazolo-pirydynowymi

Simona Rubino i1 wspoipracownicy (2016 r.) zsyntezowali trzy dichlorkowe
kompleksy platyny(Il) z monodentatnym oraz bidentatnym chalatujacym ligandem
tirazolo-pirydynowym (Tab. 13). %

Wstepna analiza aktywnosci cytotoksycznej zwigzkow koordynacyjnych wykazata,
ze kompleksy XXIIa 1 XXIIb generujg nieznaczny efekt cytotoksyczny wzgledem komorek
nowotworowych (%przezywalonosci =~ 50 - 80% przy stezeniu 100 uM). Jedynie
kompleks XXIb redukowat w istotnym stopniu przezywalno$¢ komorkowa,

w konsekwencji badania nad tym zwigzkiem poszerzono i wyznaczono parametr ICso

(Tab. 13). Zwigzek XXIb byl aktywny cytotoksycznie wzgledem wszystkich badanych
42



komorek nowotworowych, jednoczesnie nie wykazujac toksycznosci wzgledem komoérek
prawidtowych CaCo-2 (%przezywalnosci=~ 90% przy stezeniu 100 uM). Wykazano,
7e $mier¢ komorek HepG2, MCF-7 i HCT116 zachodzi na drodze apoptozy. *°

Tab. 13 Zwigzki kompleksowe platyny(Il) z triazolo-pirydyng. *°

Wzory strukturalne

\
N N\ /NN aRr=CF
/ \ \ / N 1
— N\Pt. .N/LR bR=CF
c’ al
XXII
Otoczenie koordynacyjne Pt(Il)
XXI XXII
*dwa monodentatne N-donorowe triazole, | *N,N-chelatujaca triazolo-pirydyna,
*dwa jony chlorkowe; *dwa jony chlorkowe;
Aktywnos¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [um])
Zwiazek Lina komoérkowa
Wid HepG2 MCF-7 HCT116°
XXIb 24,8 18,5 8,3
cis-Pt 50,0 8,1 9,1

2 po 24 h inkubacji komoérek z kompleksami;
®HCT116 - ludzka linia komoérkowa nowotworu jelita grubego;

Natomiast Yulia M. Ohorodnik i wspotpracownicy (2023 r.) zsyntezowali dwa
dichlorkowe zwiazki kompleksowe platyny(Il) z N,N-chelatujaca triazolo-pirydyna
(Tab. 14). %

Zwiazki koordynacyjne oceniono pod wzgledem aktywno$ci cytotoksycznej
zardwno wobec komorek wrazliwych jak 1 opornych na dziatanie cisplatyny. Wykazano,
ze oba kompleksy generuja wigkszy efekt cytotoksyczny wzgledem komorek
niewrazliwych na cisplatyne (Tab. 14). Autorzy zaobserwowali, ze kompleksy w roztworze
DMSO szybko przechodza proces solwolizy i1 postanowili poglebi¢ badania nad tym
zagadnieniem. W przypadku zwigzku XXIIIb utworzenie mieszaniny rownowagowej
nastapito po 4 godzinach i zawierata ona mniej niz 10% wolnego liganda, podczas gdy
rozpad kompleksu XXIIIa trwat dluzej (ok. 20 godzin) przy wyzszej szybko$ci solwolizy
(mieszanina zawierata ok. 40% liganda). Te tendencje moga by¢ wyjasnione wyzszym
efektem trans tworzonym przez ligand odpowiadajacy kompleksowi XXIIIb 1 przeszkoda
steryczng wystepujaca w zwigzku XXllIla. Staba rozpuszczalno$¢ w wodzie i niska

stabilno$¢ testowanych kompleksow uniemozliwity ich dalsze badanie. ¢
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Tab. 14 Kompleksy platyny(Il) z triazolo-pirydyng. %

Struktury krystaliczne Otoczenie koordynacyjne Pt(II)

nw oo
cl = N/ﬁ
/ " C=N *N,N-chelatujaca triazolo-pirydyna,
*dwa jony chlorkowe;

H XXIIIb

Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [uM])

Linia Zwiazek
komorkowa XXlIlla XXIIIb cis-Pt
A2780 26 24 0,22
A2780cisR 6,1 20 4,3

2 po 72 h inkubacji komoérek z kompleksami;

4.4.3 Organometaliczne kompleksy o izomerii frans

Klinicznie zarejestrowane do leczenia nowotworéw kompleksy platyny(II)
charakteryzuje izomeria cis, gdzie hydroliza jondéw chlorkowych lub grupy
karboksylanowe;j jest kluczowa dla aktywacji. Biorac pod uwage t¢ zalezno$¢ przez dtuzszy
czas przewidywano, ze zwiazki koordynacyjne Pt(II) o geometrii frans nie beda
wykazywaty aktywnosci przeciwnowotworowej. Z tego powodu cytotoksycznosé
zwigzkow platyny(Il) o takiej izomerii jest mniej eksplorowanym obszarem badan. Singh
1 wspolpracownicy po raz pierwszy zsyntezowali trzy metaloorganiczne kompleksy
platyny(II) o izomerii trans z triazolem w strukturze (Tab. 15). %!

Z analizy potencjatu cytotoksycznego wynika, ze wszystkie kompleksy
charakteryzuja si¢ okolo 3 razy wigksza aktywnoscig niz cisplatyna (Tab. 15). Ponadto
badanie cytoszkieletu i architektury jadrowej wskazuje na odmienny mechanizm
generowania $mierci komorek po zastosowaniu nowo otrzymanych kompleksow niz
cisplatyny. Zaobserwowano catkowite uszkodzenie jadra komorek z linii MG-63 po
inkubacji z kompleksami XXIVa - XXIVc - sugerujacy wyciekanie zdezintegrowanego
DNA z jadra z powodu uszkodzenia btony jadrowej, co dowodzi u§miercania komorek na
drodze nekrozy. Dla porownania, leczenie cisplatyng spowodowalo powigkszenie komorek
bez zmiany ksztalttu jadra. Potwierdzono takze oddzialywanie kompleksow

XXIVa - XXIVc z DNA, co obserwowane bylo jako degradacja kolistego jednoniciowego
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DNA 1 zwigkszenie intensywnos$ci prazkéw liniowego DNA. Sugeruje to, ze zwiazki te

moga przecinaé koliste DNA, przeksztatcajac je w liniowe DNA. °!

Tab. 15 Organometaliczne kompleksy platyny(ll) o izomerii trans. *!

) Otoczenie koordynacyjne
Wzory strukturalne / struktura krystaliczna Pt(I1)

C

T \ 3 e
Nz 7 \ e
_PEt . "/
XXIVaR = 3 ,/
c ,c_ N
Eip” \ ' < o e N%
XXIVb R= | @ \" XXIVe
CH;

Cytotoksycznos¢ in vitro * (ICso [uM])

egrupa etynowa,
strietylofosfina,
*jon jodkowy;

.. , Zwiagzek
Linia komorkowa -
XXIVa XXIVb XXIVe cis-Pt
MG-63 ° 18,05 13,74 16,47 44,64
MD-MB-231° 16,61 22,47 16,78 >100
HDF 22,83 26,50 24,52 >100

2 po 24 h inkubacji komorek z kompleksami;
5 MG-63 - ludzka linia komérkowa kostniakomiesaka; MD-MB-231 - ludzka linia komdrkowa nowotworu
piersi;

5. Zwiazki koordynacyjne rutenu(Il) - obiecujaca alternatywa
dla cytostatykow platyny(II)

Pomimo  nieustajagcego  zainteresowania  naukowcow  projektowaniem
przeciwnowotworowych komplekséw Pt(Il), uwaza si¢, ze wymiana jonu centralnego
kompleksu, moze zniwelowac¢ liczne wady lekow platyny(Il). Jonem metalu, ktory zyskat
szczegoOlne zainteresowanie jest ruten(II)/(III). Wynika to z jego podobnych wlasciwosci
chemicznych 1 koordynacyjnych do atoméw platyny(Il), m.in. szybko$¢ wymiany
ligandow w kompleksach Ru(Il) (w zakresie 102 - 103s') jest podobna do tej
w kompleksach Pt(Il), co odpowiada $redniej dtugosci zycia komorki. *2 Wiele zwigzkow
rutenu charakteryzuje si¢ mniejsza toksycznos$cig niz leki platyny(Il), a niektdre z nich sg
selektywne wzgledem komoérek nowotworowych. > Zjawiska te moga wynikaé
z podobienstwa jonéw rutenu do jondow zelaza i1 nasladowania ich w wigzaniu si¢
z bioczasteczkami. W konsekwencji nadmiernie ekspresjonowane receptory transferyny
na komorkach nowotworowych moga skutecznie dostarcza¢ kompleksy Ru(IIl) do wnetrza

komorek. %2

45



Zainteresowanie zwigzkami koordynacyjnymi rutenu w ujeciu chemii lekéw
rozpoczelo sie¢ wraz z odkryciem, ze skoordynowanie ligandow charakterystycznych dla
cisplatyny (jonéw chlorkowych i czasteczek amoniaku) z Ru(Ill), prowadzi do otrzymania
kompleksow 0 aktywnosci przeciwnowotworowej (fac-[RuCl3(NH)3]
i cis-[RuCl2(NH3)4]Cl). * Kolejnym znaczacym krokiem bylo podstawienie ligandoéw
aminowych dimetylosulfotlenkiem i1 imidazolem w NAMI-A (Rys. 10), co spowodowato
pojawienie si¢ aktywnosci antymetastatycznej °’ oraz wprowadzenie NAMI-A do badan
klinicznych. *®° Nastepne modyfikacje struktury kompleksow rutenu, polegajace
na wlaczaniu kolejnych ligandow N-heterocyklicznych do sfery koordynacyjnej,
poskutkowato wprowadzeniem trzech kolejnych kompleksow do badaf klinicznych

(KP-1019 100101 'KP_1339 192 TLD1433 ') (Rys. 10).

NAMI-A TLD1433

KP-1019 KP-1339

« Leczenie guzéw litych i : LeCZ'eniff lekoopornychy, « Leczenie nowotworéw . LeCZeilie ’
niedrobnokomoérkowego guzow litych; . przewodu nOWOlWOorow
rak phuc; » Wycofany z badan pokarmowego; pecherza;

« Wycofany po II fazie :Z‘;;Zi“”h ze wzgledu f, w trakeie drugie fazy . ;’:Ztrilgzlzﬁdruglw
badan klinicznych. 4 B badan klinicznych. zy

rozpuszczalnosc. klinicznych.

L y 4 y 4 L

Rys. 10 Kompleksy rutenu(Ill) w badaniach klinicznych. °'-1%

Obecnie  jednym z  kierunkdw  poszukiwan  rutenowych  lekow
przeciwnowotworowych jest projektowanie zwigzkéw koordynacyjnych rutenu(Il)
z ligandami arenowymi. Inspiracjg do rozwoju tego obszaru chemii koordynacyjnej byto
odkrycie cytotoksycznych wlasciwosci kompleksow rutenu z rodziny RAPTA, gdzie
Ru(Il) skoordynowany jest z arenem i 1,3,5-triaza-7-fosfatricyklo-[3.3.1.1]dekanem. '%¢

Kompleksy te charakteryzujg si¢ pseudooktaedryczng geometrig, w ktorej ligand arenowy
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zajmuje trzy miejsca koordynacyjne i gl —

w oktaedrycznym otoczeniu, @ b . —
a pozostate trzy moga zostaé Ry N— - —

. . L/ \\C| Ligandy odchodzace
podstaw10ne przez hgandy Cl * Reguluja czas aktywacji kompleksu;

monodentatne lub polidentatne

Ligand nieoodchodzacy

chelatujgce. W konsekwencji, | * Moduluje whasciwosc

biologiczne;

kompleksy  przybieraja  strukturg
Rys. 11 Struktura  oraz  rola  ligandow

nazywang ,stolkiem do pianina” w kompleksach rutenu(ll) typu

(ang. piano-stool), gdzie ligand piano-stool.
arenowy tworzy ,,siedzisko”, a potaczenie ligandow mono- lub bidentatnych tworzy trzy
,nogi” (Rys. 11), 9%104

Obecnos¢ ligandéw arenowych moze wptywac na zwigkszony wychwyt zwigzku
przez komorki. Warto réwniez zwrdci¢ uwage na mozliwos¢ dwukierunkowego
oddzialywania arenowych kompleksow rutenu z DNA. Jony rutenu wigzg si¢
preferencyjnie z atomem azotu N7 guaniny (podobnie jak cisplatyna), natomiast
ugrupowania arenowe powoduja dodatkowe istotne deformacje na skutek interkalacji
DNA. 957197 Tigandy odchodzace, ktorymi sg zwykle jony chlorkowe, moga wplywaé
na czas aktywacji kompleksu. % Natomiast w miejsce ligandéw nieodchodzacych mozna
podstawi¢ ugrupowanie o okreslonej aktywnosci biologicznej, np. pochodne imidazolu lub
kwas etakrynowy majgce na celu wyeliminowanie lekoopornosci. ' Ze wzgledu
na hydrofobowos¢ liganda arenowego 1 hydrofilowo$¢ jonu centralnego kompleksy te sa

110,111

amfifilowe, co z jednej strony wplywa na rozpuszczalno$¢ w plynach ustrojowych,

a z drugiej na przenikanie zwigzkow przez lipidowe btony komorkowe. Niewatpliwg zaleta
w poréwnaniu do kompleksow Pt(I1) jest fakt, ze arenowe kompleksy Ru(I) sg stosunkowo
dobrze rozpuszczalne w wodzie. ' Ponadto metaloorganiczne wigzanie Ru-aren
charakteryzuje si¢ stabilno$cig niezaleznie od zmian pH i warunkow fizjologicznych,

a takze jest odporne na warunki redoks. °> Najcze$ciej stosowanymi ligandami arenowymi

108,110,112-114 108,110,112,114-118 1. 108,119-121
2

RF:] benzen, para-cymen, bifeny

108,119,121 108,119,121

dihydroantracen 1 tetrahydroantracen. Zauwazalna jest tendencja,

ze cytotoksyczno$¢ in vitro kompleksow rutenu wzrasta wraz ze wzrostem wielkosci

liganda arenowego, przy zastosowaniu tego samego liganda nieodchodzacego. 08:114.122.123
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6. Arenowe zwiazki koordynacyjne rutenu(Il) z ligandami
zawierajacymi pierscien triazolowy

W niniejszym rozdziale przedstawiono przyktady arenowych zwiazkéw
koordynacyjnych rutenu(Il) z ligandami zawierajacymi pierScien triazolowy,
o potencjalnym dzialaniu przeciwnowotworowym, opublikowane w latach 2010 - 2025.
Gltowne kierunki poszukiwan w tym obszarze badawczym przedstawiono na Rys. 12.
Z zestawienia widaé, ze ten obszar badawczy jest eksplorowany przez naukowcow
w mniejszym stopniu niz poszukiwanie cytotostatykéw opartych na zwigzkach

koordynacyjnych platyny(II).

RN

KIERUNKI POSZUKIWAN
NOWYCH KOMPLEKSOW Ru(Il)
Z LIGANDAMI TRIAZOLOWYMI

N

KOMPLEKSY Ru(Il) KOMPLEKSY Ru(ll) KOMPLEKSY Ru(IT) Z INNYMI

SKOORDYNOWANE Z LEKAMI SKOORDYNOWANE Z LIGANDAMI LIGANDAMI CHELATUJACYMI
SKONIUNGOWANYMI Z CUKRAMI

).
).

Rys. 12 Glowne kierunki poszukiwan zwigzkow kompleksowych rutenu(ll) z ligandami
triazolowymi.

6.1 Kompleksy rutenu(Il) skoordynowane z lekami

6.1.1 Kompleksy rutenu(Il) skoordynowane z letrozolem

Castonguay 1 wspolpracownicy (2012 r.) zsyntezowali seri¢ zwigzkéw
koordynacyjnych rutenu(Il) z letrozolem (Tab. 16). Naukowcy projektujac te zwiazki
kierowali si¢ potaczeniem wlasciwosci kompleksow Ru(Il) do indukowania $mierci
komoérek nowotworowych poprzez wigzanie z DNA z antyproliferacyjnym dziataniem

letrozolu wobec komorek, ktére pozostaty zywe.



Tab. 16 Arenowe kompleksy rutenu(Il) z letrozolem.

Wzory strukturalne / struktury krystaliczne

Otoczenie koordynacyjne Ru(II)

XXVaiXXVc XXVb XXVd XXVe
*benzen, *benzen, *benzen, *benzen,
sdwa *jedno emonodentatna *jedno monodentatne
monodentatne monodentatne trifenylofosfina, N-donorowe
N-donorowe N-donorowe *dwa jony ugrupowanie
ugrupowania ugrupowanie chlorkowe; triazolowe,
triazolowe, triazolowe, strifenylofostfina,
*jon chlorkowy; *dwa jony *jon chlorkowy;
chlorkowe;
Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro ¢ (%przeiywalnosci [%])
Linia Zwiazek
komorkowa XXVa XXVce XXVd XXVe letrozol
MCF-7 82 79 90 62 70
MCF-7 b.e. 85 95 71 27 30
U251N 100 100 90 920 90

2 po 24 h inkubacji komorek z roztworami kompleksoéw o stgzeniu 25 pM i letrozolu o stezeniu 50 pM;

"MCF-7 b.e. - komérki MCF-7 hodowane bez estrogenu; U251N - ludzka linia komorkowa glejaka

wielopostaciowego;

Zwiazki koordynacyjne XXVa, XXVc, XXVd 1 XXVe przebadano pod katem
aktywnosci cytotoksycznej. Kompleks XX Ve przejawiat szczegdlnie wysoka i selektywna
cytotoksycznos¢ wzgledem komodrek MCF-7 hodowanych w warunkach niedoboru
estrogenu, wigksza niz letrozol (Tab. 16). Co wigcej, zwigzek ten indukowal dwa razy

wigkszy efekt cytotoksyczny niz wynikatoby z addytywnego dziatania kompleksu rutenu
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1 letrozolu. Wykazano, ze kluczowa role w $mierci komorek indukowanej przez XXVe
odgrywa autofagia. Zaden z badanych zwiazkéw nie wykazat cytotoksyczno$ci wzgledem

komorek U251N. 33

6.1.2 Kompleksy rutenu(II) skoordynowane z lekami przeciwgrzybicznymi

Colina-Vegas 1 wspotpracownicy (2018 r.) zsyntezowali cztery p-cymenowe
kompleksy rutenu(Il) skoordynowane ze znanymi lekami przeciwgrzybicznymi:
klotrimazolem, ketokonazolem i flukonazolem (Tab. 17). 1?4

Ocena wtlasciwosci cytotoksycznych dowiodla, zZe wszystkie kompleksy,
z wyjatkiem XXVlIa, sa cytotoksyczne na poziomie poréwnywalnym z cisplatyng
(Tab. 17), =z kolei aktywno$¢ cytotoksyczna nieskoordynowanych lekow
przeciwgrzybicznych jest znacznie nizsza (ICso=o0d 9,74 do>100 uM). Badanie
oddzialywania z Iudzka albuming (HSA) wskazalo na wigzanie kompleksow
XXVIb-XXVId z HSA zumiarkowanym powinowactwem, gldwnie na sposob
oddziatywan elektrostatycznych (Kp = 1,78 - 7,90 x 10° M'"). Zwiazki te odznaczajg sie
takze zdolnos$cig do interkalacyjnego oddziatywania z DNA, gdzie najwigkszymi statymi
wigzania charakteryzowaty si¢ kompleksy skoordynowane z flukonazolem
(Ksv xxvia= 56,71 x 10* IxM™;  Kgy xxvio= 39,12 IxM™"). Analiza cyklu komérkowego
wykazata, ze kompleks XX VIc indukuje akumulacje komorek w fazie sub-G1, co sugeruje
odmienny mechanizm dzialania niz cisplatyny, ktéra powoduje zatrzymanie komorek
w fazie cyklu G2/M. Jednocze$nie taki wptyw na cykl komorkowy jest spojny
z doniesieniami literaturowymi dla innych arenowych kompleksow Ru(Il) i zazwyczaj
zwigzany jest zindukowaniem $mierci komodrek na drodze apoptozy, co roéwniez

potwierdzono w kolejnych badaniach. !4
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Tab. 17 Zwigzki kompleksowe rutenu(ll) z lekami przeciwgrzybicznymi.

Wzory strukturalne

124

Ru
Cl

/\N HO FAv
N\/N N\é /

/\
\—=x

")+ 2(‘1,
php f\
Ru 13 -/
Cl =N
F
ol N»./

flukonazol —

XXVIa F

0
ketokonazol
0
Ja v
N

A

or( M\
Ny

XXVIb

LN’
XXVIc 7 \( XXVId
Otoczenie koordynacyjne Ru(II)

XXVla XXVIb XXVlic XXVId
*p-Cym, *p-Cym, *p-Cym, *p-Cym,
*dwa monodentatne | *'monodentatne emonodentatne *monodentatne

N-donorowe

N-donorowe

N-donorowe

N-donorowe

ugrupowania ugrupowanie ugrupowanie ugrupowanie
triazolowe, triazolowe, imidazolowe, triazolowe,
*jon chlorkowy; strifenylofosfina, strifenylofosfina, strifenylofostfina,
*jon chlorkowy; *jon chlorkowy; *jon chlorkowy;
Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [uM])
Zwigzek Linia komorkowa
A549 DU-145 | MDA-MB-231 | MRC-5" L929°
XXVla >100 >100 >100 >100 >100
XXVIb 2,94 3,90 2,35 2,02 2,00
XXVlIe 0,61 5,13 0,63 1,16 1,15
XXVId 0,64 4,45 0,62 1,09 1,80
cis-Pt 14,42 2,33 2,44 23,9 16,53

2 po 48 h inkubacji komorek z kompleksami;
"MRC-5 - linia komérkowa zarodka ludzkiego; 1929 - mysia fibroblastopodobna linia komorkowa
pochodzaca z podskornej tkanki tacznej;
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6.2 Kompleksy rutenu(Il) z ligandami skoniungowanymi z cukrami

Majac na uwadze oméwione juz wcezesniej powinowactwo cukrow do komoérek
nowotworowych, Kacsir 1  wspolpracownicy (2021r.) zsyntezowali  seri¢
C- i N-glikopiranozylowych azoli i ich arenowych kompleksow rutenu(1l) (Tab. 18). !

Do analizy aktywnosci cytotoksycznej wyselekcjonowano lipofilowy (logD = 2,85)
kompleks XXVIIb. Zwigzek ten charakteryzuje si¢ wysoka cytotoksycznoscig wzgledem
wszystkich przebadanych linii komoérek nowotworowych (Tab. 18), podczas gdy zaden
z wolnych ligandow glikopiranozylowych nie wykazywal aktywnos$ci w tym kierunku.
Co wigcej, autorzy postulujg ze aktywno$¢ cytotoksyczna kompleksow Ru(Il) zwigzana
jest z generowanien ROS. !

Tab. 18 Arenowe kompleksy rutenu(ll) z ligandami skoniungowanymi cukrami. !

Wzory strukturalne

+ PF -
] + PFs,
1 /Ru-.._N\ = o
OR N = : R:)l\
N
RO o _N b R=
RO
OR ¢ R=H
XXVII
Otoczenie koordynacyjne Ru(II)
*p-cym,
*N,N-chelatujace ugrupowanie triazolo-pirydynowe,
*jon chlorkowy;
Aktywnos¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [pM])
Jwiazek Linia komorkowa
wigz
e A2780 D8 P U251IN MCF-7 Capan2
XXVIIb 0,9 1,53 2,82 1,29 2,18
cis-Pt 1,21 10,80 b.d. b.d. b.d.
karbo-Pt 27,98 b.d. b.d. b.d. b.d.
ox-Pt ° 0,12 4,59 b.d. b.d. b.d.

2 po 48 h inkubacji komorek z kompleksami;
®ID8 - mysia linia komoérkowa nabtonkowego nowotworu jajnika; Capan-2 - ludzka linia komoérkowa
gruczolakoraka trzustki,
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6.3 Inne kompleksy rutenu(Il) z ligandami chelatujgcymi

Zastosowanie  ligandow  polidentatnych ~ N,N-chelatujacych jest jedna
z najpowszechniej stosowanych strategii dostrajania wtasciwos$ci przeciwnowotworowych
kompleksow typu [Ru(ne-aren)(L)X]"". Jednakze zastosowanie triazoli jako ligandow
chelatowych w kompleksach Ru(Il) do tej pory przyciggnelo niewielkg uwage

naukowcow. 23

Lenis-Rojas 1 wspotpracownicy (2021 r.) syntezowali kationowe benzenowe
i p-cymenowe kompleksy rutenu(Il) skoordynowane z N,N-chelatujagcymi ligandami
ditriazolowymi lub triazolo-pirydynowymi (Tab. 19). '%°

Badanie potencjatu cytotoksycznego zwigzkéw koordynacyjnych Ru(Il) wykazato
aktywno$¢ cytotoksyczng kompleksow XXIXa 1 XXIXc wzglgdem komorek
nowotworowych raka A2870, przy jednoczesnym braku toksycznos$ci wzgledem
prawidtowych komorek fibroblastow (Tab. 19). Zwigzek XXIXa wykazywat rowniez
cytotoksycznos$¢ w stosunku do komérek HCT116 (Tab. 19). Brak szkodliwej toksycznosci
kompleksow potwierdzono takze w warunkach in vivo na zarodkach Danio
Prggowanego - nie zaobserwowano efektow letalnych wzgledem embriondw. Ponadto
kompleks XXIXa hamuje migracje komoérek i opoédznia prawidtowy postep cyklu
komorkowego. Zarowno XXIXa jak 1 XXIXc nie oddziatuja z DNA, natomiast indukuja
powstawanie reaktywnych form tlenu (ROS), co wyzwala $mieré¢ komodrek poprzez
autofagi¢ (po zastosowaniu XXIXa) lub autofagie 1 apoptoze (po zastosowaniu XXIXc).
Uzyskane wyniki sugeruja, ze mechanizmy cytotoksycznego dziatania zwigzkow XXIXa
1 XXIXc sg odmienne od standardowego mechanizmu charakterystycznego dla znanych

metalo-lekow przeciwnowotworowych. %
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Tab. 19 Aremowe kompleksy rutenu z chelatujgcym ugrupowaniem ditriazolowym
i tiazolo-pirydynowym. '%

Wzor strukturalny / struktury Kkrystaliczne

Otoczenie koordynacyjne Ru(II)

XXIXa 1 XXIXb XXIXc 1 XXIXd
*p-cym, *benzen,
*N,N-chelatujace ugrupowanie *N,N-chelatujace ugrupowanie
triazolo-pirydynowe, triazolo-pirydynowe,
*jon chlorkowy; +jon chlorkowy;
Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [uM])
Linia Zwigzek
komorkowa | XXTXa | XXIXb | XXIXc|XXIXd| «cis-Pt | doksorubicyna
A2780 7,6 47,6 7,26 >50 1,9 b.d.
HCTI116° 12,1 >50 >50 >50 b.d. 0,5
HCT116dox” | >50 >50 >50 >50 b.d. >6
fibroblasty 44,2 0,50 >50 >50 b.d. b.d.

2po 48 h inkubacji komoérek ze zwigzkami;
® HCT116dox - ludzka linia komdrkowa nowotworu jelita grubego opornego na doksorubicyne;
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Z kolei Muley 1 wspotpracownicy (2021 r.) zsyntezowali seri¢ p-cymenowych
kompleksow rutenu(Il) z dipirydyno-triazolem jako ligandem N,N-chelatujagcym (Tab. 20).
Badania autoréw skupity si¢ na analizie cytotoksycznosci. Wykazano, ze wszystkie
kompleksy (Tab. 20) w wigkszym stopniu redukuja zywotnos¢ komorek linii A549
niz MDA-MB-231, a zwigzkiem o najwigkszej aktywnos$ci przeciwnowotworowej

jest XXXb. 126

Tab. 20 Kompleksy rutenu(Il) z dipirydyno-triazolem. 1%

Wzor strukturalny / struktury krystaliczne

pegl

Ru— S
Cl/ N\

/N\ 4

0]

N

N
N=—
\ y/ o XXXa

Otoczenie koordynacyjne Ru(II)

*p-cym,
*N,N-chelatujace ugrupowanie triazolo-pirydynowe,
*jon chlorkowy;

Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [uM])

Linia komorkowa Zwigzek
XXXa XXXb XXXc
A549 6,56 4,74 13,67
MDA-MB-231 15,99 9,415 56,885

2po 72 h inkubacji komoérek z kompleksami;

Natomiast Chu i wspotpracownicy (2024 r.) zsyntezowali p-cymenowe kompleksy
rutenu(Il) z N,N-chelatujacym ligandem triazolo-aminowym (Tab. 21). 1?7

Ocena  aktywnosci  cytotoksycznej kompleksow 1  wolnego liganda
triazolo-aminowego wskazala XXXIb jako jedyny kompleks aktywny wobec wszystkich
przebadanych linii komérek nowotworowych (Tab. 21). Dodatkowo, zwigzek XXXIa byt
selektywnie cytotoksyczny wzgledem komorek MT4. Z kolei nieskoordynowane ligandy
wykazywaty bardzo niskg lub catkowity brak cytotoksycznosci

(ICso=0d 681 do >1300 uM). Analizy '"H NMR i UV-Vis potwierdzity wigzanie XXXIb
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z imidazolem 1 bioczgsteczkami zawierajgcymi imidazol (L-His, NADH, BSA, 1 5’-GMP).
Mechanizm wigzania wynika najprawdopodobniej z zastepowania odchodzacego liganda
chlorkowego pier§cieniem imidazolowym. Reaktywnos$¢ wzgledem bioczasteczek moze
wyjasnia¢ jego wysoka cytotoksycznos$¢ in vitro w porOwnaniu z innymi testowanymi
kompleksami. Dodatkowo na aktywnos$¢ przeciwnowotworowg XXXIb moze wptywac
zdolnos¢ do tatwego przekraczania blony komoérkowej zapewniong przez przeciwjon
BPhy. '

Tab. 21 Arenowe  kompleksy
triazolo-aminowym. 1%’

rutenu(ll)  z  N,N-chelatujgcym  ligandem

Wzory strukturalne ‘ Otoczenie koordynacyjne Ru(II)

saren,
*N,N-chelatujace ugrupowanie
triazolo-aminowe,

b X=BPh, sjon chlorkowy;
XXXI
Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [uM])
Zwiazek Linia komoérkowa
A549 HEK?293 HeLa MT4b BHK21°
XXXIa b.a. € >500 258 16 >500
XXXIb 27 20 16 9 23
auranofin 12 <0,1 <2 <2 <0,1

2po 96 h inkubacji komorek ze zwiazkami;
Y MT4 - ludzka linia komoérkowa biataczki; BHK21 - prawidtowa linia komérkowa nerki chomika;
b b.a. = brak aktywnoéci cytotoksycznej;

Riedl i wspotpracownicy (2016 r.) zsyntezowali seri¢ p-cymenowych kompleksow
rutenu(II) skoordynowanych N,C-chelatujacym z fenylo-triazolem (Tab. 22). 2

Z oceny wiasciwosci cytotoksycznych wynika, ze nowo otrzymane zwigzki
metaloorganiczne wykazuja aktywno$¢ przeciwnowotworowa (Tab. 22), podczas gdy
nieskoordynowane ligandy charakteryzuja si¢ znikomym efektem cytotoksycznym
(ICso0=0d >50 do >200 uM). Wartosci ICso kompleksow zwigkszaly si¢ wraz ze wzrostem
lipofilowo$ci wolnych ligandow, co przypisano wyzszej akumulacji komorkowe;.
Najbardziej cytotoksyczny kompleks XXXIIb wykazal wyrazny wplyw na dystrybucje
cyklu komorkowego - indukuje wzrost liczby komorek w fazie S przy stezeniu 25 pM,

podczas gdy XXXIle wymaga wyzszych stezen dla uzyskania porownywalnych efektow.
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Ponadto wszystkie badane kompleksy charakteryzuja si¢ powinowactwem wzgledem

aminokwasow (histydyny, metioniny i cysteiny). '?

Tab. 22 Arenowe kompleksy rutenu(ll) z triazolo-fenylem. I°

Struktury krystaliczne

Otoczenie koordynacyjne Ru(II)

‘p-cym;
*N,C-chelatujacy ligand triazolo-fenylowy;
*jon chlorkowy;
Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro * (ICso [nM])
) Linia komorkowa
Zwiagzek
A549 SW480 ° CH1/PA-1°
XXXIla 16 6,8 5,7
XXXIIb 13 6,6 4,6
XXXIIc >50 30 15
XXXIId >12,5 >12,5 10

2po 96 h inkubacji komoérek z kompleksami;

®SV-480 - ludzka linia komoérkowa gruczolakoraka okreznicy; CHI/PA-1 -ludzka linia komoérkowa

nowotworu jajnika;
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7. Cele pracy

Podstawowym celem badan stanowiacych zakres rozprawy doktorskiej bylo
otrzymanie nowych zwiazkéw koordynacyjnych platyny(Il) i rutenu(ll), ktore
wykazywatyby poréwnywalng lub wyzsza aktywno$¢ cytotoksyczng oraz nizsza
toksyczno$¢ wzgledem komoérek prawidtowych w poroéwnaniu do cisplatyny, a takze
omijalyby najpowszechniejszy mechanizm lekoopornosci lekow opartych na zwigzkach

kompleksowych Pt(II), jakim jest wigzanie z glutationem.

Kierujac si¢ przestankami literaturowymi poprawe wlasciwosci
przeciwnowotworowych kompleksow platyny(Il) i rutenu(Il) zaktadano osiggna¢ poprzez
wprowadzenie do sfery koordynacyjnej N-donorowych ligandow zawierajacych w swojej
strukturze pierscien azolowy. Dodatkowo, efekt cytotoksyczny starano si¢ wzmocnic¢
poprzez rozbudowanie pierscieni azolowych o ugrupowania wykazujace aktywnos$é
biologiczna. W konsekwencji do kompleksowania Pt(Il) i Ru(Il) zastosowano trzy grupy
ligandéw N-donorowych (Rys. 13).

(1S,4R,5R)-4-(4-fenylo-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-2-((S)-1-fenyloetylo)-2-azabicyklo[3.2.1]oktan

Ugrupowanie azabicyklowe, jest powszechnie znane ze swojej aktywnosci
przeciwnowotworowej. Przyktadami zwigzkow zawierajacych tg strukturg sa m.in.:
eixabepilon - lek przeciwnowotworowy stosowany w terapii raka piersi;
esalinosporamid A - obecnie znajdujacy si¢ w 11 fazie badan klinicznych leczenia
glejaka wielopostaciowego; #7188

eliczne zwiazki zawierajace 2-azabicyclo[2.2.1]heptan i 2-azabicyclo[3.2.1]oktan
wykazujgce dzialanie cytotoksyczne wzgledem komérek nowotworowych. '8-191

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa ugrupowania benzofuranowego, zarowno
w warunkach in vitro jak i in vivo, jest szeroko opisywana w literaturze. #4186,

Ponadto zdecydowano si¢ na zastosowanie ligandow o analogicznej strukturze,
roznigcych si¢ jedynie liczbg atomow azotu w pierscieniu azolowym (triazol
i imidazol) aby okresli¢, czy obecnos¢ pierscienia triazolowego jest kluczowa
dla cytotoksycznego dziatania kompleksow Pt(II).

5,7-dipodstawione-1,2,4-triazolo[1,5-a]pirymidyny

przez nasz zespot badawczy jako ligandy w kompleksach platyny(II) 78151177
i platyny(IV) 17818 oraz rutenu(Il) '>18:182 § rutenu(IIT) 181183 wykazujac ich
obiecujacg cytotoksycznosc in vitro.

dmtp R1 Rz =

dptp R| R2 =

N Zaleta ugrupowania triazolopirymidynowego jest podobienstwo budowy do
/N ~ ) zasad purynowych DNA, co moze przelozy¢ si¢ na mniejsze wykrywanie
R N—N adduktow Pt-DNA przez biatka naprawcze. Ukltady te przebadano w przesztosci
—
-CH,
g =
c

_CH

ibmtpR =-CH R =-CH;HCL  °
1 3 2 CH:

\ J

Rys. 13 Zestawienie ligandow N-donorowych wyselekcjonowanych do syntezy nowych
zwigzkow koordynacyjnych platyny(ll) i rutenu(ll) bedgcych przedmiotem badan
niniejszej rozprawy doktorskiej.
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Po dokonaniu doboru ligandéw przystagpiono do realizacji zatozonego

podstawowego celu badawczego poprzez:

1. Opracowanie metodyki syntez:

e zwigzkéw koordynacyjnych platyny(Il) typu: i) [PtClo(N-donor):],
i1) [PtClo(DMSO)(N-donor)], 1ii) [Pt(N-donor)>(ox)];

e bifenylowych zwigzkow koordynacyjnych rutenu(II) typu
[(n®-bip)RuClz(N-donor)].

2. Okreslenie czystosci produktow oraz sktadu sfery koordynacyjnej i sposobu
koordynacji ligandow w nowo otrzymanych zwigzkach kompleksowych Pt(II)
i Ru(Il) z zastosowaniem: analizy elementarnej (C, H, N), analizy MS, metod
spektroskopowych  (‘H, °C, °N, Pt NMR, IR, X-ray) i obliczen
teoretycznych DFT.

3. Oznaczenie lipofilowosci komplekséw Pt(II) i Ru(Il), bedacej glownym
parametrem determinujgcym bierny transport zwigzkéw do wnetrza komorek.

4. Oceng potencjatu do generowania lekoopornosci przez zwigzki koordynacyjne
Pt(IT) poprzez zbadanie ich oddziatywania z glutationem.

5. Ustalenie potencjatu przeciwnowotworowego zwiazkow koordynacyjnych Pt(II)
1 Ru(Il) poprzez wyznaczenie aktywnos$ci cytotoksycznej 1 antyproliferacyjnej
z uzyciem testow MTT 1 BrdU.

6. Wstepne badania nad mechanizmem dziatania komplekséw Pt(II) i Ru(Il) poprzez
analiz¢ oddzialywania z DNA oraz okreslenie wpltywu tych kompleksow
na przebieg cyklu komorkowego.

7. Wykazanie korelacji struktura-aktywnos$¢ badanych zwigzkéw koordynacyjnych

Pt(IT) i Ru(II).
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8. Odczynniki chemiczne

Nazwa Wzor Czystos¢ Firma
1,3-difenylo-1,3-propanodion Ci5sH1202 98% Sigma-Aldrich
2,4-pentanodion CsHsO2 >99,5%  Sigma-Aldrich
3-amino-1,2,4-triazol CoHaN4 >95% Sigma-Aldrich
6-metylo-2,4-heptanodion CsH1402 >98% Sigma-Aldrich
Agaroza NIPPON Genetics Europe
Azotan(V) srebra AgNO3 CZDA  Avantor S.A.
Bifenyl Ci2Hio >99% SAFC

Bufor PBS pastylki  Sigma-Aldrich
Bufor TAE NYZtech
Chlorek rutenu(I1II) RuCl3-H,O >95% Pol-Aura
Chlorek sodu NaCl CZDA  Avantor S.A.
Cisplatyna [PtCIo(NH3)2] >99.90%

DTNB C14HsN>OsS2 >98% Sigma-Aldrich
Kwas chlorowodorowy HCl POCH

Kwas malonowy C3H404 99% Sigma-Aldrich
L-glutation C10H17N306S >98% Sigma-Aldrich
Lit Li >98% Sigma-Aldrich
Midori Green Xtra NIPPON Genetics Europe
Pluronic®F 127 (C3HeO-CoH40)x Sigma-Aldrich
PluronicP®123 (C53HeO-CoH40)x Sigma-Aldrich
Szczawian potasu (COOK)2 >99% POCH Gliwice
Tetrachloroplatynian(Il) potasu ~ K;PtCls 98% Sigma-Aldrich
Tris(hydroksymetylo)aminometan C4H11NO; >99,9%  Sigma-Aldrich
Wersenian disodu CioHiaN20sNa2  299.9%  Sigma-Aldrich
Wodorotlenek sodu NaOH CZDA  Stanlab
a-Terpinen CioHise 85% Sigma-Aldrich

Rozpuszczalniki organiczne (1-oktanol, chloroform, etanol, dimetyloformamid,
DMSO, DMF eter dietylowy, eter naftowy, metanol) o czysto§ci CZDA zakupiono z firmy
Chempur.
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Wszystkie linie komérkowe uzyte w eksperymentach uzyskano z American Type
Culture Collection. Odczynniki do hodowli komorkowej, sulforodaming B, bromek
3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolu, Triton X-100, albuming¢ surowicy
bydlecej, Alexa Fluor 488 oraz DAPI zakupiono w firmie Corning, natomiast

bromodeoksyurydyne oraz Tali™ Cell Cycle Kit w firmie Thermo Fisher Scientific.

9. Preparatyka

W niniejszym rozdziale przedstawiono procedury syntez o$miu zwigzkow
koordynacyjnych platyny(Il) i trzech zwigzkow koordynacyjnych rutenu(II)
o zréznicowanej sferze koordynacyjnej (Rys. 14). Opracowanie metodyki syntez
kompleksow stanowito pierwszy i zarazem kluczowy etap badan nad nowymi sterycznie

rozbudowanymi zwigzkami kompleksowymi Pt(I1) i Ru(II).

r L PD g — RO
N_CH;

B Cl C - Ligandy azolowe
b ; Py ’ ,

€ I‘Pl

cl
E\
Lr\
N Gy, P
|

Rys. 14 Struktury nowych zwiqgzkow koordynacyjnych platyny(ll) i rutenu(ll) bedgcych
przedmiotem badan niniejszej rozprawy doktorskiej.

Szczegdlowa metodyke syntez zwigzkéw koordynacyjnych platyny(Il) i rutenu(II)

opisano w podrozdziatach 9.2 1 9.3.
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9.1 Synteza substratow

9.1.1 (1S,4R,5R)-4-(4-fenylo-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-2-((S)-1-fenyloetylo)-2-
azabicyklo[3.2.1]oktan
Ligand (1S,4R,5R)-4-(4-fenylo-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-2-((S)-1-fenyloetylo)-2-
azabicyklo[3.2.1]oktan (ftfeao) zsyntezowano i przekazano do kompleksowania przez
zespol naukowy prof. dr hab. inz. Elzbiety Wojaczynskiej z Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej. Metodyke syntezy liganda opisano we wspolnie

opublikowanym artykule naukowym. 28

9.1.2 (Benzofuran-2-ylo)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylo)etenon i 1-(benzofuran-2-
ylo)-2-(1H-imidazol-1-ylo)etenon
Ligandy (benzofuran-2-ylo)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylo)etenon (bfte)
i 1-(benzofuran-2-ylo)-2-(1H-imidazol-1-ylo)etenon (bfie) zsyntezowano i przekazano do
kompleksowania przez dr Agnieszke Tafelskg-Kaczmarek z Wydzialu Chemii

Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. '%°

9.1.3 5,7-dipodstawione-1,2,4-triazolo[1,5-a]pirymidyny
5,7-dimetylo-1,2,4-triazolo[ 1,5-a]pirymidyn¢ (dmtp), 7-izobutylo-5-metylo-1,2,4-

triazolo[1,5-a]pirymidyn¢ (ibmtp) i 5,7-difenylo-1,2,4- triazolo[1,5-a]pirymidyne (dptp)

zsyntezowano zgodnie z preparatyka opisang w rozprawie doktorskiej dr. Mateusza

Jakubowskiego, opracowang w naszym zespole naukowym. '3°

9.1.4 Malonian srebra

300 mg (2,89 mmola) kwasu malonowego rozpuszczono w S5 ml wody
destylowanej i dodano 230 mg (5,77 mmola) wodorotlenku sodu rozpuszczonego w 6 ml
tego samego rozpuszczalnika. Roztwodr reakcyjny mieszano przez 15 minut. Nastepnie
dodano 980 mg (5,77 mmola) azotanu(V) srebra rozpuszczonego w S ml wody
destylowanej. Mieszanie kontynuowano przez 15 min. bez dostgpu $wiatla, po czym
mieszaning reakcyjng schlodzono w temperaturze 4 °C. Powstaly osad przesaczono
iprzemyto trzykrotnie 5 ml wody destylowanej, etanolu 1 eteru dietylowego.

Po wysuszeniu w liofilizatorze otrzymano 486 mg produktu (wydajnos¢ 53,11%).
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9.1.5 1,4-dihydrofenyl

30,8 g (0,20 mola) bifenylu rozpuszczono w 1000 ml eteru dietylowego, dodano
2000 ml ciektego amoniaku i 3,2 g (0,45 mola) litu. Roztwdr reakcyjny mieszano przez
40 minut. Nastepnie kolejno dodano: 147,8 g (2,76 mola) chlorku amonu, 500 ml wody
destylowanej i 400 ml eteru dietylowego. Amoniak usuni¢to z mieszaniny reakcyjnej,
a warstwe eterowg oddzielono od warstwy wodnej. Nastepnie eter dietylowy odparowano
na wyparce obrotowej, a otrzymang frakcje¢ poddano destylacji pod zmniejszonym

ci$nieniem (0,25 mmHg; 70,0 - 72,0 °C). Otrzymano 26,6 g produktu (wydajnos¢ 89%).

9.2. Synteza zwigzkow koordynacyjnych platyny(Il)

9.2.1 Prekursorowy kompleks platyny(Il) cis-[PtCl2(DMSO);]

cis-[PtC1o(DMSO)] zsyntezowano wedlug opisanej w literaturze procedury. '*!
Kompleks ten stanowi substrat do syntez zwigzkow koordynacyjnych platyny(Il) Pt2, Pt6
oraz Pt7, ktorych synteze opisano w dalszych podrozdziatach (9.2.2.2 19.2.3.2). [27]

9.2.2 Kompleksy platyny(Il) z (1S,4R,5R)-4-(4-fenylo-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-2-
((S)-1-fenyloetylo)-2-azabicyklo[3.2.1]oktanem

Badania nad zwigzkami koordynacyjnymi z ligandem ftfeao stanowig kontynuacje
eksperymentow rozpoczetych w ramach realizacji mojej pracy licencjackiej
1 magisterskiej. Wykonujac badania do tych prac dyplomowych:

e opracowano metodyke syntezy dwoch dichlorkowych i jednego malonianowego
kompleksow platyny(Il) o wzorach ogélnych trans-[PtCly(ftfeao).] (Ptl),
cis-[PtCl2(DMSO)(ftfeao)] (Pt2) i [Pt(DMSO)(ftfeao)(mal)] (Pt3).

e dokonano charakterystyki strukturalnej Ptl - Pt3 przy uzZyciu spektroskopii
wielojadrowego (‘H, '*C, >N !%°Pt) rezonansu magnetycznego i spektroskopii
w podczerwienti,

e wykonano wstepng ocen¢ wlasciwosci biologicznych: 1) lipofilowosci,
i1) oddziatywania z GSH, iii) wstgpnej analizy aktywnosci cytotoksycznej in vitro
dla Pt1 i Pt3 wzgledem komodrek nowotworowych pecherza 5637 1 prawidlowych

komorek izolowanych z moczowodow SV-HUC-1.

Pozostate zaprezentowane w niniejszej rozprawie badania dla zwigzkoéw

koordynacyjnych Ptl - Pt3 wykonatam w ramach realizacji projektu doktorskiego.
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9.2.2.1 Synteza trans-|PtCl2(ftfeao):2] (Pt1)

25,0 mg (0,06 mmola) K>PtCls rozpuszczono w 5 ml wody i dodano 43,7 mg
(0,12 mmola) ftfeao rozpuszczonego w 15 ml chloroformu. Roztwor reakcyjny mieszano
przez 120h w temperaturze pokojowej. Nastgpnie rozdzielono warstwe wodng
od chloroformowej. Osad powstaly po zatezeniu fazy organicznej przemyto trzykrotnie
5ml wody destylowanej i eteru dietylowego, a nastepnie wysuszono w liofilizatorze

otrzymujac 41,7 mg produktu (wydajnos¢ 70,65%) (Rys. 15).

H3(
N "
20 V-0
\‘§\

120h, RT

K,PtCl,

Rys. 15 Schematyczne przedstawienie metodyki syntezy trans-[PtCl(fifeao):] (Ptl).

Wybrane parametry strukturalne dla kompleksu Pt1:

MS ESI LR: trans-[PtCly(ftfeao)+H] 'm/z 983,3;
Analiza elementarna (%oeksp./%teor.): %C 56,15/56,20; %H 5,41/5,34; %N 11,37/11,40;
195pt NMR (CDCls, 8/ppm): -2003;

'H NMR (CDCl, 8/ppm): 3,71 (H1); 2,42; 2,26 (H3); 4,01 (H4); 2,45 (H5); 1,31; 1,19
(H6); 1,84; 1,47 (H7); 1,79; 1,48 (H8); 7,75 (HS’); 7,81 (H7’=11"); 7,00 (H8’=10"); 7,16
(H9*); 3,28 (H1”); 1,35 (H2”); 7,35 (H4”=8"); 7,49 (H5"=7"); 7,49 (H6”);

13C NMR (CDCls, 8/ppm): 55,5 (C1); 47,4 (C3); 60,7 (C4); 33,6 (C5); 33,4 (C6); 21,0
(C7): 26,9 (C8); 146,9 (C4°); 122,4 (C5°); 127,8 (CT’=117); 128,2 (C8’=10"); 128,3 (C9");
62,7 (C17); 21,1 (C2”); 145,4 (C37); 127,4 (C47=8"); 128,6 (C57=7"); 127,4 (C6”);

ISNNMR (CDCls, 8/ppm): -322,2 (N2); -120,7 (N1°); -139,5 (N2°/N3°);

IR (cm™): 1668 v(C=N); 1452 v(N=N); 337 v(Pt=Cl);
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9.2.2.2 Synteza cis-[PtCl2(DMSO)(ftfeao)] (Pt2)

50,0 mg (0,12 mmola) cis-[PtClo(DMSO);] zawieszono w 5 ml roztworu
woda:etanol (v/v 1:1) i dodano 42,5 mg (0,12 mmola) ftfeao rozpuszczonego w 5 ml
chloroformu. Roztwor reakcyjny mieszano przez 24 h w temperaturze pokojowej. Powstaly
osad przesaczono i przemyto trzykrotnie 5 ml etanolu, acetonu i eteru dietylowego.

Po wysuszeniu w liofilizatorze otrzymano 55,6 mg produktu

(wydajnos¢ 67,70%) (Rys. 16).

=
+ i Cl .
Ny N 770
CPf
cis-[PtCL(DMSO),] > C7 Ny
24h, RT \
w N2 )T CHs

Rys. 16 Schematyczne przedstawienie metodyki syntezy cis-[PtCl>(DMSO)(ftfeao)] (Pt2).

Wybrane parametry strukturalne dla kompleksu Pt2:

MS ESI LR: cis-[PtCly(ftfeao)+H]" m/z 703,14;
Analiza elementarna (%eksp./%oteor.): %0C 41,77/41,66; %H 4,01/4,06; %N 7,81/7,76;
195pt NMR (CDCls, 8/ppm): -2999;

'H NMR (CDCls, &/ppm): 3,82 (H1); 2,76; 2,64 (H3); 4,52 (H4); 2,83 (HS); 1,60; 1,40
(H6); 1,88; 1,55 (H7); 1,91; 1,59 (H8); 8,27 (H5’); 8,18 (H7’=11"); 7,57 (H8’=10"); 7,52
(H9); 3,35 (HI™); 1,40 (H2”); 7,33 (H4”=8”); 7,34 (H5”=7"); 7,28 (H6); 3,43; 3,41
(DMSO CH);

13C NMR (CDCls, 8/ppm): 55,9 (C1); 47,3 (C3); 61,5 (C4); 40,1 (C5); 33,8 (C6); 21,5
(C7); 27,0 (C8); 147,3 (C4*); 123,7 (C5°); 127,8 (C6’); 128,6 (CT’=11"); 128,8 (C8’=10");
129,8 (C9°); 62,8 (C17); 20,9 (C2”); 144,5 (C3”); 127,2 (C47=8"); 128,8 (C57=7"); 127.8
(C6”); 44,0; 43,8 (DMSO CHs);

15N NMR (CDCls, 8/ppm): -322,6 (N2); -119,0 (N1°); -126,8 (N2°/N3°);

IR (cm™): 1664 v(C=N); 1461 v(N=N); 1135 v(S=0); 342, 317 v(Pt=Cl);
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9.2.2.3 Synteza [Pt(DMSO)(ftfeao)(mal)] (Pt3)

30,0 mg (0,04 mmola) Pt2 rozpuszczono w 20 ml chloroformu i dodano 13,7 mg
(0,04 mmola) malonianu srebra zawieszonego w 20 ml etanolu. Roztwor reakcyjny
mieszano przez 144 h bez dostepu $wiatta w temperaturze 35-45°C. Powstaty osad
przesagczono 1 przemyto trzykrotnie 5 ml wody destylowanej i eteru dietylowego.

Po wysuszeniu w liofilizatorze otrzymano 13,7 mg produktu (wydajnos¢ 43,80%) (Rys.

17).

H,C
1 _CH, H, €
Cl S O \/(H;
N, 70 0 Sz
C‘I/Pt\ + CH,(COOAg), SO
' N:}\J‘ > 2 o/ ‘N_,.;_-N\ N~ CHj3
N N H 144h, 45°C (0] N
vl -
Pt1 Pt3

Rys. 17 Schematyczne przedstawienie metodyki syntezy [Pt(DMSO)(ftfeao)(mal)] (Pt3).

Wybrane parametry strukturalne dla kompleksu Pt3:

MS ESI LR: [Pt(DMSO)(ftfeao)(mal)+H]" m/z 734,20;
Analiza elementarna (%eksp./%oteor.): %0C 45,90/45,83, %H 4,70/4,67; %N 7,59/7,64;
195pt NMR (CDCls, 8/ppm): -2530;

'H NMR (DMF-D-, 8/ppm): 3,77 (H1); 3,07;2,85 (H3); 4,71 (H4); 2,83 (H5); 1,91; 1,72
(H6); 1,91; 1,58 (H7); 1,66; 1,39 (H8): 8,61 (H5); 8,27 (H7’=11"); 7,70 (H8’=10"); 7,63
(HY); 3,59 (HI”); 1,40 (H2”); 7,47 (H4"=8”); 7,26 (H6”); 3,53 (DMSO CHs);
3,35 (mal CHa);

13C NMR (DMF-D7, 3/ppm): 56,3 (C1); 46,5 (C3); 62,2 (C4); 40,1 (C5); 26,8 (C6); 22,2
(C7); 33,5 (C8); 147,8 (C4); 124,8 (C5°); 128,1 (C6); 128,7 (CT°=11"); 129,1 (C8’=10");
130,1 (C9’); 62,4 (C17); 20,0 (C27); 144,9 (C37); 127,6 (C47=8”); 128,5 (C5"=7"); 127,2
(C6”); 42,33 (DMSO CHs); 49,8 (mal CHa); 172,1; 172,6 (mal COO");

15N NMR (DMF-D7, 8/ppm): -324,8 (N2); -117,3 (N1°); -150,0 (N2°/N3);

IR (cm™): pasmo v(C=N) zastoniete pasmem drgan rozciggajacych asymetrycznych
Vas(COO"); V(N=N) 1453; vas(COO") 1646; vs(COO") 1345;
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9.2.3 Kompleksy platyny(I) z 1-(benzofuran-2-ylo)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-

ylo)etenonem i 1-(benzofuran-2-ylo)-2-(1H-imidazol-1-ylo)etenonem

9.2.3.1 Synteza cis-|PtClz(bfte):] (Pt4) i cis-[PtClz(bfie):2] (PtS)

31,0 mg (0,075 mmola) K,PtCls rozpuszczono w 3 ml wody destylowanej i dodano
34,0 mg (0,15 mmola) bfte lub 34,6 mg (0,15 mmola) bfie rozpuszczonego w 5 ml
metanolu. Roztwor reakcyjny mieszano przez 24 h w temperaturze pokojowej. Powstate
osady przesaczono i przemyto trzykrotnie 5 ml wody destylowanej, metanolu i eteru
dietylowego. Po wysuszeniu w liofilizatorze otrzymano 18,0 mg Pt4 (wydajnos¢ 33,36%)

lub 14,4 mg Pt5 (wydajnos¢ 24,58%) (Rys. 18).

200~y 2 O
> 3 \L::) o \\;\?

’ «—— K,PtCly——
A aan RT
pi ; 24h, RT

Rys. 18 Schematyczne przedstawienie metodyki syntezy cis-[PtClz(bfte):] (Ptd)
i cis-[PtCl(bfie)z] (Pt5).

Wybrane parametry strukturalne dla kompleksu Pt4:

MS ESI(-) HR: [cis-[PtCly(bfte):]+H]" m/z: 719,03, C24H17N504CLPt;
195pt NMR (DMF-D7, 8/ppm): -2042;

'H NMR (DMF-D~, 8/ppm): 8,16 (H3); 7,94 (H4); 7,45 (H5); 7,64 (H6); 7,77 (H7); 6,18
(H2’); 8,45 (H3); 9,38 (H5);

13C NMR (DMF-D7, 3/ppm): 155,8 (Cla); 150,2 (C2); 115,6 (C3); 127,0 (C3a); 124,1
(C4); 124,5 (C5); 129,3 (C6); 112,4 (C7); 181,9 (C1°); 56,4 (C2°); 150,4 (C3”°); 147,5
(C57);

15N NMR (DMF-D~, /ppm): -170,3 (N17); -81,1 (N2”); -220,6 (N4);

IR (em-1): 1683 v(C=N); 1549 v(N=N); 335 v(Pt-Cl);
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Wybrane parametry strukturalne dla kompleksu Pt5:

MS ESI(-) HR: [cis-[PtCla(bfie)2]+ H]" m/z: 717,04, C26H19N4O4C11Pt;
195p¢t NMR (DMF-D7, 8/ppm): -1996;

IH NMR (DMF-D~, 8/ppm): 8,06 (H3); 7,93 (H4); 7,45 (H5); 7,64 (H6); 7,76 (H7); 5,96
(H2%); 7,48 (H2”); 7,06 (H3""); 8,31 (H5”);

13C NMR (DMF-D7, 3/ppm): 155,7 (Cla); 150,5 (C2); 114,7 (C3); 127,1 (C3a); 124,0
(C4); 124,4 (C5); 129,1 (C6); 112,3 (C7); 183,3 (C1°); 53,7 (C2°); 122,1 (C27); 128,5
(C3°°); 140,7 (C5”):;

ISN' NMR (DMF-D7, 8/ppm): -215,4 (N17); -220,5 (N4”);
IR (cm™): 1684 v(C=N); 323 v(Pt-Cl);

9.2.3.2 Synteza trans-|PtCl2(DMSO)(bfte)] (Pt6) i trans-[PtCl(DMSO)(bfie)] (Pt7)

31,6 mg (0,075 mmola) cis-[PtClo(DMSO);] zawieszono w 5 ml roztworu
woda:etanol (v/v 1:1) 1 dodano 17,2 mg (0,075 mmola) liganda bfte lub 28,9 mg
(0,075 mmola) liganda bfie rozpuszczonego w 3 ml metanolu. Roztwér reakcyjny
mieszano przez 48 h w temperaturze 45 °C. Powstate osady przesaczono i przemyto
trzykrotnie 5 ml wody destylowanej, metanolu i eteru dietylowego. Po wysuszeniu
w liofilizatorze otrzymano 25,6 mg Pt6 (wydajnos¢ 59,72%) Iub 20,1 mg Pt7
(wydajnos¢ 48,58%) (Rys. 19).
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Rys. 19 Schematyczne przedstawienie metodyki syntezy trans-[PtCl,(DMSO)(bfte)] (Pt6)
i trans-[PtCl>:(DMSO)(bfie)] (Pt7).

Wybrane parametry strukturalne dla kompleksu Pt6:

MS ESI(-) HR: [trans-[PtCla(bfte)(DMSO)] + H]" m/z: 568.97, C14H14N303SCLPt;
195pt NMR (DMF-D7, 8 /ppm): -3077;
'"H NMR (DMF-D7, 8/ppm): 8,18 (H3); 7,95 (H4); 7,46 (H5); 7,65 (H6); 7,79 (H7); 6,24

(H2); 8,67 (H3"*); 9,53 (H5”); 3,54 (DMSO CHs);
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13C NMR (DMF-D7, 8/ppm): 155,8 (Cla); 150,2 (C2); 115,5 (C3); 127,0 (C3a); 124,1
(C4); 124,5 (C5); 129,3 (C6); 112,4 (C7); 181,9 (CI°); 56,5 (C2°); 148,7 (C3°"); 146,5
(C5°*); 42,9 (DMSO CHa);

ISN' NMR (DMF-D7, 8/ppm): -169,7 (N17); -81,7 (N2”); -206,6 (N4”);
IR (cm™): 1694 v(C=N); 1556 v(N=N); 1130 v(S=0); 347 v(Pt-Cl);

Wybrane parametry strukturalne dla kompleksu Pt7:

MS ESI(-) HR: [trans-[PtCly(bfie)(DMSO)] + H]* m/z: 568,98, C1sHisN205CLPt;
195pt NMR (DMF-D7, 8 /ppm): -3056;

'H NMR (DMF-D~, 8/ppm): 8,08 (H3); 7,94 (H4); 7,45 (H5); 7,64 (H6); 7,79 (H7); 6,02
(H2°); 7,54 (H2”); 7,49 (H3”"); 8,56 (H5); 3,49 (CHs DMSO);

13C NMR (DMF-D7, 8/ppm): 155,7 (Cla); 150,5 (C2); 114,7 (C3); 127,1 (C3a); 124,0
(C4); 124,4 (C5); 129,1 (C6); 112,3 (C7); 183,2 (C1°); 53,9 (C2°); 121,7 (C27); 127,0
(C37); 140,1 (C5”’); 42,9 (DMSO CHs);

ISN' NMR (DMF-D7, 8/ppm): -214,3 (N17); -207,6 (N4”);
IR (em™): 1693 v(C=N); 1136 v(S=0); 345 v(Pt-Cl);

9.2.3.3 Synteza [(Pt(bfte)2(0x)] (Pt8)

28,0 mg (0,038 mmola) kompleksu Pt4 rozpuszczono w 2 ml DMF i dodano
47,7mg (0,076 mmola) azotanu(V) srebra rozpuszczonego w 3 ml DMF. Reakcje
prowadzono przez 2h w syntezatorze mikrofalowym Discover 2.0 (60°C, 150 W).
Nastepnie odwirowano wytracony osad chlorku srebra, a do supernatantu dodano 19,3 mg
(0,038 mmola) szczawianu potasu rozpuszczonego w 3 ml wody destylowanej i ponownie
wstawiono na 2 h mieszania do syntezatora mikrofalowego (60 °C, 150 W). Powstaty osad
odsgczono, a po zatgzeniu przesgczu otrzymano produkt koncowy, ktory przemyto
trzykrotnie 5 ml wody destylowanej, acetonu i eteru dietylowego. Po wysuszeniu w

liofilizatorze otrzymano 10,54 mg produktu (wydajnos$¢ 39%) (Rys. 20)
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Rys. 20 Schematyczne przedstawienie metodyki syntezy kompleksu [(Pt(bfte)>(ox)] (Pt8).

Wybrane parametry strukturalne dla kompleksu Pt8:

195pt NMR (DMF-D7, 6 /ppm):- 1738;

'H NMR (DMF-D7, 8/ppm): 8,19 (H3); 7,95 (H4); 7,45 (HS5); 7,65 (H6); 7,77 (H7); 6,23
(H2); 8,58 (H3"’); 9,45 (H5”’);

13C NMR (DMF-D7, 8/ppm): 155,8 (Cla); 150,1 (C2); 115,8 (C3); 127,0 (C3a); 124,1
(C4); 124,5 (C5); 129,4 (C6); 112,4 (C7); 181,9 (C1°); 56,5 (C2°); 150,6 (C3°); 147,6
(C57’); 166,0 (ox COO);

ISN NMR (DMF-D7, 8/ppm):- 169,1 (N17); -79,9 (N2”); -234,8 (N4”);

IR (cm™): pasmo v(C=N) zastoniete pasmem drgan rozciggajacych asymetrycznych

vas(COO); 1549 v(N=N): 1668 vas(COO"); 1368 vi(COO");

9.3 Synteza zwigzkow koordynacyjnych rutenu(II)

9.3.1 Synteza  prekursorowego dimerycznego kompleksu rutenu(Il)
[{(n°-bip)Ru(u-C1)}>Cl]

716,5 mg (0,0345 mola) chlorku rutenu(IIl) rozpuszczono w 20 ml etanolu i dodano
2 ml 1,4-dihydrobifenylu. Reakcje prowadzono w temperaturze wrzenia pod chtodnica
zwrotng przez 14 h. Nastgpnie mieszaning schtodzono do 4 °C. Powstaly osad przesgczono
1 przemyto trzykrotnie 5 ml eteru dietylowego. Po wysuszeniu w liofilizatorze otrzymano

1,1 g produktu (wydajnos¢ 48,9%).

9.3.2 Synteza [(m°®-bip)Ru(dmtp)CL)], [(m°®-bip)Ru(dptp)Cl)]
i [(m%-bip)Ru(ibmtp)Cl)]

50,0 mg (0,075 mmola) [{(n°-bip)Ru(pu-Cl)}>Cl>] dodano odpowiednio do 23,1 mg
(0,15 mmola) dmtp lub 42,2 mg (0,15 mmola) dptp rozpuszczonych w 15 ml metanolu
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lub 29,4 mg (0,15 mmola) ibmtp rozpuszczonego w 15 ml wody destylowanej. Reakcje
prowadzono w temperaturze wrzenia pod chtodnicg zwrotng przez 15 h. Osady powstate
po odparowaniu rozpuszczalnikdw przemyto trzykrotnie 5 ml eteru dietylowego.
Po wysuszeniu w liofilizatorze otrzymano 45,0 mg Rul (wydajnos$¢ 62,01%), 52,1 mg

Ru2 (wydajnos¢ 57,13%) lub 68,5 mg Ru3 (wydajnos¢ 86,76%) (Rys. 21).
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Rys. 21 Schematyczne przedstawienie metodyki syntezy [(n°-bip)Ru(dmitp)Cl>)] (Rul),
[(n%-bip)Ru(dptp)Cl2)] (Ru2) i [(4°-bip)Ru(ibmtp)Cl2)] (Ru3).

Wybrane parametry strukturalne dla kompleksu Rul:

MS ESI LR: [(n°-bip)Ru(dmtp)Cl2)] * m/z 427,99;
Analiza elementarna (%oeksp./%teor.): %C 48,30/48,11; %H 3,98/3,83; %N 11,61/11,81;

IH NMR (CDCls, 8/ppm): 8,73 (H2); 6,91 (H6); 2,71 (5-CHs); 2,74 (7-CHs); 6,42 (o-ph);
7,74 (o-ph'); 6,08 (m-ph); 7,35 (m-ph'); 6,24 (p-ph); 7,35 (p-ph’);

13C NMR (CDCl, 8/ppm): 156,0 (C2); 154,0 (C3a); 166,3 (C5); 111,8 (C6); 148,5 (C7);
25,3 (5-CHs); 16,8 (7-CHs); 96,6 (ph); 135,3 (ph'); 84,9 (0-ph); 128,7 (o-ph'); 80,8 (m-ph);
128,7 (m-ph'); 85,5 (p-ph); 129,2 (p-ph');

15N NMR (CDCls, 8/ppm): -112,1 (N1); -218,5 (N3); -116,2 (N4); -155,3 (N8);
IR (cm™): 1630 v(C=N); 1550 v(N=N); 290, 302 v(Pt-Cl);

Wybrane parametry strukturalne dla kompleksu Ru?2:

MS ESI LR: [(n®-bip)Ru(dptp)Cl2)] * m/z 597,02;

Analiza elementarna (%eksp./%oteor.): %0C 58,10/58,19; %H 3,77/3,71; %N 9,33/9,36;
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'H NMR (CDCls, 8/ppm): 8,84 (H2); 7,72 (H6); 8,20 (5-ph); 8,03 (7-ph); 6,42 (o-ph);
7,73 (0-ph’); 6,20 (m-ph); 7,34 (m-ph'); 6,33 (p-ph); 7,35 (p-ph’);

13C NMR (CDCls, 8/ppm): 156,7 (C2); 155,0 (C3a); 163.,4 (C5); 108,0 (C6); 149.6 (C7);
127,9 (5-ph); 129,5 (7-ph); 97,0 (ph); 135,0 (ph'); 84,6 (o-ph); 128,6 (o-ph'); 81,4 (m-ph);
128,7 (m-ph'); 85,1 (p-ph); 129,3 (p-ph’);

ISN'NMR (CDCl3, 8/ppm): -111,1 (N1); -217,0 (N3); -123,7 (N4); -159,7 (N8);
IR (ecm™): 1609 v(C=N); 1547 v(N=N); 295, 280 v(Pt-Cl);

Wybrane parametry strukturalne dla kompleksu Ru3:

MS ESI LR: [(n%-bip)Ru(ibmtp)Cl,)] * m/z 515,03;
Analiza elementarna (%eksp./%oteor.): %0C 51,51/51,16; %H 4,74/4,87; %N 10,86/10,85;

'"H NMR (CDCl3, 8/ppm): 8,68 (H2); 6,85 (H6); 2,73 (5-CH3); 2,94 (7-CH>); 2,26 (7-CH);
0,97 (7-CHz); 6,40 (o-ph); 7,73 (o-ph'); 6,11 (m-ph); 7,35 (m-ph'); 6,24 (p-ph);
7,35 (p-ph");

13C NMR (CDCls, 8/ppm): 155,9 (C2); 154,1 (C3a); 166,2 (C5); 111,6 (C6); 151,5 (C7);
25,4 (5-CHz); 39,2 (7-CHb»); 26,4 (7-CH); 22,4 (7-CH3); 96,9 (ph); 135,3 (ph'); 84,5 (0-ph);
128,7 (o-ph'); 81,3 (m-ph); 128,7 (m-ph'); 84,9 (p-ph); 129,2 (p-ph’);

15N NMR (CDCls, 8/ppm): -112,0 (N1); -219,0 (N3); -116,5 (N4); -156,0 (N8);

IR (cm™): vC=N 1609; vN=N 1546; vPt-Cl 296, 280;

10. Metodyka badan i aparatura
10.1 Charakterystyka strukturalna zwiazkow koordynacyjnych

10.1.1 Analiza elementarna

Analiz¢ elementarng kompleksow Pt(I) i Ru(Il) wykonano na aparacie Vario

MACRO CHN firmy ELEMENTAR Analysensysteme GmbH.
10.1.2 Spektrometria mas

Pomiary spektrometrii mas dla kompleksow Ptl1-Pt3 1 Rul - Ru3

przeprowadzono przy uzyciu spektrometru masowego Synapt G2-S (Waters)
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wyposazonego w zrodto jonow elektrorozpylanych (ESI) i1 analizator mas kwadrupolowy
z pomiarem czasu przelotu (qTOF), natomiast dla komplekséw Pt4 - Pt7 przy uzyciu
spektrometru masowego Synapt G2-S (Waters) wyposazonego w zrddlo jondow
elektrorozpylanych oraz analizator mas kwadrupolowych z analizatorem czasu przelotu.

Zdolnos¢ rozdzielcza analizatora TOF wynosita 35000 FWHM.
10.1.3 Spektroskopia wielojadrowego rezonansu magnetycznego

Widma NMR zarejestrowano na spektrofotometrze Varian INOVA 500,
pracujacego przy 499.8; 125,7; 50,6 i 107,4 MHz odpowiednio dla 'H, '3C, '*N, %Pt.
Odnos$nikiem dla 'H i *C byt TMS, dla "N CH3NO, oraz HyPtCs dla '*°Pt. Jako
rozpuszczalnik dla kompleksow Ptl, Pt2, Rul, Ru2, Ru3 i odpowiadajacych im ligandow
N-donorowych  zastosowano CDCIl3 natomiast dla kompleksow  Pt4 - Pt8

i odpowiadajacych im ligandéw N-donorowych zastosowano DMF-D».
10.1.4 Spektroskopia oscylacyjna

Widma oscylacyjne wykonano na aparacie aparatu Vertec 70v FTIR,
wykorzystujacym metode ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia (ATR),

w zakresie 4000 cm™ - 200 cm’!.
10.1.5 Rentgenowska analiza strukturalna

Monokrysztaty ~ zwigzkéw  koordynacyjnych  wykorzystane do  analiz

rentgenostrukturalnych otrzymano nast¢pujacymi metodami:

e monokrysztat Pt2a — rekrystalizacja bezpostaciowego osadu poprzez rozpuszczenie
w acetonie 1 umieszczenie w szczelnym naczyniu wypetnionym eterem dietylowym,;

e monokrysztalty Pt6 i Pt7 — rekrystalizacja bezpostaciowych osadow w mieszaninie
DMF:metanol (v/v 3:1), a nastgpnie powolne odparowanie rozpuszczalnikow;

e monokrysztat Rul — rekrystalizacja bezpostaciowego osadu w mieszaninie etanol:eter
dietylowy (v/v 1:1), a nastgpnie powolne odparowanie rozpuszczalnikow;

e monokrysztal Ru3 — powolne odparowanie rozpuszczalnika z roztworu mieszaniny

reakcyjne;j.

W rentgenowskiej analizie strukturalnej dane dyfrakcyjne dla monokrysztatéw Rul
1 Ru3 zebrano uzywajac dyfraktometru CCD Oxford Sapphire i zrodta promieniowania

MoKa A =0,71073 A, natomiast do analizy pozostatych struktur krystalicznych uzyto
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XtaLAB Synergy (Dualflex) z detektorem HyPix i zZrédtem promieniowania CuKa
L =1,54184 A dla Pt2 i MoKa A = 0,71073 A dla Pt5 i Pt6.

10.1.6 Teoria funkcjonalu gestosci

W badaniach DFT potaczono zestaw baz funkcjonatu wB97XD i LANL2DZ. Aby
doktadniej oceni¢ wpltyw $rodowiska wodnego, zastosowano standardowy model PCM.

(ang. Polarizable Continuum Model) zaimplementowany w programie Gaussa 16. '3
10.1.7 Transmisyjna Mikroskopia Elektronowa

Obrazowanie miceli metodg transmisyjnej mikroskopii elektronowej wykonano
przy uzyciu kamery TEM firmy FEI Europe, modelu Tecnai F20 X-Twin 2011, serii

mikroskopéw Tecnai G2.
10.1.8 Dynamiczne Rozpraszanie Swiatla

Do pomiaru $rednic hydrodynamicznych miceli zastosowano system Malvern

Zetaziser Nano ZS wykorzystujacy dynamiczne rozpraszanie Swiatla.
10.1.9 Spektrometria masowa z plazmg indukcyjnie sprz¢zona

Analizy ICP-MS przeprowadzono przy uzyciu spektrometru mas NexION 2000
(PerkinElmer) w standardowym trybie pomiaru. Urzadzenie skalibrowano przy uzyciu
wzorcoOw platyny (Pt) i rutenu (Ru) (PerkinElmer) w zakresie stezen 1 — 50 ug/l. Probki
zmineralizowane woda krolewska w stosunku 1:2 rozcieniczono 100 - krotnie 1% HNO;
przed pomiarem, a nastepnie zarejestrowano sygnaty dla izotopow ‘Pt i '%?Ru. Zawarto$¢
platyny 1 rutenu w probkach obliczono na podstawie odpowiednich krzywych

kalibracyjnych.

10.2 Badania biologiczne

10.2.1 Lipofilowos¢

Lipofilowo$¢ kompleksow Ptl, Pt3, Pt4 - Pt8 i Rul - Ru3 wyznaczono metoda
wytrzasania w uktadzie dwoch niemieszajacych si¢ rozpuszczalnikéw: n-oktanolu
10,9 % roztworu NaCl (Rys. 22). Rozpuszczalniki uprzednio saturowano przez okres 7 dni.
Nastepnie przygotowano wyjsciowe roztwory badanych kompleksow w 1-oktanolu
(o kompleks = 0,06 mg/ml) i zarejestrowano ich widma spektrofotometryczne. W kolejnym

etapie zmieszano 2 ml roztworu co kompleks Z 2 ml 0,9 % roztworu NaCl, wytrzasano przez
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30 min., po czym oddzielono faz¢ organiczng od nieorganicznej. Roztwor warstwy
oktanolowej poddano ponownie analizie spektrofotometrycznej, a z roznicy absorbancji
roztworé6w wyjsciowych 1 roztworOw po wytrzasaniu wyznaczono zmian¢ stezen,

a nastgpnie wartos¢ logP. Dla kazdego ze zwigzkow oznaczenie powtdrzono pigciokrotnie.

/ Pomiar absorbancji

Roztwér badanego
kompleksu 0.9 % NaCl
w 1-oktanolu

C 1=
ﬁ Pomiar absorbancji E ]OgP= kompleksu w 1-oktanolu

kompleksu w 0.9 % NaCl

Wytrzasanie

Rys. 22 Schematyczne przedstawienie metodyki wyznaczania lipofilowosci.

10.2.2 Reaktywnos$¢ wzgledem glutationu

Reaktywnos¢ kompleksow platyny(Il) wzgledem glutationu wyznaczono przy
uzyciu metody Ellmana (Rys. 23 A). Procedura ta opiera si¢ na redukcji kwasu
5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoesowego) (DTNB), przez obecne w GSH grupy tiolowe,
do kwasu 2-nitro-5-merkaptobenzoesowego (Rys. 23 B), wykazujacego maksimum
absorbancji przy dtugosci fali A =412 nm. W wyniku tej reakcji GSH przechodzi w forme
utleniong GSSG.

A Roztwdér B

kompleksu Pt(IT)

Roztwor Bufor
GSH PBS
Roztwor (‘,’)
¥ prse N
=5 (=] OH o OH
S o OH

= = Pomiar absorbancji 2 ' ! - 2GSH — 2 o + 2GSSG
‘E \ > A=412nm Oy o o T 0Ny T
= = Il
= o

¥ Bufor PBS
kwas
5,5°-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy)
(DTNB)

kwas

Inkubacja Inkubacja r =
2-nitro-5-merkaptobenzoesowy

18h, 25°C 1h, 25°C

Rys. 23 Schematyczne przedstawienie wyznaczenia reaktywnosci kompleksow Pt(1l)
wzgledem GSH przy uzyciu metody Ellmana.
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Sporzadzono roztwory wyjéciowe: i) wodny roztwdér GSH (co gsu= 5,00x10 M),
ii) roztwor DTNB w buforze PBS (co prns = 2,50%107* M), iii) roztwory kompleksow Pt(II)
w etanolu (Ptl), DMF (Pt3-Pt7) lub wodzie destylowanej (cisplatyna)
(Co kompleks = 5,00x10"* M). Nastepnie przygotowano proby badane poprzez zmieszanie
0,1 - 1,0 ml roztworu cogsu, 1,0 ml roztworu cokompleks 1 uzupelnienie buforem PBS
do 10 ml. Przygotowane w ten sposoéb mieszaniny inkubowano przez 18 h w 25 °C. Po tym
czasie 0,5 ml kazdej proby zmieszano z 0,5 ml roztworu co prag, uzupetniono buforem PBS
do 10 ml i ponownie inkubowano przez 1 h w 25 °C. Otrzymane w ten sposob mieszaniny
zbadano spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A =412 nm i1 poréwnano wartosci stezen
GSH w roztworach przed i po inkubacji z badanymi zwigzkami. Dla kazdego ze zwigzkow

oznaczenie powtorzono dwukrotnie.
10.2.3 Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro

Aktywnos¢ cytotoksyczng in vitro kompleksow Pt(II) 1 Ru(Il) zbadano przy uzyciu
dwoch roznych testow: 1) testu z barwieniem sulforodaming B (SRB), i) testu z barwieniem

bromkiem 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowym (MTT) (Rys. 24).

Aktywnos$¢
¢ in vitro .
Test SRB Test MTT
! ’
‘ . : ]
gmmek\sy _ Kompleksy Pe(lD) {mpl} Komp@' Ru(I)
Ru(ll) i odpowiadajgce im ligandy Ru(ID zamkniete w micelach

N-heterocykliczne Pluronic®

Ocena cytot‘oksycznoéci
komplekséw Rul-Ru3 w
celu poréwnania ich
aktywno$ci z p-cym
analogami otrzymanymi
wczesniej przez nasz
zesp6t badawczy. 1!

Ocena cytot‘bksycznoéci
komplekséw Ptl1, Pt3,
Pt4-Pt8 i ligandow
ftefao, bfte, bfie.

Ocena cyto%oksycznoéci Ocena cytofoksycznoéci
najbardziej aktywnego komplekséw Pt1, Pt4

kompleksu Ru2, i Ru2 zamknietych
wyselekcjonowanego na w micelach
podstawie testu SRB, Pluronic®P123
w celu poréwnania i Pluronic®F127.
z kompleksami Pt(II).

Rys. 24 Zestawienie przeprowadzonych w ramach realizacji niniejszej rozprawy
doktorskiej badan cytotoksycznosci in vitro kompleksow Pt(1l) i odpowiadajgcych
im ligandow N-heterocyklicznych oraz kompleksow Ru(II).
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Aktywno$¢ cytotoksyczng in vitro komplekséw Rul - Ru3 zbadano przy uzyciu
testu SRB, ktory stluzy do oznaczania ilosci biatka w zywych komdérkach. SRB wigze si¢
z zasadowymi aminokwasami bialek komorkowych, a ilo§¢ zwigzanego barwnika jest
proporcjonalna do liczby zywych komorek.

Zwiazki przebadano w panelu trzech ludzkich linii komoérek nowotworowych:
piersi (T47D), ptuca (A549), jelita grubego (LoVo) oraz linii komérkowej prawidtowych
mysich fibroblastow (BALB3T3). Komoérki wysiano na ptytki 96-dotkowe w gestosci
3x10* komorek/cm?. Przygotowano roztwory wyjsciowe komplekséw Rul - Ru3 poprzez
rozpuszczenie 1 mg kompleksu w 100 ul DMSO. Roztwory te rozcienczono nastepnie
odpowiednimi pozywkami do stezen koncowych 0,1 - 100 mg/ml. Po 24 h wstepnej
inkubacji komorek pozywki usuni¢to i dodano roztwory koncowe badanych zwigzkow.
Komoérki hodowano nastgpnie przez 72 h. Po inkubacji roztwory koncowe badanych
zwigzkow usunieto, do wszystkich dotkéw dodano odczynnik SRB, a nastgpnie probki
zbadano spektrofotometrycznie przy analitycznej dtugosci fali A=540 nm za pomoca
czytnika Synergy H4 Hybrid Reader. Dla kazdego z badanych zwiazkéw koordynacyjnych
Ru(Il) oznaczenie powtorzono trzykrotnie. Oceniono rowniez potencjalny wplyw DMSO
w zastosowanych stezeniach. Nie zaobserwowano zmian w zywotnosci komoérek pomiedzy

kontrolg standardowa, a kontrolg inkubowang z DMSO.

Aktywno$¢ cytotoksyczng in vitro kompleksow Ptl, Pt3 1 Pt4 - Pt8 oraz Rul
1 ligandow ftfeao, bfte i bfie wykonano przy uzyciu testu MTT, ktory pozwala na oceng
aktywnos$ci metabolicznej komorek. Analiza ta opiera si¢ na przeksztalcaniu
rozpuszczalnego w wodzie MTT w nierozpuszczalny formazan przez metabolicznie
aktywne komorki. Analityczna dlugos¢ fali absorbeji formazanu wynosi A =570 nm,
a zmierzony spektrofotometrycznie sygnat jest proporcjonalny do liczby Zzywych komorek.

Zwiazki przebadano w panelu ludzkich linii komérek nowotworowych: phluca
(A549) oraz pecherza (T24, HT1376, HB-CLS-1 1 5637), a takze jednej linii komoérek
prawidtowych izolowanych z moczowodu (SV-HUC-1). Komoérki wysiano na ptytki 96-
dotkowe w gestosci 5x10° komérek/cm? (T24 i A549), 10x10° komorek/cm? (HT1376),
20x10° komoérek/cm? (5637) lub 25x10° komérek/cm? (SV-HUC-1). Przygotowano
roztwory wyj$ciowe badanych zwigzkow w etanolu (ftfeao, Ptl), DMF (bfte, bfie, Pt3 i
Pt4-Pt8) Iub DMSO (Rul) o stezeniu 1mM. Roztwory te rozcienczono
nastepnie odpowiednimi pozywkami do stezen koncowych 1 - 10 uM (Pt1, Pt3 i Pt4 - Pt8,
ftfeao, bfte, bfie) lub 5 - 25 uM (Rul). Po 24 h wstepnej inkubacji komoérek pozywki
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usunigto 1 dodano roztwory koncowe badanych zwigzkéw. Komorki hodowano nastepnie
przez 72 h. Po inkubacji roztwory koncowe badanych zwigzkéw usuni¢to, do wszystkich
dotkow dodano odczynnik MTT o stezeniu 1 mg/ml, a nastgpnie inkubowano przez 2 h
w temperaturze 37 °C. Po tym czasie dodano DMSO w celu rozpuszczenia formazanu,
a probki zbadano spektrofotometrycznie przy analitycznej dlugosci fali A =570 nm
za pomocg czytnika mikroptytek Multiskan Sky (Thermo Fisher Scientific). Wartosci
absorbancji dla proby $lepej odjeto od wszystkich badanych dotkéw. Oceniono rowniez
potencjalny wplyw rozpuszczalnikow organicznych w zastosowanych st¢zeniach. Nie
zaobserwowano zmian w zywotnosci komorek pomigdzy kontrolg standardows, a kontrola
inkubowana z rozpuszczalnikami organicznymi.

Te¢ samg procedure zastosowano dla kompleksow Ptl, Pt4 i Rul zamknigtych
w micelach Pluronic®, z tg rdznica, ze micele zawieszono w buforze PBS, a stosowane
stezenia miescity si¢ w zakresie 0,05 - 1,5 uM.

Dla kazdego z badanych kompleksow Pt(II) i Ru(Il), ligandow ftfeao, bfte i bfie
oraz komplekséw Pt(II) i Ru(Il) zamknigtych w micelach oznaczenie powtdrzono

trzykrotnie.
10.2.4 Aktywnos$¢ antyproliferacyjna in vitro

Bromodeoksyurydyng (BrdU) uzyto do oceny wptywu kompleksdéw na proliferacje
komorek. Test opiera si¢ na inkorporacji BrdU do DNA podczas replikacji i jego
pozniejszej detekcji za pomocg przeciwciata anty-BrdU poprzez ilosciowe obrazowanie
fluorescencyjne.

Komorki z linii HT1376, T24, 5637, SV-HUC-1 wysiano na ptytki 96-dotkowe
w takiej samej gestosci jak w przypadku testu MTT. Roztwory badanych kompleksow
Pt(II) 1 Ru(Il) rowniez przygotowano analogicznie jak w przypadku testu MTT.

Po 24 h wstepnej inkubacji komorek usunigto pozywki, dodano koncowe roztwory
badanych zwiazkéw i hodowano komorki przez 72 h. Roztwor BrdU dodano 24 h przed
zakonczeniem eksperymentu. Komorki utrwalono 4% bezmetanolowym formaldehydem
zawierajagcym 0,1% Triton X-100 przez 15 min., a nast¢pnie przemyto buforem PBS.
Po utrwaleniu komorki inkubowano z 2 M HCI, a nastgpnie z 0,01 M buforem
cytrynianowym (pH = 6). Po przemyciu dodano 4% BSA (albumina surowicy bydlecej)
zawierajacy 0,1% Triton X-100 w celu zablokowania nieswoistych miejsc wigzania
przeciwcial. Komoérki barwiono sprzezonym z Alexa Fluor 488 monoklonalnym

przeciwcialem anty-BrdU przez 1 h, a nastgpnie barwiono DAPI w stezeniu 1 pg/ml przez
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15 min. Plytki wielodotkowe obrazowano za pomocag w pelni zautomatyzowanego
mikroskopu IX83 z jednostka kompensacji Z-Drift (Olympus, Japonia). Najpierw
ustawiono czasy obrazowania dla kazdej linii komérkowej i kanatu, uzywajac probek
kontrolnych. Nastepnie, uzywajac zdefiniowanych parametrow, dotki skanowano
za pomocg obiektywu LUCPlanFL N 0,45NA 20x skorygowanego do odpowiedniej
grubosci dna ptytki. Odleglo$¢ ogniskowania korygowano w czasie rzeczywistym
za pomocg jednostki kompensacji Z-Drift. Probki z kazdego powtdérzenia danej linii
komoérkowej obrazowano przy uzyciu doktadnych ustawien umozliwiajacych poréwnanie
ilosciowe. Po akwizycji obrazu, obrazy poddano wst¢pnemu przetwarzaniu za pomocg
oprogramowania CellSens Dimensions (Olympus, Niemcy) 1 przygotowano do analizy
za pomocg oprogramowania HCS ScanR (Olympus, Niemcy). Analiza wymagata najpierw
ustawienia parametrow detekcji obiektow jadra komorkowego z kanatu DAPI, a nastepnie
zdefiniowania obszaru wykrytego jako obszaru wyrdznionego dla integracji sygnatu
fluorescencji kanatu 488 (BrdU). Postprodukcja danych umozliwita wykluczenie
wszelkich obiektow btednie wykrytych i falszywie wykrytych. Dzigki temu podejsciu,
w trakcie eksperymentu analizowano wytacznie obiekty jednokomodrkowe. Proliferacje
komoérek obliczono poprzez poréwnanie odsetka komoérek DAPI-pozytywnych

calkowitych z komérkami BrdU-pozytywnymi dzielagcymi sig.
10.2.5 Analiza cyklu komorkowego

Analiza cyklu komorkowego opiera na pomiarze ilosci DNA z zastosowaniem
barwnika fluorescencyjnego. Roznice w intensywnos$ci fluorescencji odpowiadaja
zmianom w zawartoSci DNA w réznych fazach cyklu komorkowego, co pozwala
na identyfikacj¢ rozmieszczenia komorek w fazach G0/G1, S 1 G2/M.

Komorki z linit HT1376, T24, 5637, SV-HUC-1 wysiano na ptytki 96-dotkowe
w takiej samej gestosci jak w przypadku testu MTT. Roztwory badanych kompleksow
o stezeniu 1 uM (Ptl, Pt4 1 Pt8) lub 5 uM (Rul) rowniez przygotowano analogicznie jak
w przypadku testu MTT.

Po 24 h wstepnej inkubacji komoérek pozywki usunigto 1 dodano roztwory koncowe
badanych zwigzkow. Komorki hodowano nastepnie przez 72 h. Po inkubacji komorki
utrwalono w zimnym etanolu (96%, -20°C). Probki odwirowano i zawieszono w PBS
zawierajagcym komercyjnie dostepny, gotowy do uzycia roztwor jodku propidyny (zestaw
Tali™ Cell Cycle Kit) w stezeniu 25 pl/1x10° komoérek. Analize cyklu komérkowego
przeprowadzono za pomocg cytometru przeptywowego CytoFLEX (Beckman Coulter),
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a wyniki przetworzono za pomocg oprogramowania CytExpert. Dla kazdego z badanych

zwiazkow koordynacyjnych Pt(Il) i Ru(Il) oznaczenie powtdrzono trzykrotnie.
10.2.6 Oddzialywanie z DNA

10.2.6.1 Elektroforeza DNA plazmidowego pUC18

Roztwér DNA plazmidowego pUC18 w buforze TE (pH =7,5) przygotowano
zgodnie z wytycznymi producenta. Stezenie poczatkowe DNA plazmidowego pUCIS8
(copucis = 2,25) zbadano spektrofotometrycznie mierzac absorbancje przy analitycznej
dhugosci fali A =260nm oraz sprawdzono stosunek absorbancji A26onm/A280nm > 1,8, aby
upewnic¢ si¢, ze w probce nie wystepuja znaczace ilosci biatka. Przygotowano roztwory
wyjsciowe kompleksow w DMF (Ptl, Pt4, Pt8), DMSO (Ru2) lub wodzie destylowanej
(cisplatyna) o stezeniu cCokompleks = 1 mM, do dalszych rozcienczen postuzyt bufor TE.
Probki o statym stezeniu pUC18 (cpucis = 21,5 M) i zmiennym stezeniu kompleksow Ptl,
Pt4, Pt8 1 Ru2 (Ckompleks=2,15-215uM) oraz probg kontrolng cisplatyny
(Ckompleks = 21,5 pM) inkubowano 24 h w 37°C. Analogicznie oceniono rowniez
potencjalny wptyw DMF w najwickszym zastosowanym stezeniu. Po zakonczeniu
inkubacji do probek dodano bufor obcigzeniowy i probki naniesiono na zel agarozowy
(1% agarozy w buforze TE + barwnik Midori Green). Elektroforeze prowadzono przy
napigciu 60 V przez 2 h, a nastgpnie Zel uwidoczniono poprzez ekspozycje na $wiatlo

ultrafioletowe (312 nm) za pomoca systemu obrazowania Gel Doc XR + (Bio-Rad).

10.2.6.2 Lepkos¢

Do pomiaru lepkosci zastosowano wiskozymetr kapilarny typu potmikro
,»Cannon-Ubbelohde”. Do przyrzadu wprowadzono 3,0 ml roztworu buforowego
(NaCl 0,1 M, NaCac 2,5mM, pH = 7,0) 1 termostatowano temperaturze 25 °C przez
15 min. Nastepnie dodajac odpowiednie odczynniki zmierzono czasy przeplywow dla:
1) uzytego rozpuszczalnika (trozp.), i1) mieszaniny rozpuszczalnik + DNA (tpna)
1i1) mieszaniny DNA + roztwor Pt4 (tprobka). Wszystkie pomiary powtorzono co najmniej
pigciokrotnie.
Lepkos¢ wzgledng DNA n/no obliczono ze wzoru:

n _ tprébka—trozp.
Mo tpNA—trozp.
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10.2.6.3 Spektrofotometryczny pomiar zmian widma DNA w czasie

Do kuwety pomiarowej zawierajacej 1000 pl buforu (NaCl 0,1 M, NaCac 2,5 mM,
pH =7,0) dodano 25 pl roztworu Pt4 (copta=20 uM) i 110 ul DNA (copna =200 uM).
Natomiast do kuwety odniesienia dodano 1110 ul buforu i 25 pl cops aby wykluczy¢
naktadanie si¢ widm kompleksu Pt4 i DNA. Zmiany widma spektrofotometrycznego DNA

mierzono wykonujac pomiar co 10 min przez 5 h.

10.2.6.4 Miareczkowanie fluorescencyjne

Przeprowadzono miareczkowanie fluorescencyjne roztworu DNA (copna = 37 uM)
bromkiem etydyny (EtBr) az do osiagnigcia calkowitego wysycenia DNA. Tak
przygotowany uktad DNA-EtBr nast¢pnie miareczkowano roztworem kompleksu Pt4
(copta= 500 uM). W celu okreslenia jaki procent DNA wigze si¢ z kompleksem

wyznaczono krzywa zalezno$ci %F/FO w funkcji r = cpw/cpna.

10.3 Enkapsulacja

Micele kopolimeréw Pluronic®P123 i Pluronic®F127 oraz ich mieszanin
otrzymano metodg hydratacji cienkowarstwowej. Technika ta polega na przygotowaniu
roztworu kopolimeru w rozpuszczalniku o niskiej temperaturze wrzenia, dodaniu roztworu
odpowiedniego zwigzku, a nastepnie odparowaniu cieczy.

Do 50 mg Pluronic®P123, Pluronic®F127 lub mieszaniny
Pluronic®P123/Pluronic®F 127 (m/m 3:2) rozpuszczonych w etanolu (5 ml) dodano 100 pl
roztworu kompleksu (co kompieks = 500 pM) w chloroformie (Pt1 i Ru2) lub acetonie (Pt4).
Roztwér mieszano przez 15 min., a nastgpnie odparowano rozpuszczalniki na wyparce
obrotowej. Otrzymany film uwodniono za pomocg buforu PBS (0,01 M bufor fosforanowy,
0,0027 M KCl, 0,137 M NaCl, pH = 7,4) w celu uzyskania wodnej zawiesiny kompleksow
zamknigtych w micelach Pluronic®P123, Pluronic®F 127 lub
Pluronic®P123/Pluronic®F127 (Rys. 25). Zawiesing przefiltrowano przez filtry
strzykawkowe PES o wielko$ci poréw 0,22 um. Stezenia badanych komplekséw Pt(I1)
1 Ru(Il) w micelach okre§lono za pomoca spektrometrii masowej z plazma sprzgzong
indukcyjnie (ICP-MS). Do pomiaru rozktadu wielkosci czastek w roztworze zastosowano
dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS), a do potwierdzenia rozmiaréw 1 morfologii

otrzymanych miceli wykorzystano transmisyjng mikroskopi¢ elektronowej (TEM).
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Rys. 25 Schematyczne przedstawienie metodyki enkapsulacji kompleksow Ptl, Pt4 i Rul
w micelach Pluronic®P123, Pluronic®F127 i mieszaniny
Pluronic®P123/Pluronic®F127 (m/m 3:2).

11. Dyskusja wynikow
11.1 Charakterystyka strukturalna
Charakterystyke strukturalng nowo otrzymanych zwigzkéw koordynacyjnych
platyny(II) 1 rutenu(Il) rozpoczeto od ustalenia sktadu sfery koordynacyjnej w ciele statym
z zastosowaniem spektroskopii w podczerwieni i rentgenowskiej analizy strukturalne;j.
Podczas analizy widm oscylacyjnych kompleksow Pt(II) i Ru(Il) szczeg6lng uwage
zwrocono na cztery charakterystyczne zakresy wystgpowania pasm wskazujacych
na koordynacje ligandow odchodzacych (chlorkowych lub dikarboksylanowych)
1 nieodchodzacych (N-donorowych lub S-donorowych):

e Pasma drgan rozciagajacych v(Pt-Cl) w zakresie dalekiej podczerwieni, pozwalajg
na potwierdzenie koordynacji odchodzacych ligandow chlorkowych oraz
okreslenie izomerii cis/trans kompleksow.

e Pasma drgan rozciagajacych asymetrycznych vis(COO") 1 symetrycznych
vs(COO") w zakresie S$redniej podczerwieni, dostarczja informacji o sposobie
koordynacji odchodzacych ligandéw karboksylanowych. Zgodnie z parametrem
Nakamoto 33, roznica w potozeniu tych pasm
(AV(RCOO") =vas(COOY) - vs(COO7)) porownana z analogiczng warto$cig
charakterystyczna dla soli sodowej danego karboksylanu
(Av(RCOONa) = v45(COONa) - vs(COONa)) pozwala wskaza¢ sposob koordynacji
liganda. Zgodnie z tym kryterium, jezeli Av(RCOO") > Av(RCOONa) wowczas
karboksylan  pelni  role liganda  monodentatnego.  Natomiast  gdy

Av(RCOO’) = Av(RCOONa) ligand koordynuje centra metaliczne bidentatnie
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mostkujgco. Ostatnig mozliwoscig jest AV(RCOO) < AV(RCOONa), woéwczas
ligand wiaze si¢ w sposob bidentatny chelatujacy.

e Pasma drgan rozciggajacych v(N=N) i v(C=N) rejestrowane w zakresie $redniej
podczerwieni sg chrakterystyczne dla ugrupowan azolowych. Zestawienie potozen
tych sygnatéw w widmach IR zwigzkow koordynacyjnych Pt(II) i Ru(II)
z ich lokalizacja w odpowiednich nieskoordynowanych ligandach umozliwia
obliczenie przesunigé koordynacyjnych (AVkoord. = Vkompleks - Vligand),
a tym samym ocen¢ udziatu donorowych atomoéw azotu pierscienia triazolowego
w wigzaniu z atomem metalu.

e Pasma drgan rozciagajacych S=O charakterystyczne dla czasteczki DMSO
wystepuja w zakresie $redniej podczerwieni. Pojawienie si¢ takiego pasma

wskazuje na koordynacj¢ S-donorowej czasteczki DMSO z atomem centralnym.

W dalszej kolejnosci sktad sfery koordynacyjnej zwigzkéw kompleksowych
Pt(IT) i Ru(II), sugerowany na podstawie spektroskopii w podczerwieni, zostat uzupeliony
o dane krystalograficzne dla wybranych zwigzkéw koordynacyjnych. Wyznaczenie
struktury krystalicznej metoda dyfrakcji rentgenowskiej wymaga wyizolowania
monokrysztaldw o odpowiedniej jakosci, jednorodno$ci i rozmiarze, zapewniajacych
uzyskanie ostrych refleksow dyfrakcyjnych. Liczne proby krystalizacji w roéznych
warunkach doprowadzily do otrzymania az 5 monokrysztatow zwigzkow koordynacyjnych

Pt(IT) i Ru(Il) odpowiednich do badan.

W  kontekscie  potencjalnych  zastosowan  syntezowanych  zwigzkow
koordynacyjnych platyny(Il) i rutenu(I) istotne jest rowniez poznanie ich struktury
w roztworze, co okreslono przy uzyciu spektroskopii NMR jader '*°Pt (wylacznie dla
zwigzkow Pt(1I)), 'H, '3C oraz '"N. Analiza widm polegala m.in. na zidentyfikowaniu
1 porownaniu potozen odpowiednich sygnatow rezonansowych badanych komplekséw
(Okompleks) 1 substratow (dsubstrat) lub ligandow (Siigand), co umozliwito obliczenie przesunigé
koordynacyjnych Axoor. = Okompleks = Osubstrat 1UD Akoor. = Okompleks - Oligand 1 Ustalenie sktadu

sfery koordynacyjne;.
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11.1.1 Charakterystyka strukturalna zwigzkow koordynacyjnych Pt(II)
z (1S,4R,5R)-4-(4-fenylo-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-2-((S)-1-fenyloetylo)-2-
azabicyklo[3.2.1]oktanem

W widmie oscylacyjnym kompleksu Ptl (Rys. 26) zarejestrowano pasmo
o symetrycznym ksztalcie przy 337 cm™!, ktore przypisano drganiom rozciagajacym
v(Pt-Cl). Natomiast w przypadku kompleksu Pt2 w tym samym obszarze czestotliwosci
wystepuje pasmo o niesymetrycznym ksztatcie mozliwe do rozdzielenia na dwie sktadowe
o czestosciach 342 cm™! oraz 317 cm™. Zaobserwowane roznice w ksztattach pasm drgan
rozciggajacych v(Pt-Cl) sugeruja odmienne utozenie ligandéw chlorkowych wokét atomu
centralnego. Jak wiadomo, dichlorkowe kompleksy platyny(I) o geometrii
ptasko-kwadratowej moga tworzy¢ dwa izomery geometryczne cis lub trans. Zgodnie
z teorig grup izomer cis nalezy do grupy punktowej Cay, w ktérej drgania rozciggajace
wigzania Pt-Cl sg aktywne w widmie IR i odpowiadaja dwom reprezentacjom A; oraz Bj.
Natomiast izomer trans charakteryzuje si¢ symetrig Don, dla ktorej tylko jedno drganie
rozciggajace Pt-Cl jest aktywne w widmie IR. Zatem obecno$¢ pojedynczego,
symetrycznego pasma w widmie kompleksu Ptl sugeruje, ze jony chlorkowe w zwigzku
znajdujg si¢ w pozycji trams, podczas gdy niesymetryczno$¢ pasma obserwowana
w widmie kompleksu Pt2 §wiadczy o izomerii cis.

Z kolei pasma drgan rozciggajacych v(N=N) pierScienia triazolowego w widmach
oscylacyjnych kompleksow Pt1 i Pt2 wystepuja odpowiednio przy 1452 cm™ i 1461 cm™.
W wyniku kompleksowania obserwuje si¢ przesunigcia koordynacyjne tych pasm
049 cm™ (Pt1)i+18 cm’! (Pt2). W tym samym zakresie odnotowano rowniez pasma drgan
rozciaggajacych v(C=N), ktore dla kompleksow Pt1 i Pt2 pojawiaja si¢ odpowiednio przy
1668 cm™ i 1664 cm™, a przesuniecia koordynacyjne wynosza odpowiednio +64 cm’!
(Pt1) i+60 cm™ (Pt2). Tak duze wartosci przesunieé koordynacyjnych jednoznacznie
wskazuja na udzial pierScienia triazolowego w tworzeniu wigzania koordynacyjnego
z atomem centralnym.

Dodatkowo w widmie IR kompleksu Pt2 zaobserwowano pasmo drgan
rozciggajacych v(S=0) DMSO przy 1135 cm’, co potwierdza obecno$¢ S-donorowe;

czasteczki DMSO w sferze koordynacyjnej badanego zwiazku.
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Rys. 26 Widmo IR zwigzku koordynacyjnego Pt1.

Przeprowadzona analiza widm w podczerwieni pozwolita okres§li¢ izomeri¢
badanych kompleksow Pt(II) oraz sktad ich sfery koordynacyjnej. Jednakze aby doktadniej
pozna¢ budowe molekularng  kompleksu, dzigki poczynionym  staraniom,
z bezpostaciowego osadu kompleksu Pt2 uzyskano monokrysztat odpowiedni do badan
krystalograficznych.

Rengenostrukturalna analiza kompleksu wykazata, ze krystalizuje on w rombowej
grupie przestrzennej P21212; przyjmujac geometri¢ ptasko-kwadratowa z minimalnymi
odchyleniami katowymi (Tab. 23). Atom centralny platyny(II) jest skoordynowany
zdwoma jonami chlorkowymi w pozycji trans, S-donorowa czasteczka DMSO
1 monodentatnym ligandem ftfeao przez atom azotu N3’, pochodzacy z pierScienia
1,2,3-triazolu. W otoczeniu atomu centralnego platyny(Il) atomy siarki 1 chloru tworza
dhugie wigzania (2,201(14) - 2,307(5) A), natomiast najkrotsze wigzanie wystepuje dla
Pt1-N3” (2,019(13) A). Podobne dlugosci wigzah odnotowano w literaturowych
strukturach  z fragmentem 1,2,3-triazolu  koordynowanym poprzez atom N3’
z platyng(II). 134136

Warto zauwazy¢, ze izomeria kompleksu Pt2 wskazywana na podstawie widma IR
odpowiadata konfiguracji cis, natomiast analiza rentgenowska ujawnita forme frans. Dla

klarownosci dalszych rozwazan kompleks uzyskany w postaci monokrysztatu

86



o konfiguracji trans oznaczono jako Pt2a. Zasygnalizowane powyzej zagadnienie roznicy

izomerii wyjasniono w oparciu o obliczenia teoretyczne metodg DFT.

Tab. 23 Struktura krystaliczna trans-[PtClx(fifeao)(DMSO)] (Pt2a) ze schematem
numeracji numeracji i elipsoidami termicznymi z prawdopodobienstwem 30%
oraz wybrane diugosci [A] i kqty [°] wigzan dla monokrysztatu Pt2a.

Struktura krystaliczna Dlugosci wigzan [A]
Pt1-N3’ 2,019(13)  Pt2-S11 2,142(8)
Pt1-S11 2,201(4) Pt2-N3’ 2,308(14)
Pt1-Cl1 2,302(4) Pt2-Cl1 2,966(9)
Pt1-CI2 2,307(5) Pt2-CI3 2,32(4)
Katy walencyjne [°]
o N3°-Pt1-S11 174,1(4) S11-Pt2-N3’ 142,4(5)
N3’-Pt1-CI1 86,1(3) S11-Pt2-C11 75,7(3)
S11-Pt1-Cl1 90,60(15)  N3’-Pt2-Cl1 66,9(4)
N3’-Pt1-CI12 90,1(3) S11-Pt2-CI3 127,5(11)
S11-Pt1-CI2 93,01(17)  N3’-Pt2-CI3 90,1(11)
Cl1-Pt1-CI2 175,96(19) CIl1-Pt2-C13 156,8(10)
Jak wynika z danych przedstawionych w Tab. 24, w zwigzku koordynacyjnym Pt2

ligand ftfeao wykazuje preferencje do koordynacji z atomem platyny(Il) poprzez atom
azotu N3’ zar6wno w roztworze jak i stanie statym. Izolowane czasteczki Pt2 wykazuja
naturalng tendencj¢ do przyjmowania konfiguracji cis, ktora jest termodynamicznie
korzystniejsza od konfiguracji trans o ponad 2 kcal mol™!. Proby optymalizacji geometrii
odpowiadajacej strukturze krystalicznej Pt2a wykazaty, ze uzyskana konformacja
pozostala zasadniczo niezmieniona, przy czym konfiguracja frans w prozni okazuje si¢
mniej stabilna o 4,6 kcal mol™!. Wynika z tego, iz obserwowana w monokrysztatach
konfiguracja trans jest najprawdopodobniej konsekwencja oddziatywan wynikajacych
z upakowania w sieci krystalicznej. Podobne analizy dla Ptl pozwolity zidentyfikowac
mozliwe struktury przedstawione w Tab. 25, przy czym wykazano, ze uktad trans anionow
chlorkowych jest energetycznie preferowany w stosunku do wukladu cis

o ponad 11 kcal mol™! dla izolowanej czasteczki.
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Tab. 24 Energie wzgledne i tadunki punktow Mullikena na wybranych atomach dla roznych struktur Pt2.

Ladunki punktowe Mullikena [e] na atomie Odlegtosci
Energia wzglgdna
[keal/mol] Pt-Cl | Pt-Cl | Pt-N | Pt-S
Struktura Pt Cl Cl N1' N2' N3' S
w w [A] [A] [A] [A]
proézni® | roztworze®

cis N3' 0,0 0,5 -0,0817 | -0,2088 | -0,2518 | -0,1265 | 0,0898 | -0,4580 | 0,6882 | 2,372 | 2,408 | 2,003 | 2,386
cis N3' 0,3 0,0 -0,0591 | -0,1996 | -0,2578 | -0,1336 | 0,0237 | -0,4438 | 0,6850 | 2,363 | 2,407 | 2,009 | 2,399
trans | N3' 1,9 1,9 -0,0398 | -0,2666 | -0,2414 | -0,1335 | 0,0921 | -0,4511 | 0,7061 | 2,420 | 2,404 | 1,992 | 2,388
cis N2' 3,0 3,4 -0,0514 | -0,2010 | -0,2148 | -0,0742 | -0,3260 | -0,0906 | 0,6813 | 2,370 | 2,385 | 2,018 | 2,397
trans | N3' 3,0 2,7 -0,0256 | -0,2622 | -0,2604 | -0,1360 | 0,0240 | -0,4381 | 0,7005 | 2,412 | 2,408 | 1,993 | 2,394
trans | N2' 3,1 5,4 -0,0308 | -0,2561 | -0,2432 | -0,0838 | -0,3325 | -0,0464 | 0,6990 | 2,412 | 2,404 | 1,995 | 2,391
cis N3' 3,5 3,0 -0,0551 | -0,2004 | -0,2451 | -0,0998 | 0,0466 | -0,4571 | 0,6830 | 2,367 | 2,406 | 2,008 | 2,394
trans | N3' 3,7 2,8 -0,0589 | -0,2628 | -0,2375 | -0,1346 | 0,0820 | -0,4548 | 0,7046 | 2,417 | 2,401 | 1,993 | 2,391
trans® | N3’ 4,6 2,6 -0,0596 | -0,3103 | -0,2025 | -0,1300 | 0,0257 | -0,4310 | 0,7307 | 2,439 | 2,381 | 1,993 | 2,402

2 warto$¢ bazowa energii absolutnej -1424,744188 a.u. w prozni; ® warto$¢ bazowa energii absolutnej -1424,788814 a.u. w roztworze; ¢ zoptymalizowana struktura krysztatu;

Tab. 25 Energie wzgledne i tadunki punktow Mullikena na wybranych atomach dla roznych struktur Ptl.

Ladunki punktowe Mullikena [e] na atomie Odlegtosci
Energia wzgledna
[kcal/mol] , , Pt-Cl | Pt-Cl | Pt-N | Pt-S
Struktura w W Pt Cl Cl N3 N3 [A] [A] [A] [A]
prozni roztworze®

trans N3’, N3” 0,0 0,0 0,2237 | -0,2772 | -0,2773 | -0,4218 | -0,4219 | 2,419 | 2,419 | 2,002 | 2,002
trans N3’, N3’ 4,6 3,6 0,2316 | -0,2615 | -0,2951 | -0,4276 | -0,4276 | 2,408 | 2,429 | 2,002 | 2,002
cis N3’, N3° 11,6 2,5 0,1606 | -0,2266 | -0,2267 | -0,4354 | -0,4363 | 2,386 | 2,388 | 2,021 | 2,025

@ warto$¢ bazowa energii absolutnej -2370,343196 a.u. w prozni. ® Warto$¢ bazowa energii absolutnej -2370,394477 a.u. w roztworze;
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Kolejnym etapem badan bylo okreslenie struktury kompleksow platyny(II)
w roztworze przy wykorzystaniu spektroskopii NMR.

W widmach '>Pt NMR badanych kompleksoéw platyny(Il) zarejestrowano sygnaty
rezonansowe przy -2003 ppm (Ptl) (Rys. 27) 1 -2999 ppm (Pt2). Poréwnanie potozenia
tych sygnatow z danymi literaturowymi wskazuje na ich zgodno$¢ z warto$ciami
przesunigé chemicznych typowych dla kompleksow Pt(II) typu [PtCla(N-donor),] 13713
i [PtCla(S-donor)(N-donor)]. %142 Warto réwniez odnotowaé, ze w obu przypadkach
obserwuje si¢ znaczace przesunigcie koordynacyjne sygnatéw rezonansowych wzgledem
odpowiednich substratow: KoPtCly dla Pt1
(Bkapic =-1624 ppm 8, Axoor.Pu =-379 ppm,) i cis-[PtC,(DMSO),] dla Pt2

8. Akoor. P2 =+477 ppm). Co wigcej, uzyskane wartosci

(Ocis-prc2(pmMsoy2] = -3476 ppm
przesuni¢¢ chemicznych pozostaja w zgodzie z wynikami wczesniej opublikowanymi
przez nasz zespot dla zwigzkow koordynacyjnych platyny(Il) zawierajacych inne ligandy

triazolowe. 143145

-2002.965
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Rys. 27 Widmo %’ Pt NMR zwiqzku koordynacyjnego PtI.

Opierajac si¢ na przestankach strukturalnych wynikajacych z analizy widm IR
1badan X-Ray wskazujacych na bezposrednie polaczenie atomu centralnego Pt(Il)
z pierScieniem triazolowym, w analizie widm 'H, '3C, "N NMR szczegdlna uwage
zwrocono na potozenie sygnaldw rezonansowych pochodzacych od jader atomowych

wchodzacych w sktad ugrupowania azolowego.

Widma 'H NMR komplekséw Pt1 (Rys. 28) i Pt2 wykazywaly obecno$é

singletowego sygnatlu rezonansowego protonu HS5’ pierScienia triazolowego,
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wystepujacego odpowiednio przy 7,75 ppm i1 8,27 ppm, a obliczone przesunigcia
koordynacyjne tego sygnatu wynoszg -0,48 ppm (Pt1) i +0,04 ppm (Pt2). Takie wartosci
przesuni¢¢ koordynacyjnych sugeruja, ze pierScien triazolowy zaangazowany jest
w tworzenie wigzania koordynacyjnego z atomem centralnym Pt(II). Dodatkowo,
w widmie '"H NMR kompleksu Pt2 zarejestrowano sygnaty rezonansowe przy 3,41 ppm
13,43 ppm pochodzace od grup metylowych czasteczki DMSO. Zgodnie z teorig
HSAB %, atom platyny(I), wykazuje wysokie powinowactwo do atomoéw siarki,

w zwiazku z czym czasteczki DMSO, analogicznie do innych opisanych w literaturze

) 78,147-150

kompleksow platyny(I1 petia role ligandow S-donorowych.
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Rys. 28 Widmo 'H NMR zwiqgzku koordynacyjnego Ptl.

Zmiany spektralne obserwowane w widmach 'H NMR zwigzkéw koordynacyjnych
Ptl i Pt2 powstate na skutek koordynacji ligandow znajduja réwniez odzwierciedlenie
w widmach '*C NMR. Sygnal rezonansowy jadra C5° pierscienia triazolowego
zarejestrowano przy 122,4 ppm (Ptl) (Rys. 29) 1 123,7 ppm (Pt2). Wartos$ci przesuni¢c
koordynacyjnych tych sygnatow wynosza +2,4 ppm (Ptl) i +3,7 ppm (Pt2) i potwierdzaja
wplyw sktadu sfery koordynacyjnej na wlasciwosci elektronowe pierscienia triazolowego.
Ponadto w widmie '*C NMR kompleksu Pt2 zaobserwowano sygnaly rezonansowe
pochodzace od jader atoméw wegla grup metylowych czasteczki DMSO zlokalizowane
przy 43,8 ppm oraz 44,0 ppm, co stanowi kolejny dowod na obecno$¢ tej czasteczki

w sferze koordynacyjnej platyny(I).
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Rys. 29 Widmo >C NMR kompleksu Ptl.

Warto jednak zaznaczyé, iz parametry spektralne uzyskane z analizy widm
'Hi®C NMR nie pozwolily jednoznacznie okresli¢ atomu donorowego z piericienia
triazolowego, dlatego w kolejnym kroku dokonano analizy widm heterokorelacyjnych
'H - N NMR. W przypadku komplekséw Ptl1 (Rys. 30) i Pt2 w widmach "N NMR
zarejestrowano jedynie trzy sygnaty rezonansowe. Atomom azotu N2’ i N3’ przypisano
jeden sygnal rezonansowy przy -139,5 ppm (Pt1) 1 -126,8 ppm (Pt2). Jednocze$nie sygnaty
te wykazuja najwigksze przesunigcia koordynacyjne sposrod wszystkich jader azotu.
Analiza obliczonych przesunig¢ koordynacyjnych wykazala, Ze wigksze wartosci
obserwowano dla atoméw azotu N2’ (Akeor. Pt1 = -120,4 ppm, Akoor. P2 =-107,7 ppm) niz
dla N3’ (Akoor.Pt1 =-102,1 ppm, Axoor. P2 =-89,3 ppm). Jednak réznica w wartosciach
przesunig¢ koordynacyjnych pomiedzy N3’ i N2’ nie jest wystarczajagco duza, aby
jednoznacznie wskaza¢ atom donorowy wigzania Pt-N. Jak wcze$niej opisano, wyniki
uzyskane na podstawie analiz IR 1 X-Ray sugeruja, ze koordynacja zachodzi przez atom
N3’. Aby potwierdzi¢, ze w roztworze roéwniez ten sam atom azotu peini funkcje donorowa,
wykonano dodatkowo obliczenia metoda DFT, ktére wskazaly, ze energetycznie
uprzywilejowanym atomem koordynujacym w ligandzie ftfeao jest atom azotu N3’

(Tab. 24).
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Rys. 30 Widmo 'H-">’N HMBC NMR kompleksu PtI.

11.1.2 Charakterystyka strukturalna zwiazkow koordynacyjnych
Pt(IT) z (benzofuran-2-ylo)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylo)etenonem

i 1-(benzofuran-2-ylo)-2-(1H-imidazol-1-ylo)etenonem

W widmach oscylacyjnych kompleksow Pt4 - Pt7 zarejestrowanych w zakresie
dalekiej podczerwieni zaobserwowano charakterystyczne pasma drgan rozciagajacych
wigzania v(Pt-Cl). W przypadku komplekséw Pt4 (Rys. 31) 1 PtS pasma te mialy ksztalt
niesymetryczny, jednakze niecatkowite rozdzielenie pasm spowodowato, 1z przypisac
im mozna jedynie pojedyncze sygnaly o czestotliwosciach 335 cm™ (Pt4) i 323 cm™! (Pt5).
Natomiast w widmach komplekséw Pt6 i Pt7 pasma drgan rozciagajacych v(Pt—Cl) miaty
calkowicie symetryczne ksztalty i zarejestrowano je odpowiednio przy 347 cm’!
1345 cm™'. Niesymetryczny ksztatt pasma w zwigzkach Pt4 i Pt5 wskazuje na konfiguracje
cis jondw chlorkowych, podczas gdy wystgpowanie pasm o symetrycznym wygladzie
w Pt6 i Pt7 sugeruje izomeri¢ trans.

Z kolei informacje¢ o sposobie koordynacji odchodzacego liganda szczawianowego

w zwigzku kompleksowym Pt8 uzyskano na podstawie analizy widma oscylacyjnego
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w §redniej podczerwieni, gdzie zaobserwowano pasmo asymetrycznych drgan

rozciggajacych vas(COO") przy 1668 cm™

1 pasmo symetrycznch drgan rozciggajacych
vs(COO) przy 1367 cm’. Roznica miedzy polozeniami tych pasm wynosi
Avcracoona = 321 em’, co jest znacznie wicksza warto$cig niz roznica dla szczawianu
sodu (Avrcoona = 164 cm™). Zgodnie z kryterium parametru Nakamoto wskazuje to na
monodentatng koordynacje grupy karboksylanowej z atomem centralnym. Ligand
szczawianowy zawiera dwie grupy karboksylanowe dlatego w kompleksie Pt8 peini
on role liganda bidentatnego chelatujacego.

W kolejnej czesci badan uwage poswigecono analizie sposobu koordynacji
nieodchodzacych ligandéw azolowych. W widmach IR kompleksow Pt4, Pt6 i Pt8
zawierajacych triazolowy ligand bfte pasma drgan rozciggajacych v(N=N) zaobserwowano
przy 1556 cm™ (Pt6) i 1549 cm™ (Pt4 i Pt8). Kompleksowanie powoduje przesunigcia
koordynacyjne tych pasm o -8 cm™!(Pt6) i -12 cm™ (Pt4 i Pt8). Z kolei pasma drgan
rozciggajacych v(C=N) pierscienia triazolowego wystepowaly przy 1683 cm™ (Pt4)
11694 cm! (Pt6) z przesunieciem koordynacyjnym wynoszacym -9 cm’ (Pt4)
i +2cm™ (Pt6). W przypadku kompleksu Pt8 pasmo v(C=N) zostalo przyslonicte
asymetrycznym pasmem drgan rozciggajacych vas(COO’). Natomiast w widmach IR
kompleksow Pt5 i Pt7 skoordynowanych z imidazolowym ligandem bfie obserwowane sg
wylacznie pasma drgan rozciagajacych v(C=N) odpowiednio przy 1684 cm™ i 1693 cm’!
z przesunieciem koordynacyjnym wynoszacym -10 cm™ (Pt5) i -1 cm™ (Pt7). Takie
warto$ci przesuni¢¢ koordynacyjnych $wiadcza o zaangazowaniu pier§cieni azolowych
w koordynacje¢ z atomem centralnym.

Dodatkowo w widmach Pt6 1 Pt7 widoczne sg pasma drgan rozciggajacych vS=0
czasteczki DMSO, odpowiednio przy 1130 cm i 1136 cm™!, potwierdzajace obecnosé

S-donorowego liganda w sferze koordynacyjne;.
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Rys. 31 Widmo IR zwiqzku koordynacyjnego Pt4.

Struktur¢  komplekséw Pt4 - Pt8 ustalona na podstawie spektroskopii
w podczerwieni udoktadniono i wzbogacono o rentgenowska analiz¢ strukturalng dzigki
wyizolowaniu monokrysztalow Pt6 i Pt7.

Analiza X-Ray wykazala, ze kompleks Pt6 krystalizuje w jednosko$nej grupie
przestrzennej P21/c, natomiast Pt7 krystalizuje w trojskosnej grupie przestrzennej P1. Oba
kompleksy maja geometri¢ ptasko-kwadratowa, w ktorej atom centralny platyny(II) jest
koordynowany przez dwa jony chlorkowe w konfiguracji trans, czasteczke DMSO jako
ligand S-donorowy oraz monodentatny ligand N-heterocykliczny zwiazany przez atom
azotu N4”, pochodzacy z pierScienia 1,2,4-triazolu w kompleksie Pt6é i1 pier§cienia
imidazolu w kompleksie Pt7 (Tab. 26).

W zwigzku koordynacyjnym Pt6 dlugosci wigzan migdzy atomem centralnym platyny
aatomami  donorowymi N4, Cl2, S21 sa  stosunkowo  podobne
(2,051(5) A - 2,2998(16) A) w poréwnaniu do Pt7 (2,042(4) A - 2,2971(13) A). Znaczne
wydhuzenie wigzania Pt1-S21 zaobserwowano w Pt7 (2,3109(17) A) w poréwnaniu do Pt6
(2,2994(12) A). W obu kompleksach najkrotszym wigzaniem jest Pt1-N4” (2,051(5) A
(Pt6) i 2,042(4) A (Pt7)), podczas gdy najdtuzszym Pt1-S21 (2,3109(17) A (Pt6)
12,2994(12) A (Pt7)). Dtugosci wigzan miedzy atomem platyny(II) a wszystkimi atomami
donorowymi w kompleksach Pt6 i Pt7 koreluja z danymi literaturowymi dotyczacymi
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kompleksow innych Pt(Il) z dwoma jonami chlorkowymi, DMSO i1 N-donorowym
triazolem '°115? lub imidazolem. 1327134

Dodatkowo stwierdzono, ze roznica w strukturze ligandow, polegajaca
na zwigkszeniu liczby atomoéw azotu w pierscieniu triazolowym w Pt6, w poroOwnaniu
do pierscienia imidazolowego w Pt7 wplyneta na konformacje ligandow w sieci
krystalicznej. W wyniku rotacji wokot wigzania C1°-C2 zmienia si¢ wzajemne polozenia
atoméw O1101°. Konformacj¢ poszczegdlnych fragmentdw czasteczki okreslaja katy
torsyjne - wartos$ci bliskie 180°/-180° wskazuja na pozycje trans, natomiast wartosci bliskie
0° sugeruja uktad cis.

Tab. 26 Struktura krystaliczna kompleksow Pt6 i Pt7 ze schematem numeracji i elipsoidami
termicznymi z prawdopodobieristwem 30% oraz wybrane diugosci [A] i kqty
walencyjne oraz torsyjne [°] wigzan dla monokrysztatow Pt6 i Pt7.

Struktura krystaliczna Diugosci wigzaf [A]

Pt6 Pt7
/Jca - 'GS Pt1-N4” 2,051(5) 2,042(4)
}“’% C“\w@s Pt1-CI1 2,2137(17)  2,2170(12)
Pt1-CI2 2,2998(16)  2,2971(13)
Pt1-S21 2,3109(17)  2,2994(12)
Katy walencyjne [°]
Pt6 Pt7
3/03*‘ N4”7-Pt1-C12  87,94(16) 89,59(12)
L. A@‘;%fﬂ S21-PtI-C12  90,00(6) 88,32(5)
R )?: N4”-Pt1-Cl1  88,86(16) 88,52(12)
S21-Pt1-Cll 93,23(6) 93,54(4)

©24 CI2

Katy torsyjne [°]
Pt7 Pt6 Pt7
01-C2-C1'-01" 176,3(6) 1,4(7)

W celu potwierdzenia struktury zwigzkoéw koordynacyjnych Pt4 - Pt8 w roztworze
wykonano analiz¢ NMR.

W widmach Pt NMR komplekséw przesunigcia chemiczne zarejestrowano przy
-2042 ppm (Pt4) (Rys. 32), -1996 ppm (PtS), -3077 ppm (Pt6), -3056 ppm (Pt7)
1 -1738 ppm (Pt8). Polozenia sygnaléw s3 zgodne z danymi literaturowymi na temat
komplekséw Pt(I) o analogicznych sktadach sfer koordynacyjnych. 37143 Sygnaty
rezonansowe kompleksow Pt4, PtS i Pt8 sa przesunicte wzgledem substratu K;PtCls
(Akoor. ta=-418 ppm,  Akoor. Pts=-372 ppm,  Axoor. pts=-114 ppm), natomiast dla
kompleksow Pt6 1 Pt7 sygnaly rezonansowe sg przesunigte wzgledem substratu

cis-[PtCl2(DMSO)2] (Akoor. Pt6 =+399 ppm, Akoor. pt7=+420 ppm).
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Rys. 32 Widmo % Pt NMR zwiqzku koordynacyjnego Pt4.

Kierujac si¢ strukturg komplekséw Pt4 - Pt8 w ciele statym, ustalong na podstawie
analiz IR 1 X-Ray, spodziewano si¢, ze miejscem koordynacji ligandow
N-heterocyklicznych z atomem Pt(II) w tych kompleksach jest pierscien azolowy. Dlatego
interpretujagc widma 'H, 3C i "N NMR szczegdlng uwage poswiecono wiasnie temu
ugrupowaniu.

W widmach 'H NMR komplekséw Pt4 (Rys. 33), Pt6 i Pt8, skoordynowanych
z triazolowym ligandem bfte, zarejestrowano dwa sygnaly rezonansowe przypisane
protonom pierscienia N-heterocyklicznego, H3” 1 H5”. Wartosci przesunig¢ chemicznych
protonu H3” wynoszg 8,45 ppm (Pt4), 8,67 ppm (Pt6) 1 8,58 ppm (Pt8), a obliczone
przesunigcia koordynacyjne wynosza odpowiednio +0,39 ppm (Pt4), +0,61 ppm (Pt6)
110,52 ppm (Pt8). Natomiast sygnaly rezonansowe protonu H5” zarejestrowano przy
9,38 ppm 9,53 ppm 19,45 ppm odpowiednio dla Pt4, Pt6 i Pt8, a obliczone wartosci
przesuni¢¢ koordynacyjnych tych sygnaléw wynoszg +0,71 ppm (Pt4), +0,86 ppm (Pt6),
+0,78 ppm (Pt8).

Z kolei w widmach komplekséw PtS 1 Pt7 skoordynowanych z imidazolowym
ligandem bfie, zarejestrowano trzy sygnaty rezonansowe przypisane protonom pier§cienia
azolowego, H2”, H3” 1 H5”. Wartosci przesuni¢¢ chemicznych protonu H2” wynosza
7,48 ppm (Pt5) 1 7,54 ppm (Pt7), H3” 7,06 ppm (Pt5) 1 7,49 ppm (Pt7), natomiast
H5” 8,31 ppm (Pt5) 1 8,56 ppm (Pt7). Sygnaly rezonansowe tych protonow wykazuja
przesunigcia koordynacyjne w zakresie 0,06 - 0,80 ppm, sugerujac koordynacj¢ ligandow
N-heterocyklicznych przez pierScien imidazolowy. Takie wartosci przesunigé
koordynacyjnych sugeruja zaangazowanie pierScienia triazolowego w koordynacje

z atomem centralnym Pt(II).

96



Dodatkowo, w widmach kompleksow Pt6 i Pt7 zarejestrowano singletowe sygnaty
rezonansowe odpowiednio przy 3,54 ppm i 3,49 ppm pochodzace od ugrupowan
metylowych czasteczki DMSO i1 wskazujace na jej koordynacje z atomem centralnym

Py(I0).
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Rys. 33 Widmo 'H NMR zwiqgzku koordynacyjnego Pt4.

Analogicznie do obserwacji poczynionych w widmach 'H NMR, rowniez
w widmach *C NMR zauwazalne s3 istotne zmiany przesunieé¢ chemicznych jader wegli
nalezacych do pierécieni azolowych ligandéw bfte i bfie. W widmach C NMR
kompleksow Pt4 (Rys. 34), Pt6 i Pt8 zarejestrowano dwa sygnatly rezonansowe przypisane
pier§cieniowi triazolowemu, odpowiadajace jadrom wegli C3” 1 C5”. Wartosci przesunigé
chemicznych jadra C3” wynosza 150,4 ppm (Pt4), 148,7 ppm (Pt6) 1 150,6 ppm (Pt8),
a odpowiadajace im przesunigcia koordynacyjne wynosza odpowiednio -1,3 ppm,
-3,0 ppm 1 -1,1 ppm. Natomiast przesunigcia chemiczne jagder C5” obserwowano przy
147,5 ppm (Pt4), 146,5ppm (Pt6) 1 147,6 ppm (Pt8) 1 wykazuja przesunigcia
koordynacyjne o +1,6 ppm (Pt4), +0,6 ppm (Pt6) i +1,7 ppm (Pt8). Dodatkowo
charakterystycznym sygnalem obecnym w widmie '°C NMR kompleksu Pt8 jest sygnat
pochodzacy od grupy karboksylanowej nieodchodzacego liganda szczawianowego,

obserwowany przy 166,0 ppm, sugerujac koordynacje dikarboksylanu z atomem Pt(II).
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Z kolei w widmach C NMR kompleksow Pt5 i Pt7 zarejestrowano trzy sygnaty
rezonansowe przypisane pierscieniowi imidazolowemu, odpowiadajace jadrom wegli C27,
C3” i C5”. Sygnaly rezonansowe jadra C2” zarejestrowano przy 122,1 ppm (Pt5)
1121,7 ppm (Pt7), a warto$ci przesunie¢ koordynacyjnych wynosza odpowiednio
+1,2 ppm, 1 +0,8 ppm. Natomiast przesuni¢cia chemiczne jader C3” obserwowano si¢ przy
128,5 ppm (Pt5), 127,0 ppm (Pt7), a obliczone przesuni¢cia koordynacyjne przyjmuja
warto$ci odpowiednio +0,2 ppm i -1,3 ppm. Z kolei sygnaly rezonansowe jadra C5”
wynosza 140,7 ppm i 140,1 ppm odpowiednio dla Pt5 i Pt7 i réwniez wykazuja
przesuni¢cia koordynacyjne o +2,0 ppm (Pt5) i +1,4 ppm (Pt7).

Dodatkowo w widmach komplekséw Pt6 1 Pt7 zarejestrowano sygnat rezonansowy

przy 42,9 ppm charakterystyczny dla ugrupowan metylowych czasteczki DMSO.
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Rys. 34 Widmo >C NMR zwiqzku koordynacyjnego Pt4.

Brak mozliwosci jednoznacznego wskazania atomu donorowego wigzania Pt-N
na podstawie analiz 'H i *C NMR stanowil przestanke¢ do wykonania analizy widm
heterokorelacyjnych 'H - ’N NMR. W widmach "N NMR Pt4 (Rys. 35), Pt6 i Pt8
obserwowane sg trzy sygnaly rezonansowe przypisane jadrom azotu pier§cienia
triazolowego N17, N2” i N4”. Sygnatly rezonansowe jader N1 zarejestrowano przy
-170,3 ppm (Pt4), -169,7 ppm (Pt6) i -169,1 ppm (Pt8), warto podkresli¢, iz wartosci
przesuni¢¢ koordynacyjnych tych sygnaldéw sa nieznaczne, wynosza odpowiednio
+3,4 ppm, +4,0 ppm 1 +4,6 ppm. Przesunigcia chemiczne jader N2” odnotowano przy
-81,1 ppm (Pt4), -81,7 ppm (Pt6) 1 -79,9 ppm (Pt8). Obliczone wartosci przesuniec
koordynacyjnych rowniez s3a niewielkie (Akoor. Pt4=+0,6 ppm, Axoor. P8 =+1,8 ppm).

W przypadku Pt6 sygnal nie wulegl w ogole przesunigciu w odniesieniu
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do nieskoordynowanego liganda. Sygnaly przypisane jadrom N4 zarejestrowano przy
-220,6 ppm (Pt4), -206,6 ppm (Pt6) 1 -234,8 ppm (Pt8) 1 wykazuja najwicksze wartosci
przesunigé koordynacyjnych (Axoor. P4 =-93,9 ppm, Axoor. Pt6 =-79,2 ppm,
Axoor. s =-108,1 ppm).

Z kolei w widmach '’N NMR kompleksoéw Pt5 i Pt7 obserwowane sa dwa sygnaty
rezonansowe przypisane jadrom azotu pierscienia imidazolowego N1” 1 N4”. Sygnaty
rezonansowe jader N1” zarejestrowano przy -215,4 ppm (Pt5) i -214,3 ppm (Pt7)
1 s3 nieznacznie przesuni¢te wzgledem nieskoordynowanego liganda (Axoor. Pts = +4,6 ppm,
Axoor. t7 =+5,7 ppm). Natomiast przesuni¢cia chemiczne jader N4 zarejestrowano przy
-220,5 ppm (Pt5) i -207,6 ppm (Pt7) i sygnaly te wykazujg znacznie wigksze wartosci
przesuni¢¢ koordynacyjnych (Akoor. ts= -102,2 ppm, Akoor. Pt7 = -89,3 ppm).

Zarowno w przypadku kompleksow Pt4, Pt6 i Pt8, zwigzanych z ligandem bfte
zawierajacym fragment triazolowy, jak 1 komplekséw PtS 1 Pt7, zwigzanych z ligandem
bfie, zawierajacym fragment imidazolowy, najwigksze przesuniecia koordynacyjne
obserwuje si¢ dla jadra N4”. Potwierdza to koordynacje ligandéw bfte i bfie poprzez
pierscien azolowy i wskazuje atom azotu N4 jako donor pary elektronowej wigzania

koordynacyjnego z atomem centralnym platyny(II).
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Rys. 35 Widmo' H- >N NMR HMBC zwiqzku koordynacyjnego Pt4.
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11.1.3 Charakterystyka strukturalna zwigzkow koordynacyjnych Ru(II)

W widmach oscylacyjnych komplekséw Rul (Rys. 36), Ru2 i Ru3 w zakresie
dalekiej podczerwieni zarejestrowano pasma o niesymetrycznych ksztattach, mozliwe do
rozdzielenia na dwie skladowe o czestotliwosciach 290 cm™ i 302 cm?! (Rul);
295 cm™ i 280 cm™ (Ru2) oraz 296 cm™ i 280 cm™ (Ru3), ktére przypisano drganiom
rozciggajacym wigzania v(Ru-Cl). Asymetryczny charakter obserwowanych pasm
wskazuje, ze jony chlorkowe skoordynowane s3 po tej samej stronie wzgledem
plaszczyzny symetrii przechodzacej wzdtuz atomu centralnego.

Natomiast w zakresie S$redniej podczerwieni zarejestrowano pasma drgan
rozciggajacych piercienia triazolowego v(N=N) przy 1550 cm™ (Rul), 1547 cm™' (Ru2)
i1546 cm™ (Ru3), a obliczone przesuniecia koordynacyjne tych sygnaldéw wynosza
odpowiednio +4 cm™!, +6 cm™ i +4 cm™l. W podobnym obszarze odnotowano réwniez
pasma drgan rozciggajacych v(C=N), ktére wystepuja przy 1630 cm™ (Rul)
oraz 1609 cm™' (Ru2 i Ru3), z przesunieciem koordynacyjnym wynoszacymi +5 cm’
(Rul), +1 cm™! (Ru2) i +10 cm™ (Ru3). Takie wartoéci przesunie¢ koordynacyjnych

Swiadcza o zwigzaniu pierscienia N-heterocyklicznego z atomem centralnym rutenu(II).
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Rys. 36 Widmo IR zwigzku koordynacyjnego Rul.
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Badania spektroskopowe w podczerwieni kompleksow Rul-Ru3 dostarczyly
informacji na temat koordynacji ligandow N-heterocyklicznych i jonow chlorkowych
z centrum metalicznym. Natomiast bardziej szczegdélowe dane o strukturze kompleksoéw
uzyskano wykonujac analiz¢ X-Ray dla wyizolowanych monokrysztalow Rul i Ru3.

Rentgenowska analiza strukturalna wykazata, ze zar6wno kompleks Rul jak i Ru3
krystalizujag w  trojskosnej grupie przestrzennej P1, przyjmujac = geometri¢
pseudooktaedryczng (Tab. 27). W obu kompleksach atom centralny Ru(Il) skoordynowany
jest z dwoma jonami chlorkowymi, monodentatnym ligandem triazolopirymidynowym,
zwigzanym poprzez atom azotu N3 pierscienia triazolowego oraz pierscieniem fenylowym
pochodzacym od bifenylu.

W obu opisanych strukturach dlugosci wigzan Ru-N3 sg bardzo zblizone i wynosza
2,1302) A (Rul) i 2,138(2) A (Ru2). Odleglosci miedzy atomem centralnym Ru(II)
a atomami wegla skoordynowanego pierscienia fenylowego sa réwniez podobne i wahaja

sie w zakresie 2,151(3) - 2,215(2) A (Rul) i 2,154(3) - 2,203(3) A (Ru3).

Geometria ligandow triazolopirymidynowych i bifenylowych jest typowa dla takich
uktadow. Istnieje jednak istotny wpltyw koordynacji Ru...m, powodujacy rdznice
w odleglosciach wigzan C-C migdzy pier§cieniami skoordynowanymi
1 nieskoordynowanymi. W przypadku Rul odpowiednie odlegtosci wahajg si¢
od 1,402(4) A do 1,423(4) A i od 1,374(5) A do 1,386(4) A, z kolei w przypadku Ru3
odpowiednie odleglosci wahajg sie od 1,394(4) A do 1,428(4)A i od 1,361(7) A
do 1,386(5) A.
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Tab. 27 Struktura krystaliczna kompleksow Rul i Ru3 ze schematem numeracji i
elipsoidami termicznymi z prawdopodobienstwem 30% oraz wybrane dtugosci

[A] i kqty [°] wigzah dla monokrysztatéw Rul i Ru3.

Struktury krystaliczne

Ru3

Rul Ru3
Dlugos$ci wiazan [A]
Rul-N3 2,1302)  2,1375(19)
Rul-C12 2,151(3) 2,180(2)
Rul-C13 2,166(3) 2,155
Rul-C14 2,1723)  2,185(3)
Rul-C15 2,1892)  2,174(3)
Rul-C11 2,192(3) 2,180(2)
Rul-C16 2,215(2) 2,203(3)
Rul-CI2 2,3998(7)  2,4189(7)
Rul-Cl1 2,4253(7)  2,4192(6)
Katy walencyjne [°]

N3-Rul-C12  134,97(10) 164,41(10)
N3-Rul-C13  169,58(9)  126,60(10)
C13-Rul-C12  37,96(10)  37.86(11)
N3-Rul-C14  139,28(9)  97,66(9)
C12-Rul-C14  68,02(11)  68,02(10)
C13-Rul-C14  37,73(10)  37,73(10)
N3-Rul-C15  104,77(9)  92,11(9)
C15-Rul-C12  80,51(10)  80,32(10)
C13-Rul-C15  68,44(10)  68,40(10)
C15-Rul-C14  37,89(9) 38,08(10)
N3-Rul-C11  102,01(9)  149,92(9)
C11-Rul-C12  37.64(9) 37,34(10)
C13-Rul-C11  68,36(10)  68,02(10)
C11-Rul-C14  80,39(10)  80,37(10)
C15-Rul-C11  67,90(10)  67,74(10)
N3-Rul-C16  88,90(8) 113,10(9)
C12-Rul-C16  68,01(10)  68.44(10)
C13-Rul-C16  80,97(10)  81,32(10)
C14-Rul-C16  68,19(9) 68,51(10)
C15-Rul-C16  37,70(9) 37,45(9)
C11-Rul-C16  37.57(9) 38,14(9)
N3-Rul-CI2  86,24(6) 84,51(6)
C12-Rul-CI2  137,63(8)  94,60(8)
C13-Rul-CI2  102,58(8)  88,01(8)
C14-Rul-CI2  86,89(8) 110,50(8)
C15-Rul-CI2 100,58(7) 147,74(7)
C11-Rul-CI2  167,10(7)  124,53(7)
C16-Rul-CI2  13429(7)  162,39(7)
N3-Rul-Cll  85,90(6) 85,07(6)
C12-Rul-Cll  86,05(8) 110,47(8)
C13-Rul-Cl1 99,76(8) 147,43(8)
C14-Rul-Cll1  13391(7)  161,61(8)
C15-Rul-Cll  166,47(7)  123,91(7)
C11-Rul-Cll  102,13(7)  88,16(7)
C16-Rul-Cll  136,72(7)  93,63(7)
C2-Rul-Cl1  8822(2) 87,84(2)
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Kontynuujac charakterystyke strukturalng zwigzkéw koordynacyjnych rutenu(II)
przeprowadzono analiz¢ budowy kompleksow Rul - Ru3 w roztworze, z zastosowaniem
spektroskopii NMR. Badanie struktur kompleksow Ru(Il) w ciele statym, przeprowadzone
na podstawie analiz IR i X-Ray, wskazalo pier§cien triazolowy jako miejsce koordynacji
ligandow dmtp, dptp i ibmtp z atomem centralnym Ru(Il). W zwigzku z tym podczas
analiz widm 'H, '3C, >N NMR skupiono sie¢ na interpretacji sygnatléw rezonansowych
ugrupowania azolowego.

W widmach '"H NMR komplekséw Rul (Rys. 37), Ru2 i Ru3, skoordynowanych
z 5,7-dipodstawionymi triazolopirymidynami (dmtp, dptp, ibmtp), zarejestrowano
singletowe sygnaly rezonansowe protonu H2 pierScienia triazolowego przy 8,73 ppm
(Rul), 8,84 ppm (Ru2) i 8,68 ppm (Ru3). Obliczone przesuni¢cia koordynacyjne tych
sygnatéw wynosza odpowiednio +0,33 ppm, +0,25 ppm, i +0,32 ppm. Dodatkowo,
w widmach 'H NMR wszystkich badanych komplekséw rutenu(Il), obserwowane s dwie
grupy sygnatéw rezonansowych przypisanych pier§cieniowi bifenylowemu: i) sygnaly
rezonansowe w zakresie 6,08 - 6,42 ppm protonow H(o), H(p) i H(m) pier§cienia
skoordynowanego z atomem Ru(Il), ii) sygnaty rezonansowe w zakresie 7,35 - 7,74 ppm

pochodzace od protonow H(o’), H(p’) i H(m’) drugiego pierscienia fenylowego.
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Rys. 37 Widmo 'H NMR zwiqgzku koordynacyjnego Rul.
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Analogiczne zmiany spektralne, bedace konsekwencja koordynacji ligandow
zatomem Ru(Il), obserwowane sa takze w widmach 3C NMR. Zarejestrowano
przesunigcia chemiczne jadra wegla C2 pierscienia triazolowego przy 156,0 ppm (Rul),
156,7 ppm (Ru2) i 155,9 ppm (Ru3), a wartosci obliczonych przesuni¢¢ koordynacyjnych
wynoszg odpowiednio +2,8 ppm, +5,1 ppm 1 +0,7 ppm. Zaobserwowano réwniez dwie
grupy sygnatow rezonansowych przypisanych ugrupowaniu bifenylowemu: i) sygnaty
rezonansowe w zakresie 80,8 - 85,5 ppm charakterystyczne dla C(o), C(p) 1 C(m)
pierscienia skoordynowanego z atomem Ru(Il), ii) sygnaly rezonansowe w zakresie
128,6 - 129,3 ppm drugiego pierscienia fenylowego C(0’), C(p’) i C(m’).

Analiza widm 'H i *C NMR nie dostarczyta jednoznacznych informacji o atomie
donorowym wigzania koordynacyjnego Pt-N. Dlatego w kolejnym etapie dokonano
interpretacji widm heterokorelacyjnych 'H-'>’N NMR. Potencjalnymi atomami
donorowymi wigzania koordynacyjnego w 5,7-dipodstawionych triazolopirymidynach
mogg byé¢ atomy azotu NI i N3. W widmach "N NMR zarejestrowano sygnaty
rezonansowe jader azotu N1 przy -112,1 ppm, -111,1 ppm i -112,0 ppm odpowiednio dla
Rul (Rys. 38), Ru2 i Ru3. Sygnaly w widmach Rul i Ru2 wykazujg niewielkie
przesunigcia koordynacyjne (Akoor. Rut =+0,1 ppm, Akoor. Ruz =+0,2 ppm), z kolei sygnatl
w widmie Ru3 nie przesunat si¢ w ogole w stosunku do nieskoordynowanego liganda.
Natomiast przesunigcia chemiczne jader azotu N3 zarejestrowano przy -218,0 ppm,
-217,0 ppm 1 -219,0 ppm odpowiednio dla Rul, Ru2 iRu3. Sygnaly te wykazuja
najwigksze przesuni¢gcia koordynacyjne sposrod zarejestrowanych jader azotu
(Akoor. Rul = -64,5 ppm,  Akoor. Ruz2 = -56,1 ppm,  Akoor. Ru3 =-65,0 ppm). Potwierdza
to koordynacje ligandow poprzez pierscien azolowy i1 wskazuje atom azotu N3 jako donor

pary elektronowej wigzania koordynacyjnego z atomem rutenu(Il).
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Rys. 38 Widmo 'H-">N NMR zwigzku koordynacyjnego Rul.

11.2 Wlasciwosci biologiczne

Celem badan biologicznych nowo otrzymanych zwigzkow koordynacyjnych
Pt(II) 1 Ru(Il) byta ocena ich potencjatu przeciwnowotworowego oraz identyfikacja
najbardziej obiecujacych kandydatow na nowe Srodki chemioterapeutyczne. W tym celu
przeprowadzono seri¢ analiz umozliwiajacych porownanie ich wlasciwosci

terapeutycznych z referencyjnym lekiem jakim jest cisplatyna. Zakres badan obejmowat:

e analiz¢ zdolnosci do akumulacji wewnatrzkomdrkowej zaleznej posrednio od
lipofilowosci kompleksow Pt(II) 1 Ru(Il) 1 ich reaktywnos¢ wobec GSH;

e ocen¢ aktywnosci przeciwnowotworowej, okreslong na podstawie badan
cytotoksycznosci i zdolnosci hamowania proliferacji komorek in vitro, przy czym
aktywno$¢ te¢ dodatkowo modulowano poprzez enkapsulacje w micelach
kopolimerow Pluronic®;

e zbadanie mechanizmu dziatania, poprzez analiz¢ wplywu na przebieg cyklu

komodrkowego i reaktywno$¢ wzgledem DNA.
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11.2.1 Lipofilowos¢

Lipofilowo$¢ to parametr fizykochemiczny opisujacy powinowactwo zwiazku
chemicznego do fazy organicznej, wyrazany wspotczynnikiem podziatu (logP) w uktadzie
dwufazowym: ciecz - ciecz lub ciecz - cialo state. Wtasciwos¢ ta okresla rozpuszczalnosé
zwigzkoéw chemicznych w ptynach ustrojowych, a takze bierny transport lekow przez blony
komoérkowe zbudowane z dwuwarstwy lipidowej, determinujac tym samym biodostepnosé
w miejscu docelowego dziatania. 3157 Ponadto zwiazki wykazujace powinowactwo do
uktadow lipidowych tatwo wiaza si¢ odwracalnie z biatkami osocza, co umozliwia ich
dystrybucje w organizmie. 315138 W konsekwencji lipofilowos$é¢ odgrywa kluczowa role
w okres$laniu profilu ADMET (wchianianie, dystrybucja, metabolizm, wydalanie
i toksycznos$¢, ang. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity) oraz
ogolnej przydatnoéci zwigzkow na leki. 1%

Przeprowadzona analiza lipofilowosci wykazata, Zze wartoSci wspolczynnika
podziatu logP dla przebadanych zwigzkéow koordynacyjnych Pt(Il) i Ru(Il) znajduja si¢
w podobnym zakresie (logP =0,87 - 1,43) (Rys. 39).
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Rys. 39 Lipofilowos¢ kompleksow Pt(Il) i Ru(ll) oraz cisplatyny 1% wyrazona jako wartosci
parametru logP.

Analiza pordwnawcza lipofilowos$ci kompleksow Ptl i Pt3 wskazuje, Ze wymiana
odchodzacego liganda chlorkowego na dikarboksylan prowadzi do wzrostu charakteru

lipofilowego zwigzkoéw koordynacyjnych. Natomiast w przypadku serii kompleksow
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Pt4 - Pt7 zaobserwowano zrdznicowanie warto$ci wspotczynnika podziatu logP zalezne
od rodzaju ligandow nieodchodzacych skoordynowanych z atomem centralnym.
Kompleksy Pt4 i Pt5, zawierajace dwa ligandy N-heterocykliczne, charakteryzuja sig¢
wyzszymi warto$ciami logP niz ich analogiczne zwiazki Pt6 i Pt7, w ktorych wystepuje
skoordynowana czasteczka DMSO. Zaobserwowang tendencj¢ mozna powigzad
z hydrofilowym charakterem DMSO (logP = -1,35 1) ktorego obecno$¢ w sferze
koordynacyjnej powoduje obnizenie catkowitej lipofilowos$ci kompleksu.
Wyznaczenie wspotczynnika podziatu logP dla kompleksow Pt2 i Pt8 bylo niemozliwe
zuwagi na ich niewystarczajaca rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach stosowanych
w procedurze pomiarowe;j.
Z kolei w odniesieniu do kompleksow Rul - Ru3 stwierdzono korelacje¢ pomiedzy
warto$ciami logP kompleksow Ru(II) a wielko$cig podstawnikow
w 5,7-podstawionych triazolopirymidynach. Stwierdzono, Ze zwigkszenie zawady
przestrzennej liganda (dmtp > ibmtp > dptp) powoduje wzrost warto$¢ wspotczynnika
podziatu logP.

Z analizy danych literaturowych wynika, ze optymalny zakres lipofilowosci
zwigzkow chemicznych o potencjale terapeutycznym miesci si¢ w przedziale logP =0-3,
co zapewnia kompromis pomiedzy rozpuszczalno$cig a przenikalno$cig przez blony

komorkowe, 162163

Zwiazki chemiczne charakteryzujace si¢ wartosciami logP > 5
wykazuja stabg rozpuszczalno$cia w wodzie, duze powinowactwo do biatek osocza
1 znaczng akumulacjag w tkankach, co moze przektada¢ si¢ na zwigkszong toksycznosc¢
i wigzanie z receptorami w warunkach in vivo. '®* Na tej podstawie, mozna stwierdzi¢,
1z lipofilowo$¢ wszystkich przebadanych zwigzkow koordynacyjnych Pt(II) 1 Ru(Il)
znajduje si¢ w zakresie uznawanym za korzystny z farmakologicznego punktu widzenia.
W konsekwencji zwiazki te maja wigksze szanse na wydajne przenikanie przez blony
komorkowe, co moze przyczyniac¢ si¢ do zwigkszonej akumulacji wewnatrzkomorkowe;,
aw rezultacie do wyzsze] aktywnosci cytotoksycznej w poroOwnaniu z lekami
hydrofilowymi, takimi jak cisplatyna dla ktorej wartos¢ wspolczynnika podziatu logP
wynosi -2,31. %" Speienie kryterium optymalnej lipofilowosci stanowito podstawe do

zakwalifikowania badanych kompleksow Pt(I1) i Ru(Il) do dalszych badan biologicznych.
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11.2.2 Reaktywnos¢ wzgledem glutationu

Glutation jest tripeptydem zbudowanym z reszt aminokwasowych kwasu
glutaminowego, cysteiny i glicyny, ktory petni kluczowg rol¢ w utrzymaniu homeostazy
komorkowej, przede wszystkim poprzez udziat w procesach detoksykacji oraz dziatania
antyoksydacyjnego. '®! Pomimo istotnej funkcji ochronnej obecno$¢ GSH moze stanowié
glowng przeszkode w chemioterapii opartej na zwigzkach platyny(Il). 16%1% Wynika
to z powinowactwa nukleofilowych grup tiolowych reszty cysteinowej do atomow Pt(Il),
bedacych migkkimi kwasami Lewisa, co prowadzi do powstawania stabilnych adduktow
Pt-GSH. W konsekwencji $rednio 67% podanego leku platyny(Il) wigze si¢
z glutationem. '®” Powstawanie adduktéw Pt-GSH prowadzi do dezaktywacji kompleksow
platyny oraz ich przyspieszonego usuwania z organizmu, zanim dotrg do docelowego
miejsca wigzania, jakim jest DNA komorek nowotworowych. 1% Zjawisko to uznawane
jest za jeden z gléwnych mechanizmoéw opornosci na cisplatyne. W odpowiedzi na ten
problem opracowano wiele strategii majacych na celu zmniejszenie opornosci lekow
platyny(II) na glutation, obejmujacych m.in.: i) projektowanie prolekow platyny(IV), !¢
i1) zastosowanie ligandow chelatujacych, iii) wprowadzenie ligandow tworzacych zawade
przestrzenng, ' iv) wlaczenie ligandow S-donorowych. '

Projektujac  kompleksy Pt1-Pt8 wykorzystano przede wszystkim strategie
wprowadzania do sfery koordynacyjnej ligandow generujacych zawade przestrzenna.
Dodatkowo, w kompleksach Pt2, Pt6 i Pt7 zastosowano S-donorowg czasteczke DMSO.

Wszystkie nowo otrzymane kompleksy platyny(Il) wykazuja mniejsze
powinowactwo do wigzania glutationu niz cisplatyna (Rys. 40). Najnizszg reaktywnos¢
wzgledem GSH zaobserwowano dla kompleksu Pt8, zawierajacego w sferze
koordynacyjnej dwa ligandy N-heterocykliczne 1 szczawian. Niska reaktywnoscia
wzgledem glutationu charakteryzuje si¢ rowniez drugi dikarboksylanowy kompleks - Pt3.
Natomiast analiza serii dichlorkowych kompleksow platyny(Il) wskazuje, iz zwigzki
zawierajagce w sferze koordynacyjnej dwa ligandy N-heterocykliczne (Ptl, Pt4, PtS)
reaguja z glutationem wolniej, niz kompleksy typu [Pt(N-donor)(S-donor)] (Pt6, Pt7).
Wyniki te sugeruja, ze efekt zawady sterycznej generowany przez ligandy
N-heterocykliczne ma wigkszy wpltyw na stabilno$¢ kompleksow niz wiaczenie do sfery

koordynacyjnej liganda S-donorowego.
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Rys. 40 Stezenie GSH po inkubacji z kompleksami Ptl, Pt2, Pt4 - Pt8 i cisplatyng.

Obnizona reaktywno$¢ zwigzkow koordynacyjnych Ptl, Pt3 i Pt4 - Pt8 wobec
GSH wskazuje na ich zwigkszong stabilno$¢ w $rodowisku wewnatrzkoméorkowym,
co moze ogranicza¢ procesy przedwczesnej dezaktywacji 1 eliminacji tych zwigzkow
z komorek. W polaczeniu z wykazanym wczesdniej lipofilowym charakterem kompleksoéw
Pt(Il) moze to sprzyja¢ osigganiu wigkszych stezen wewnatrzkomérkowych.
W konsekwencji mozliwe jest uzyskanie porownywalnego efektu cytotoksycznego przy
zastosowaniu nizszych dawek terapeutycznych w porownaniu z cisplatyng. Ponadto
odmienny profil oddziatywania z GSH sugeruje, Zze analizowane kompleksy Pt(Il) moga
w pewnym stopniu omija¢ mechanizmy opornosci charakterystyczne dla cisplatyny.

Uzyskane wyniki dotyczace ograniczonej reaktywnosci kompleksow Pt(II) z GSH
stanowity podstawe do zakwalifikowania wszystkich przebadanych zwigzkow
kompleksowych Pt(II) do oceny ich aktywnosci cytotoksycznej w warunkach in vitro.

Warto réwniez zaznaczy¢, iz kompleksy Rul - Ru3 nie zostaly poddane analizie
oddzialywania z GSH ze wzgledu na niskie powinowactwo Ru(Il) do grup tiolowych.
Natomiast niska rozpuszczalno$¢ kompleksu Pt2 uniemozliwita zarowno ocene jego
reaktywno$ci wzgledem GSH jak 1 przeprowadzenie dalszych badan biologicznych,

co w konsekwencji wykluczylo ten zwigzek jako potencjalnego kandydata na lek.
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11.2.3 Aktywno$¢ cytotoksyczna in vitro zwiazkow koordynacyjnych

Pt(II) i Ru(Il)

Kompleksy platyny(Il) Ptl, Pt3, Pt4-Pt7 oraz odpowiadajagce im
nieskoordynowane ligandy ftfeao, bfte i bfie poddano wstgpnej analizie potencjatu
cytotoksycznego in vitro poprzez oceng ich wptywu na zywotno$¢ komorek raka pecherza
moczowego (linie: T24, HTI1376, 5637) oraz komorek raka pluca (linia A549)
z zastosowaniem testu MTT.

Analiza wplywu badanych zwiazkéw na zywotno$¢ komoérek wykazala, ze przy
stezeniu 1 pM zaréwno nowo zsyntetyzowane kompleksy Pt(II), jak i odpowiadajace im
nieskoordynowane ligandy, nie powodowaty istotnych zmian w przezywalnosci badanych
linii komérkowych (Rys. 41). Odmienng odpowiedZz komorkowa zaobserwowano jedynie
w przypadku cisplatyny, ktorej obecnos¢ prowadzita do istotnego obnizenia zywotnosci

komorek linii HT137 oraz 5637, odpowiednio do poziomu 71,08% i 24,88%.

—@— ftfeao
= Ptl
= Pt3
% —O0— bfte
= Pt4
g Pt6
N
¥ —@—Dbfie
= 40
o\% —@—Pt5

20 ——Pt7
0 —@—cis-Pt
T24 HT1376 5637 A549

Rys. 41 Przezywalnos¢ komorek po inkubacji z kompleksami Ptl, Pt3, Pt4 - Pt7, ligandami
fifeao, bfte i bfie oraz cisplatyng w stezeniu 1 uM.

Z kolei po zwigkszeniu stgzenia do 10 uM (Rys. 42) zaobserwowano istotne
obnizenie zywotno$ci komoérek inkubowanych z kompleksami Ptl i Ptd. Zywotnos$é
komorek z linii T24, HT137 1 5637 spadita odpowiednio do 10,28%, 40,12% 1 20,01%
po inkubacji z kompleksem Ptl, natomiast w obecnos$ci kompleksu Pt4 wartosci
te wynosity odpowiednio 16,89 %, 9,94 %, 45,00 %. Dla poréwnania, cisplatyna
wykazywata znacznie silniejsze dzialanie cytotoksyczne prowadzac do spadku zywotnos¢
tych linii komorkowych odpowiednio do 2,32 % 0,76 % 1 1,57 %. Pozostate badane
zwigzki koordynacyjne platyny(Il) (Pt3, Pt5-Pt7) charakteryzowaly si¢ tylko
minimalnym wplywem na przezywalno$¢ komorek, ktora utrzymywata si¢ na poziomie

zblizonym do kontroli lub ulegla jedynie nieznacznemu obnizeniu. Co istotne,
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nieskoordynowane ligandy ftfeao, bfte i bfie nie wplyngty na zywotnos¢ komorek
nowotworowych. Dopiero koordynacja ftfeao i bfte do platyny(I) w kompleksach Ptl

i Pt4 powodowata pojawienie si¢ aktywnosci cytotoksyczne;.

140 —@— ftfeao
_ 120 . Pt1
= 100 g 2 P(3
3 2’ W/
é 80 3 —@—bfte
§ 60 . Pt4
g 40 - Y Pi6
§~ 20 o —@—Dbfie
0 @ - —e—Pt5
T24 HT1376 5637 A549 —@—Pt7

Rys. 42 Przezywalnos¢ komorek po inkubacji z kompleksami Ptl, Pt3, Pt4 - Pt7, ligandami

fifeao, bfte i bfie oraz cisplatyng w stezeniu 10 uM.

Nastepnie przeprowadzono oceng potencjatu cytotoksycznego in vitro kompleksow
Rul - Ru3, wyznaczajac warto$¢ ICso z zastosowaniem testu SRB. Uzyskane wyniki
(Rys. 43) wskazuja, ze sposrod badanych kompleksow Ru(Il) najwigksza aktywnosc
cytotoksyczng wykazuje Ru2 (IC50=24,94-29,27 uM). Mimo to jego potencjat
cytotoksyczny jest nizsza niz cisplatyny (ICso=1,21 - 3,12 uM). Z kolei zwigzki Rul i Ru3
wykazuj¢ niewielka aktywno$¢ cytotoksyczna wobec linii komdrek nowotworowych A549
1 T47D (ICs0=119,56 -321,76 uM), natomiast oba te kompleksy sa aktywne wobec linii
komoérkowej LoVo (ICsoru1 =36,95 uM, 1Csoruz =46,05 uM).

Warto zwrdci¢ uwagg, iz uzyskane wyniki sg analogiczne z obserwacjami naszego
zespolu badawczego dotyczacymi p-cymenowych analogéow kompleksow rutenu(Il)

z 5,7-dipodstawionymi triazolopirymidynami, '1°

gdzie kompleks
([(®-p-cym)Ru(dptp)Clo]) wykazal najwyzsza aktywno$¢ cytotoksyczna wobec linii
komoérek nowotworowych A549 i T47D. !5 Zauwazono réwniez, ze substytucja liganda
arenowego z p-cymenu na bifenyl znaczaco zwigkszyta cytotoksycznos¢ kompleksow
wobec komorek nowotworowych - wartos¢ 1Cso w przypadku linii komorkowej A549
obnizyta sie z 83,1 uM !> do 24,94 uM, a dla linii komérkowej T47D z 34,9 uM '®
do 28,55 uM. Podobne zaleznosci byty réwniez obserwowane przez innych badaczy,
ktorzy wykazali wigksza cytotoksyczno$¢ bifenylowych kompleksow rutenu(I)

w poréwnaniu z ich p-cymenowymi analogami, 105171172
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Rys. 43 Cytotoksycznos¢ in vitro kompleksow Rul - Ru3 i cisplatyny wyrazona jako
parametr ICsg [uM].

Analiza wynikow wykazata, ze zwigzki koordynacyjne Ptl, Pt4 oraz Ru2 naleza
do najbardziej cytotoksycznych in vitro sposrdd nowo zsyntetyzowanych zwigzkow Pt(I1)
i Ru(Il). Kompleksy te wytypowano do dalszych, poglebionych analiz nad ich potencjatem
cytotoksycznym. Wstepne wyniki badan ujawnity jednak, ze ich aktywnos¢ cytotoksyczna
pozostaje nadal nizsza niz cisplatyny, co najprawdopodobniej wynika z ograniczonej

rozpuszczalnosci komplekséw. W celu jej poprawy zaproponowano dwa rozwigzania

(Rys. 43).
7N

Strategie poprawy aktywnoSci
cytotoksycznej zwigzkow
koordynacyjnych Pt(II) i Ru(II)

. . , Wymiana odchodzacych

Enkapsulacja zwiazkow . . .

. ligandow chlorkowych na ligand

kompleksowych w nanomicelach .
dikarboksylanowy
. H
Enkapsulacja komplekséw Strategi¢ zastosowano dla
Pt1, Pt2 i Ru2 w micelach kompleksu Pt4, w konsekwencji
kopolimeréw otrzymano jego szczawianowy
Pluronic®P123 i Pluronic®F127 analog Pt8

Rys. 44 Strategie poprawy aktywnosci cytotoksycznej in vitro wybranych zwigzkow
koordynacyjnych Pt(Il) i Ru(Il).
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Poglebione badania nad potencjatem cytotoksycznym zwigzkéw koordynacyjnych Ptl,
Pt4 1 Ru2 rozpoczeto od wyznaczenia parametru ICso wobec wybranych linii komoérek
nowotworowych pecherza moczowego i ptuca (T24, HT1376, HB-CLS-1, 5637, A549)
oraz komorek prawidtowych izolowanych z moczowodu (SV-HUC-1) z wykorzystaniem
testu MTT. Do badan dodatkowo wiaczono kompleks Pt8 otrzymany w ramach realizacji
strategii majacej na celu zwiekszenie aktywnosci cytotoksycznej kompleksu Pt4.

Przeprowadzone analizy dowiodly, ze kompleksy Ptl, Pt4, Pt8 i Ru2 wykazaty
dziatanie = cytotoksyczne = wobec badanych linii komoérek  nowotworowych
(IC50=2,51-17,60 uM) (Rys. 45). Jednoczesnie warto podkresli¢, iz wszystkie
te kompleksy charakteryzowaly si¢ obnizong toksyczno$cia wzgledem komorek
prawidtowych SV-HUC-1 (IC50=5,20-23,87uM), w poréwnaniu z cisplatyng
(ICs0=4,87 uM).

Analiza wptywu rodzaju atomu centralnego na aktywnos$¢ cytotoksyczng badanych
zwigzkow wskazuje, ze kompleksy platyny(Il) charakteryzuja si¢ wyzsza aktywnoS$cia
wobec analizowanych linii komoérek nowotworowych (ICs0=2,51-8,50uM) niz
kompleksy rutenu(Il) (ICso= 14,54 - 17,60 uM).

Dalsze rozwazania objety zalezno§¢ aktywnos$ci cytotoksycznej od skladu sfery
koordynacyjnej zwigzkéw kompleksowych platyny(Il). Wykazano, ze dichlorkowe
kompleksy Pt(II) charakteryzujg si¢ zblizong cytotoksyczno$cig wzgledem badanych linii
komoérek nowotworowych. Wyznaczone warto$ci 1Cso dla Ptl 1 Pt4 mieszcza si¢
w przedziale 5,00 - 8,50 uM 1 pozostaja nizsze niz cisplatyny (ICso=2,95 - 9,48 uM).
Wyjatek stanowita linia A549, wobec ktorej kompleks Pt4 wykazywat nieznacznie wyzsza
aktywnos$¢ (ICso=8,35 uM) w poréwnaniu z cisplatyng (ICs0=9,48 uM).

Z kolei zastgpienie ligandow chlorkowych ligandem szczawianowym
w kompleksie Pt8 wywotalo wyrazng poprawa aktywnosci cytotoksycznej
(ICs0=2,51-7,15 uM) wzgledem jego dichlorkowego analogu Pt4. Kompleks Pt8
wykazywat wyzszg cytotoksycznos¢ wobec komorek nowotworowych linii T24, HT1376
oraz A549 (ICs0=2,51 - 3,99 uM) niz cisplatyna (ICso=2,95 - 9,48 uM).
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Rys. 45 Cytotoksycznosc¢ kompleksow platyny(1l) i rutenu(ll) oraz cisplatyny wyrazona jako
parametr [Cso [uM].

Podsumowujac, wyznaczone wartosci parametrow ICso dla kompleksow Ptl, Pt4,
Pt8 i1 Ru2 jednoznacznie potwierdzily ich cytotoksycznos¢ wobec komorek
nowotworowych. Istotnym aspektem jest rOwniez obnizona toksyczno$¢ tych kompleksow
wzgledem komoérek prawidtowych, w poréwnaniu do cisplatyny, co moze czg¢sciowo
rekompensowac konieczno$¢ zastosowania w niektorych przypadkach wyzszych dawek
terapeutycznych i wskazuje na potencjalnie korzystny indeks terapeutyczny.

W kolejnym etapie badan zrealizowano drugg strategie majaca na celu zwiekszenie
aktywnosci cytotoksycznej wybranych zwigzkéw koordynacyjnych Pt(IT) i Ru(Il). W tym
celu kompleksy Ptl, Pt4 1 Ru2 poddano enkapsulacji w kopolimerach Pluronic®,
a nastgpnie oceniono wplyw ich zamknigcia w strukturach micelarnych na potencjat

cytotoksyczny.
11.2.4 Enkapsulacja w micelach Pluronic®

Enkapsulacja w micelach polimerycznych Pluronic® stanowi efektywng strategie
zwiekszenia rozpuszczalnosci zwigzkéw lipofilowych w ptynach ustrojowych, wydtuzenia
czasu ich krazenia oraz poprawe wychwytu zwigzkow przez komorki. Dodatkowo
wykazano, ze kopolimery Pluronic®F127, P123 1 L121 mogg bezposrednio oddziatywaé
na komodrki nowotworowe poprzez modyfikacje mikrolepkosci bton plazmatycznych
1 skuteczne hamowanie funkcji glikoproteiny P, co prowadzi do zwigkszenia
wewnatrzkomdrkowej akumulacji substancji czynnej. 3

W zwiazku z powyzszym kompleksy Ptl, Pt4 i Ru2 poddano enkapsulacji
w micelach dwoch kopolimeréw amfifilowych (Pluronic®P123, Pluronic®F127),
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roznigcych si¢ rownowaga hydrofilowo-lipofilows, a takze w formulacji mieszanej
uzyskanej przez polaczenie obu kopolimeréw w stosunku masowym  3:2
(Pluronic®P123/F127). Zaréwno Pluronic®P123, jak 1 Pluronic®F127 naleza
do tréjblokowych kopolimeréw sktadajacych si¢ z poli(tlenku etylenu) (PEO) i poli(tlenku
propylenu) (PPO), ktére w S$rodowisku samoczynnie organizujg si¢, tworzac
nanometryczne micele. Hydrofilowa powtoka miceli jest zbudowana z PEO, natomiast
hydrofobowy rdzen, w ktorym enkapsulowany jest zwigzek tworzony jest z PPO.
Morfologia powstajacych miceli zalezy od stosunku jednostek PPO :PEO. Pomimo
identycznego sktadu blokowego, Pluronic®P123 1 Pluronic®F127 roznig si¢ strukturg
molekularna, odpowiednio EO20PO70EO20 1 EO106PO70EO106. Pluronic®P123 zawiera 30%
PEO na unimer (stosunek PPO : PEO 1,75), podczas gdy Pluronic®F127 zawiera 70%
PEO na unimer (stosunek PPO : PEO 0,33). !7* Zwiekszony udziat PEO sprzyja tworzeniu
miceli o mniejszym rdzeniu hydrofobowym, wyzszym stopniu uwodnienia oraz mniejszej
tendencji do agregacji. Z kolei uktady z wyzszym udzialem segmentéw PPO zazwyczaj
tworzg bardziej zwarte i mniej uwodnione struktury micelarne. '”

Po zakonczeniu procedury enkapsulacji otrzymane probki poddano analizie
rozktadu wielkosci czastek przeprowadzonej metoda DLS (Rys. 46). Wykonane badania
pokazuja, ze enkapsulacja komplekséw Ptl, Pt4 i Ru2 w micelach Pluronic®P123
1 Pluronic®P123/F127 prowadzita do powstania stosunkowo jednorodnych czastek
o wielkosciach 25 - 37 nm (Pt1), 18 - 38 nm (Pt4) 1 26 - 34 nm (Ru2). We wszystkich
analizowanych uktadach obserwowano réwniez rozpraszanie $wiatta przez wigksze
struktury 44 -51nm (Ptl) 1 50-56 nm (Ru2). W przypadku miceli zawierajacych
kompleks Pt4 stwierdzono obecno$¢ szczegélnie duzych frakcji o rozmiarach okoto
200 nm - 5,50 um, co wskazuje na sporadyczne zjawiska aglomeracji. Z kolei micele
utworzone z kopolimeru Pluronic®F127 wykazywaty dwa odmienne rozklady wielkosci:
22-24nm 144 -46 nm (Ptl) 18 - 28 nm 1 50 -70 nm (Pt4) oraz 29 - 32 nm i 48-50 nm,
bez sygnatow odpowiadajacych duzym agregatom, co sugeruje wyzsza stabilnos¢
koloidalng tych uktadow.

Wyniki obrazowania TEM (Rys. 46) dostarczyly dodatkowych informacji na temat
rozmiaréw 1 morfologii miceli. Analiza wykazata, Ze otrzymane struktury maja przewaznie
ksztatt kulisty o rozmiarach w zakresie 40 - 165 nm, przy czym dominujacy frakcje
stanowig micele o §rednicach < 70 nm. Dane te sg zgodne z wynikami uzyskanymi metoda

DLS.
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Rys. 46 Zestawienie obrazow TEM i analiz DLS dla kompleksow Ptl, Pt4 i Ru2
zamknigtych w micelach Pluronic®.
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W celu potwierdzenia skutecznej enkapsulacji kompleksow Ptl, Pt4 i Ru2
w micelach Pluronic® wykonano analize¢ ICP-MS. Przeprowadzone oznaczenia
potwierdzity obecno$¢ odpowiedniego metalu (platyny lub rutenu) we wszystkich
probkach (Tab. 28). Najwicksza wydajnos¢ enkapsulacji obserwowana jest dla kompleksu
Pt4, natomiast najmniejsza dla Ptl. Analiza wptywu rodzaju kopolimeru na efektywnos¢
enkapsulacji wykazata ponadto, ze niezaleznie od rodzaju kompleksu najwicksza
wydajno$¢ uzyskiwano w przypadku miceli Pluronic®P123.

Tab. 28 Stezenia [ug/l] platyny w zawiesinach miceli kompleksow Ptl i Pt4d oraz rutenu
w zawiesinie miceli kompleksu Ru2 oznaczone metodg ICP-MS.

P123 P123/F127 F127
Pt1 495+ 16 419+3 450+ 1
Pt4 5746 + 44 3052 £275 5335+ 227
Ru2 2206 £ 230 2046 + 563 2009 + 448

11.2.5 Aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro zwigzkow koordynacyjnych Pt(II)

i Ru(II) po enkapsulacji w micelach Pluronic®

W kolejnym etapie badan oceniono wplyw enkapsulacji kompleksow Ptl, Pt4
1 Ru2 w micelach Pluronic® na ich cytotoksyczno$¢ in vitro. Jako pierwszy badaniom
poddano zwigzek Pt4. Najwigkszy efekt cytotoksyczny (Rys. 47) zaobserwowano
po inkubacji komoérek nowotworowych z micelami Pt4-P123 (ICs50=0,13 - 0,43 uM).
Uwzgledniajgc zarowno uzyskany efekt cytotoksyczny jak 1 najwigksza wydajnos$c
enkapsulacji pozostatych dwoéch kompleksow polimerze Pluronic®P123 (Tab. 28),
do dalszych badan aktywnosci cytotoksycznej wytypowano micele Pt1-P123 oraz Ru2-
P123. Enkapsulacja w micelach Pluronic®P123 skutkowata wyraznym wzrostem
cytotoksycznosci - wszystkie ~ otrzymane  formulacje = micelarne = wykazywaly
submikromolarne wartosci ICso (IC50=0,07 - 0,94 uM), istotnie przewyzszajac cisplatyne
(IC50=2,95 - 9,48 uM), w niektérych przypadkach nawet o ponad jeden rzad wielkosci.
Najsilniejszy  efekt  cytotoksyczny  odnotowano dla  formulacji  Pt1-P123
(IC50=0,07 - 0,15 uM).

Obserwowana wyrazna poprawa aktywnosci cytotoksycznej po enkapsulacji jest
zbyt duza, aby mozna ja bylo tlumaczy¢ jedynie zwigkszona rozpuszczalnos$cia

kompleksow. Sugeruje, to ze kluczowa rol¢ odgrywa ograniczenie przedwczesnej
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dezaktywacji zwigzkéw oraz bardziej efektywne dostarczanie do wnetrza komorek, ktore

tacznie przyczyniajg si¢ do podwyzszanego o dziatania cytotoksycznego.

Pt1-P123 Pt4-P123 Pt4-P123/F127 m Pt4-F127 m Ru2-P123
1,20
0,9
1,00 0. 86 OO 4
0,771
0,80 .
2
= 0,60 0 43 0, 36 51
S
0,40 17 031
,19 0,19 0 20
0,20 0,12 0 091 i I 0, 15 0 0083!-7
0,00
HT1376 HBCLS 5637 A549 SV-HUC-1

Rys. 47 Cytotoksycznos¢ kompleksow Ptl, Pt4d i Ru2 zamknietych w micelach
Pluronic®P123 i Pluronic®F 127 wyrazona jako parametr ICso [uM].

11.2.6 Aktywnos$¢ antyproliferacyjna in vitro

Kolejnym etapem badan biologicznych bylo okreslenie, czy najbardziej
cytotoksyczne kompleksy Ptl, Pt4, Pt8 i Ru2 wykazuja wtasciwosci antyproliferacyjne.

Analiza przeprowadzona dla kompleksu Pt1 (Rys. 48) wykazata, ze w stezeniu
1 uM zwigzek ten nie wywotywal istotnych zmian w proliferacji badanych linii
komoérkowych, co potwierdzal odsetek komorek BrdU-dodatnich mieszczacych si¢
w zakresie 90,20%-118,10%. W tym samym st¢zeniu cisplatyna znaczaco hamowata
proliferacje komorek (%komodrek BrdU-dodatnich=159,80% -86,90%). Z kolei przy
stezeniu 10 uM kompleks Ptl tak silnie hamowat proliferacje, ze nie byto mozliwe
ilosciowe okreslenie liczby komorek BrdU-dodatnich. Wyjatek stanowita linia HT1376,
wktorej w tym stezeniu nie stwierdzono istotnych zmian w proliferacji

(%komorek BrdU-dodatnich=119,7%).
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Rys. 48 Komorki BrdU-dodatnie po inkubacji z kompleksem Ptl i cisplatyng w stezeniach
1 puM i 10 uM wyrazone jako %kontroli (b.d. - brak danych; zbyt mata liczba
komorek do wiarygodnej oceny).

Analiza antyproliferacyjnego dziatania kompleksu Pt4 (Rys. 49) wykazala,
ze w stgzeniu 1 uM efekt ten byl zréznicowany 1 zalezny od rodzaju linii komorkowe;.
Odsetek komorek BrdU-dodatnich miescit si¢ w zakresie 65,75% - 126,39%. Dla
porownania, po zastosowaniu cisplatyny w tym samym stezeniu wartosci te wynosity
48,32% - 119,69%. Zwigkszenie st¢zenia kompleksu Pt4 do 5 uM prowadzito
do wyraznego zahamowania proliferacji w liniach SV-HUC-1 oraz 5637, gdzie odsetek
komorek proliferujacych wynosit odpowiednio 23,32% 1 23,91%. W przypadku linii
HT1376 1 T24 liczba zywych komoérek byta na tyle niska, ze nie bylo mozliwe wiarygodne
ilosciowe oznaczenie komodrek BrdU-dodatnich. Podobny efekt obserwowano dla
cisplatyny w stgezeniach 5 - 10 uM, ktéra w wiekszosci badanych linii znacznie ograniczata
liczbe zywych komoérek, uniemozliwiajac rzetelng analiz¢ proliferacji. Natomiast
w przypadku tej analizy zaobserwowano wyzsze tempo proliferacji SV-HUC-1
w wyzszych stezeniach cisplatyny (5 1 10 uM) w porownaniu z nizszymi dawkami,
co najprawdopodobniej wynikalo z ograniczonej liczby analizowanych komorek

1 stanowilo efekt statystyczny.
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Rys. 49 Komorki BrdU-dodatnie po inkubacji z kompleksem Pt4 i cisplatyng w stezeniach
1 uM, 5 uM i 10 uM wyrazone jako %kontroli (b.d. - brak danych; zbyt mata liczba
komorek do wiarygodnej oceny).

Z kolei analiza dzialania kompleksu Pt8 (Rys. 50) wykazata wyrazny wptyw
na proliferacje wszystkich badanych linii komoérkowych. Juz przy zastosowaniu st¢zenia
1 uM obserwowano znaczne zahamowanie proliferacji, o czym $wiadczy odsetek
komorek BrdU-dodatnich mieszczacy si¢ w zakresie 16,00 % - 30,00 %. Dla poréwnania,
po inkubacji komorek z cisplatyng w tym samym stezeniu wartosci te byly wyzsze
1 wynosity 42,11 % - 64,47 %. Zwigkszenie stezenia Pt8 do 5 uM prowadzito do dalszego
obnizenia proliferacji komorek z linii 5637 i SV-HUC-1, odpowiednio do 7,26 %
115,00 %. Natomiast w liniach T24 1 HT1376 liczba zywych komorek byla na tyle
ograniczona, ze nie bylo mozliwe wiarygodne iloSciowe  oznaczenie
komoérek BrdU-dodatnich, analogiczny efekt obserwowano po zastosowaniu st¢zenia

10 pM.
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Rys. 50 Komorki BrdU-dodatnie po inkubacji z kompleksem Pt8 i cisplatyng w stezeniach
1 uM, 5 uM i 10 uM wyrazone jako %kontroli (b.d. - brak danych, zbyt mata liczba
komorek do wiarygodnej oceny).

Analiza dziatania kompleksu Ru2 (Rys. 51) rowniez wykazywata jego istotny
wpltyw na proliferacje wszystkich badanych linii komorkowych. W stgzeniu 5 uM
obserwowano wyrazne zahamowanie proliferacji badanych linii komoérek nowotworowych
od 15,00 % - 43,55 %. Dla porownania, po inkubacji komorek z cisplatyng w tym samym
stezeniu proliferacja komorek wynosita odpowiednio 3,10 % 1 15,80 % dla linii
komorkowej SV-HUC-1 1 T24, natomiast w pozostatych badanych liniach komoérkowych
liczba zywych komorek byta na tyle niska, ze nie mozna byto wiarygodnie oceni¢ komorek
BrdU-dodatnich. Z kolei zastosowanie Ru2 w stezeniu 10 uM prowadzito do dalszego
obnizenia proliferacji dla linii T24, SV-HUC-1 1 HT1376, gdzie odsetek komorek
BrdU-dodatnich mies$cit si¢ w zakresie 2,50 % - 22,58 %. Natomiast przy st¢zeniu 25 uM
obserwowano zbyt duza $miertelno$¢ komorek, aby wiarygodnie oceni¢ ich proliferacje.
Analogicznego st¢zenia cisplatyny (25 uM) nie testowano, gdyz juz przy 10 uM zwigzek
ten powodowat zbyt duze uszkodzenie komorek, uniemozliwiajace rzetelne oznaczenie

odsetka komorek BrdU-dodatnich.
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Rys. 51 Komorki BrdU-dodatnie po inkubacji z kompleksem Ru2 w stezeniach 5 uM, 10 uM
i 25 uM i cisplatyng w stezeniach 1 uM, 5 uM, 10 uM wyrazone jako %kontroli
(b.d. - brak danych; zbyt mata liczba komorek do wiarygodnej oceny).
Uzyskane wyniki analizy BrdU jednoznacznie wskazuja na antyproliferacyjny

charakter komplekséw koordynacyjnych Ptl, Pt4, Pt8 i Ru2 oraz potwierdzaja zgodnos¢

tych obserwacji z wynikami testu MTT.
11.2.7 Analiza cyklu komorkowego

Analiza wptywu badanych zwigzkéw koordynacyjnych na przebieg cyklu
komoérkowego pozwala na wstepne okreslenie mechanizmu ich dziatania.

Wykazano, ze cisplatyna wptywa na cykl komorkowy wszystkich badanych linii
komoérek nowotworowych, indukujac zatrzymanie cyklu w fazie G2/M (Tab. 29). Efekt ten
jest w pelni zgodny z jej znanym cytotoksycznym mechanizmem dzialania, w ktérym
tworzenie adduktow z DNA aktywuje sygnalizacj¢ punktéw kontrolnych i zapobiega
wejsciu komorki w faze mitozy. !’ W przeciwienstwie do tego, kompleksy Pt1, Pt4, Pt8
1 Rul (Tab. 29) i nie wykazywaly tak wyraznego wptywu na przebieg cyklu komorkowego.
Kompleksy Pt4 i Pt8 powodowaty jedynie lagodne zatrzymanie w fazach G2/M 1 S, przy
czym efekt ten byl najbardziej zauwazalny w komodrkach SV-HUC-1, gdzie odsetek
komorek w fazie G2/M wzrost z 28,21%/25,11% w grupie kontrolnej do 31,62%/28,14%
po inkubacji odpowiednio z Pt4 i Pt8. W liniach komorek nowotworowych wplyw ten byt
mniej wyrazny, a odsetek komoérek w fazie GO/G1 po zastosowaniu kompleksow Pt(II)
1 Ru(Il) pozostal porownywalny z grupa kontrolng. Wyniki te sugeruja, ze komorki
kontynuuja postgp cyklu komorkowego bez wigkszych zaktocen, co wskazuje,

ze mechanizm cytotoksycznego dzialania badanych kompleksow Pt(Il) i Ru(Il) ro6zni sie
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od mechanizmu cisplatyny i prawdopodobnie nie opiera si¢ na bezposredniej interakc;ji

z DNA. W celu weryfikacji tego przypuszczenia dalsze badania skupity si¢ na okresleniu

oddziatywania komplekséw z DNA.

Tab. 29 Procentowy udzial komorek [%] w fazach GO/G1 i G2/M cyklu komorkowego w

probie kontrolnej oraz po inkubacji z Cisplatynq i Ptl, Pt4, Pt8 i Ru2.

Kontrola cis-Pt Pt1
G0/G1 G2M | Go/G1 G2/M G0/G1  G2/M
43,68 39,25 26,52 49,87 44,70 38,30
SV-HUC-1 +431 +4,01 + 13,61 + 3,44 +6,30 +3.39
T24 65,78 18,95 8,7 75,9 80,68 13,85
+1596  +£548 +12 +4,71 +£0,97  £1,77
19,23 76,55 14,40 77.35 19,70 75,93
HT1376 1568  +£1044 | +155  £2.75 1668  +10.57
5637 67,03 21,43 44,62 44,5 61,85 22,95
+3.19 +0,64 | +3.52 +2.39 +4.73 + 1,44
Kontrola cis-Pt Pt4
G0/G1 G2M | G0/G1 G2/M G0/G1  G2/M
55.40 2821 15,23 51,95 47,73 31,62
SV-HUC-1 +2.01 +0,25 +0,18 + 0,06 +2.01 +0,81
T24 76,96 14,75 59,96 22.41 71,08 16,11
+0,77 +0,83 +1,62 +1,18 +0,76 +1,19
76,39 12,59 32,54 4238 65,92 14,46
HT1376 +7.71 +721 +2.34 +3,28 +£329  +3.46
5637 76,35 16,98 38.46 43,00 66,08 17.43
+1,52 +230 | +£232 +3,78 +2.25 +3.36
Kontrola cis-Pt Pt8
G0/G1 G2M | G0/G1 G2/M G0/G1  G2/M
52,87 25,11 17,55 46,24 42,48 28,14
SV-HUC-1 1 [5on 4108 | 4135  +2027 1097 +1,59
T24 71,75 13,72 55,76 20,84 66,10 16,11
+1,78 +2.87 +1,74 +1,92 +2.54 +1,12
67,22 11,08 28,64 37.29 58,01 12,72
HT-1376 217 +3.04 | +£255  +0095 1301 +235
5637 71,39 15,88 35,96 40,21 61,78 16,30
+2.56 +2.41 +2.47 +3,19 +3,61 +3.89
Kontrola cis-Pt Ru2
G0/G1 G2M | G0/G1 G2/M G0/G1  G2/M
46,82 31,21 19,44 46,61 4228 32,22
SV-HUCG-T 1 g9 1168 | +1.02 4249 1,03 +3.15
T24 66,62 15,84 31,26 46,92 71,19 13,98
+1,23 +1,92 +1,77 +1,99 +2.54 +1,81
41,93 42,50 20,87 55,60 37.69 43,00
HT1376 +521 +3.03 | +087  +227 1265  +4.74
5637 67,13 18,09 39,08 40,09 59,96 19,03
+0,93 +1,93 | +431 +3,53 +2.79 +3.70
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11.2.8 Badanie reaktywnos$ci wzgledem DNA

Analiz¢ reaktywno$ci badanych zwigzkéw koordynacyjnych Pt(II) 1 Ru(Il)
rozpoczeto od przeprowadzenia elektroforezy w zelu agarozowym, ktoéra pozwala na
okreslenie interakcji miedzy superskrgconym plazmidowym DNA (pUC18), a badanymi
zwigzkami koordynacyjnymi (Ptl, Pt4, Pt8 i Ru2) (Rys. 52). Zaréwno dla préby
kontrolnej pUC18, jak i po inkubacji z kompleksami obserwowano dwa charakterystyczne
pasma plazmidu: jeden w formie otwartego kota (OC), a drugi w formie superskreconej
(SC). Po inkubacji DNA plazmidowego z cisplatyna w stosunku stezen cpucis : Ceis-pt 1:1
widoczny byl znaczny spadek ruchliwosci elektroforetycznej pUCI18, co wskazuje na
kowalencyjne wigzanie cisplatyny z DNA. W przypadku zwigzkéw koordynacyjnych Pt1,
Pt4, Pt8 i Ru2 nie stwierdzono istotnych zmian w ruchliwo$ci pasm plazmidowych.
Dopiero zwigkszenie stosunku stezen cpucis : Ckompleks do 1:5 1 1:10 dla kompleksow Ptl,
Pt4 i Pt8 spowodowalo niewielkie obnizenie ruchliwosci elektroforetycznej DNA,
sugerujac niewielki wplyw wigzania kowalencyjnego. Na tej podstawie mozna

wnioskowaé, ze DNA nie stanowi glownego miejsca dziatania cytotoksycznego

omawianych zwigzkéw kompleksowych.

oC

SC

Rys. 52 Badanie ruchliwosci elektroforetycznej pUCI8 po 24 h inkubacji w temp. 37,0 °C
z kompleksami Ptl, Pt4, Pt8 i Ru2, cisplatyng oraz maksymalnym uzytym stezeniem
DMF, w stosunkach  cpucis: Ckompleks= 1:0,1;  1:0,5; 1:1; 1:5; 1:10;
cpuci8 : Ceis-pr=1:1.
W celu potwierdzenia, sugerowanego na podstawie analiz cyklu komoérkowego
ibadan ruchliwosci elektroforetycznej pUCI18, braku reaktywnosci kompleksow
wzgledem DNA przeprowadzono poglebione badania nad reaktywnos$cig kompleksu Pt4

ztym biopolimerem. W niniejszym rozdziale przedstawiono jedynie wybrane

eksperymenty.
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Poglebione analizy rozpoczgto od badania lepkosci DNA. Podobnie jak
w przypadku elektroforezy, metoda ta stanowi narzedzie do wstepnej oceny sposobu
wigzania kompleksow z tym biopolimerem. Pomiar lepkosci opiera si¢ na zmianach
konformacji i efektywnej dtugosci podwojnej helisy DNA po zwigzaniu z kompleksem.
Wigzanie interkalacje prowadzi do wydluzenia helisy 1 wzrostu wzglednej lepkosci DNA,
z kolei wigzanie kowalencyjne, powoduje skrgcenie podwojnej helisy i zmniejsza
efektywna dhlugosci tancucha, a tym samym powoduje spadek lepkosci. Zmiany te
przedstawia si¢ poprzez zaleznosci (1/10)"> 0d 1= Ckompleks/CDNA.

Przeprowadzone pomiary wykazaly, ze inkubacja DNA z kompleksem Pt4
w analizowanym zakresie stezen nie powoduje zmian w lepkosci tego biopolimeru
(Rys. 53). Wartosci (n/no)">=~1, wskazuja, ze analizowany zwiazek nie wplywa na
zmiang¢ dlugosci podwojnej helisy DNA, co potwierdza brak oddziatywan interkalacyjnych
1 wigzania kowalencyjnego z DNA. Jednakze, aby calkowicie wykluczy¢ oba te

mechanizmy wykonano analizy spektrometryczne.

1,2

1 e ® ° ° ° °

(nM0)'3
= = =
N [e)} o2}

=
B

Rys. 53 Wykres zmian lepkosci DNA wraz ze wzrostem ilosci kompleksu Pt4;
cpna = 120 uM, ¥ = Crompieks/cDONA, (1/N°) = (torévka - trozp,)/(tDNA - trozp,).

W kolejnym etapie oceniono mozliwo$¢ tworzenia wigzania kowalencyjnego migdzy

Pt4 a DNA z zastosowaniem analizy spektrofotometrycznej. Zmiany w widmach UV-Vis

DNA s3 wskaznikiem zmian strukturalnych podwojnej helisy, co obserwowane jest

w postaci wplywu na ksztalt widma i/lub jego intensywnosci. Uwzgledniajac fakt,

ze wigzania kowalencyjne z DNA zachodza stosunkowo powoli, stale stezenie DNA
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inkubowano ze stalym stezeniem kompleksu Pt4, a widma wykonywano w czasie
0 min. - 5h, w odstgpach co 10 min. W trakcie tego eksperymentu nie zaobserwowano
istotnych zmian w widmach spektrofotometrycznych DNA przed i po inkubacji

z kompleksem (Rys. 54), co sugeruje brak znaczacej interakcji kowalencyjnej w badanym

czasie.
3
2,5

e O MinN. 10 min.

20 min. e 30 MiN.

e 40 MIIN. e 50 min.

2 e 60 Min. 70 min.

© e 80 MiiN. e 90 min.
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21,5 140 min. 150 min.
§ 160 min. ——170 min.
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Rys. 54 Widma spektrofotometryczne DNA rejestrowane podczas inkubacji DNA
z kompleksem Pt4.

W kolejnym etapie zbadano oddzialywanie interkalacyjne Pt4 z DNA. Jedna
z najpowszechniej stosowanych metod badania interkalacyjnego oddzialywania zwigzkow
z DNA jest miareczkowanie fluorescencyjne z zastosowaniem bromku etydyny jako
znacznika interkalatorowego. EtBr to fluorescencyjny barwnik, ktory po interkalacyjnym
zwigzaniu z DNA wykazuje emisj¢ fluorescencji przy dtugosci fali A =595 nm. Analiza
polega na wysyceniu DNA bromkiem etydyny, a nastepnie miareczkowaniu uktadu
DNA-EtBr roztworem kompleksu. Konkurencyjne wypieranie bromku etydyny przez
analizowany zwiazek obserwowane jest jako obnizenie intensywnosci emisji fluorescencji.

Analiza wynikéw przeprowadzonego miareczkowania fluorescencyjnego (Rys. 55)
wskazuje, ze zwigzek Pt4 w Dbardzo niewielkim stopniu interkaluje DNA.
Dla r =1 intensywno$¢ emisji fluorescencji pochodzacej od DNA-EtBr zostata obnizona

jedynie o 9%. Nawet przy wyzszym r = 8,5 wciaz ponad potowa intensywnosci emisji
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fluorescencji (54%) pochodzacej od DNA-EtBr pozostata niezmieniona. Swiadczy

to o bardzo niewielkim udziale kompleksu Pt4 w interkalacyjnym wigzaniu z DNA.

100
90
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% F /FO

40
30
20
10

0
0,00E+00 1,00E+00 2,00E+00 3,00E+00 4,00E+00 5,00E+00 6,00E+00 7,00E+00 8,00E+00 9,00E+00

r

Rys. 55 Zmiany fluorescencji DNA-EtBr podczas miareczkowania kompleksem Pt4, gdzie
FO - poczgtkowa intensywnos¢ emisji fluorescencji EtBr-DNA, F - intensywnos¢
emisji fluorescencji w trakcie miareczkowania, r = cpu/CpN4.

Eksperymenty reaktywnosci wzgledem DNA sg spojne z danymi uzyskanymi na
podstawie analizy cyklu komorkowego 1 §wiadczg o tym, iz DNA nie jest gtownym
miejscem oddziatywania kompleksu Pt4. Poprzez analogie dla kompleksow Pt1, Pt8 i Ru2
mozna wyciggnac¢ tozsamy wniosek.

Uzyskane dane na temat reaktywnosci badanych zwigzkéw kompleksowych
wzgledem DNA sg spojne z faktami, 1z: 1) izomeria trans kompleksu Ptl, uniemozliwia
tworzenie wewnatrzniciowych wigzanh z dwoma sgsiadujagcymi zasadami purynowymi
DNA, ii) obecno$¢ pierscienia triazolowego w kompleksie Pt4 determinuje jego
cytotoksyczno$¢, co uzasadnia odmienny mechanizm cytotoksycznego dziatania tych

zwigzkow koordynacyjnych Pt(I) niz cisplatyny.
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Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej badania nowych cytotoksycznych
zwigzkow koordynacyjnych Pt(II) i Ru(Il) z ligandami azolowymi pozwalaja
na przedstawienie nastepujacych uogolnien i wnioskéw dotyczacych cech strukturalnych

1 aktywno$ci przeciwnowotworowej in vitro:

I. Wyizolowano trzy typy plasko-kwadratowych zwigzkéw koordynacyjnych
platyny(Il), dla ktérych okreslono nastepujacy sklad sfery koordynacyjne;j:

1. [PtCl2(N-donor)2]:

Ptl: dwa monodentatne ligandy (1S,4R,5R)-4-(4-fenylo-1H-1,2,3-triazol-1-
ylo)-2-((S)-1-fenyloetylo)-2-azabicyklo[3.2.1 ]oktanowe skoordynowane
przez atom azotu N3’ 1 dwa jony chlorkowe w konfiguracji trans;

Pt4 i Pt5: dwa monodentatne ligandy 1-(benzofuran-2-ylo)-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-ylo)etenonowe lub 1-(benzofuran-2-ylo)-2-(1H-imidazol-1-
ylo)etenonowe skoordynowane przez atom azotu N4” i dwa jony chlorkowe
w konfiguracji cis;,

2. [PtCl2(DMSO)(N-donor)]:

Pt2: monodentatny (1S,4R,5R)-4-(4-fenylo-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-2-((S)-1-
fenyloetylo)-2-azabicyklo[3.2.1]oktan skoordynowany przez atom azotu N3’,
S-donorowa czasteczke DMSO 1 dwa jony chlorkowe w konfiguracji cis,

Pt6 1 Pt7: monodentatny 1-(benzofuran-2-ylo)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylo)etenon lub (benzofuran-2-ylo)-2-(1H)-imidazol-1-ylo)etenon
skoordynowany przez atom azotu N4” 1 dwa jony chlorkowe w konfiguracji
trans;

3. [Pt(N-donor)2(ox)]:

Pt8: dwa monodentatne ligandy 1-(benzofuran-2-ylo)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylo)etenonowe skoordynowane przez atom azotu N4” i O,0-chelatujacy
szczawian.

II. Otrzymano pseudooktaedryczne zwiazki koordynacyjne rutenu(Il) (Rul - Ru3)
typu [(n-bip)RuCl2(N-donor)], w ktorych sfer¢ koordynacyjna Ru(Il) tworza:

monodentatny ligand triazolopirymidynowy (5,7-dimetylo-1,2,4-triazolo[1,5-
alpirymidyna,  7-izobutylo-5-metylo-1,2,4-triazolo[1,5-a]pirymidyna,  lub
5,7-difenylo-1,2,4-triazolo[1,5-a]pirymidyna) skoordynowany przez atom azotu
N3, bifenyl 1 dwa jony chlorkowe.
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III. Okres$lono umiarkowanie lipofilowy charakter nowo otrzymanych kompleksow

Pt(IT) i Ru(Il).

Analiza korelacji struktura-lipofilowo$¢ pozwala na zaproponowanie trzech
zaleznoSci:
o wilaczenie do sfery koordynacyjnej liganda dikarboksylanowego
powoduje wzrost lipofilowosci kompleksow Pt(I1);
o obecno$¢ czasteczki DMSO w sferze koordynacyjnej Pt(Il) zmniejsza
lipofilowo$¢ kompleksow;
o lipofilowos¢ w obrebie jednej grupy ligandéw N-heterocyklicznych
rosnie ze wzrostem rozbudowania sterycznego podstawnikow.

IV. Wykazano, ze nowo otrzymane zwiazki kompleksowe Pt(II) charakteryzuja si¢

mniejszg reaktywnoS$cig wzgledem glutationu niz cisplatyna.

Reaktywnos¢ komplekséw Pt(II) z GSH modulowana jest zardwno poprzez
ligandy odchodzace jak i nieodchodzace:
o mniejszym powinowactwem do GSH charakteryzuja si¢ kompleksy
dikarboksylanowe niz dichlorkowe;
o obecno$¢ dwoch ligandéw  N-heterocyklicznych w  sferze
koordynacyjnej sprzyja mniejszej dezaktywacji przez GSH niz
w przypadku kompleksow z mieszang sferg koordynacyjng typu N-donor
1 S-donor (DMSO).

V. Wyselekcjonowano 4 bardzo obiecujace polaczenia Pt(II) Ru(Il):

Ptl (trans-[PtClz(ftfeo):2]), Pt4 (cis-[PtCl2(bfte)2]), Pt8 ([Pt(bfte)2(ox)]),
i Ru2 ([(m*bip)RuCl(dptp)]), ktérych potencjal przeciwnowotworowy
potwierdzono w badaniach nad dzialaniem cytotoksycznym

i antyproliferacyjnym.

Okreslono, ze wszystkie te kompleksy wykazywaly mniejsza toksycznosé
wzgledem komorek prawidtowych niz cisplatyna.

Ponadto kompleks Pt4 charakteryzowal si¢ wieksza aktywnos$cia cytotoksyczna
wzgledem linii nowotworowej A549 niz cisplatyna, natomiast kompleks Pt8
wykazywal wigksza aktywnos$¢ wzgledem komorek linii nowotworowych A549,
T24 1 HT1376.

Na podstawie analizy struktury kompleksow Pt(II) i Ru(II) obserwowana jest
tendencja, iz:
o kompleks Pt4 charakteryzowat si¢ wigksza aktywnoScia cytotoksyczna
niz jego odpowiednik z czasteczka DMSO w sferze koordynacyjnej (Pt6);
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o aktywno$¢ cytotoksyczna kompleksow Pt4 i Pt5, rdznigcych si¢ jedynie
liczbg atomow azotu w pierScieniu azolowym, moze sugerowac,
ze pierscien triazolowy jest kluczowym elementem dla aktywnosci
przeciwnowotworowej kompleksu Pt4;

o zastgpienie ligandow chlorkowych w kompleksie Pt4 szczawianem
w kompleksie Pt8 wplynelo na znaczng poprawe aktywnosci
cytotoksycznej;

o analizujgc kompleksy Ru(Il), najwicksza aktywno$¢ cytotoksyczng wykazat
zwigzek Ru2 z najbardziej rozbudowanym sterycznie ligandem
N-heterocyklicznym. Ponadto zastgpienie liganda p-cymenowego bardziej
rozbudowanym bifenylem wptynglo na znacza poprawe aktywnosci
cytotoksycznej Ru2 w odniesieniu do  jego analogu

[(n®-p-cym)RuCla(dptp)].

VI. Znaczna poprawe cytotoksycznosci kompleksow Ptl, Pt4 i Ru2 otrzymano po ich

zamknieciu w micelach Pluronic®P123.

Enkapsulacja komplekséw Pt(II) i Ru(Il) spowodowala obnizenie parametru ICso
do warto$ci submikromolowych co sugeruje, iz zastosowanie miceli nie tylko
pozwala oming¢ problem rozpuszczalnosci zwigzkow koordynacyjnych Pt(II)
1 Ru(Il), ale rowniez wptywa na zmniejszenie ich dezaktywacji i/lub skuteczny
transport do wnetrza komorek.

VII. Nieznaczna reaktywnos¢ nowo otrzymanych zwiazkéw koordynacyjnych Ptl,
Pt4, Pt8 i Ru2 wzgledem DNA oraz znikomy wplyw na zmian¢ przebiegu cyklu
komorkowego sugeruje, iz zwiazki te wykazuja odmienny mechanizm dzialania

niz komercyjnie dostepne leki platyny(II).
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Dalsze perspektywy badawcze

Badanie potencjalu przeciwnowotworowego w warunkach in vivo

Wysoka aktywno$¢ cytotoksyczna in vitro nowo zsyntetyzowanych
zwigzkéw koordynacyjnych Ptl, Pt4, Pt8 oraz Ru2, w potaczeniu
z opracowaniem efektywnej metody ich enkapsulacji w micelach Pluronic®,
otwiera interesujgce mozliwosci dalszej weryfikacji ich potencjatu

przeciwnowotworowego w badaniach in vivo.

Badanie mechanizmu dzialania

Wykazany odmienny mechanizm dziatania nowo otrzymanych kompleksow
Pt(Il) 1 Ru(ll) w poréwnaniu z cisplatyng wskazuje na konieczno$¢
identyfikacji molekularnych podstaw ich aktywno$ci cytotoksyczne;.
Przeprowadzony przeglad literatury dotyczacy lekow stosowanych
klinicznie, zawierajacych w swojej strukturze ugrupowanie triazolowe,
jednoznacznie wskazuje na istotng role tego fragmentu w oddziatywaniach
z enzymami nadmiernie ekspresjonowanymi w komorkach nowotworowych.
Stanowi to istotng przestanke do poszukiwania mechanizmu dzialania
badanych zwigzkow koordynacyjnych z ugrupowaniem triazolowym
w pierwsze] kolejnosci w obszarze oddziatywah enzymatycznych.

Z aplikacyjnego punktu widzenia poznanie tego mechanizmu jest kluczowe

Dalsze modyfikacje sfery koordynacyjnej

Zaobserwowana tendencja do poprawy aktywnosci biologicznych zwigzkow
koordynacyjnych Pt(II) 1 Ru(Il) wraz ze wzrostem zawady sterycznej
ligandow skfania do dalszej modyfikacji kompleksoéw w tym kierunku.
Szczegdlnie wyrazna jest zaleznos¢ zwigkszania cytotoksycznosci
arenowych komplekséw Ru(Il) wraz ze wzrostem rozbudowania ligandow
arenowych, co sugeruje modyfikacj¢ sfery koordynacyjnej Ru2 poprzez

wlaczenie ligandow bardziej rozbudowanych przestrzennie niz bifenyl.
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STSM Grant (COST Action: CA18202) - grant na odbycie stazu naukowego
na Uniwersytecie w Pizie
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2022

Grant Mlodych Naukowcow Wydzialu Chemii UMK - grant na realizacj¢
projektu pod tytutem ,, Projektowanie nowych zwigzkow kompleksowych platyny(Il)
i rutenu(Il) jako potencjalnych lekow przeciwnowotworowych™

2021 - 2025
8 Minigrantéow ze Szkoly Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych
AST - granty na dofinansowanie wyjazdow konferencyjnych, stazowych oraz zakup
odczynnikow

Publikacje naukowe

2025

A. Kaszuba, J. Sitkowski, T. Muziot, A. Tafelska-Kaczmarek, K. Pokrzywka,
L. Kazmierski, I. Gurgul, M. Maj, J. M. Dabrowski, 1. Lakomska ,, Improving
Anticancer Efficacy of Azole-Platinum(ll) Complexes Through Pluronic® Micelles
Formulation Strategy” Dalton Trans., artykul w trakcie recenz;ji.

2025

A. Kaszuba, J. Sitkowski, T. Muziot, K. Pokrzywka, L. Kazmierski, M. Maj, F.
Steppeler, E. Wojaczynska, M. Hoffmann 1. Lakomska ,, Unveiling the promising in
vitro anticancer activity of lipophilic platinum(Il) complexes containing (1S,4R,5R)-
4-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2-((S)-1-phenylethyl)-2-
azabicyclo[3.2.1]octane: a spectroscopic characterization and DFT calculation™
Dalton Trans., 2025, 54, 5334 - 5354.

2024

A. Kaszuba, M. Barwiolek, J. Sitkowski, A. Wojtczak, 1. Lakomska ,, Structural
characteristics and biological properties of new pseudo-octahedral ruthenium(Il)
complexes containing a biphenyl moiety” Polyhedron 2024, 249, 116780.

2022

M. Jakubowski, I. Lakomska, A. Kaszuba, A.Wojtczak J. Sitkowski, A.A. Jarzecki,
., Factors Affecting the Stability of Platinum(Il) Complexes with 1,2,4-Triazolo[1,5-
alpyrimidine Derivatives and Tetrahydrothiophene-1-Oxide or Diphenyl Sulfoxide”
Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 3656.

Patenty

2026

I. Lakomska, A. Kaszuba ,, Trans-dichlorkowy zwiqzek koordynacyjny platyny(Il)
z (1S,4R,5R)-4-(4-fenylo-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-2-((S)- 1-fenyloetylo)-2-
azabicyklo[3.2.1]oktanem i sposob jego otrzymywania” PL 449369 A1l
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Czynne uczestnictwo w konferencjach naukowych

28.07.2025 - 01.08.2025

21st International Conference on Biological Inorganic Chemistry (Long Beach,
Stany Zjednoczone)

A. Kaszuba, K. Pokrzywka, M. Maj, J. Dabrowski, I. Lakomska ,, Strategies to
improve cytotoxic properties of new anticancer dichloride platinum(Il) complex”
(poster)

20.03.2025 - 22.03.2025

V Ogélnopolskie Forum Chemii Nieorganicznej (Warszawa, Polska)

A. Kaszuba, K. Pokrzywka, M. Maj, J. Dabrowski, T. Muziot, J. Sitkowski,
I. Lakomska ,, Triazolowe kompleksy platyny(ll) o obiecujgcym potencjale

przeciwnowotworowym” (komunikat ustny)

14.11.2024 - 16.11.2024

6th Advances in Pharmaceutical Analysis, 10th Conference of Polish
Metabolomic Society Symposia (L6dz, Polska)

A. Kaszuba, M. Maj, K. Pokrzywka, J. Sitkowski, I. Lakomska ,, Lipophilic
platinum(Il) complexes containing triazole derivatives with high cytotoxic potential”’
(poster)

01.07.2024 - 04.07.2024

11th Chemistry Towards Biology Conference (CTB11): Understanding
molecular processes in living systems - towards biomedical applications
(Krakow, Polska)

A. Kaszuba, J. Sitkowski, A. Wojtczak, 1. Lakomska ,, Structural characterization
and assessment of anticancer properties of new piano-stool ruthenium(Ill) complexes
with disubstituted triazolopyrimidines ligands” (poster)

07.07.2024 - 11.07.2024

9th EuChemS Chemistry Congress (Dublin, Irlandia)

A. Kaszuba, J. Sitkowski, A. Wojtczak, 1. Lakomska , New liphophilic biphenyl
ruthenium(ll)  complexes -  structure  and  biological  properties”

(poster) - wyrdznienie za poster

06.02.2024 - 07.02.2024

Konferencja sprawozdawcza Centrum Doskonalosci ,,W Kierunku Medycyny
Spersonalizowanej” w ramach Inicjatywy Doskonalo$ci - Uczelnia Badawcza
(IDUB) (Bydgoszcz, Polska)

A. Kaszuba, K. Kowalska, M. Maj, A. Tafelska- Kaczmarek, J. Sitkowski,
I. Lakomska ,, Wplyw liganda nieodchodzqcego na witasciwosci biologiczne nowych
dichlorkowych pochodnych Cisplatyny” (komunikat ustny)
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https://omega.umk.pl/info/book/UMKb078cc5e82ac40ad94a4dba650881829?r=publication&ps=20&title=Publication%2B%25E2%2580%2593%2BV%2BOg%25C3%25B3lnopolskie%2BForum%2BChemii%2BNieorganicznej%252C%2BWarszawa%252C%2B20-22.03.2025%2B%253A%2Bksi%25C4%2585%25C5%25BCka%2Babstrakt%25C3%25B3w%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity+title&lang=en&pn=1
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https://omega.umk.pl/info/author/UMK8a248034df6431c3b12f689230093a1883abba4d6b6c5d812409642eec26dad2?r=publication&ps=20&title=Person%2Bprofile%2B%25E2%2580%2593%2BTadeusz%2BMuzio%25C5%2582%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity&lang=en&pn=1
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https://omega.umk.pl/info/author/UMKf681f5bf4125ccf546a7c7f12823e7747bc3488e58dcd2220ddab4b2a7662aaf?r=publication&ps=20&title=Person%2Bprofile%2B%25E2%2580%2593%2BAdriana%2BKaszuba%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity&lang=en&pn=1
https://omega.umk.pl/info/author/UMK5654a1119e16af00a561f024265dde555dffd70ca60bdb64ae076e948de72587?r=publication&ps=20&title=Person%2Bprofile%2B%25E2%2580%2593%2BKarolina%2BPokrzywka%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity&lang=en&pn=1
https://omega.umk.pl/info/author/UMKbe26418e70bd7211574c6a646d4e50e98676f6cde2495ed7c5d2a921cf5bd85f?r=publication&ps=20&title=Person%2Bprofile%2B%25E2%2580%2593%2BIwona%2B%25C5%2581akomska%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity&lang=en&pn=1
https://omega.umk.pl/info/author/UMKf681f5bf4125ccf546a7c7f12823e7747bc3488e58dcd2220ddab4b2a7662aaf?r=publication&ps=20&title=Person%2Bprofile%2B%25E2%2580%2593%2BAdriana%2BKaszuba%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity&lang=en&pn=1
https://omega.umk.pl/info/author/UMKef9dd424d664bedcd91723e5c3adc4984ce59b6d95e8672d9e21847253e07440?r=publication&ps=20&title=Person%2Bprofile%2B%25E2%2580%2593%2BAndrzej%2BWojtczak%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity&lang=en&pn=1
https://omega.umk.pl/info/author/UMKbe26418e70bd7211574c6a646d4e50e98676f6cde2495ed7c5d2a921cf5bd85f?r=publication&ps=20&title=Person%2Bprofile%2B%25E2%2580%2593%2BIwona%2B%25C5%2581akomska%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity&lang=en&pn=1
https://omega.umk.pl/info/conference/UMK5093f72cd832496c9cecc78f2e9dd9aa?r=publication&ps=20&title=Conferences%2B%2528events%2529%2B%25E2%2580%2593%2BECC%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity+title&lang=en&pn=1
https://omega.umk.pl/info/author/UMKf681f5bf4125ccf546a7c7f12823e7747bc3488e58dcd2220ddab4b2a7662aaf?r=publication&ps=20&title=Person%2Bprofile%2B%25E2%2580%2593%2BAdriana%2BKaszuba%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity&lang=en&pn=1
https://omega.umk.pl/info/author/UMKbe26418e70bd7211574c6a646d4e50e98676f6cde2495ed7c5d2a921cf5bd85f?r=publication&ps=20&title=Person%2Bprofile%2B%25E2%2580%2593%2BIwona%2B%25C5%2581akomska%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity&lang=en&pn=1

18.09.2023 - 22.09.2023

65. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego (Torun, Polska)

1) A. Kaszuba, K. Pokrzywka, M. Maj, A. Tafelska-Kaczmarek, J. Sitkowski,
I. Lakomska ,, Charakterystyka strukturalna nowych zwigzkow koordynacyjnych
platyny(Il) o obiecujgcych wtasciwosciach cytotoksycznych” (komunikat ustny)

2) A. Kaszuba, J. Sitkowski, A. Wojtczak, I. Lakomska , Charakterystyka
strukturalna i wltasciwosci biologiczne nowych pseudo-oktaedrycznych kompleksow
rutenu(Il) z ugrupowaniem bifenylowym” (poster)

03.08.2023 - 07.08.2023

6th EuChemS Inorganic Chemistry Conference (Wieden, Austria)

A. Kaszuba, J. Sitkowski, A. Tafelska-Kaczmarek, M. Maj, 1. Lakomska ,, New
platinum(ll) complexes with modified triazole and imidazole ligands as potential
anticancer agents” (poster)

16.02.2023 - 17.02.2023 r.

Konferencja sprawozdawcza Centrum Doskonalosci ,,W Kierunku Medycyny
Spersonalizowanej” w ramach IDUB

A. Kaszuba, M. Maj, J. Sitkowski, I. Lakomska ,, Nowe cytotoksyczne zwiqzki

kompleksowe platyny(ll) ze zmodyfikowanym ligandem 1,2,4-triazolowym”
(komunikat ustny)

22.08.2022 - 02.09.2022

44th International Conference on Coordination Chemistry (Rimini, Wlochy)
A. Kaszuba, 1. Lakomska, J. Sitkowski, M. Maj ,,Structural and biological
characterization of new platinum(ll) complexes with modified 1,2,3-triazole”
(poster)

05.06.2022 - 10.06.2022

XXVIIT International Conference on Coordination and Bioinorganic
Chemistry, (Smolenice, Slowacja)

A. Kaszuba, M. Maj, J. Sitkowski, I. Lakomska , Lipophilic trans dichloride
platinum(Il) complex with modified 1,2,4-triazole ligand as a promising anticancer
prodrug” (komunikat ustny)

27.05.2021 - 29.05.2021

e-Zjazd Wiosenny Sekcji Studenckiej Polskiego Towarzystwa Chemicznego

A. Kaszuba, J. Sitkowski, I. Lakomska, M. Jakubowski ,, Charakterystyka
strukturalna i oddzialywanie z glutationem nowego dichlorkowego kompleksu
platyny(ll) z (1s,4r,5r)-4-(4-fenylo-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-2-((S)-1-fenyloetylo)-2-
azabicyklo-[3.2.1]oktanem” (komunikat ustny)
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https://omega.umk.pl/info/article/UMK6e35e13fed5842de8c66e6bdfb7a8c40?r=publication&ps=20&tab=&title=Publication%2B%25E2%2580%2593%2BCharakterystyka%2Bstrukturalna%2Bi%2Boddzia%25C5%2582ywanie%2Bz%2Bglutationem%2Bnowego%2Bdichlorkowego%2Bkompleksu%2Bplatyny%2528II%2529%2Bz%2B%25281s%252C4r%252C5r%2529-4-%25284-fenylo-1H-1%252C2%252C3-triazol-1-ylo%2529-2-%2528%2528S%2529-1-fenyloetylo%2529-2-azabicyklo-%255B3.2.1%255Doktanem%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity&lang=en

10.09.2020 - 12.09.2020

I Ogélnopolska Konferencja Online Sekcji Studenckiej Polskiego Towarzystwa
Chemicznego

A. Kaszuba, J. Sitkowski, 1. Lakomska ,, Synteza i charakterystyka strukturalna
nowego zwiqgzku kompleksowego platyny(Il) z ligandem triazolowym” (komunikat
ustny)

Wspolautorstwo w wystapieniach konferencyjnych

11.05.2025 - 15.05.2025

Fizykochemia granic faz - metody instrumentalne (Lublin, Polska)

I. Lakomska, A. Kaszuba ,, O projektowaniu zwigzkow kompleksowych rutenu
zdolnych do niszczenia nowotworow

20.03.2025 - 22.03.2025
V Ogélnopolskie Forum Chemii Nieorganicznej (Warszawa, Polska)
I. Lakomska, A. Kaszuba , Ocena potencjatu cytotoksycznego lipofilowych

kompleksow platyny(Il) ze zmodyfikowanym 1,2,3-triazolem(komunikat ustny)

26.02.2024 - 27.02.2024

4th European NECTAR Conference and Final Action Meeting (Milazzo,
Wiochy)

I. Lakomska, A. Kaszuba, M. Maj, K. Kowalska, T. Biver, J. Sitkowski ,, Solution
study of cytotoxic platinum(Ill) complexes with I-(benzofuran-2-yl)-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)ethenone’ (poster)

28.07.2024 - 03.08.2024

45th International Conference on Coordination Chemistry (Fort Collins, Stany
Zjednoczone)

I. Lakomska, A. Kaszuba, J. Sitkowski, T. Muziot, M. Hoffmann “The experimental
and theoretical approach to platinum(ll) complexes containing (1S, 4R, 5R)-4-(4-
phenyl-1H-1,2,3-triazol1-yl)-2-((S)-1-phenylethyl)-2-azabicyclo[3.2.1]octane and
dimethyl sulfoxide” (poster)

18.11.2024 - 19.11.2024

International Conference on Advanced Functional Materials & Biomaterials
and Biodevices (Dubaj, Zjednoczone Emiraty Arabskie)

I. Lakomska, A. Kaszuba, M. Maj, K. Pokrzywka, J. Sitkowski ,, The influence
of steric hindrance of the N-donor ligand on the structure and biological properties
of dichloride platinum(Il) complexes” (komunikat ustny)
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https://omega.umk.pl/info/article/UMKb58b01afd6d14006b5fe842f9ab275fd?r=publication&ps=20&tab=&title=Publication%2B%25E2%2580%2593%2BSynteza%2Bi%2Bcharakterystyka%2Bstrukturalna%2Bnowego%2Bzwi%25C4%2585zku%2Bkompleksowego%2Bplatyny%2528II%2529%2Bz%2Bligandem%2Btriazolowym%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity&lang=en
https://omega.umk.pl/info/article/UMKb58b01afd6d14006b5fe842f9ab275fd?r=publication&ps=20&tab=&title=Publication%2B%25E2%2580%2593%2BSynteza%2Bi%2Bcharakterystyka%2Bstrukturalna%2Bnowego%2Bzwi%25C4%2585zku%2Bkompleksowego%2Bplatyny%2528II%2529%2Bz%2Bligandem%2Btriazolowym%2B%25E2%2580%2593%2BNicolaus%2BCopernicus%2BUniversity&lang=en

25.08.2021 - 27.08.2021

2nd European NECTAR Conference (Lizbona, Portugalia)

I. Lakomska, M. Jakubowski, J. Wisniewska, A. Kaszuba, J. Sitkowski
,,Dicarboxylato platinum(ll) complexes containing dimethyl sulfoxide and
triazolopyrimidine as potential anticancer agents :@ synthesis, structural and
biological studies in solution” (poster)

02.09.2019 - 06.09.2019

62. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego (Warszawa, Polska)

I. Lakomska, A. Kaszuba, E. Wojaczynska, J. Sitkowski ,, Charakterystyka
spektroskopowa i cytotoksycznosc in vitro nowego kompleksu platyny(Il) z (1S, 4R,
SR)-4-(4-fenylo-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)-2-((S)-1-fenyloetylo)-2-azabicyklo-
[3.2.1]oktanem” (poster)

Praktyki zawodowe

01.07.2019 - 30.09.2019

J.S. Hamilton Poland Sp. z o.0. - staz w dziale farmacji

01.08.2018 - 21.10.2018
Eurocast Sp. z o.0. - laborantka w dziale kontroli jako$ci

09 - 27.07.2018
Eurocast Sp. z o.0. - praktyki w dziale kontroli jako$ci

Dzialalnos¢ dydaktyczna

27.02.2025 - 20.09.2025

Wydzial Chemii Uniwersytetu Kopernika w Toruniu - prowadzenie zajeé
laboratoryjnych dla studentow z przedmiotow Analiza spektroskopowa i Chemia
bionieorganiczna

30.04.2024 - 20.09.2024

Wydzial Chemii Uniwersytetu Kopernika w Toruniu - prowadzenie zajeé
laboratoryjnych dla studentow z przedmiotow Analiza spektroskopowa 1 Chemia
bionieorganiczna

20.02.2023 - 20.09.2023
Wydzial Chemii Uniwersytetu Kopernika w Toruniu - prowadzenie zajgé
laboratoryjnych dla studentow z przedmiotu Analiza spektroskopowa
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Podnoszenie kompetencji

01.10.2023 - 05.02.2024
Kurs doksztalcajacy w zakresie jezyka angielskiego konwersacyjno -
doskonalgcy

23.03.2023
Szkolenie: ABC Canvy, czyli jak latwo tworzy¢ grafiki online

08.12.2022
Szkolenie: Mendeley i Sciencedirect - przydatne narze¢dzie w pracy naukowca

30.11.2022
Szkolenie: Nowoczesne rozwigzania do pracy z hodowlami komoérkowymi

14.09.2022
Szkolenie: Zarzgdzenie danymi badawczymi w pigulce

14.02.2022 - 18.02.2022
Szkolenie: Szkola Cytometrii: ,,Cytometria przeplywowa - podstawowe
narzedzie badawcze

Czlonkostwo w organizacjach i stowarzyszeniach naukowych

22.03.2023 - 01.04.2024
NECTAR Cost Action CA18202

25.04.2022 - obecnie
Polskie Towarzystwo Chemiczne

05.10.2021 - 31.12.2025
Centrum Doskonalosci ,,W kierunku medycyny spersonalizowanej” w ramach
IDUB, Zesp6t Badawczy BRAIN

Dzialalnos¢ organizacyjna

13.09.2025
Pomoc w organizacji XXVIII Zjazdu Absolwentow UMK

22.04.2024
Wspotorganizacja XXII Torunskiego Festiwalu Nauki i Sztuki

06.03.2024
Wspolorganizacja Dnia na UMK - stad trafisz wszedzie

15.12.2023
Wspolorganizacja Dnia Otwartego Wydzialu Chemii UMK
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18.09.2023 - 22.09.2023
Wspolorganizacja 65. Zjazdu Naukowego Polskiego Towarzystwa
Chemicznego

20.05.2023
Pomoc w organizacji Zjazdu Absolwentéow Wydzialu Chemii oraz Kierunku
Chemia Wydzialu Mat-Fiz-Chem

01.02.2023 - 31.09.2024
Czlonkostwo w Zespole ds. Promocji i Popularyzacji Nauki dzialajacym na

Wydziale Chemii UMK - prowadzenie mediéw spoteczno$ciowych Wydzialu
Chemii UMK

Stypendia

01.11.2024 - 31.01.2026
Zwigkszenie stypendium doktoranckiego finansowanego z programu IDUB
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