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IN MEMORIAM
PROFESOR MALGORZACIE JEZOWSKIE]J-BOJCZUK
1953-2018

Srodowisko naukowe poniosto niepowetowana strate — odeszta od nas p. Pro-
fesor Malgorzata Jezowska-Bojczuk (Wydzial Chemii UWr.), naukowiec, nauczyciel
akademicki, wychowawca wielu pokolen studentéw i doktorantdw, Czlowiek wiel-
kiej prawosci, wiedzy i skromno$ci.

Obok znaczacego dorobku naukowego p. Profesor zapisata si¢ w naszej pamiegci
jako $wietny wykladowca, zafascynowany nauka, dysponujacy ogromnag wiedza
wzbogacong bystrym spojrzeniem na $wiat, erudycjg i ugruntowang hierarchia war-
tosci zyciowych.




368 K. LUKJAN

Odeszta od nas dnia 8 lutego, 2018 roku, zegnana z zalem przez Rodzine oraz
liczne grono przyjaciol, wspotpracownikow i wychowankow.

W tym roku, w pazdzierniku (2018) Profesor Malgorzata Jezowska-Bojczuk
obchodzitaby swoje 65 urodziny. Zapewne z tej okazji na Wydziale Chemii Uniwer-
sytetu Wroctawskiego zorganizowano by jubileuszowsg sesje naukowa, miodsi pra-
cownicy i doktoranci zaprezentowaliby swoj dorobek i osiggniecia naukowe, bylyby
oczywiscie zyczenia i kwiaty, ale coz ...

... zycie pokazalo zupelnie inne plany: Jubilatki nie bedzie juz z nami.

Profesor odeszta nagle, w okresie swojej najwiekszej aktywnosci zyciowej i zawo-
dowej, pelna planéw i pomystéw na dalsze przedsigwziecia badawcze i naukowe.
Poruszala si¢ w $wiecie, ktdry ja fascynowal, ktéry wnikliwie badata i poznawata.
Posiadla gleboka wiedz¢ z wielu dziedzin, potrafita wynajdywa¢ i formulowa¢
nowatorskie projekty, angazujac w nie wspotpracownikow, zwlaszcza swoich stu-
dentéw i doktorantdw.

Profesor Malgorzata Jezowska-Bojczuk urodzita si¢ 6 pazdziernika 1953 roku,
we Wroctawiu, jednakowoz rodzina Jezowskich wywodzi si¢ ze Stanistawowa, daw-
nej Malopolski Wschodniej. Ojciec, Krzysztof Jezowski, byl profesorem i rektorem
Wyzszej Szkoly Ekonomicznej we Wroctawiu, a matka, Halina z d. Krajewska,
ekonomistka. Siostra Ojca byla wybitna uczona, nauczyciel akademicki i wielka
organizatorka twdrczosci naukowej i dydaktycznej p. Profesor Bogustawa Jezowska
-Trzebiatowska.

Po ukonczeniu w 1968 roku szkoly podstawowej, dalsza nauke kontynuowata
w V Liceum Ogodlnoksztatcagcym we Wroclawiu, tam tez w 1972 roku zlozyla egza-
min maturalny i zaraz potem rozpoczeta studia chemiczne na Wydziale Matematyki
Fizyki i Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Tytut magistra chemii uzyskata w pazdzierniku 1977 roku i podjeta studia dok-
toranckie w Instytucie Chemii UWr., przygotowujac prace doktorska pod kierun-
kiem prof. Henryka Koztowskiego zwigzang z badaniami nad specyfika oddzialy-
wan aminokwaséw aromatycznych z jonami metali.

W latach 80. p. Profesor zajmowata si¢ badaniami komplekséw Cu(II) i Ni(II)
z dwu- lub tréjpeptydami zawierajacymi na N- lub C- konicu aminokwas aroma-
tyczny.

Metodami elektronowego rezonansu paramagnetycznego, spektroskopii elek-
tronowej, CD wykonywala pomiary komplekséw Cu(II) z peptydami: Pro-Gly,
Pro-Gly-Gly, Pro-Gly-Gly-Gly, oraz z izoseryng i pochodng seryny - kwasem
4-amino-3-hydroksy mastowym. Przeprowadzala syntezy komplekséw palladu(II)
i platyny(II) z peptydami zawierajacymi aminokwasy aromatyczne: glicylo-tyrozyna
i tyrozylo-glicyng oraz z estrem etylowym glicylo-tyrozyny, estrem metylowym
i etylowym tyrozyny.

W lutym 1982 roku Malgorzata Jezowska-Bojczuk obronita prace doktorska
zatytutowang ,,Specyfika oddzialywan jonéw Pd(1I) i Cu(Il) z peptydami zawierajg-
cymi aminokwasy aromatyczne.”
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Rozprawa doktorska uzyskala wysoka ocene¢ i zostala zakwalifikowana do
wyrdznienia nagroda. Dorobek naukowy Doktorantki stanowily juz wowczas cztery
publikacje o zasiegu miedzynarodowym. Prof. Henryk Koztowski napisal wtedy:
Dr M. Jezowska-Bojczuk wspélpracuje ze mng od 1976 roku. Dobrze pracuje w zespole
badawczym. Jest pracownikiem zdolnym i sumiennym, co pozwala jej uzyskac szereg
wartosciowych wynikow naukowych. Obecnos$¢ Jej w naszym zespole ma istotne zna-
czenie dla dalszego rozwoju badan z nim zwigzanych.

W latach 1982-1987 zajmowala stanowisko asystenta na Wydziale Matema-
tyki Fizyki i Chemii, UWr. W opinii napisanej przez prof. Jézefa J. Zidtkowskiego
czytamy: Dr Malgorzate Jezowskg-Bojczuk pamietam jeszcze z okresu studiow jako
wyrézniajgcq sie studentke, a nastepnie doktorantke wykonujgcg prace doktorskg
z zakresu chemii bionieorganicznej... Dr M. Jezowska -Bojczuk jest dobrze przygoto-
wana do pracy naukowej w dziedzinie badan strukturalnych uktadow kompleksowych
i bionieorganicznych zawierajgcych jony metali. Jest zdolnym, miodym pracownikiem
naukowym, wykazujgcym duze zdolnosci eksperymentalne i interpretatorskie. Jest
autorem lub wspétautorem prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach, kto-
rych tytuly znajdujq sie na Liscie Filadelfijskiej, oraz szeregu komunikatow wygloszo-
nych na konferencjach naukowych krajowych i zagranicznych.

Do przytoczonych powyzej opinii mozna by dolaczy¢ zdanie prof. Henryka Rataj-
czaka, ze Dr M. Jezowska-Bojczuk wykazuje duze zainteresowanie i uzdolnienia do pracy
naukowej, rokuje nadzieje, ze bedzie dobrym pracownikiem naukowym — zdanie potwier-
dzone potem przez zycie.

Od 1987 roku rozpoczela prace w Zakladzie Chemii Nieorganicznej, Instytutu
Chemii UWr. na stanowisku adiunkta, przechodzac dalej kolejne stopnie kariery nauko-
wej. W 1993 roku odbyla staz naukowy w Wielkiej Brytanii.

Kilkanascie lat pdzniej, w 1999 roku, otrzymala stopien doktora habilitowanego na
podstawie rozprawy: Chemiczne aspekty oddziatywa# jonéw miedziowych z biologicznie
waznymi aminowymi i karboksylowymi pochodnymi mono- oraz oligosacharydow”. Dwa
lata pézniej — w 2001 roku, uzyskala tytut profesora nadzwyczajnego, a w 2010 roku tytut
profesora zwyczajnego.

Byta kierownikiem Zaktadu Dydaktycznego — ZD-3 Zaklad Chemii Biologicz-
nej, od 2005 roku - kierownikiem Studium Doktoranckiego przy Wydziale Chemii,
UWr. Przewodniczyla Komisji Rekrutacyjnej w procedurach kwalifikacyjnych na
studia doktoranckie, byta tez przewodniczacg Wydzialowej Komisji Doktoranckiej,
opiniujacej wnioski o przyznawanie stypendiow.

W roku 1999 powierzono jej kierowanie Wydzialowym Laboratorium Spektro-
skopii Dichroizmu Kolowego. Laboratorium dzialalo niezwykle sprawnie, a p. Pro-
fesor swoim zapalem i umiejetnoscia trafnego, klarownego ttumaczenia zagadnien
dichroizmu, potrafila przyciagna¢ do siebie liczne grono studentéw i wspotpracow-
nikow.

O pozycji naukowej Profesor swiadczyt wybor na cztonka Komisji Konkursowe;j
dla wnioskéw o granty z dotacji celowej MNiSW, na czlonka Komisji Stypendialne;j
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w projekcie ,Rozwdj potencjatu i oferty edukacyjnej UWr., szansa rozwoju konku-
rencyjnoséci Uczelni”, na cztonka Wydzialowej Komisji ds. Jako$ci Ksztalcenia, oraz
na czlonka Rady Bibliotecznej.

Profesor podejmowala sie rdwniez wielu innych funkcji, gtéwnie organizacyj-
nych, m.in. jako wspoélorganizator specjalnosci Chemia biologiczna oraz Chemia
medyczna, wspoélorganizator kierunku Chemia medyczna. Uczestniczyta w pra-
cach panelu ekspertéw NCN, recenzowala projekty badawcze dla NCN, IBBPAN
— granty doktorskie oraz projekty DoktorRIS - z programu stypendialnego na rzecz
innowacyjnego Slaska.

Profesor M. Jezowska-Bojczuk, jako uznany specjalista w dziedzinie chemii
koordynacyjnej, opublikowata 112 prac naukowych o Iacznym IF -273,9.

Najwybitniejsze i najbardziej zapamietane Jej osiagniecia naukowe dotyczyly
badan nad oddzialywaniami jonéw metali z peptydami i kwasami nukleinowymi
oraz cytotoksyczno$cig kompleksow metali.

Profesor zajmowala si¢ molekularnymi mechanizmami oddzialywania jonow
metali z substancjami o znaczeniu terapeutycznym. Charakteryzowala procesy
koordynacji oraz trwalosci tworzacych si¢ w warunkach fizjologicznych - w roz-
tworach wodnych - komplekséw antybiotykéw i innych zwigzkow terapeutycznych
(leki przeciwnowotworowe, przeciwgrzybicze), oceniata zdolnos¢ do generowania
reaktywnych form tlenu przez te uklady.

Dogtebnie badala oddziatywania antybiotykéw peptydowych i ich komplek-
sow z RNA. Szczegolng uwage poswiecata ich wplywowi na aktywno$¢ katalityczng
rybozymu wirusa zapalenia watroby typu D. Prace badawcze w tym obszarze miaty
na celu racjonalne projektowanie nowych zwigzkéw o charakterze przeciwwiruso-
wym.

Profesor i jej wspolpracownicy zajmowali sie bacytracyna, jej zdolnosciami
do degradacji kwaséw nukleinowych. Odkrycie hydrolitycznych wlasciwosci bacy-
tracyny wobec kwaséw nukleinowych rozszerzyto potencjalne spectrum zastoso-
wan tego antybiotyku i stalo si¢ podstawa przygotowania - wraz z zespolem prof.
J. Ciesiotki z IChB PAN w Poznaniu - zgloszen patentowych (Zgl. pat., PCT/
1B2012/055059, Zg}. pat., WO 2013/042093), a w 2017 r. prace te zaowocowaly uzy-
skaniem patentu - PL 227562 B1.

Profesor Malgorzata Jezowska-Bojczuk, wraz z zespolem, prowadzita réwniez
szerokie badania dotyczace cytotoksycznosci strukturalnej zmodyfikowanych anty-
biotykéw fluoro-chinolonowych (ich aktywnosci), badania nad biatkami adhezyj-
nymi Fusobacterium nucleatum (biatkami zwigkszajacymi prooksydatywna aktyw-
no$¢ jondw zelaza i miedzi).

W ostatnich 5 latach byla kierownikiem 4 grantéw: ,,Czy biatka adhezyjne zwigkszajg
prooksydatywng aktywnos¢ jonow zelaza i miedzi” (grant NCN), ,,Fosfinowe pochodne
antybiotykéw chinolowych i ich kompleksy z jonami miedzi(I) i miedzi(II)” (grant NCN),
»Modulacja aktywnosci katalitycznej DNA. Rybozymy HDV jako potencjalny cel terapii
przeciwwirusowej oraz uzyteczne biosensory” (grant EIT"), ,Liposomowe postacie fosfono-
wych pochodnych sparfloksacyny zamykane gradientem jonowym” (grant KNOW).
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Fot. 1. Malgorzata Jezowska-Bojczuk w swoim gabinecie na Wydziale Chemii UWr.

Od poczatku swojej kariery na Wydziale Chemii UWT. p. Profesor skrupulatnie
porzadkowala swoje zamierzenia i plany. Zapewne nie przypuszczala, ze przyjmujac
funkcje Kierownika Zespotu Chemii Medycznej przyjdzie Jej ulozy¢ swoj ostatni
plan. A zamierzala:

zaprojektowaé, syntezowaé i zbada¢ wplyw modyfikacji strukturalnych
antybiotykow i innych substancji terapeutycznych na ich wlasciwosci koor-
dynacyjne oraz aktywnos¢ biologiczna,

zbada¢ wplyw jonéw metali na chemie i biochemie lekdw, ich funkcje
w generowaniu stresu oksydacyjnego,

zajmowac si¢ kompleksami jonéw metali z fragmentami biatek pelniacych
wazne funkcje biologiczne,

takze pozna¢ wlasciwosci przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne i prze-
ciwgrzybicze badanych uktadow,

rozwija¢ dalsze zainteresowania dotyczace zwigzkoéw o znaczeniu terapeu-
tycznym,

nadal bada¢ mechanizmy cytotoksycznosci potencjalnych terapeutykow na
liniach komoérek nowotworowych oraz zdrowotnych

i tak dalej...

Od momentu zatrudnienia na Wydziale Matematyki, Fizyki i Chemii, potem
na Wydziale Chemii UWr., p. Profesor brafa czynny udziat w procesach dydaktycz-
nych. Byla Kierownikiem Zakladu Dydaktycznego Chemii Biologicznej. Prowadzila
¢wiczenia, wyklady i seminaria. Opracowala i prowadzita przez wiele lat wyklady
dla studentéw Wydzialu Chemii i studium doktoranckiego.

W ramach specjalnosci chemia biologiczna Profesor na swoich wyktadach prze-
kazywata studentom wiedze zaréwno z zakresu wspdlczesnej chemii, jak i z podstaw
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chemii medycznej, biologii oraz dziedzin pokrewnych. Omawiala problemy doty-
czace oczyszczania, prowadzenia analizy produktéw pochodzenia naturalnego oraz
badan ich wilasciwosci chemicznych. Starala sie, aby wiedza teoretyczna przekta-
dala si¢ na umiejetnosci praktyczne, niezbedne do projektowania, syntezy i badania
struktury zwigzkéw biologicznie czynnych.

Wykladajac chemi¢ medyczng, zalezalo Jej, aby student otrzymal informacje
obejmujace zagadnienia z wielu dziedzin m.in. z chemii bionieorganicznej, bioorga-
nicznej, biologii, biochemii, chemii lekéw, toksykologii, analizy chemicznej zwigza-
nej z diagnostyka laboratoryjna.

Zwracala szczegolng uwage na rozwijanie u studenta samodzielnych umiejet-
nosci, ktére przydalyby si¢ pdzniej w pracy — w laboratoriach badawczych, diagno-
stycznych lub - zwyczajnie — w branzy chemicznej, biochemicznej, biotechnologicz-
nej i innych.

Jej wyktady uniwersyteckie dotyczace chemii biologicznej, pdzniej chemii
medycznej, wzbudzaly u studentéw entuzjazm. Moéwila ciekawie, swobodnie, cha-
rakterystycznie pieknym jezykiem. Zdarzalo sie, ze po wykladzie miata czas na
dyskusje ze studentami. Zawsze usmiechnieta, cierpliwie ttumaczaca trudniejsze
zagadnienia, by wyjasnic je studentom do konca.

Profesor byta Kierownikiem Studium Doktoranckiego. Pracowala w nim
z wielkim zapalem i energia, by prace naukowa doktorantéw prowadzono w sposdb
wlasciwy.

Nie lubila nierzetelnej pracy, bylejakosci, czy to w nauce, czy tez dydaktyce.
Moéwiono, ze jest zyczliwie surowym nauczycielem rzetelnej i odpowiedzialnej
pracy naukowej. Doktoranci twierdzili: Profesor stawiata nam wysokie wymagania,
z tego powodu byto nam cigzko pracowac, ale patrzgc wstecz widzimy, ze sobie samej
stawiata jednak jeszcze wyzsze wymagania. Byla pracowita. Jej sumiennos¢ byta dla
nas motywacjg do stawiania czota kolejnym wyzwaniom i problemom.

Wypromowala dziewieciu doktoréw, w chwili odejscia pracowala jeszcze
z trzema. Byla recenzentem kilku prac doktorskich wykonanych w réznych osrod-
kach naukowych Polski.

Wyrazem uznania dla aktywnosci naukowej i dydaktycznej p. Profesor byly
liczne nagrody i odznaczenia. Kilkakrotnie otrzymata nagrode Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego, w 2005 roku byt to Medal Komisji Edukacji Narodowe;.
Uhonorowana nagrodami Rektora Uniwersytetu Wroclawskiego.

I CZAS NA KILKA SEOW OD SIEBIE...

Profesor Malgorzata Jezowska-Bojczuk, dla wielu z nas po prostu Gosia, byla
niezwykla osobowoscig, z charyzmg jak magnes przyciggajacy ludzi. Fascynowata
swoistym sposobem wypowiedzi, piekng polszczyzna, szerokim horyzontem myslo-
wym, no i stylem bycia (zawsze elegancka), a takze humorem.
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Na pytanie co trzeba zrobi¢, by zycie byto udane, odpowiadata — Trzeba lubi¢
drugiego cztowieka. Byta lubianym nauczycielem, lubigcym swoich uczniéw. Z glebi
swojej osobowosci byla nad wyraz dobra, a dobrzy ludzie, jak kto$ kiedys$ powiedziat
- maja t¢ moc, Ze Zyja w niejednym wspomnieniu.

Ja serdecznie wspominam Profesor ze wspotpracy, gdy w 2008 roku przygo-
towywaliémy obchody 100. rocznicy urodzin prof. Bogustawy Jezowskiej-Trzebia-
towskiej. Gosia, jej bratanica, skrzetnie gromadzila wszelkie pamiatki rodzinne,
zdjecia, medale, dyplomy, wycinki z gazet. Potrafila zadzwoni¢ péznym wieczorem,
by upewni¢ si¢, ze wszystko jest dobrze przygotowane. Dbala o kazdy szczegot,
podobnie jak ja. Na wystawie, w hallu Wydziatu, w centralnym miejscu miata stang¢
replika gabinetu Jubilatki, z biurkiem, na ktérym ustawitysmy wazon kremowych
r6z — ulubionych kwiatéw Cioci. Obok stal wypozyczony z Gmachu Gléwnego
Uniwersytetu Wroctawskiego zabytkowy fotel. Gosia zaproponowata: ,,pofozymy na
biurku Cioci okulary, pojemnik na listy, nozyk do rozcinania listow, a na fotelu prze-
wiesimy Jej szal”. Ja postawitam jeszcze filizanke ze $wiezo zaparzong, parujaca kawa.
Gosi bardzo si¢ to spodobalo - biurko wygladato tak, jakby prof. Trzebiatowska
wstala od niego przed chwilg i poszta na wyktad.

Gosia jako chemik, w dodatku podtrzymujacy tradycje rodzinne, moéwila
czesto: — Chemia jest pigkna. Ta swoja chemiqg przyciagala do swojego gabinetu na
Wydziale i studentdw, i doktorantdw, i wspotpracownikéw, i profesordw, i nauczy-
cieli. Przychodzili na krétsze lub dluzsze dyskusje naukowe, dzielili si¢ swoimi wat-
pliwosciami, dylematami, problemami zyciowymi, radosciami.

Ona cierpliwie sluchata, z uwaga, jakby chodzilo o co$ najistotniejszego na
$wiecie. Potrafifa wychwyci¢ i nazwac istote problemu i podsungé sensowne roz-
wigzanie. Jesli potrzebna byla interwencja, chwytala za telefon i dzwonita. Cieszyly
ja sukcesy swoich studentéw i doktorantow, zawsze dyskretnie wspomagata w ich
karierach.
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Profesor Boguslawa Jezowska-Trzebiatowska, niezwykla Uczona, mawiala
~Naprawde wazne jest to, aby moc pracowac, cos tworzyc, stuzy¢ nie tylko nauce
i odkryciom, ale stuzy¢ ludziom, moim uczniom - to jest najwigksza satysfakcja.
Smuci tylko krétkos¢ czasu, jaki cztowiek otrzymat do dyspozycji”.

Stowa te mogtaby z pewnoscig powtdrzy¢ prof. Malgorzata Jezowska-Bojczuk,
osoba niezwykle pracowita, tworcza, stuzaca nauce i przede wszystkim pomagajaca
ludziom, zwlaszcza swoim uczniom. Nas, ktdrzysmy Ja znali, smuci bardzo fakt, ze
bedac w pelni sit tworczych, tak szybko musiata odejs¢.

Czas szybko biegnie, ale Profesor jest i zawsze bedzie w naszej pamigci, jako
Czlowiek wielkiej wiedzy, znawca chemii biologicznej i medycznej, jako nasz Przy-
jaciel.

Kazimiera Lukjan
(Wydziat Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego)
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Prof. Malgorzate Jezowska-Bojczuk poznatem w 1995 jako student pierw-
szego roku. Byla wowczas adiunktem, zbierala materialy do habilitacji. Prowadzila
wyklady i seminaria z Podstaw Ochrony Srodowiska i wyrézniala sie poczuciem
humoru oraz zaangazowaniem w przygotowanie wykladéw. Legendarne byly Jej
przezrocza, wowczas drukowane lub pisane recznie na folii, na ktérych obok reakcji
przebiegajacych w srodowisku, byly rysunki zwierzat, drzew, czy chmur. Prowadzila
ozywiony dialog ze studentami, uwielbialiSmy Jej ironiczne Zarty i chyba jako jedyny
wykladowca nie musiala prowadzi¢ listy obecnosci na swoich wyktadach. Poczu-
cie humoru bywalo czasami troche sarkastyczne, ale zawsze bardzo inteligentne.
Erudytka, oczytana i wychowana wséréd naukowcow, miala olbrzymi szacunek do
wiedzy, nauki, ksigzek. Czgsto podkreslata elitarno$¢ studiéw w naszym spoleczen-
stwie, zwlaszcza ze wowczas ledwie 9% populacji mialo wyzsze wyksztalcenie. Byta
wymagajaca wzgledem studentéw. Mowila czgsto ‘noblesse oblige’, z francuska szla-
chectwo zobowiazuje, i jako takie traktowata swoje wyksztalcenie i role na uniwer-
sytecie. Egzamin z przedmiotu, ktéry wykladata, nie byl tatwy. Byt to test z wieloma
grupami, wieloma pytaniami albo reakcjami do uzupelnienia. Kiedy$ na egzaminie
podmienilismy z kolegg testy, zeby miec¢ kopie z tej samej grupy. Na wywieszonej
kartce wynikéw, naszych ocen nie bylo, widniala informacja, ze mamy zglosi¢ si¢
osobiscie do gabinetu p. Profesor. Chyba wpadlismy. Jak staneliSmy w drzwiach
od razu nas poznala. Pamietala, ze siedzieliémy kolo siebie, i powiedziala ,,Za reke
pandow nie zlapatam, wiec siadacie teraz tutaj koto mnie i piszecie jeszcze raz”. Usie-
dlismy i napisaliémy. Kiedy przyszedtem z indeksem po ocen¢ powiedziata, ze sta¢
mnie na wigcej i prawdopodobnie oceng trzy plus si¢ nie zadowolg. Co miatem
robi¢, usiadtem, napisalem test po raz trzeci i tym razem z oceng cztery plus dumnie
opuscitem Jej gabinet.

Nie mieli$my juz niestety zadnych zaje¢ z Panig Profesor do konca studiéw, tym
niemniej na moim wyborze odcisnela pietno i po bardzo interesujacych zajeciach,
na ktérych w dwdch zespotach bronilismy elektrowni atomowych albo weglowych,
zdecydowalem robi¢ prace magisterska z chemii jadrowej. Kiedy okazalo sie, ze
z powodu braku promotora nie bylo to mozliwe, pobiegtem do Pani Profesor z pyta-
niem, czy by mnie nie przyjeta. Nie udalo si¢, miala juz dwie magistrantki, jak zwy-
kle zresztg, zapisywaty sie do Niej thumy. Odczekatem poét roku i dostatem sie na stu-
dia doktoranckie, oczywiscie promotorem byta Ona. Wowczas §wiezo po habilitacji,
pelna planéw naukowych na przyszios¢, jak zwykle pelna pomystéw i usmiechu. Od
razu znalazla mi nowy temat do rozgryzienia — elektroforeza. W Zespole Chemii
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Bioorganicznej i Biomedycznej byla to wowczas metoda niemal nieznana oraz pra-
wie nieuzywana. Przyjatem wyzwanie, ale réwniez czulem sie¢ dumny, ze do realiza-
cji swojego tematu bede przecieral nowe szlaki. Pani Profesor, wowczas juz Malgo-
sia, zawsze stuzyta pomocg swoja wiedzg oraz ogromng tatwosécig w nawigzywaniu
kontaktow. Dzigki niej w Instytutach PAN oraz Wydziatu Biochemii na spotkaniach
z innymi doktorantami, nauczytem si¢ izolacji DNA plazmidowego z bakterii oraz
calej metodyki elektroforezy zelowej. Innym razem, kiedy potrzebowalem wykona¢
badania metodg NMR, umdwila mnie ze swoimi przyjaciélmi z Uniwersytetu w Sie-
nie, a kiedy do badan potrzebowali$my bardzo rzadkiej metody EXAFS, umozliwita
mi eksperymenty w Instytucie EMBL przy synchrotronie w Hamburgu.

Malgosia uzyskiwala granty naukowe i duzo inwestowata w rozwdj doktoran-
tow. Nawigzywala wielostronng wspdtprace naukows. Jej doktoranci zawsze mieli
dostep do publikacji naukowych, i najnowszych metod badawczych z pogranicza
chemii i biochemii. Zabierala nas na zagraniczne konferencje, a czasem - kiedy
funduszy brakowato - wysytala nas, samych. Na konferencjach brylowata w ttu-
mie naukowcow, witala sie z dziesigtkami znajomych, przedstawiala nas z wdzie-
kiem profesorom i doktorom z Francji, Wloch, Wegier czy Holandii. Znata ich ze
swoich stazy naukowych, wspdlnych prac, czy poprzednich konferencji. Bywalo ze,
w otoczeniu wielu z nich popijaliémy wino i rozmawiali$my nie tylko o nauce. Gosia
zawsze miala pomyst na kolejne eksperymenty, granty czy wspolprace. Przypomi-
nala w tym swoja ciotke, najwazniejszg kobiete wroctawskiej chemii: profesor Bogu-
stawe Jezowska-Trzebiatowska. Osobiscie jej nie znatem, ale z opowiadan Malgosi
tak sobie Panig Profesor wyobrazatem. Z kazdej konferencji wracalismy uméwieni
na nowe eksperymenty, coraz bardziej wykraczajace poza dotychczasowy zakres
prac w naszym zespole. Pracowali$my z mikrobiologami, mykologami, immunolo-
gami. Gosia potrafita bardzo ciekawie opowiada¢ o swoich badaniach, o antybioty-
kach, nad ktérymi pracowata latami, ale rowniez o innych zwigzkach, interesujgcych
z punktu widzenia chemii koordynacyjnej badz farmakologii. Zarazala nas swoim
entuzjazmem. Czesto tez styszalem, ze koledzy doktoranci zazdroszcza mi tematu,
ze zazdroszcza mi promotora.

Gosia byla fantastycznym rozmoéwcg, nie unikata Zadnego tematu, nawet poli-
tyki, i zawsze przekonywajaco operowala argumentami, nie ulegala emocjom, jak
inni polemiscii z typowym dla siebie sarkazmem pointowata dyskusje. Interesowata
sie polityka, namawiata nas do glosowania i zawsze podpytywala, czy znalezlismy
czas na pojscie do urny. Miala bardzo rozwinigte obywatelskie poczucie odpowie-
dzialnosci i bardzo cenila wolnos¢. Wiele nam opowiadata o latach 70. i 80. w Polsce
i w polskiej nauce. Tamte lata ja uksztaltowaly i czgsto wracala do nich w rozmo-
wach. Najczesciej wspominata je pozytywnie, w ogéle byta osobg usposobiona pozy-
tywnie, pelng zrozumienia, checi pomocy i optymistycznie patrzacg w przysziosé.
Podobny byt zresztg Jej maz, Janusz, ktérego poznalem przy okazji wspélnych wyjaz-
déw na konferencje. Bywalo, ze w towarzystwie wspotmalzonkéw wybieralismy sie
na konferencje, a po wyktadach wspdlnie zwiedzaliémy okolice. Takim wyjazdem
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byla w 2008 roku International Conference on Coordination Chemistry, na ktora
przyjechaly tysigce naukowcdw. Wieczorami, po wykladach chodziliSmy po starej
Jerozolimie do bladego $witu. Zatrzymywalismy sie w malych restauracjach i odpo-
czywali$émy przy wysmienitym winie. Gosia byla niezmordowana, miala ogromng
ciekawo$¢ $wiata i, dzigki Niej, bardzo duzo woéwczas zwiedzilismy. Wiele rozma-
wiali$my o historii Zydéw, o ich losach podczas IT Wojny Swiatowej oraz o przykta-
dach ich ratowania w rodzinie Gosi. Pojechaliémy nawet do Yad Vashem, gdzie sg
tablice z nazwiskami Sprawiedliwych Wéréd Narodéw Swiata, w tym prof. Bogu-
stawy Jezowskiej-Trzebiatowskiej. Gosia byla bardzo dumna i przejeta, dtugo o tym
marzyla i wreszcie tam byla.

Fot. 1. Malgorzata Jezowska-Bojczuk i Wojciech Szczepanik z matzonkami (38th International Conference
on Coordination Chemistry, Jeruzalem, Izrael, 2008 r.)

Fot. 2. Malgorzata Jezowska-Bojczuk i Wojciech Szczepanik (29th International Conference on Solution
Chemistry, Portoroz, Stowenia, 2005 r.)
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Fot. 3. Malgorzata Jezowska-Bojczuk i Wojciech Szczepanik (29th International Conference on Solution
Chemistry, Portoroz, Stowenia, 2005 r.)

Rodzina byla zawsze dla niej bardzo wazna. Miala wspaniale dzieci, meza
i brata. Dawali Jej wiele wsparcia, codziennie opowiadata o nich i, jak rzadko kto,
rozumiala potrzebe réwnowagi pomiedzy pracg a zZyciem prywatnym. Bylo to bar-
dzo wazne réwniez dla nas, Jej doktorantéw, gdyz w trudnych sytuacjach moglismy
liczy¢ i na Jej wyrozumialo$¢, i na wsparcie. Ja doswiadczytem tego dwukrotnie, jako
ze w tamtym czasie dwa razy zostalem ojcem.

Bardzo duzo zawdzieczam Gosi. Poswigcita duzo swojej energii i czasu, abym
ukonczyl doktorat i mogt pozosta¢ na stanowisku adiunkta na Wydziale Che-
mii. Dzieki Jej wsparciu, zdobylem znaczgcy dorobek naukowy, nagrode ministra
za doktorat oraz etat na naszej wspolnej Alma Mater. Zawsze bede Jej ogromnie
wdzieczny za t¢ bezinteresowna pomoc, ogromne wsparcie i setki madrych rozmoéw,
nie tylko o badaniach naukowych, ale tez o zyciu, przysztosci, polityce, ksiazkach,
dzieciach i milionie innych spraw. To wiasnie Jej magnetyczna osobowo$¢ sprawila,
ze pomimo odej$cia z Uniwersytetu, po pigciu latach pracy naukowo-dydaktycznej,
wcigz wspotpracowalismy przy projektach naukowych i snuli$my plany na kolejne.
Nawet w ostatnim roku, przed Jej chorobg, dyskutowalismy o potencjalnych bada-
niach w przyszlosci. Tym zyla i, gdziekolwiek teraz jest, pewnie dalej z promien-
nym u$miechem popija dobre wino i snuje plany naukowe. Takg Ja zapamig¢tam na
zawsze.

Wojciech Szczepanik
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OD WSPOLPRACOWNIKOW

Kiedyé ustyszalem od jednego z naj-
wiekszych autorytetéw naukowych
w Polsce zdanie, ktore towarzyszy mi przez
cale zycie:

»Niewazne, jakim jestes naukowcem;
wazne, jakim jestes cztowiekiem”.

Pani Prof. Malgorzata Jezowska-Boj-
czuk, a tak naprawde po prostu Gosia,
z naddatkiem spelniala oba kryteria, bedac
$wietnym, dociekliwym naukowcem oraz
ciepla, przyjazng osoba, ktéra kochata
ludzi. Bez watpienia, z tego wzgledu starata
sie pomagac¢ wszystkim w kazdej sytuacji,
ale oprocz tego byla réwniez bardzo wyma-
gajaca.

Pamietam nasze pierwsze spotkanie na
zajeciach z chemii $rodowiska w latach 90-tych. Mimo ze byl to nowy kurs, dosta-
lismy wtedy spora dawke wiedzy w postaci bardzo profesjonalnego wykladu, wraz
z typowym dla Gosi wyrafinowanym humorem. Nastepnie okres doktoratu licznych
rozméw ,,przy kawie’, duzej pomocy w stawianiu pierwszych krokéw w $wiecie
nauki, a takze w rozwigzywaniu tych zwyklych, codziennych spraw towarzyszacych
pracy zawodowe;.

Nigdy nie zapomne naszych spotkan o tresci naukowej, ktore byty bardzo kre-
atywne i trwaly po kilka godzin, na zmian¢ wprowadzajac poprawki do publikacji
wraz z zaciekly dyskusja nad najdrobniejszymi szczegdtami, wypijajac przy tym nie-
zliczone filizanki kawy i herbaty. Czasami, pomimo braku kontaktu przez dluzsze
okresy czasu, spowodowanego pedem zycia, po podniesieniu stuchawki lub spo-
tkaniu mialo sie wrazenie, ze to wczoraj rozmawiali$my ostatni raz. A tym razem
to bylo we wrzesniu 2017, po wspanialym wyktadzie Gosi o Pani Prof. Bogustawie
Jezowskiej-Trzebiatowskiej.

Piotr Mlynarz
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moim sercu i wspomnieniach Pani Profesor Malgorzata Jezowska-Bojczuk
pozostanie jako $wietny naukowiec, badacz o interdyscyplinarnych zaintere-
sowaniach, osoba otwarta, radosna i wesola.

Wspolpraca z Panig Profesor data mozliwo$¢ mikrobiologom czerpania z tajem-
nic chemii i odkrywania zupelnie nowych obszaréw do dalszych naukowych eks-
ploracji.

Nasze spotkania naukowe byly tworcze, pelne pasji i planéw na przyszios¢. Dzis
Pani Profesor nie ma juz z nami, ale wspolpraca jaka zbudowala z Zakltadem Mikro-
biologii UWr. trwa i przynosi naukowe owoce.

Dziekuje Pani Profesor w imieniu wlasnym i Pracownikéw Zaktadu Mikrobiolo-
gii za zaufanie, jakim nas obdarzyla.

Pamie¢ o Pani Profesor zostanie na zawsze w naszych sercach.

Gabriela Bugla-Ploskotiska

oja Szefowa, kobieta o wielkim sercu, zawsze potrafiaca pomoc i wystuchad.

Przyjaciotka i wymagajacy przelozony jednocze$nie. Przez tak wiele razem
przeszly$my... niejedna nieprzespana noc, hektolitry wypitej kawy, godziny dysku-
sji i szlifowania tekstu, codzienne i niecodzienne radosci oraz smutki... Na zawsze
pozostanie w moim sercu...

Kamila Stokowa-Soltys

rof. Jezowska-Bojczuk byta recenzentem mojej pracy doktorskiej. Jej recenzja
byta taka, jak Ona sama - rzeczowa, do bélu wnikliwa, ciepta, przeniknieta
nutkg humoru i ironii.

Wydaje mi sig, ze Prof. Bojczuk (czy, jak zwykla czasem moéwi¢ sama o sobie:
»ciocia Gosia”) miala dla kazdego dobre stowo, sarkastyczny komentarz do otacza-
jacego $wiata i gar$¢ cennych (pozadanych!) rad dotyczacych spraw wszelakich - od
organizacji pracy dydaktycznej i naukowej po kilka trikéw radzenia sobie z nie-
mowlakami.

Empatyczna i niezwykle zaangazowana we wszystko, co jej powierzono; najwaz-
niejsza dla niej byta rodzina - ta w tradycyjnym rozumieniu tego stowa, i ta, ktéra
stworzyla wokét siebie na Wydziale.
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Mysle, ze na pewno ucieszylaby si¢, widzac niniejsze wydanie Wiadomosci Che-
micznych. Mozliwe, ze moglaby nie okaza¢ tego wprost, tylko patrzac znad okula-
réw, ze swoja charakterystyczng dykcja (w ktorej - jak dla mnie — byto co$ arysto-
kratycznego), powiedzie¢: ,,A ty, Misiu, co mi tu popisale$/tas? Popatrz, jak tadnie
sie postaralidcie, to trzeba przyznaé. Ale Zabciu, tutaj przecinek to bym nie tutaj,
tylko tu wstawila, no popatrz, teraz to si¢ lepiej czyta... "

I jeszcze jedno - ,Magdziusiu” Byla jedyng osobg na $wiecie, ktora mowila
do mnie ,,Magdziusiu” i jedyna, w ktorej ustach to ,Magdziusiu” bardzo dobrze
brzmiato.

Magdalena Rowinska-Zyrek

Malgosiq poznalam zaraz po studiach, uczestniczac w organizowanych przez
profesor Bogumile Jezowska-Trzebiatowska Szkotach Chemii Koordynacyj-
nej. Przez lata spotykalysmy si¢ z Gosig na konferencjach naukowych, obronach prac
doktorskich, spotkaniach dziekanskich. Bliska wspolprace rozpoczelySmy mniej
wiecej dziesie¢ lat temu. Wspolpraca naukowa zwigzana z badaniami nad nowymi
zwigzkami koordynacyjnymi miedzi i rutenu, ich potencjalnych aplikacjach bio-
medycznych, przeplatala si¢ z pracami nad przygotowaniem i wprowadzeniem na
naszych uczelniach nowego kierunku studiow poswigconego chemii medyczne;j.

Malgosia byta nie tylko znakomitym naukowcem i nauczycielem akademickim,
ale przede wszystkim cieplym i ciekawym $wiata czlowiekiem, ktéremu jednakowg
rado$¢ sprawialo poznawanie nowych obszardw z pogranicza chemii i biologii, ale
tez dzialania na rzecz $rodowiska akademickiego. Szczegdlna zyczliwo$¢ i pomoc
kierowala do mlodych ludzi, zaréwno studentéw, jak i mlodziezy szkolnej. Tak
wiele potrzebnych do réznorodnej dziatalnosci sit Gosia gromadzita wypoczywa-
jac w cichych i urokliwych zakatkach polskiego wybrzeza Baltyku. Tam tez czasami
prowadzity$my rozmowy, nie tylko o nauce ale i o rado$ciach i smutkach zycia
codziennego. Zapamietam Malgosie jako osobe energiczng, nie bojacg si¢ réznych
wyzwan, ale jednocze$nie cieply, pogodna i zyczliwg ludziom.

Grazyna Stochel
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Abstract
Wykaz stosowanych symboli i oznaczen
Wprowadzenie
1. Metalotioneiny - biatka bogate w cysteine.
1.1. Funkcje metalotionein
1.2. Struktura metalotionein i oddziatywanie z jonami metali
2. Motywy policysteinylowe
2.1. Oddzialywanie motywéw policysteinylowych z jonami metali
Pis$miennictwo cytowane
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Prof. dr hab. Henryk Kozlowski jest twodrca polskiej chemii bionieorganicznej,
ktory kieruje projektami na pograniczu chemii i biologii. Obecnie pracuje we Wro-
clawskim Centrum Badan EIT+, jest szefem projektu badawczego Maestro realizo-
wanego na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego oraz od 2016 roku zaj-
muje si¢ tworzeniem Zespotu Chemii Medycznej w Pafistwowej Medycznej Wyzszej
Szkole Zawodowej w Opolu.

Dr Karolina Krzywoszynska w 2014 roku ukonczyla studia doktoranckie na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego w Zespole Chemii Bionieorganicz-
nej i Biomedycznej. Obecnie zajmuje stanowisko adiunkta w Panstwowej Medycz-
nej Wyzszej Szkole Zawodowej w Opolu, uczestniczac w projekcie tworzenia labo-
ratorium Chemii Medycznej.
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ABSTRACT

Many of biochemical paths and processes require some metal ions to occur.
There are also known the negative effects of the presence of metal ions in the orga-
nism. The both sides of metal ions interactions on the living organism require spe-
cific regulations and cannot be left without supervision and control of the orga-
nism itself. One of the strategy to keep the control on metal ions are cystein-rich
proteins that play crucial role in detoxication of metal ions that are dangerous for
human organism as well as they help to maintain homeostasis of essential metal
ions. Matallothioneins are one of the well known, but still not fully understood, cys-
teine-rich proteins. They are small proteins but may contain up to 30% of cysteine
residues in the sequence, and what makes them very special from chemical point of
view - all of the thiols present there are reduced [1]. This property makes these pro-
teins very tempting for coordination of various metal ions. The most efficient bind-
ing to metallothionein is observed for the ions belonging to a Group 11 and 12. Cu’",
Zn’* and Cd™ represent these metal ions [2]. Besides of the lack of disulfide bridges,
metallothioneins show also the absence or low amount of aromatic amino acid resi-
dues in the sequence [1]. Studies of the metallothioneins and their isoforms among
different organisms show that the position of cysteine residues is very conservative
[3]. Considering this aspect of metallothionein structure, some specific motifs of
cysteine residues arrangement can be found in the sequence of these proteins. Most
of the common polythiol motifs are CXC, CXXC, CXXXC, CC - where C is a cys-
teine residue and X is random a-amino acid residue (other than cysteine) [3-5].
The influence of the cysteine residues organization on the specificity of metal ions
binding was intensively studied. The differences observed for specificity of metal
ions binding by metallothioneins and selected polythiol motifs are reviewed in this
paper — with strong emphasis on the effect of the cysteine residues topography.

Keywords: metallothioneins, polythiol motifs, metal ions
Stowa kluczowe: metalotioneiny, motywy policysteinylowe, jony metali
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WYKAZ STOSOWANYCH SROTOW

MT - metalotioneina

C - reszta cysteinylowa

X - dowolna reszta a-aminokwasu, inna niz cysteina
M - metal

-SH - grupa tiolowa

S-S - wigzanie disiarczkowe
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WPROWADZENIE

Oddzialywanie jonéw metali na organizmy zywe jest zjawiskiem powszechnie
znanym, a jego natura oraz konsekwencje pozytywne badz negatywne lezg u pod-
staw chemii bionieorganicznej. Metale przejsciowe, takie jak cynk i miedz, pier-
wiastki niezbedne, ale tez toksyczne, np. kadm i nikiel, z duzym powinowactwem
wiazg sie do bialek, ktore w swojej sekwencji zawieraja reszty cysteinylowe. Biatka te
pojawiaja sie czesto na szlakach zwigzanych z transportem tych jonéw i dostarcza-
niem ich do odpowiedniego miejsca w organizmie, a co za tym idzie - $cisle reguluja
ich biodostepnos¢.

Jednymi z najlepiej poznanych bialek zawierajacych w swojej sekwencji wiele
reszt cysteinylowych, sa metalotioneiny. Te niewielkie bialka mogg zawiera¢ nawet
do 30% reszt tego aminokwasu. Kluczowy w przypadku metalotionein jest fakt, ze
wszystkie dostepne w czasteczce reszty cysteinylowe standardowo sg w stanie zredu-
kowanym, co w konsekwencji tworzy potencjalne miejsca wigzania si¢ jonéw metali
do czasteczek tych bialek. Z tego wzgledu metalotioneiny s silnie ekspresjonowane
podczas narazenia organizmu na wysokie stezenia toksycznych jonéw metali, do
ktérych mozna zaliczy¢ np. jony Cd*, gdy niezbedne jest zatrzymanie ich swo-
bodnej ekspansji i detoksykacja organizmu. Ponadto znajduja sie one na szlakach
transportowych odpowiedzialnych za utrzymanie odpowiedniej homeostazy metali,
ktore sa niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania organizmu. Do tej ostatniej
grupy mozna zaliczy¢ wlasnie jony Zn*".

1. METALOTIONEINY - BIALKA BOGATE W CYSTEINE

Z chemicznego punktu widzenia cysteina, jest aminokwasem, ktéry w fancuchu
bocznym zawiera grupe tiolowa -SH (Rys. 1). Przeklada si¢ to na wiele mozliwych
zastosowan tego aminokwasu w organizmie. Dzigki obecnoéci tej grupy, cysteina
uczestniczy w biologicznych reakcjach redox majacych za zadanie neutralizowanie
wolnych rodnikéw, mogacych uszkadza¢ sktadniki komoérek[6]. W wyniku tych
reakcji, cysteina utlenia sie, co oznacza utworzenie wiazania kowalencyjnego pomie-
dzy dwoma atomami siarki (S-S) z dwdch czasteczek tego aminokwasu, nazywanym
mostkiem disiarczkowym.

Ponadto, atom siarki budujacy t¢ grupe wykazuje wysokie powinowactwo pod
wzgledem chemicznym do wielu jonéw metali. Dlatego tez aminokwas ten pojawia
sie w sekwencji bialek, ktoérych zadaniem jest wigzanie réznych lub specyficznych
jonow metali [6].
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HS OH

NH,

Rysunek 1. Wzor strukturalny cysteiny
Figure 1. The structure of cysteine

Metalotioneiny sg przedstawicielami tego typu biatek i, od momentu ich odkry-
cia w 1957 roku, stanowig interesujacy i ciggle nie do konca zglebiony przedmiot
badan w chemii bionieorganicznej. Zostaly one pierwszy raz wyizolowane z mate-
riatu biologicznego w postaci zwigzanej z jonami kadmu Cd** [7]. Od tamtego czasu
naukowcy wyodrebnili wiele bialek nalezacych do tej rodziny, pochodzacych z réz-
nych organizmdw zwierzecych i rodlinnych [8]. Znane sa takze metalotioneiny syn-
tetyzowane przez komorki grzybow [9, 10] oraz bardzo podobne do metalotionein
biatka bakteryjne [11, 12]. Do tej pory okreslono ich sekwencje aminokwasowe,
a takze sposob wigzania jonéw metali, i nadal znajduja si¢ nowe postacie i izoformy
metalotionein oraz w dalszym ciggu naukowcy staraja si¢ wyjasni¢ ich role oraz
mechanizm dziatania [8, 13].

1.1. FUNKCJE METALOTIONEIN

W wyniku wielowymiarowych badan nad metalotioneinami odkryto, ze biatka
te nie posiadajg jednej sprecyzowanej funkeji, jakg pelnig w organizmach zywych
[14]. Najwazniejsze z nich schematycznie zaprezentowano na Rysunku 2 i opisano
ponizej.
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Rysunek 2.  Diagram prezentujacy najwazniejsze funkcje metalotionein. W jasniejszym polu znajduja sie
funkcje zwigzane z bezposrednim oddziatywaniem z jonami metali, natomiast w ciemniejszym
polu zaznaczono pozostate funkcje, wynikajace z innego rodzaju dziatania tych biatek

Figure 2. Diagram showing the most important functions of metallothioneins. The brighter area — func-
tions directly related with MT-metal ions interactions; darker area — other functions basing on
different mechanism.

Jak juz wspomniano, jedna z najwazniejszych funkcji metalotionein zwigzana
jest z metabolizmem i szeroko pojeta regulacja biodostepnosci metali. Bialka te
»opiekuja si¢” enzymami i innymi biatkami wymagajacymi zwigzania jonow metali
do prawidlowego funkcjonowania, poprzez dostarczanie do nich odpowiedniego
jonu. Metalotioneiny moga dziata¢ réwniez w odwrotnym kierunku i usuwajac np.
jony cynku z palcéw cynkowych czy czynnikéw transkrypcyjnych powodujac ich
dezaktywacje [15].

Poza tym bialka te zaangazowane sg w procesy neutralizacji wolnych rodni-
kow [16]. Jednakze wydajno$¢ dziatania antyoksydacyjnego metalotionein jest
duzo nizsza, w poréwnaniu z innymi naturalnymi antyoksydantami wystepujacymi
w komorce, do ktorych mozna zaliczy¢ np. glutation GSH [17]. Uczestniczg one
réwniez w odpowiedzi immunologicznej, gdzie ich podstawowym zadaniem jest
dystrybuowanie jonéw Zn** [18, 19]. Metalotioneiny odgrywaja wazna role w pro-
cesach kancerogenezy i genotoksycznoséci, indukowanych dzialaniem promienio-
wania w zakresie UV oraz za sprawg takich metali, jak kadm, nikiel, otéw czy rte¢
[19-21].

Waznym aspektem dzialania, ktére przypisuje si¢ metaliotioneinom, jest ich
zdolno$¢ do hamowania apoptozy. Jest to istotne w przypadku utrzymania przy zyciu
zdrowej komorki, jednak nie jest to proces selektywny i pozwala réwniez na prze-
trwanie komodrek nowotworowych i umozliwienie ich dalszej proliferacji [21-23].
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1.2. STRUKTURA METALOTIONEIN I ODDZIALYWANIE Z JONAMI METALI.

Pod wzgledem chemicznym metalotioneiny s matymi biatkami, ktore charak-
teryzuja sie wysokg zawarto$cia reszt cysteinylowych. Wszystkie reszty cysteinylowe
w biatku w stanie wolnym s3g w formie zredukowanej, z wolng grupa tiolowa — nie-
uwiklang w wigzania disiarczkowe[1]. Stanowi to kluczowy aspekt dla funkcji, jakie
pelnia metalotioneiny. Dodatkowg cechg struktury pierwszorzedowej tych biatek
jest bardzo niska zawarto$¢ lub brak reszt aminokwaséw aromatycznych w sekwen-
cji [1].

U ludzi wyodrebniono cztery podstawowe izoformy metalotionein: MT-1,
MT-2 (znajdujace si¢ przede wszystkim, odpowiednio, w nerkach i watrobie) oraz
MT-3 i MT-4 - wystepujace w osrodkowym ukladzie nerwowym [8].

Ogodlnie biatka te zbudowane s3 z pojedynczego tancucha polipeptydowego,
ktéry w stanie wolnym, bez zwiazanych jonéw metali, nie posiada jednoznacznie
uporzadkowanej struktury tréjwymiarowej. Dopiero zwigzanie si¢ do czasteczki
metalotioneiny jonéw metali powoduje organizacje struktury trzeciorzedowej. Poje-
dyncza czasteczka biatka wigze najczesciej do 7 jonéw metali dwuwartosciowych
(np. Cd*, Zn*) oraz do 12 jonéw jednowarto$ciowych (np. Cu*). MT-1 i MT-2
izolowane s3 w szczegdlnosci w postaci wigzacej jedynie jony Zn*, z kolei MT-3
i MT-4 wyizolowane z mdzgu posiadajg w strukturze zaréwno jony Zn®', jak i Cu*
[1]. Powinowactwo jonéw metali do metalotionein zmienia si¢ w szeregu: Zn’'<
Pb** < Cd** < Cu" < Hg"" [15, 24]. Dlatego tez toksyczne jony metali, jak Pb** i Cd**,
moga swobodnie wypierac jony cynku z metalotionein [25, 26].

Chelatacja metali przez metalotioneiny zwigzana jest z utworzeniem wigzan
S-M o charakterze koordynacyjnym i wyodrebnieniem dwdch klasteréw metalo-
-siarkowych, gdzie jony metalu skoordynowane sg przez grupy tiolowe, pochodzace
z fanncuchow bocznych reszt cysteinylowych w geometrii tertaedrycznej [1]. Klastery
te przedstawione zostaly schematycznie na Rysunku 3. Pierwszy klaster, znajdujacy
sie w czgs$ci N-koncowej biatka, oznaczany jest symbolem f i tworzy sie przez zwig-
zanie 3 jonéw M*". Z kolei klaster  wigze 4 jony metalu M*" i powstaje przy koricu
C metalotioneiny [27].

W niektdrych przypadkach, jak zaobserwowano dla MT-3, wysokie stezenie
jonéw Zn’* moze doprowadzi¢ do zwiazania przez biatko dodatkowego jonu metalu,
tworzgc uktad Zn.*-MT, co zaburza strukture zaprezentowanych klasterow, jednak
jest to zjawisko rzadko wystepujgce i charakterystyczne dla tej izoformy [28].
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Rysunek 3.

Figure 3.

Schematyczne przedstawienie klasteréw metalosiarkowych powstatych w wyniku zwigzania
jonu M* przez czasteczke metalotioneiny. Klaster 8 powstaje poprzez zwigzanie trzech jonow
metali w N-koncowej czgs$ci metalotioneiny, z kolei klaster o tworza cztery jony metalu zwiazane
poprzez grupy tiolowe reszt cysteinylowych w czeéci C-koricowej biatka. Rysunek zaadaptowany
z [24]

Schematic representation of metal-sulphur clusters formed due to binding of M** ion to MT mol-
ecule. B cluster is created by binding of three metal ions in the N-terminal part of protein. The
«a cluster is formed by the binding of four metal ions in the C-terminal part of metalothionein.
Adapted from [24]

2. MOTYWY POLICYSTEINYLOWE

Waznym aspektem struktury metalotionein jest powtarzalno$¢ potozenia
reszt cysteinylowych w sekwencji réznych izoform tych biatek [3]. Mozna to zaob-
serwowa¢ na przykladzie zestawienia sekwencji ludzkich metalotionein pokaza-
nego w Tabeli 1, gdzie wyrdzniono wszystkie reszty cysteinylowe znajdujace si¢
w sekwencji.

Tabela 1. Zestawienie sekwencji ludzkich izoform metalotionein. Wyr6zniono wszystkie reszty cysteiny-
lowe znajdujace si¢ w sekwencjach biatek. Zrédlo — baza uniprot
Table 1. The compilation of sequences of human metalotioneins. All cysteine residues are in bold. Source
- uniprot database
MT Sekwencja

1 MDPN.CSCEAGGSCACAGSCKCKKCKCTSCKKSCCSCCPLGCAKCAQGCICKGAS....EKCSCCA

MDPN.CSCAAGDSCTCAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCICKGAS....DKCSCCA

MDPETCPCPSGGSCTCADSCKCEGCKCTSCKKSCCSCCPAECEKCAKDCCKGGEAAEAEAEKCSCCQ

CS BN I I S

MDPRECVCMSGGICMCGDNCKCTTCNCKTYWKSCCPCCPPGCAKCARGCICKGGS....DKCSCCP
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Przygladajac sie blizej ukladowi reszt cysteinylowych zaprezentowanych
w tabeli, mozna wyodrebni¢ pewne powtarzajace si¢ motywy w sekwencji, w ktore
zaaranzowane sg reszty tego aminokwasu. Jednym z najbardziej popularnych wsrod
motywdéw policysteinylowych, pochodzacych z metalotionein, jest motyw CXC,
gdzie dwie reszty cysteinylowe oddzielone sg od siebie jedng dowolng reszta o
aminokwasu, niebedacego cysteing. Kolejne charakterystyczne dla metalotionein
motywy to dublet reszt cysteinylowych (CC) oraz motyw CXXC [3-5]. Wszystkie te
motywy zostaly bardzo dobrze przebadane pod wzgledem interakeji z jonami metali
[29-32].

W sekwencjach metalotionein, ktére zostaly wyizolowane z innych organi-
zmoéw, wyodrebniono nietypowe motywy policysteinylowe, do ktérych zaliczy¢
mozna przede wszystkim motyw trypletu reszt cysteinylowych (CCC) [13].

2.1. ODDZIALYWANIE MOTYWOW POLICYSTEINYLOWYCH Z JONAMI METALI

Rozmieszczenie reszt cysteinylowych znajdujacych sie w taicuchu peptydu lub
bialka, takiego jak metalotioneina, ma bardzo duze znaczenie w modyfikowaniu sity
wigzania jonu metalu. Wynika to przede wszystkim z geometrii tworzonych kom-
plekséw pomiedzy réznymi jonami metali a ligandami, ktére zawieraja w sekwencji
reszty cysteinylowe. W przypadku jonéw dwuwartosciowych (Zn**, Cd*"), tworzone
kompleksy wykazuja symetrie tetraedryczng z mozliwymi czteroma miejscami
koordynacji wokdt jonu centralnego. W przypadku jondw, takich jak Cu' czy Ag"
z udzialem metalotionein czy peptyddw policysteinylowych, moga powstawaé kom-
pleksy o symetrii trygonalnej i liniowej [6, 33, 34].

Ilos¢ reszt cysteinylowych zaangazowanych w wigzanie danego jonu takze jest
parametrem kluczowym w tych oddzialywaniach. W odniesieniu do pojedynczego
jonu metalu, im wigcej reszt cysteinylowych wikla si¢ w jego wigzanie, tym tworzone
kompleksy sg bardziej termodynamicznie stabilne [31]. Zalezno$¢ ta pokazana jest
na Rysunku 5, gdzie znajdujg si¢ wykresy kompetycyjne ilustrujgce dystrybucje
jonow cynku oraz kadmu pomiedzy trzy peptydy, réznigce sie iloscig reszt cysteiny-
lowych w sekwencji.
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Rysunek 4.  Wykresy kompetycyjne pokazujace w jaki sposob rozna ilos¢ reszt cysteinylowych w sekwencji
peptydu wplywa na jego oddziatywanie z jonami metali - Cd* (A) oraz Zn*" (B) [31]

Figure 4. Competition plots, that show the influence of the number of cysteine residues in peptide chain on
its interaction with metal ions — Cd** (A) and Zn*" (B) [31]

Peptyd, ktéry zawiera cztery reszty cysteinylowe, wypelniajace cztery dostepne
miejsca w sferze koordynacyjnej metalu, zaaranzowane w motywy CXXC, wykazuje
najsilniejsze powinowactwo do jonu metalu w grupie peptydéw zaprezentowanych
na Rysunku 4.

Na parametry wigzania jonow metalu do peptydéw, ktdre zawieraja motywy
policysteinylowe pochodzace z sekwencji metalotionein, moga wplywaé (poza
doborem samego motywu i iloécig reszt cysteinylowych) takze aspekty steryczne.
Wykazano to podczas eksperymentu, w ktéorym poréwnano ze sobg peptyd liniowy
zawierajacy cztery reszty cysteinylowe oraz jego cykliczny analog (majacy na celu
imitowa¢ dzialanie nieustrukturyzowanej petli biatkowej) [32].

Rysunek 5. Wykresy kompetycyjne obrazujace wplyw cyklizacji peptydu na jego oddzialywanie z jonami
metali na przykladzie Cd* (A) i Zn** (B) [32]

Figure 5. Competition plots showing the influence of cyclization of the peptide on its interaction with metal
ions like Cd** (A) and Zn** (B) [32]

Jak pokazano na Rysunku 5, w przypadku jonéw Cd** oddziatywanie z cyklicz-
nym analogiem jest silniejsze w calym zakresie pH, jednak w przypadku jonéw Zn**
poczatkowo peptyd liniowy wykazuje stabsze powinowactwo do tego jonu jednak
w wyzszych wartosciach pH tendencja si¢ odwraca. Wynika to z zasadniczej roz-
nicy w rozmiarze obu tych jonéw i, o ile Cd*" jest wystarczajaco duzym jonem, by
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zwigzaé cztery grupy tiolowe w cyklicznym peptydzie, o tyle mniejszy jon Zn** nie
ma takiej mozliwosci i utrudnia mu to sztywnos¢ zapetlonego fancucha polipepty-
dowego[32].

Podsumowujac, oddzialywanie jonéw metali z biatkami, takimi jak metalo-

tioneiny, niesie za sobg wiele réznorakich konsekwencji dla organizméw zywych
- od regulacyjnych po ochronne. Przektadajac te oddzialywania na wyselekcjono-
wane z tych bialek motywy policysteinylowe, mozna w przyblizeniu odpowiedzie¢
na pytania zwigzane z czysto chemiczng charakterystyka oddziatywania pomigdzy
tymi waznymi dla nas biatkami, a rownie istotnymi jonami metali.
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ABSTRACT

This review article describes the results of a 15-year cooperation between the
Department of RNA Biochemistry at the Institute of Bioorganic Chemistry, Polish
Academy of Sciences in Poznan and the Medical Chemistry Team of the Faculty of
Chemistry at the University of Wroclaw, headed by Professor Malgorzata Jezowska-
-Bojczuk. A wide spectrum of antibiotics and other low molecular compounds and
their complexes with Cu®* ions have been tested as potential inhibitors of the HDV
ribozyme catalytic reaction. Unexpectedly, it has been found that a number of com-
pounds, depending on the conditions, exhibit inhibitory or stimulatory properties,
i.e. they act as modulators of the RNA catalysis process. It was found that the effect
of stimulation / inhibition of the catalytic activity of the HDV ribozyme is closely
related to the degree of protonation of the antibiotics under study in given condi-
tions. Their ability to inhibit catalysis also increases after binding the Cu** cation.
In an environment with a higher pH, antibiotics usually stimulate the cleavage
reaction, as at least some of their nitrogen centers are allowed to participate in the
catalysis reaction, as proton acceptors / donors or a catalytic metal ion coordination
site. During the study of one of the antibiotics, bacitracin, it was also observed that
it exhibits nucleolytic properties with RNA and DNA molecules. The discovery of
the hydrolytic properties of bacitracin extended the potential use of this antibiotic
in antiviral therapy with the aim to destroy undesired nucleic acids in the cell. To
search for DNAzymes catalyzing RNA hydrolysis, the in vitro selection method was
used. In the selection experiment aimed at obtaining DNAzymes active in the pre-
sence of Cd*" ions, variants belonging to the family of DNAzymes 8-17 previously
described in the literature were obtained. Analysis of their properties showed that
not only Cd*" but also Zn*" and Mn”" ions support catalysis, therefore the site of
catalytic metal ion coordination is not highly specific. The DNAzymes obtained in
the second selection experiment showed an optimum of catalytic activity in the pH
range of 4.0-4.5 and were inactive at a pH higher than 5.0. Interestingly, they do not
require the presence of any divalent metal ions as cofactors in the catalysis reaction.
The obtained results broaden the repertoire of DNAzymes which operate under
non-physiological conditions and bring new information on the possible mechani-
sms of reactions catalyzed by nucleic acids.

Keywords: antibiotics, HDV ribozymes, deoxyribozymes, metal ions
Stowa kluczowe: antybiotyki, rybozymy HDV, deoksyrybozymy, jony metali
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WPROWADZENIE

Na poczatku lat 80. XX w. Thomas Cech oraz, niezaleznie, Sydney Altman
odkryli czasteczki RNA posiadajace wlasciwosci katalityczne [1, 2]. W trakcie badan
nad procesem splicingu, Cech zauwazyl, ze wycinanie intronéw RNA u jednoko-
moérkowego organizmu eukariotycznego Tetrahymena thermophila nie wymaga
udziatu biatek [1]. Zatem czasteczki RNA w specyficznych sytuacjach moga wyka-
zywa¢ wlasciwosci enzymantyczne. Podobne wnioski sformutowal Altman na pod-
stawie obserwacji, Ze do dojrzewania czasteczek tRNA przy udziale komponentu
RNA RNazy P, wymagana jest tylko obecnos¢ jonéw magnezu [2]. W pézniejszych
latach odkryto szereg wystepujacych w naturze rybozymoéw, m.in. hammerhead
[3] i hairpin [4], pochodzace z wiruséw roslinnych, VS wystepujacy w transkryp-
cie mitochondrialnego DNA ple$ni Neuspora crassa [5] oraz rybozym HDYV, zna-
leziony w wirusie zapalenia watroby typu D [6]. Wszystkie naturalnie wystepujace
rybozymy posiadaja zdolno$¢ przecinania fanicucha RNA, a w przypadku rybozymu
hairpin - takze ligacji fragmentéw RNA [7].

Cecha charakterystyczng czasteczek RNA, w poréwnaniu do DNA, jest ich nie-
stabilno$¢. Okres pottrwania czasteczek RNA waha sie od kilku godzin do kilku dni,
w zaleznosci od ich skfadu nukleotydowego, struktury lub warunkéw srodowiska.
W przypadku DNA ten czas wynosi okolo 500 lat. Powstala zatem idea zastapie-
nia nietrwalej czasteczki RNA przez DNA i konstrukcji DNAzymoéw o wlasciwo-
$ciach nukleolitycznych, przecinajacych tancuch RNA, podobnie do rybozymoéw,
co zostalo uwienczone sukcesem w 1997 roku [8]. Stosujac metode selekeji in vitro,
Breaker i Joyce znalezli dwa DNAzymy, nazwane 8-17 i 10-23, wymagajace dla swej
aktywnosci hydrolitycznej obecnosci niektorych jondw metali dwuwartosciowych.
Ostatnie lata przyniosty wiele doniesieni o zastosowaniu DNazymow, dzigki ich sta-
bilnosci — w konstrukcji biosensoréw do wykrywania jonéw metali, w tym jonéw
metali cigzkich, oraz zastosowaniu terapeutycznym DNAzymoéw w niszczeniu pato-
gennych RNA w komorce [9].

Niniejszy artykul przegladowy opisuje wyniki 15-letniej wspolpracy pomie-
dzy Zaktadem Biochemii RNA Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
i Zespolem Chemii Medycznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego,
kierowanym przez Panig Profesor Malgorzate Jezowska-Bojczuk. Nasze wspolne
badania dotyczyly wptywu wybranych antybiotykéw oraz ich kompleksow z jonami
miedzi(II) na aktywno$¢ katalityczng antygenomowego rybozymu HDV. Podjeli-
$my takze probe znalezienia DNAzymow, wykazujacych zdolnos¢ przecinania cza-
steczek RNA w obecno$ci wybranych jondéw metali przej$ciowych.

1. STRUKTURA RYBOZYMOW HDV ORAZ MECHANIZM ICH DZIALANIA

Jedynym rybozymem wystepujacym w organizmie czlowieka jest rybozym
HDV, nazywany takze rybozymem delta. Zostal on znaleziony w wirusie zapalenia
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watroby typu D (ang. hepatitis delta virus). Replikacja tego wirusa RNA zachodzi
wedlug mechanizmu ,,toczacego si¢ kota” na terenie jadra komoérkowego z udziatem
RNA polimerazy II gospodarza [10]. Proces replikacji przebiega na matrycy RNA
typu genomowego wirionu i jest syntezowana ni¢ typu antygenomowego. Powsta-
jacy w wyniku tego procesu transkrypt sklada sie z wielokrotnie powtarzajacych si¢
sekwencji genomu wirusa, polaczonych ze sobg w formie multimerycznej. Wyste-
pujacy odcinek sekwencji o aktywnosci rybozymalnej umozliwia przecinanie si¢
formy multimerycznej do form monomerycznych. Linowe odcinki RNA typu anty-
genomowego ulegajg nastepnie ligacji do formy kolistej i stuzg jako kolejne matryce
do syntezy RNA typu genomowego [11]. Mimo ze genom wirusa HDV wykazuje
wysoka zmienno$¢ i ulega ciagtej ewolucji w trakcie infekcji, odcinek sekwencji
nukleotydowej warunkujacy autokatalityczne przecinanie si¢ RNA charakteryzuje
sie bardzo wysoka zachowawczoscia.

Rysunek 1. Struktury drugorzedowe A) genomowego i B) antygenomowego rybozymu HDV
Figure 1. Secondary structures of A) genomic and B) antigenomic HDV ribozyme
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Obydwa rybozymy HDV tworza strukture typu pseudowezta, ktéra zaklada
silne upakowanie czasteczki, polegajace na wystepowaniu wiekszosci nukleotydow
w regionach dwuniciowych (Rys. 1). Struktura ta ztozona jest z czterech regionow
dwuniciowych, oznaczonych P1, P2, P3 i P4, regionu jednoniciowego, oznaczonego
jako J4/2, oraz dwdch regiondw petlowych, L3 i L4 zamykajacych regiony P3 i P4.
Autokatalityczne przecinanie tancucha RNA wystepuje za reszta guanozyny, two-
rzaca niestandardowa pare zasad G-U w regionie P1.

Wyjatkowo upakowana forma czasteczki rybozymu HDV rodzi pytanie o spo-
sob jego zwijania si¢ w aktywnag katalitycznie forme podczas replikacji wirusowego
RNA [11]. Nowo powstajaca czasteczka RNA syntetyzowana jest przez polimeraze
RNA od konca 5 poprzez przylaczanie kolejnych nukleotydéw. Sformutowano
dwie hipotezy: pierwsza, Ze powstajaca podczas replikacji ni¢ RNA moze tworzy¢
sekwencyjnie odpowiednie motywy struktury drugorz¢dowej rybozymu, gdy tylko
odpowiedni fragment RNA zostanie zsyntetyzowany (12). Druga hipoteza sugero-
wala, Ze multimeryczny transkrypt RNA moze pozostawaé w nieaktywnej katali-
tycznie formie i dopiero oddziatywanie z chaperonami RNA moze rybozym uak-
tywni¢ [13]. Problemem tym zajelismy si¢ w Zakladzie Biochemii RNA Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN.

Wykorzystujac rybozym HDV typu genomowego, przeprowadzilismy badania
in vitro majace na celu modelowanie kolejnych stadidw procesu zwijania sie tego
rybozymu [14]. Zsyntetyzowano cztery fragmenty rybozymu o wzrastajacej dtugo-
$ci od konca 5; zlozone z nukleotydéw 1-43, 1-73, 1-78 i 1-84. Odpowiadaly one
kolejnym stadiom syntezy regionu rybozymalnego podczas replikacji wirusowego
RNA. Do badan struktury otrzymanych fragmentéw uzyto metody cie¢ indukowa-
nych jonami Pb*, trawien nukleazami oraz metod chemicznej modyfikacji DMS
oraz hydrazyng. Stwierdzono, ze helisy P1 i P4 s3 tworzone natychmiast, gdy tylko
zsyntetyzowany fragment RNA zawiera te elementy struktury. W przypadku regionu
P3/L3, tworzy on poczatkowo strukture spinki, ktora w trakcie dalszej elongacji tan-
cucha RNA ulega przearanzowaniu, co pozwala na utworzenie finalnej struktury
rybozymu typu pseudowezta [14].

Modele struktur drugorzedowych rybozyméw HDV zostaly potwierdzone
przez wyniki chemicznej modyfikacji oraz cigcia nukleazami [15]. Jednakze decy-
dujace bylo rozwiazanie w koncu lat 90. struktury rybozymu HDV typu geno-
mowego w krysztale [16]. Analiza krystalograficzna pokazala silne upakowanie
struktury poprzez utworzenie dwdch pseudowezliéw z zaangazowaniem helisy P1
oraz nowej helisy P1.1 powstalej przez oddzialywanie regionu jednoniciowego J1/4
z petla L3. Co ciekawe, oddalone w strukturze drugorzedowej nukleozydy G1 oraz
C75, w strukturze trzeciorzedowej rybozymu tworzg miejsce katalityczne podobne
do miejsc katalitycznych enzymow biatkowych. Centrum katalityczne stabilizowane
jest przez szereg oddzialywan, takich jak: oddziatywania warstwowe, powodujace
przemieszczenie C75 w glab rdzenia struktury, jak i szereg wigzan wodorowych,
stabilizujacych polozenie katalitycznej reszty C75 [16, 17].
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Rozwiazanie kolejnych struktur krystalograficznych rybozymu HDV pozwo-
lito na zaproponowanie mechanizmu autokatalitycznego przecinania tanncucha RNA
przez rybozym [18] (Rys. 2). Reszta cytydyny w pozycji 75 jest protonowana i two-
rzy wigzanie wodorowe z 5’ atomem tlenu wigzania fosfodiestrowego reszty guano-
zyny w pozycji 1 (Rys. 2). Aktywny jon metalu koordynuje do atomu pro-Rp tlenu
reszty G1 i grupy 2’ hydroksylowej reszty urydyny w pozycji (-1). Wiazanie jonu
metalu do czynnika nukleofilowego utatwia deprotonacje¢ przez zasade B. Protono-
wana reszta C75 oraz jon Mg”* stabilizuja fosforan w stanie przejsciowym, powstaly
poprzez atak nukleofilowy zjonizowanej grupy 2’0 reszty U(-1). Koficowym eta-
pem przedstawionej reakcji transestryfikacji jest utworzenie 2’3’-cyklicznego fos-
foranu na reszcie U(-1) i grupy 5 hydroksylowej na G1. Efektywno$¢ reakcji prze-
cigcia fancucha RNA przez rybozym HDV zalezy od dwoch czynnikéw, obecnosci
wybranych jonéw metali dwuwarto$ciowych oraz odpowiedniej aranzacji miejsca
katalitycznego, zapewniajgcego atak in line grupy 2’0O™ na atom fosforu. Wymaga to
ustawienia atoméw 2’ O-P-5" O w jednej linii.

Rysunek 2. Mechanizm auto-katalitycznego przecigcia antygenomowego rybozymu HDV
Figure 2. Mechanism of auto-catalytic cleavage of HDV ribozyme

Nasze badania z zastosowaniem wariantéw antygenomowego rybozymu HDV,
dziatajacego w formie cis oraz trans, wykazaly ich najwieksza aktywnos¢ w obecno-
éci 1 mM stezenia jonéw Mg”* oraz Mn**[19]. Ponadto, zauwazono wyzsza aktyw-
no$¢ wariantéw cis, w poréwnaniu do form trans. Dla innych jondéw metali, rybo-
zym HDV byt aktywny w obecnosci jonéw Co”* oraz Sr**. Natomiast w warunkach
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zblizonych do fizjologicznych, rybozym byl nieaktywny w obecnosci jonéw jedno-
warto$ciowych oraz spermidyny.

Testowanie wplywu struktury miejsca katalitycznego na aktywnos¢ antygeno-
mowego rybozymu HDV umozliwita metoda selekeji in vitro [20]. Skonstruowana
biblioteka kombinatoryczna zawierata ok. 4,3 x 10’ réznych wariantéw tego rybo-
zymu. Zawierala 16 pozycji typu random, to jest kazdy z czterech nukleotydow
wystepowal z rownym prawdopodobienstwem w tych pozycjach, w regionach P1.1,
L3 oraz J4/2 (Rys. 1). W wyniku selekcji otrzymano szereg aktywnych katalitycznie
wariantéw rybozymu HDV. Jedna trzecia wariantow zawierala pojedyncza mutacje
G80U, ktdra nie obnizala efektywnosci reakeji ciecia fanicucha RNA. Ponadto, co
trzeci wariant zawieral mutacje reszty C76, ktora bierze udziat w mechanizmie kata-
lizy RNA, identycznie jak C75 w rybozymie HDV typu genomowego (Rys. 2). Oka-
zalo sig, ze C76 w antygenomowym rybozymie HDV mozna zastgpi¢ innym nukle-
otydem, lecz w sasiedniej pozycji 77 musi wystepowac reszta cytydyny. Wyznaczona
stata szybkosci reakcji cigcia (k) jest jednak znacznie nizsza niz dla rybozymu typu
dzikiego. Swiadczy to unikalnosci miejsca katalitycznego rybozymu HDV [20].

2. ODDZIALYWANIA ANTYBIOTYKOW Z RYBOZYMAMI HDV

Rozpoczynajgc wspdlprace z zespotem prof. M. Jezowskiej-Bojczuk posta-
nowilismy skoncentrowa¢ sie na dwdch zagadnieniach: poszukiwaniach antybio-
tykow regulujacych wiasciwosci katalityczne antygenomowego rybozymu HDV
oraz wykorzystujac wieloletnie doswiadczenie zespotu Pani Profesor w badaniach
koordynacji jonéw metali do antybiotykéw sprawdzi¢, jak koordynacja jonéw Cu®*
wplywa na zdolnos¢ antybiotykéw do regulacji aktywno$ci katalitycznej tego rybo-
zymu.

Wiadomo, ze zwigzki niskoczgsteczkowe wigzg sie do réznych czasteczek RNA
(tRNA. rRNA, rybozymy oraz aptamery). Wielu badaczy zwrdcilo szczegdlng uwage
na oddzialywanie RNA z antybiotykami. Szereg antybiotykéw wiaze si¢ do ryboso-
malnego 16S rRNA, wplywajac na przebieg translacji [21]. Antybiotyki oddzialuja
takze z wieloma rybozymami. Antybiotyk aminoglikozydowy - neomycyna, inhi-
buje aktywnos¢ katalityczng rybozymoéw: introndéw grupy I, RNazy P, hammerhead,
hairpin czy tez HDV. Z drugiej strony, kanamycyna dziata bardzo specyficznie
i inhibuje wylacznie aktywno$¢ katalityczng rybozymu RNazy P [22].

Przetestowalismy aktywnos¢ katalityczng antygenomowego rybozymu HDV,
w obecnosci szeregu antybiotykéw o bardzo réznej strukturze i wlasciwosciach che-
micznych (Tab. 1). Okazalo sig, ze istnieja trzy grupy antybiotykow [23]. Takie, ktore
nie inhibujg reakcji ciecia i podobne wlasciwosci posiadaja ich kompleksy z jonami
Cu’. Do grupy tej naleza amikacyna badz kanamycyna. Dla neomycyny oraz jej
kompleksu z jonami Cu®" obserwuje sie silny ich wptyw na reakcje ciecia. Natomiast
w przypadku sisomycyny, wankomycyny i aktynomyny D, inhibicje aktywnosci
katalitycznej rybozymu HDV obserwowano tylko w obecno$ci komplekséw tych
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antybiotykow z jonami Cu’". Stata K. byta nizsza okolo trzykrotnie dla kompleksow
sisomycyny i vankomycyny. Najwigksze roéznice, ponad 35-krotne w wartosciach K,
zaobserwowano dla kompleksu aktynomycyny D z jonami Cu** w poréwnaniu do
nieskompleksowanego antybiotyku. Wyznaczone wartosci wynosily 33 i 1270 pM,
dla reakeji ciecia w obecnosci jonow Mg**. Wartos¢ K. dla kompleksu aktynomycyny
D z jonami Cu” byla poréwnywalna z warto$ciami K, dla innych antybiotykow,
bedacych silnymi inhibitorami reakcji katalitycznego cigcia, zachodzacej w roz-
nych rybozymach [22]. Nalezy podkresli¢, ze wolne jony Cu®* nie miaty wptywu na
aktywno$¢ katalityczng badanego rybozymu HDV.

Tabela 1. Badane antybiotyki i zwigzki niskoczasteczkowe:
Table 1. Tested antibiotics and low molecular-weight compounds

Antybiotyki aminoglikozydowe: Leki przeciwgrzybicze:

higromycyna B flukonazol

amikacyna

apramycyna Zwiazki niskoczasteczkowe:

neomycyna pochodne koniugatéw heminali z 1,2,4 triazolami

sisomycyna puromycyna

kasugomycyna

Antybiotyki peptydowe:

kapreomycyna
bacytracyna
aktynomycyna D
ristomycyna
ramoplanina
blastycydyna S
fleomycyna oraz kompleksy tych wszystkich zwigzkéw z jonami Cu**

kolistyna
wiomycyna

gramicydyna

Antybiotyki f-laktamowe:

amoksycylina

Interesujgce zjawisko zaobserwowano dla ristomycyny, apramycyny i amok-
sycyliny, antybiotykéw nalezacych do réznych grup antybiotykéw, odpowiednio:
glikopeptydowych, glikozydowych oraz f-laktaméw [24]. Przy niskich 100 pM
stezeniach antybiotykéw obserwowano wzrost aktywnosci katalitycznej antygeno-
mowego rybozymu HDV, przy 300 pM stezeniu antybiotykow ten efekt zanikal,
natomiast przy 300 uM stezeniu komplekséw tych antybiotykéw z jonami Cu®*
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wystepowala silna inhibicja. Wykazano takze, ze koniugaty heminali z 1,2,4-tria-
zolami, zwigzkami o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym, sa nowa klasg
zwigzkow niskoczgsteczkowych, ktore moga inhibowaé aktywnos¢ katalityczng
rybozymu HDV [25]. Efektywnos¢ inhibicji tych pochodnych heminali zalezy od
ich struktury i nawet blisko spokrewnione izomery majg rézny wplyw na aktywnos¢
katalityczng rybozymu. To wskazuje, Ze miejsce wigzania tego ligandu w rybozymie
moze rozrézniaé poszczegdlne izomery.

W celu ustalenia mechanizmu inhibicji wlasnoéci katalitycznych antygeno-
mowego rybozymu HDV typu trans, w obecnosci antybiotykéw, uzyto dwdch oli-
gonukleotydowych substratéow RNA, ktdre zawieraly w pozycji (-1) cytydyne oraz
2’-deoksycytydyne [26]. Grupa 2° OH cytydyny jest niezbedna w mechanizmie
reakcji autokatalitycznego ciecia rybozymu HDV (Rys. 2). Pierwszy substrat ulegal
przecieciu z wysoka efektywnoscia i odzwierciedlal konformacje rybozymu HDV
po reakgji cigcia. Natomiast drugi substrat zwigzany z rybozymem odpowiadal jego
konformacji przed reakcja ciecia. Obydwa modelowe rybozymy HDV, przed i po
reakcji ciecia, poddano mapowaniu struktury RNA w obecnosci wybranych antybio-
tykéw: neomycy, amikacyny oraz aktynomycyny D oraz ich komplekséw z jonami
Cu”. Jak wspomniano powyzej, neomycyna i jej kompleks z jonami Cu** oraz
kompleks aktynomycyna D-Cu’* byly silnymi inhibitorami rybozymu. Natomiast
wolna amikacyna oraz w kompleksie, a takze nieskompleksowana aktynomycyna
D, nie mialy wplywu na przebieg reakcji autokatalitycznego ciecia nici RNA. Do
mapowania struktury rybozymu uzyto metode ciecia jonami Pb** i nukleazami oraz
metode SHAPE. Wykazano, Ze w obydwu modelowych rybozymach neomycyna
oraz jej kompleks s3 ulokowane w ,,kieszeni” utworzonej przez regiony P1.1 oraz
J4/2. Ponadto, podobny rozktad modyfikacji w obydwu formach rybozymu HDV
dla neomycyny oraz jej kompleksu wskazuje na bardzo podobny sposob oddziaty-
wan RNA-antybiotyk. Natomiast dane mapowania amikacyny wskazujg na wigza-
nie antybiotyku oraz jej kompleksu w petli L3 obydwu form rybozymu HDV. Dla
kompleksu aktynomycyna D-Cu®* zaobserwowano zmiany w rozkladzie miejsc tra-
wien w trzonach P4 i P2 wylacznie dla rybozymu HDV z substratem zawierajacym
deoxycytydyne w miejscu jego przeciecia. Prawdopodobnie, dodatkowy fadunek
dodatni kompleksu aktynomycyna D-Cu** zwieksza jego powinowactwo do trzo-
néw P4 i P2. Wyznaczono takze wartoéci K, charakteryzujace wigzanie badanych
antybiotykéw lub ich kompleksow z jonami Cu** do rybozymu, ktére mieszcza sie
w zakresie 8-136 pM i moga by¢ ustawione w nastepujacej kolejnosci: neomycyna
B-Cu”, aktynomycyna D-Cu’’, neomycyna B, aktynomycyna D, amikacyna-Cu*,
amikacyna [26]. Ta kolejno$¢ zgadza si¢ doskonale z wczesniej badanym wpltywem
tych antybiotykéw na inhibicje aktywnosci katalitycznej rybozymu HDV [27].

Lokalizacje badanych antybiotykdéw w rybozymie HDV typu antygenomowego
potwierdzono metoda modelowania komputerowego. Do modelowania wykorzy-
stano modele krystalograficzne rybozymu HDV [16, 17]. Antybiotyki aminogliko-
zydowe: neomycyna B oraz amikacyna zajmuja podobne miejsca w strukturze rybo-
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zymu HDV, kieszen utworzong przez regiony J4/2, P2 oraz P3. Jednakze polozenie
neomycyny B rézni si¢ nieco od amikacyny, gdyz neomycyna oddziatuje z katali-
tyczng resztg C76, zaangazowang w mechanizm autokatalitycznego ciecia rybozymu
(Rys. 2). Dla aktynomycyny modelowanie komputerowe pokazalo dwa miejsca wig-
zania antybiotyku do struktury rybozymu, odpowiednio w trzonach P2 i P4. Cho-
ciaz te miejsca wigzania antybiotyku wydaja si¢ by¢ oddalone od kieszeni katalitycz-
nej utworzonej przez reszty U(-1) i C76, to kompleks aktynomycyna D-Cu®" silnie
wplywa na aktywno$¢ rybozymu HDV. Najprawdopodobniej, dodatkowy tadunek
dodatni zwieksza powinowactwo kompleksu do trzonu P4, powodujac takie zmiany
konformacyjne rybozymu, ktére czynig go nieaktywnym katalitycznie.

3. WPEYW pH NA ZDOLNOSC ANTYBIOTYKOW DO REGULAC)I
AKTYWNOSCI KATALITYCZNEJ RYBOZYMU HDV

Wezesniejsze badania wykazaly, ze zdolno$ci koordynacyjne antybiotykow
w stosunku do jondéw metali silnie zalezg od wartosci pH srodowiska [28]. Proto-
nowane grupy aminowe w czasteczkach antybiotykéw zmieniajg ich powinowactwo
do jonéw Cu®*. W trakcie prowadzonych badan okresliliémy wptyw wartosci pH
srodowiska reakeji na auto-katalityczne przecigcie rybozymu HDV. Jako modele
wybraliSmy dwa antybiotyki peptydowe: kapreomycyne oraz wiomycyne, nalezace
do rodziny antybiotykéw tuberamycyny.

Kapreomycyna i wiomycyna sg uzywane jako leki przeciwgruzlicze i wykazuja
podobny mechanizm dzialania [29]. W rybosomach Thermus. thermophilus obydwa
antybiotyki sg potozone w szczelinie pomi¢dzy dwoma podjednostkami rybosomal-
nymi i oddzialujg z 16S oraz 23S rRNA, blokujgc proces translokacji. Ponadto, vio-
mycyna posiada podwdjng aktywnos¢ w katalizie RNA, inhibujac aktywnos¢ kata-
lityczng intronéw grupy I, natomiast dla rybozymu VS zaobserwowano wzrost jego
aktywno$ci w obecnosci tego antybiotyku [30, 31]. Wptyw tych antybiotykéw oraz
ich komplekséw z jonami Cu®* na reakcje autokatalitycznego przeciecia oligonukle-
otydowego substratu antygenomowego rybozymu HDV, dziatajacego w wersji trans,
jest podobny [32, 33]. Przy stezeniach, 0,20-75 mM dla kapreomycyny i 0,2 mM dla
wiomycyny zaobserwowano 2-3 krotng stymulacje reakcji katalizy RNA, przy wyz-
szych stezeniach inhibicje. Podobny efekt wystepowal w przypadku kompleksow
tych antybiotykéw z jonami Cu®", przy 0,2 mM stezeniu komplekséw wystepowata
stymulacja reakcji katalizy, natomiast przy 0,5 mM stezeniu kompleksu wiomycyna-
-Cu®" - silna inhibicja.

Zbadali$my takze wplyw pH srodowiska na przebieg reakcji ciecia rybozymu
HDV w obecno$ci kapreomycyny, wiomycyny oraz ich komplekséw z jonami Cu®*
[32, 33]. Struktura kapreomycyny i wiomycyny jest niemal identyczna, zatem
mozna oczekiwa¢ podobnych ich wlasciwoéci podczas protonacji. Kapreomy-
cyna zawiera cztery centra protonacji o wartosciach pKa od 6,23 do 11,37, zatem
mozna j3 zdefiniowa¢ jako kwas o ogdélnym wzorze H,L [28]. Natomiast wiomy-



408 J. WRZESINSKT, J. CIESTOLKA

cyne posiadajgcg trzy centra protonacji — jako kwas H,L. Zasadnicza réznica we
wplywie kapreomycyny i wiomycyny na aktywnos¢ katalityczng rybozymu HDV
dotyczy ich komplekséw. W pH 5,5 i 6,5 kompleks kapreomycyny catkowicie inhi-
buje aktywnos¢ rybozymu, podczas gdy kompleks wiomycyny nie posiada takich
wlasciwosci. Ponadto, w pH 7,5 wiomycyna stymuluje aktywno$¢ katalityczng rybo-
zymu HDV dwukrotnie lepiej niz kapreomycyna. Interesujace, okryte przez nas zja-
wisko stymulacji aktywnosci katalitycznej rybozymu HDV, moze by¢ wyjasnione
w dwojaki sposdb. Po pierwsze, badane antybiotyki ulatwiajg tworzenie kompleksu
substrat-rybozym dla rybozymu w wersji trans. Inna mozliwo$¢, to ich udzial
w rearanzacji struktury rybozymu do bardziej aktywnej w reakgji ciecia substratu.
Mechanizm ten byl sugerowany wczesniej dla wyjasnienia wptywu wiomycyny na
aktywno$¢ rybozymu VS i pierwsza z rozwazanych mozliwosci byta decydujaca
[31]. Jak wspomniano powyzej, kapreomycyna i wiomycyna posiadajg cztery lub
trzy miejsca protonacji. Wiomycyna nie posiada pierwszorzedowej grupy aminowej
reszty kwasu a,-diaminopropionowego o wartoséci pKa 6,23. Poniewaz wiomycyna
i kapremycyna majg podobny wplyw na reakcje ciecia rybozymu HDV, zatem w pH
5,5 oraz 6,5 protonacja tej grupy nie odgrywa wigkszej roli. Natomiast wystepuje
w tych warunkach pH silny wptyw kompleksu kapreomycyna-Cu’* na reakcje cie-
cia. Z wczesniejszych badan grupy prof. M. Jezowskiej-Bojczuk wynika, ze w tym
zakresie pH w roztworze istnieje gléwnie kompleks CuH,L, zatem to on jest odpo-
wiedzialny za inhibicje rybozymu HDV [28]. Z drugiej strony, w pH 5,5 oraz 6,5
kompleks viomycyna-Cu’* nie miat wplywu na wlasciwosci katalityczne rybozymu
HDV. Zatem, wystepujacy w tych warunkach kompleks typu CulL jest niezdolny do
modulowania aktywnosci katalitycznej rybozymu HDV [33].

Do identyfikacji miejsc wigzania wiomycyny w strukturze antygenomowego
rybozymu HDV uzyliSmy metode modelowania molekularnego, stosujac jako
model wyjsciowy strukture krystalograficzng rybozymu typu genomowego. Wcze-
$niejsze badania w roztworze sugerowaly bardzo podobng badz identyczng strukture
obydwu rybozymoéw [6]. Wyniki modelowania molekularnego sugeruja istnienie
dwdch réznych miejsc wigzania wiomycyny w strukturze rybozymu HDV. Pierwsze
wystepuje pomigdzy trzonem P2 oraz petla L3. Drugie miejsce wigzania wiomycyny
jest zlokalizowane w glebokiej szczelinie utworzonej w strukturze przez trzony P1,
P2 oraz P3. Podobne miejsce wigzania bylo sugerowane dla kompleksu wiomycyna-
-Cu™, gdyz wielko$¢ szczeliny 10 x 20 A umozliwia ulokowanie tam antybiotyku
badz jego kompleksu. Takze inne antybiotyki peptydowe, jak kapreomycyna oraz
kompleks kapreomycyna-Cu*’, mozna zadokowa¢ w to miejsce. Precyzyjna ana-
liza wynikéw modelowania molekularnego pokazala oddzialtywanie wiomycyny
z resztami A14/U15 w trzonie P2 oraz G3/U4 w trzonie P1. Dodatkowo, wiomy-
cyna tworzy wigzanie wodorowe z resztg U32 w trzonie P3 oraz oddzialuje z resztg
U77 z regionu pseudowezla J4/2, ktéry jest zaangazowany w tworzenie miejsca
katalitycznego. Waznos$¢ struktury pseudowezta potwierdzila struktura aptameru
wiazacego wiomycyne [34]. Jego obecnos¢ jest konieczna dla efektywnego wigzania
wiomycyny przez ten aptamer.
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4. DEGRADACJA KWASOW NUKLEINOWYCH W OBECNOSCI
BACYTRACYNY

Prowadzone wcze$niej przez obie nasze grupy badania wigzania neomycyny B
do drozdzowego tRNA"™ pokazaly, ze wyszczepienie hipermodyfikowanej zasady Y
(wyozyny) zlokalizowanej w pozycji 37 petli antykodonu tRNA pozwala efektyw-
nie przecig¢ tancuch polinukleotydowy w obecnosci 1 uM stezenia tego antybio-
tyku [35]. Zatem przypadkowa depurynacja w laiicuchu RNA, w obecnosci nawet
niskiego stezenia antybiotykéw, moze prowadzi¢ do zniszczenia funkcjonalnych
RNA. Moze to by¢ wazny, niepozadany efekt wigzania antybiotykéw do czasteczek
RNA.

Podczas analizy wplywu bacytracyny na funkcjonowanie rybozymu HDYV,
nieoczekiwanie okazalo sig, ze degraduje ona fancuch RNA [36]. Czasteczka tego
cyklicznego antybiotyku polipeptydowego sktada si¢ z 10 aminokwaséw: L-izoleu-
cyna, L-leucyna, D-fenyloalanina, L-cysteina, kwas L- i D-asparaginowy, D-glutami-
nowy, L-histydyna, L-lizyna i D-ornityna. Co ciekawe, bacytracyna degraduje takze
jednoniciowe czgsteczki DNA. Zatem antybiotyk ten wykazuje podobienistwo do
enzyméw degradujacych kwasy nukleinowe, takich jak rybonukleaza T, lub nukle-
aza S,. Degradacja czasteczek RNA wystepuje preferencyjnie po resztach guaniny,
przy czym w przecietym lancuchu RNA grupa fosforanowa pozostaje na koncu 3’
Przypomina to zatem degradacje RNA za pomoca nukleazy T,. Ponadto, degra-
dacja RNA, ktorej ulegaja czasteczki o zwartej strukturze jak: rybozym HDV oraz
drozdzowy tRNA™™, przebiega efektywnie juz przy niskich stezeniach antybiotyku
rzedu 5 uM i nie wymaga obecnosci jonéw metali. Bacytracyna nalezy do niewielu
zwigzkéw degradujacych DNA, jednak w poréwnaniu do degradacji RNA, wymaga
10-krotnie wyzszego stezenia i obecnoéci jonéw metali dwuwartosciowych: Mg™,
Mn** lub Zn*. Antybiotyk ten specyficznie degraduje taricuch DNA po resztach
cytozyny, pozostawiajac grupe fosforanowa na koncu 5’ tancucha, podobnie jak
nukleaza S1. W przeciwienstwie do enzymoéw biatkowych, antybiotyk nie traci
wlasciwosci degradacyjnych RNA i DNA nawet po inkubacji w 100°C.

Mechanizm dzialania bacytracyny w degradacji kwaséw nukleinowych nie
zostal dokladnie poznany. W przypadku rybonukleazy T, przecigcie faricucha RNA
przebiega wedlug mechanizmu katalizy kwasowo-zasadowej [37]. W proponowa-
nym mechanizmie dwie reszty histydyny His40 oraz His92 dzialajg jako kwas, nato-
miast reszta Glu58 dziala jako zasada, co potwierdzily badania krystalograficzne.
Réwniez RNaza A, enzym efektywnie degradujacy czasteczki RNA, wymaga dwdch
histydyn, mianowicie His12 i His119, do utworzenia 2’3’-cyklicznego fosforanu,
reszta Lys41 stabilizuje stan przejsciowy [38]. Takze 30-aminokwasowy peptyd
pochodzacy z N-konca palca cynkowego wymaga obecnosci pierscienia imidazo-
lowego do aktywnosci rybonukleazy, jednakze jest on nieaktywny w stosunku do
DNA [39]. Co ciekawe, wyznaczona wartos¢ statej szybkosci reakeji ciecia dla tego
peptydu jest 20-krotnie nizsza niz dla bacytracyny. Podsumowujac, podobne pro-
dukty ciecia oraz obecnos¢ histydyny w pozycji 10 bacytracyny czynig mechanizm
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hydrolityczny obserwowany dla RNazy T, wysoce prawdopodobny takze dla bacy-
tracyny. Natomiast w przypadku degradacji DNA mechanizm dziatania bacytra-
cyny pozostaje niewyjasniony. Najprostsza sugestia jest mechanizm reakcji wolno-
rodnikowej, jednakze w tym przypadku mechanizm ten nie ma miejsca. Obecnos¢
bacytracyny i H,O, nie miata wptywu na degradacje DNA [36, 37].

5. DEOKSYRYBOZYMY AKTYWNE W OBECNOSCI JONOW KADMU
ORAZ W SRODOWISKU O NISKIE] WARTOSCI PH OTRZYMANE
METODA SELEKC]JI IN VITRO

W trakcie realizowanego wspolnie z prof. M. Jezowska-Bojczuk jednego
z zadan projektu ,,Biotechnologie i zaawansowane technologie medyczne” w ramach
Wroctawskiego Centrum Badan EIT+, podjelismy probe otrzymania DNAzymow
aktywnych w obecnosci jonéw Cd** [40]. Jony Cd** naleza do najbardziej tok-
sycznych jondéw metali z uwagi na zastepowanie jonéw Zn** i Ca** w enzymach,
co czyni je nieaktywnymi. Do poszukiwania DNAzymoéw aktywnych w obecnosci
jonéw Cd*" wykorzystano metode selekcji in vitro. Przygotowana biblioteka kom-
binatoryczna DNAzymoéw zawierala 23-nukleotydowy odcinek typu random, co
odpowiadato 7 x 10" réznych wariantéw. Uzyskane w wyniku selekcji wszystkie
aktywne katalitycznie DNAzymy nalezaly do czesto spotykanej wsréd DNAzymow
rodziny DNAzyméw 8-17 (Rys. 3a). Otrzymane DNAzymy preferowaty jony Cd*,
ale byly aktywne w obecnosci jonéw Mn** i Zn** co oznacza, ze miejsce koordyna-
cji katalitycznych jondéw metali nie jest wysoce specyficzne. Nalezy dodac, ze takze
weczesniej uzyskane DNAzymy wykazywaly szeroka specyficznos¢ w stosunku do
jonow metali [41]. Mozna zatem sadzi¢, ze otrzymanie DNAzymoéw aktywnych
tylko w obecnosci jednego rodzaju jonu metalu jest bardzo trudne lub niemozliwe.
W naszym przypadku, wzigwszy pod uwage aktywno$¢ katalityczna oraz selektyw-
nos¢, wariant 1/VIIWS wykazuje najlepsze wlasciwosci (Rys. 3a). Ponadto, uzyskane
DNAzymy byly mniej aktywne w podwyzszonej temperaturze, co sugeruje zmiany
ich struktury przy podwyzszaniu temperatury. Co ciekawe, dla jednego z wariantéw,
DNAzymu 15XWS, w podwyzszonej temperaturze wystepuje nie tylko obnizenie
jego aktywno$ci, ale takze zmiana preferencji w stosunku do jonéw metali wymaga-
nych do katalizy [40].

Postanowili$my zbada¢, jak zmiany sekwencji nukleotydowej moga wptywac
na zmiany aktywnodci katalitycznej wybranych DNAzymoéw. Zwrécilismy uwage na
zachowawcze elementy wystepujace w DNAzymach 8-17: nukleotyd w pozycji 12
oraz trzy pary zasad w strukturze ,,spinki do wloséw”. Obecno$¢ puryny w pozycji
12 okazala si¢ kluczowa dla zachowania aktywnosci DNAzymu 1/VIIWS, natomiast
miala maly wplyw na jego preferencje co do wyboru jonéw metali. Przeprowa-
dzono takze mutageneze par zasad wystepujacych w strukturze ,,spinki do wlosow”
Wymiana $rodkowej pary zasad z A-T na C-G powodowala wzrost aktywnosci
DNAzymu dla jonéw Zn*, spadek dla jonéw Mn** oraz nie zmienita aktywnosci
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dlajonéw Cd*". Oznacza to, Ze wspomniane pary zasad okreslaja wlasciwosci katali-
tyczne DNAzymu 1/VIIWS [40]. Wczesniejsze badania sugerowaly, ze wéréd wspo-
mnianych trzech par zasad, dla zachowania aktywnosci DNAzymu 8-17 wymagane
sa dwie pary typu G-C [42]. Pézniej wykazano, ze motyw zawierajacy jedna pare,
a nawet brak pary zasad G-C jest wystarczajacy. Obserwacje te sa zbiezne z naszymi,
gdyz DNAzym 1/VII zawierajacy jedna pare zasad G-C w motywie ,,spinki do wlo-
sow” zachowuje aktywno$¢ katalityczna.

Rysunek 3. Struktura drugorzedowa DNAzyméw A) Dz1/VIIWS aktywnego w obecnosci jonéw Cd’* oraz B)
Dz27WS aktywnego w niskim pH. Symbol rA oznacza ryboadenozyne

Figure 3. Secondary structure of DNAzymes A) Dz1/VIIWS active in the presence of Cd*" and B) Dz27WS$
active at low pH. The symbol rA denotes riboadenosine

W kolejnym etapie podjelismy probe selekcji DNAzymow, stosujac podczas
selekeji obnizone pH rzedu 4,5 [43] (Rys. 3b). Wszystkie uzyskane DNAzymy wyka-
zywaly optimum aktywno$ci katalitycznej w zakresie pH 4,0-4,5 i byly nieaktywne
przy pH wyzszym niz 5,0. Jak wspomniano, DNAzymy scharakteryzowane przez
nas wczesniej wymagaly do swej aktywnosci obecnosci niektérych jonéw metali
dwuwarto$ciowych [43]. Natomiast otrzymane DNAzymy aktywne w niskim pH
oraz ich warianty nie wymagaja obecno$ci zadnych jonéw metali, jako kofakto-
réw w reakcji katalizy. W niskich warto$ciach pH, w ktorych prowadzono selekcje
in vitro, wystepuje w kwasach nukleinowych rozlegta protonacja zasad, gléwnie
pozycjiN1 adeniny oraz N3 cytozyny. W tych warunkach, protonowane zasady moga
zastepowac jony metali w cieciu RNA przebiegajacym wedlug mechanizmu katalizy
kwasowo-zasadowej. Ponadto, moga bra¢ udzial w procesach zwijania DNAzymu
w aktywng katalitycznie strukture. Badania wybranych DNAzymoéw technikami
spektralnymi, UV oraz CD wykazaly duze zmiany w ich strukturze w zakresie
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pH 4,0-4,5, co pokrywa si¢ z warunkami sprzyjajacymi ich najwyzszej aktywnosci
katalitycznej. W wersji trans otrzymane DNAzymy, podobnie jak w wersji cis byly
najbardziej aktywne w pH okolo 4,5. Mutageneza miejsca ciecia wykazata znacz-
nie wyzszg aktywno$¢ w przypadku obecnosci puryn niz pirymidyn. Co ciekawe,
znaczny spadek aktywno$ci DNAzymu w wersji trans obserwowano, gdy w miejscu
cigcia zamiast jednego nukleotydu typu rybo wystepowaly dwa. Wytlumaczeniem
tej obserwacji moze by¢ oddzialywanie drugiego nukleotydu z kompleksem sub-
strat-DNAzym lub zmiany struktury substratu skutkujace nizszg efektywnoscig cie-
cia. Potwierdzeniem tej sugestii s3 wyniki mutagenezy czterech wybranych pozycji
w nici enzymu. Zmiany te skutkujg zanikiem aktywnosci katalitycznej DNAzymow.
Wynika z tego, ze pH-zalezne DNAzymy wymagaja bardzo specyficznej architek-
tury i sa katalitycznie aktywne w $cisle okreslonych warunkach pH [43].

Istnieje zapotrzebowanie na nowe DNAzymy, ktére moga funkcjonowaé
w skrajnych warunkach: wysokiej temperaturze, niskim lub wysokim pH, w obec-
nosci jondw metali ciezkich. Duzg zaleta opisanych przez nas DNAzymow jest
to, ze s3 one nieaktywne przy wartosciach pH zblizonych do fizjologicznych oraz
w obecnosci jedno- i dwuwarto$ciowych jondw metali. Czynnikiem ,,uruchamiaja-
cym” ich aktywno$¢ katalityczng jest obnizenie wartosci pH do zakresu 4,0-4,5. Te
pH-zalezne DNAzymy moga by¢ wykorzystane jako kasety molekularne w biotech-
nologii lub nanotechnologii, lub jako specyficzne narzedzia molekularne, takie jak
biosensory. Takie kasety pozwalajg na zmiany pod wplywem warunkéw srodowiska
i tylko ta kaseta moze by¢ wycieta z wiekszej struktury DNA przez obnizenie war-
tosci pH. Ponadto, trans-dzialajace warianty pH-zaleznych DNAzymow sa stosun-
kowo mate, o wielkosci 31 nukleotydéw, co znacznie upraszcza ich synteze i wyko-
rzystanie. Wreszcie, pH-zalezne DNAzymy moga by¢ stosowane do monitorowania
zmian wartos$ci pH w komdrkach podczas proceséw metabolicznych [43].

UWAGI KONCOWE

W ramach wspdtpracy pomigdzy Zakladem Biochemii RNA Instytutu Che-
mii Bioorganicznej PAN w Poznaniu oraz Zespotem Chemii Medycznej Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego, kierowanym przez Panig Profesor Malgorzate
Jezowskg-Bojczuk, przebadano szerokie spektrum antybiotykéw oraz innych zwigz-
kéw niskoczasteczkowych i ich komplekséw z jonami Cu*, jako potencjalnych inhi-
bitoréw reakeji katalizy rybozyméw HDV. Nieoczekiwanie, okazalo sie, ze szereg
badanych zwiazkow, w zaleznosci od warunkow, wykazuje wlasciwosci inhibujace
lub stymulujace reakeje, czyli dzialaja jako modulatory procesu katalizy RNA. Jest
to obserwacja bardzo istotna, wskazujgca, ze rowniez w przypadku innych procesow
przebiegajacych z udzialem antybiotykéw, zmienione warunki $rodowiska moga
w istotny sposob modulowa¢ ich wlasciwosci.

Stwierdzono, ze efekt stymulacji/inhibicji aktywnosci katalitycznej rybozymu
HDYV jest $cidle zwigzany ze stopniem protonacji badanych antybiotykéw w danych
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warunkach. Zdolno$¢ do inhibicji wzrasta przy tym ze zwigkszeniem tadunku
antybiotyku np. po zwigzaniu kationu metalu. Natomiast w §rodowisku o wyzszym
pH antybiotyki zazwyczaj stymulujg reakeje ciecia, gdyz jak mozna sadzi¢, wolne
sg przynajmniej niektore ich centra azotowe, zdolne do uczestniczenia w reakcji
katalizy, jako akceptory-donory protonu badz miejsca koordynacji katalitycznego
jonu metalu. Wazna role odgrywa przy tym polozenie antybiotykdéw w czasteczce
rybozymu oraz to, jak ulozone sg ich grupy funkcyjne w obrebie jego centrum kata-
litycznego.

W trakcie badan jednego z antybiotykéw - bacytracyny, jako potencjalnego
inhibitora reakeji katalizy rybozymoéw HDV, zaobserwowano, ze wykazuje on wla-
$ciwosci nukleolityczne. Bacytracyna jest nukleaza degradujaca obydwa rodzaje
kwasow nukleinowych, RNA i DNA. Zdolno$¢ bacytracyny do degradowania czas-
teczek RNA byla obserwacja zaskakujaca, bowiem szereg antybiotykéw pochodza-
cych z réznych grup terapeutycznych, badanych wczeéniej, nie wykazywato podob-
nych wlasciwos$ci. Bardzo wazne jest to, ze degradacja RNA zachodzi juz przy niskim
stezeniu antybiotyku, w zakresie mikromolarnym, poréwnywalnym ze stezeniami,
jakie oznaczono w osoczu krwi pacjentéw poddawanych leczeniu tym lekiem.
Odkrycie hydrolitycznych wlasciwosci bacytracyny rozszerzylo takze potencjalne
zastosowania tego antybiotyku w terapii antywirusowej, do niszczenia w komorce
niepozadanych kwaséw nukleinowych.

Do poszukiwania DNAzymoéw katalizujacych hydrolize RNA wykorzystano
metode selekeji in vitro. W eksperymencie selekcji, majacym na celu otrzymanie
DNAzymoéw aktywnych w obecnosci jonéw Cd*, otrzymano warianty nalezace do
wczesniej opisanej w literaturze rodziny DNAzymow 8-17. Analiza ich wlasciwosci
w obecnodci szerokiego spektrum jondw dwuwarto$ciowych pokazala, ze nie tylko
jony Cd*, ale takze Zn** i Mn®* wspieraja katalize. Oznacza to, ze miejsce koordy-
nacji jondw metali nie jest wysoce specyficzne i ze selekcja DNAzymoéw aktywnych
tylko w obecno$ci jednego rodzaju jonu metalu jest bardzo trudna lub niemozliwa.
DNAzymy otrzymane w drugim eksperymencie selekcji wykazywaly optimum
aktywnosci katalitycznej w zakresie pH 4,0-4,5 i byty nieaktywne przy pH wyzszym
niz 5,0. Co interesujace, nie wymagaja obecnosci zadnych jonéw metali, jako kofak-
torow w reakcji katalizy. Przypuszczalnie, w niskich wartosciach pH protonowane
zasady mogg zastepowac jony metali w cigciu RNA, przebiegajgcym wedlug mecha-
nizmu katalizy kwasowo-zasadowej. Otrzymane wyniki poszerzaja repertuar DNA-
zymow, ktére dzialaja w warunkach niefizjologicznych i przynosza nowe informacje
na temat mozliwych mechanizmow reakcji katalizowanych przez kwasy nukleinowe.
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ABSTRACT

Nanocrystalline apatites Ca, (PO,),(OH), (HAp) non-doped and doped with
Ag" and Eu’* ions were synthesized by different wet chemistry methods. The obta-
ined hydroxyapatite was loaded with Ag’, as well as nitroimidazole antimicrobials:
metronidazole and tinidazole. The antimicrobial activity of the obtained materials
against Prevotella bivia and Parabacteroides distasonis was studied. The method
used for the antibacterial susceptibility testing was broth microdilution, according
to the CLSI - Clinical and Laboratory Standard Institute — standard M11-AS8; agar
Schaedler, enriched with 50% LHB - Lysed Horse Blood, was used as a medium for
culturing strains. The antibacterial activity increased for the immobilized antibio-
tics - HAp doped with metronidazole and tinidazole was six times more bactericidal
than non-immobilised metronidazole for both clinical isolates. In comparison with
non-immobilised tinidazole, HAp immobilised with tinidazole was six thousand
times more effective against P. distasonis and two hundred times more effective
against P, bivia. HAp doped with tetracycline was over two times more bactericidal
than tetracycline non-immobilised (according to the literature data). The exact MIC
for bionanocomposites of HAp and silver was not obtained. The research shows that
bionanocomposites of hydroxyapatite are good drug carriers for both antibiotics
and silver particles and ions. The use of bionanocomposites of apatite immobilised
with antibiotics in dentistry could result in a prolonged antibacterial activity of these
compounds.

Keywords: nanotechnology, hydroxyapatite, endodontics, anaerobic bacteria
Stowa kluczowe: nanotechnologia, hydroksyapatyt, endodoncja, bakterie beztle-
nowe
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1. WSTEP
1.1. BAKTERIE BEZTLENOWE W ORGANIZMIE CZLOWIEKA

1.1.1. KOMORKA TLENOWA A BEZTLENOWA

Podstawowa roéznica w metabolizmie bakterii obligatoryjnie beztlenowych
i tlenowych jest fakt, ze bakterie beztlenowe nie potratiag wykorzystywac tlenu, jako
akceptora elektrondw w procesie wytwarzania energii (ATP). Obecnos¢ tlenu jest
dla nich toksyczna (wyjatkiem sg tzw. beztlenowce aerotolerancyjne, np. z rodzaju
Clostridium spp., ktére cho¢ nie wykorzystuja tlenu w swoim metabolizmie, toleruja
jego obecno$¢ przez okreslony czas). Z kolei metabolizm bakterii tlenowych opiera
sie na wykorzystaniu tej czasteczki przy udziale oksydaz, jako konicowego akceptora
elektronéw. Bakterie wzglednie beztlenowe s3 forma posrednia; ich wzrost mozna
zaobserwowaé zaréwno w warunkach tlenowych, jak i przy braku tlenu - jest to
przystosowanie do zmiennych warunkéw $rodowiska i polega na przechodzeniu
z metabolizmu tlenowego na beztlenowy i odwrotnie [1]. Adaptacja ta wigze sie
z koniecznoscia syntezy nowych enzyméw przez komorke [2]. Gdy w $rodowisku
wystepuje tlen, u bakterii bezwzglednie beztlenowych dochodzi do szoku oksyda-
cyjnego; tlen powoduje nagromadzenie reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxy-
gen species, ROS). Wsrod nich wyrdznia si¢: anionorodnik ponadtlenkowy, nadtle-
nek wodoru, rodnik hydroksylowy. Bakterie beztlenowe nie s3 w stanie pozby¢ si¢
ROS z komorki, ze wzgledu na brak u zdecydowanej wigkszosci z nich enzymow
detoksykacyjnych, tj. dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza [3, 4]. Bak-
terie beztlenowe moga przetrwac¢ ekspozycje na tlen, jesli posiadaja alternatywny
system rozkladu ROS bez wytwarzania tlenu. System ten moze by¢ kodowany na
operonie sor-rub; jest ztozony z biatek Sor (reduktaza ponadtlenkowa, ang. super-
oxide reductase) i Rbr (rubrerytryna) [5]. Bakterie beztlenowe moga pozyskiwa¢
energie w procesie fosforylacji substratowej przez fermentacje weglowodanow,
a najwazniejszg reakcja w tym procesie jest przeksztalcanie aldehydu 3-fosfogli-
cerynowego do pirogronianu przez kinaze pirogronianowg [1]. Fermentacja jest
procesem katabolicznym, w ktérym zwiazek organiczny jest zaréwno donorem, jak
i akceptorem elektronow [6], z tego wlasnie wzgledu, ze nie wystepuje zewnetrzny
czynnik utleniajacy [7]. Beztlenowce moga takze uzyskiwaé energie w procesie
oddychania beztlenowego, ktore jest procesem katabolicznym, wykorzystujgcym
fosforylacje oksydacyjng i alternatywne akceptory elektronéw [6]. W oddychaniu
beztlenowym (w przeciwienstwie do tlenowego) fancuch oddechowy jest krotszy
(8], a koncowym akceptorem elektronéw nie jest tlen, ale moze to byé: NO*, SO,
CO,, $, Fe™", AsO;; SeO;, ClO,, ClO;, fumaran, dimetylosulfotlenek lub tlenek tri
metyloaminy [5]. Oddychanie beztlenowe jest bardziej wydajne niz fermentacja, ale
mniej wydajne niz oddychanie tlenowe [8].
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1.1.2. Beztlenowa mikroflora cztowieka

Bakterie beztlenowe wystepuja licznie w organizmie czlowieka, jako gléwny
skladnik mikroflory blon $luzowych; znacznie przewyzszaja liczebnie bakterie
tlenowe zaréwno w jamie ustnej (100:1), jak i w ukladzie pokarmowym (1000:1).
W Tabeli 1 przedstawiono najczesciej wystepujace gatunki beztlenowe w wybranych
partiach organizmu czlowieka.

Tabela 1. Beztlenowa mikroflora czlowieka (w oparciu o: [1, 4, 9] )
Table 1. Anaerobic microflora of the human body [1, 4, 9]
Miejsce wystepowania Wybrane rodzaje bakterii beztlenowych
Fusobacterium spp.
Gorne drogi oddechowe i jama ustna Prevotella spp.
Porphyromonas spp.
Peptosteptococcus spp.
Bacteroides spp.
Clostridium spp.
Przewdd pokarmowy Peptostreptococcus spp.
Lactobacillus spp.
Bifidobacterium spp.

Propionibacterium spp.

Skéra
Peptostreptococcus spp.

Bacteroides spp.
Clostridium spp.
Pochwa Peptostreptococcus spp.
Lactobacillus spp.
Prevotella spp.

Jama ustna jest zlozonym i heterogennym srodowiskiem dla mikroorgani-
zméw. Slina zawiera co prawda skladniki odzywcze niezbedne do wzrostu mikro-
organizméw, jednak wystepuja one w niewielkich stezeniach. Jest ona zZrédlem
substancji bakteriobdjczych tj. lizozym, laktoperoksydaza. Korzystniejsze warunki
do przezycia bakterie znajduja w okolicy z¢bow i dzigsel. W pierwszym roku zycia
czlowieka mikroflora jamy ustnej sklada sie gléwnie z bakterii beztlenowych aero-
tolerancyjnych oraz bakterii tlenowych, natomiast po pojawieniu sie zebéw réwno-
waga mikroflory przesuwa si¢ w strone organizméw obligatoryjnie beztlenowych,
ktore zasiedlaja powierzchni¢ zgbow i kieszen przyzebia [6]. Jako sktadnik mikro-
flory jelita grubego, beztlenowce petnig gléwna role w fermentacji polisacharydéw,
ktoérych organizm czlowieka sam nie potrafi katabolizowa¢. Produktami tej fermen-
tacji s3 m. in. ditlenek wegla, woddr, kréotkotancuchowe kwasy tluszczowe (octan,
propionian, maslan). Te ostatnie sg absorbowane przez komorki jelita i zuzywane
jako zrodlo wegla i energii [9, 10]. Bakterie beztlenowe pelnig takze role w rozwoju
blon sluzowych uktadu immunologicznego [11]. Odpowiadaja za synteze witamin
i aminokwasdw, transformuja z61¢ [10].
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Ostatnie badania pokazujg, ze beztlenowa mikroflora jelit rézni si¢ u oséb oty-
tych i szczuplych, prawdopodobnie ze wzgledu na réznice w diecie. Analiza 16S
rRNA wykazala, Ze mikroflora otylych myszy i ludzi rdzni si¢ od mikroflory osob-
nikéw nieotylych stosunkiem wystepowania obligatoryjnie beztlenowych bakterii
z typu Bacteroidetes do typu Firmicutes. U ludzi i myszy otylych wystepowaly wyzsze
proporcje Firmicutes niz Bacteroidetes. Co wigcej, sterylne myszy (nie posiadajace
zadnych bakterii jelitowych), skolonizowane bakteriami z typu Firmicutes, przytyly
w trakcie trwania eksperymentu wiecej; niz sterylne myszy skolonizowane bakte-
riami z typu Bacteroidetes. Zaklada si¢, ze jest to zwigzane z wydajnoscig fermenta-
cji, ktora jest wyzsza u Firmicutes [12].

1.1.3. Patogeneza zakazen

Ze wzgledu na powszechno$¢ wystepowania bakterii beztlenowych w organi-
zmie czlowieka, mogg one by¢ przyczyng infekcji endogennych. Wybrane chorobo-
tworcze bakterie beztlenowe i zwigzanie z nimi zakazenia przedstawiono w Tabeli 2.

Zakazenia moga by¢ mieszane, czyli powodowane przez dwa lub wigcej gatun-
kow - tylko bakterii beztlenowych lub razem z gatunkami tlenowymi, jak np. w przy-
padku zakazen wewngtrz jamy brzusznej, polozniczo-ginekologicznych, infekcji
stopy cukrzycowej [13], przewlektego zapalenia zatok, ucha $rodkowego, anginy
Ludwiga, ropni przyzebia [14]. Infekcje mieszane sg szczegolnie niebezpieczne, ze
wzgledu na wymiang informacji genetycznej pomiedzy gatunkami tlenowymi i bez-
tlenowymi, a tym samym ich wieksza wirulencje i oporno$¢ na antybiotyki [9].

Tabela 2. Wybrane chorobotworcze bakterie beztlenowe i zwigzanie z nimi zakazenia [4]
Table 2. Selected anaerobic bacteria and their infections [4]
Gatunek Zakazenie
Clostridium difficile Biegunka poantybiotykowa, rzekomobloniaste zapalenie jelit
Actinomyces spp. Zlokalizowane zakaZzenia jamy ustnej, promienica
Propionibacterium spp. Tradzik, zapalenie kanalikow tzowych, zakazenia oportunistyczne
Mobiluncus spp. Bakteryjna waginoza, zakazenia oportunistyczne
Lactobacillus spp. Zapalenie wsierdzia, zakazenia oportunistyczne
Eubacterium spp. Zakazenia oportunistyczne
Bifidobacterium spp. Zakazenia oportunistyczne
Bacteroides fragilis Zakazenia jamy brzusznej, skory, tkanek miekkich, bakteriemia
Fusobacterium spp. Zakazenia jamy ustnej, bakteriemia
Prevotella bivia Zakaienie} ja.my .ustnej, erewlekle zapalenie zatok i uszu, ropnie mo-
zgu, zakazenia ginekologiczne
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Gatunek Zakazenie

Zakazenia jamy ustnej, przewlekle zapalenie zatok i uszu, ropnie mo-

Prevotella melaninogenica L .
zgu, zakazenia jamy brzusznej

Badania pokazujg, ze liczba zaréwno tlenowych, jak i beztlenowych izolatéw
z miejsca mieszanych infekcji wynosita od 1 do 5 patogenoéw, srednio 3,7 z probki;
z kolei organizméw tylko beztlenowych znajdowano $rednio 1 na probke. Najcze-
$ciej izolowana z organizmu pacjentéw bakteria beztlenows jest B. fragilis (40,2%
przypadkéow (Rys. 1). Tlenowce, ktore czgsto towarzysza zakazeniom bakteriami
beztlenowymi, to najczesciej E. coli (41,8%), S. aureus (7,5%) i K. pneumoniae
(7,5%) [14]. Procentowy rozktad izolatéw bakterii beztlenowych pobranych od 3260
pacjentéw przedstawiono na Rysunku 1.

Rysunek 1. Procentowy rozklad izolatéw bakterii beztlenowych, pobranych od 3260 pacjentéw (materiaty
wlasne, w oparciu o: [14])

Figure 1. Percentage distribution of anaerobic bacterial isolates, obtained from 3260 patients, according to
Y. Park et. al. [14]

Infekcje beztlenowcami powstaja czgsto jako choroby oportunistyczne (wyste-
pujace u 0sdb z obnizong odpornoscia, np. po antybiotykoterapii, zabiegach chirur-
gicznych, immunosupresji, w trakcie cigzy, w podesztym wieku) i/lub wtedy, kiedy
zaburzona zostaje rownowaga mikrobiomu jelitowego [14].

Oportunistyczng chorobg powodowang przez beztlenowe Clostridium diffi-
cile jest m.in. rzekomobloniaste zapalenie jelit. W nastepstwie antybiotykoterapii
lekami o szerokim zakresie dzialania (gtéwnie klindamycyna) zaburzona zostaje
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naturalna beztlenowa mikroflora jelita grubego i dochodzi do niekontrolowanego
namnozenia C. difficile (naturalnie opornego na klindamycyne) w $wietle jelita (tzw.
oportunistyczna dominacja). Produkowane toksyny CDTA i CDTB prowadza do
powstania biegunki i stanu zapalnego.

Innym przykladem oportunistycznego beztlenowego patogenu moze by¢ Bac-
teroides fragilis, bytujacy w jelicie grubym czlowieka. Staje si¢ on niebezpieczny, gdy
dostaje sie do krwiobiegu czlowieka. Moze to nastapi¢ np. wskutek pooperacyjnych
uszkodzen jelita lub innych urazéw zaburzajacych integralnos¢ tkanek. Kiedy bak-
teria ta dostaje sie do krwiobiegu, powoduje szereg schorzen, m. in. ropnie, bakte-
riemie, sepie [9]. Bakteriemia powodowana B. fragilis moze by¢ uznana za chorobe
typu ,emerging” [9]; choroba ta nie byta dotad znana, poniewaz nie przeprowadzano
rutynowej hodowli w kierunku beztlenowcéw z probek krwi pacjentéw. Rozwdj bak-
terii z tego gatunku trwa kilka dni, w przeciwienstwie do bakteriemii powodowanej
przez E. coli, ktéra rozwija si¢ w kilkanascie godzin i szybko moze doprowadzi¢ do
$mierci pacjenta. Po opracowaniu skutecznej terapii dla pacjentéw z infekcjg krwi
powodowang przez E. coli okazalo sig, ze krew tych pacjentéw wciaz byla zainfe-
kowana bakteriami. Po czasie okazalo sie, Ze terapia ta, mimo ze skuteczna wobec
E. coli, nie miata wpltywu na oporny gatunek beztlenowy B. fragilis, co prowadzilo do
powstania infekcji krwi przez B. fragilis. Posocznica powodowana przez E. coli jest
w stanie zabi¢ pacjenta o wiele szybciej niz powolnie rozwijajaca si¢ infekcja krwi
z udziatem B. fragilis. Innym powodem, dla ktorego nie znano wczesniej tej choroby;,
jest fakt, ze az do lat 70. XX w. nie sadzono, ze jakiekolwiek bakterie beztlenowe sg
w stanie przezy¢ w (jak si¢ wydawalo) tlenowym $rodowisku ludzkich tkanek i krwi.
Nie brano jednak pod uwage regiondw martwej tkanki, ktore w szybkim tempie sg
pozbawione tlenu ze wzgledu na utrate krwi. Takie beztlenowe $rodowisko moze
wystgpi¢ nawet w plucach [9], np. w przypadku zachlystowego zapalenia ptuc, rop-
niaka, ale najcze$ciej ropnia pluc, ktérego bakterie beztlenowe sg przyczyna nawet
w 80% przypadkéw, z przewaga izolatdw Prevotella melaninogenica, Fusarium
nucleatum, Peptostreptococcus spp. [15]. Zdrowa mikroflora jamy ustnej sktada si¢
gléwnie z fakultatywnie beztlenowych bakterii gram dodatnich, gléwnie ziarniakéw
(Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius). W chorobach przyzebia rownowaga
ta zostaje zachwiana i w miejscu styku zebow z dzigstem (tzw. kieszen przyzebia),
gdzie srodowisko jest beztlenowe, dochodzi do rozrostu gramujemnych obligatoryj-
nie beztlenowych pateczek, np. Porphyromonas gingivalis czy Prevotella spp. Gatunki
te wystepuja jako flora jamy ustnej, tworzac biofilmy. Produkuja proteazy i inne
enzymy degradujace tkanke, co moze doprowadzi¢ do reakcji zapalnej i w efekcie
do chorob dzigsel, a nawet utraty uzebienia u dorostych [6, 9].

Naukowcy sugeruja, ze inny gatunek zaangazowany w choroby przyzebia, Fuso-
bacterium nucleatum (gramujemny, obligatoryjny beztlenowiec), moze by¢ jednym
z czynnikéw odpowiedzialnych za wywotanie przedwczesnego porodu (tzn. przed
37 tygodniem ciazy). Hipoteza zaklada, Zze przez tkanke zapalng dzigsel bakteria
dostaje si¢ do krwiobiegu i przenosi si¢ razem z krwig do tozyska. Tam powoduje
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stan zapalny, przez co dziecko rodzi si¢ przedwczesnie. Inne Zrédla podaja, ze bak-
terie jamy ustnej wywotujace zapalenie dzigset (np. Fusobacterium nucleatum subsp.
polymorphum, Prevotella oulorum) moga dosta¢ sie do krwiobiegu powodujac stan
zapalny naczyn krwionosnych, prowadzac do powstania chordb serca [9]. Uwaza sie
takze, ze codzienne mycie zebow znacznie zmniejsza ryzyko takich powiklan i jest
bezpieczniejsze i mniej kosztowne niz profilaktyczne stosowanie antybiotykoterapii,
ktdra zaleca si¢ tylko pacjentom z kategorii wysokiego ryzyka (chorujacym przewle-
kle, po inwazyjnych zabiegach chirurgicznych z ryzykiem wystapienia bakteriemii,
u 0s6b z niedoborami odpornosci) [16, 17].

1.2. DIAGNOSTYKA INFEKCJI POWODOWANYCH BAKTERIAMI BEZTLENOWYMI

Diagnostyka w kierunku bakterii beztlenowych nie jest fatwa, ze wzgledu na
trudnosci hodowlane — bakterie beztlenowe maja wysokie wymagania wzrostowe.
Wymagaja obecnoséci czynnikdw wzrostu oraz obnizonego potencjatu oksydore-
dukcyjnego [3]. Ponadto cechujg sie diugim czasem generacji (hodowla in vitro
w temperaturze 37°C trwa zazwyczaj od 48h do kilku dni, a nawet tygodni). Izo-
lacja materialu z zainfekowanych lub zmienionych chorobowo miejsc wymaga
odpowiednich metod transportu i przechowywania prébek [18]. Z tych powodow
hodowla laboratoryjna beztlenowcow jest kosztowna i nierzadko nie przynosi rezul-
tatow. Badania czgsto nalezy wielokrotnie powtarzad, a kazdy posiew niesie ryzyko
zanieczyszczenia probki tlenowcami lub wzglednymi beztlenowcami, z uwagi na
stosowane bogate media hodowlane. Diagnostyka infekcji powodowanych bakte-
riami beztlenowymi mozliwa jest dopiero po kilku dniach, dlatego terapia celowana
opdzniona jest w czasie. Leczenia nie ulatwia tez fakt, Ze opornos¢ bakterii na $rodki
bakteriobdjcze stale rosnie. W ciggu ostatnich trzydziestu lat znacznie zmalala wraz-
liwo$¢ bakterii beztlenowych na antybiotyki, zwlaszcza z grupy Bacteroides (wykaz
bakterii nalezacych do tej grupy zamieszczono w Tabeli 3). Pojawita sie oporno$é
nawet na najbardziej aktywne antybiotyki, tj. imipenem, piperacylina-tazobaktam,
tigecyklina, ampicylina-sulbaktam oraz metronidazol [19]. CLSI rekomenduje dwie
metody badania lekowrazliwosci bakterii beztlenowych: rozcienczen w agarze lub
mikrorozcienczen w bulionie. Metoda mikrorozcienczen nie jest zalecana dla bak-
terii bardziej wymagajacych czy wolnorosnacych, poniewaz moze dawac niespdjne
i nierzetelne wyniki z powodu stabego wzrostu mikroorganizméw, co powodowane
jest nadmierng ekspozycja na tlen w czesci procedury. Stad CLSI zaleca metode
mikrorozcienczen tylko dla bakterii z grupy Bacteroides oraz dla C. perfringens,
ktére rosng stosunkowo szybko (ok. 48 h) i przezywaja ekspozycje na tlen (cho¢ nie-
mozliwa jest ich hodowla w warunkach tlenowych). Metoda rozcienczen w agarze
nie ma takich zastrzezen, pozwala na badanie wielu gatunkéw beztlenowych [19].
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1.3. POTENCJALNE MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA BAKTERII BEZTLENOWYCH
W MEDYCYNIE

Na przelomie XIX i XX wieku u pacjentéw z gangrena powodowang przez
Clostridium sp. zaobserwowano spontaniczng regresje nowotworu. Nieliczne prze-
prowadzane proby kliniczne nie wykazywaty jednak duzej wartosci onkolizy prze-
prowadzanej przez Clostridium sp. Obecnie rozw6j genetyki molekularnej i idace za
tym modyfikacje genomow bakteryjnych pozwalaja na zastosowanie terapii celowa-
nej bakteriami beztlenowymi, jako jednej z metod zwalczania nowotworéw. Uzyciu
beztlenowcéw sprzyja fakt, ze w tkance nowotworowej panuje beztlenowe $rodo-
wisko, w przeciwienstwie do tkanek zdrowych [20].

Kandydatem do wykorzystania w terapii nowotworowej jest takze niepatogenny
beztlenowiec Bifidobacterium bifidum. Gatunek ten, zawieszony w PBS i wstrzyk-
niety myszom z chorobg nowotworowa nie powodowat dodatkowych symptomow,
a ponadto znikal ze zdrowych tkanek i organéw w ciggu 48-96 h, nastepnie kumu-
lujac si¢ i namnazajac jedynie w tkance nowotworowej. Kolejne badania z uzyciem
metod molekularnych pozwolily na wprowadzenie do plazmidu Bifidobacterium
longum genéw kodujgcych deaminaze cytozyny, ktéra odpowiada za przeksztalce-
nie 5-fluorocytozyny — podawanego pacjentowi doustnie leku przeciwgrzybiczego
- w 5-fluorouracyl, lek antynowotworowy; pierwsze proby przeprowadzane na
modelach zwierzecych (myszy, szczury, malpy) wykazaty skutecznos¢ i brak efektow
ubocznych takiej terapii [20].

Jedna z proponowanych strategii terapeutycznych przeciwko chorobom zapal-
nym jelit (ang. inflammatory bowel disease, IBD) jest doustne podawanie fragmen-
towanych bakterii probiotycznych. Udowodniono, ze specyficzne beztlenowe lizaty
P, distasonis i skladniki jego komorki majg wlasciwosci antyzapalne. Zmniejszaja
produkcje cytokin prozapalnych, jak np. TNF-a, produkowany przez makrofagi,
takze IL-6, IL-10, IFN-y. Podawanie fragmentéw bakterii jest bezpieczniejsze niz
podawanie zywych bakterii, zwlaszcza dla pacjentéw powaznie chorych lub z obni-
zong odpornoscig. Moze zatem stanowi¢ nowe podejscie kliniczne wobec chronicz-
nych zapalen jelit [11].

1.4. CHOROBOTWORCZOSC BADANYCH GATUNKOW

1.4.1. Prevotella bivia

Obligatoryjnie beztlenowy gatunek Prevotella bivia (dawniej znany jako Bac-
teroides bivius [21] to gramujemna, niepigmentujaca paleczka, ktéra wystepuje
w jamie ustnej, gdzie moze by¢ przyczyng chordb przyzebia [22]. Rodzaj Prevotella
spp. bierze udziat w rozprzestrzenianiu si¢ opornosci na antybiotyki, gtéwnie beta-
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-laktamy (najcze$ciej przepisywane w medycynie i stomatologii) wsrod bakterii
wystepujacych w jamie ustnej, a takze w przestrzeni poddziastowej. Wraz z Fuso-
bacterium sp. stanowig gtéwne zrédlo beta-laktamaz [23, 24]. Jest sktadnikiem natu-
ralnej mikroflory dolnych partii ukladu rozrodczego. Ro$nie obficie w obecnosci
estrogenu [22, 25]. Ma zdolnos¢ adherencji i inwazji do komoérek epitelium szyjki
macicy, a co za tym idzie, jest zdolna powodowa¢ zakazenie wewnatrzmaciczne.
Kojarzona z bakteryjna waginoza (izolowana od 44% chorych). Jest takze izolowana
z krwi pacjentéw urodzonych przez cesarskie ciecie oraz u pacjentéw ze zdiagnozo-
wanym ostrym zapaleniem narzadéw miednicy mniejszej [4, 26]. Infekcja P. bivia
zwigksza ryzyko przedwczesnego porodu u ciezarnych kobiet, co zwigzane jest ze
zwigkszong produkeja prostaglandyn [27]. Moze takze powodowa¢ choroby u mez-
czyzn, np. ropnie pracia [24].

Poza ukladem moczowo-plciowym, zanotowano takze przypadki izolacji tego
gatunku z wysieku w optucnej i ropniakéw [21], a takze z kosci, stawdw, z lozyska
paznokcia, z meskich narzadéw rozrodczych, a takze z wsierdzia [27]. Nieleczone
infekcje P. bivia prowadza do powaznych schorzen, m.in. martwiczego zapalenia
powiezi, zapalenia szpiku lub septycznego zapalenia stawow [22]. P. bivia izolowana
jest z miejsc zakazenia jako jedyny patogen lub w powigzaniu z innymi (wzgled-
nymi lub obligatoryjnymi) beztlenowcami (infekcje mieszane), np. Bacteroides sp.,
Porphyromonas sp., Gardnerella vaginalis, Streptococcus constellatus [27]. P. bivia
i G. vaginalis wykazuja symbiotyczng zalezno$¢ i czesto powodujg mieszane infekcje
(oba gatunki izolowane sg razem u 59,1% kobiet z bakteryjng waginozg, oraz u 3,9%
kobiet zdrowych; oba gatunki czesto s3 znajdowane u pacjentek z rakiem szyjki
macicy). Patogennos$¢ P. bivia wzrasta przy obecnosci wzglednych beztlenowcow
[26] oraz tlenowcow [24]. Uznawana jest ona za pdznego kolonizatora, w przypadku
bakteryjnych waginoz [28]. Z drugiej strony obecno$¢ naturalnej flory pochwy, np.
rodzaju Lactobacillus, hamuje wzrost P, bivia [27]. Lactobacillus wykorzystuje flawo-
proteiny w reakcji utleniania, prowadzgcej do powstania nadtlenku wodoru. P, bivia
nie ma peroksydazy katalazy, nie jest zatem w stanie wyeliminowac ze srodowiska
toksycznego dla niej nadtlenku wodoru [29].

P. bivia moduluje ekspresja prozapalnych cytokin, aktywuje produkeje lizoso-
malnych enzymoéw i zwieksza fagocytoze. Oprocz tego produkuje sjalidazy, ktore
degraduja mucyny i zwiekszajg adherencje bakterii, a takze uszkadzajg odpowiedz
zalezng od przeciwcial IgA, skierowang przeciwko wydzielanym przez bakterie
cytotoksynom [30]. Zwykle jest wrazliwa na klindamycyne, metronidazol, imipe-
nem i amoksycyline z kwasem klawulonowym [24].

1.4.2. Parabacteroides distasonis

P, distasonis jest gramujemng, obligatoryjnie beztlenowa paleczka, oporng na
2061¢, niesporulujaca. Wystepuje w jelicie grubym czlowieka, jako naturalna mikro-
flora, jest jednym z dwdch (obok B. thetaiotamicron) dominujgcych gatunkow



428 A.KEDZIORA, A. BERNAT, R.J. WIGLUSZ

beztlenowych gatunkéw gram ujemnych [4]. Po dostaniu si¢ do krwiobiegu moze
powodowa¢é stany patologiczne, zaréwno bakteriemie, jak i ropnie wewnetrzne
(w jamie brzusznej, mdzgu, watrobie, ptucach) [31]. Jego wzrost stymulowany jest
przez 20% z6¥¢. Posiada zdolnos¢ hydrolizy eskuliny [4, 24].

P, distasonis jest fenotypowo podobny do Bacteroides sensu stricto, ale filoge-
netyczne roznice dotyczace budowy metachinonu (jedna z form witaminy K, pro-
dukowana przez bakterie w jelitach, niezbedna w procesie tworzenia skrzepow)
spowodowaly zaklasyfikowanie go do rodzaju Parabacteroides, a nie Bacteorides
[31]. P, distasonis wywoluje zapalne stany jelit (np. choroba Lesniowskiego-Crohna,
wrzodziejace zapalenie okreznicy), a takze infekcje krwi [11].

1.5. HYDROKSYAPATYTY I ICH BIOFUNKCJONALIZACJA ORAZ POTENCJALNE
ZASTOSOWANIE

Mineral apatyt jest fosforanem wapnia (ang. calcium phosphate, CaP), tworzg-
cym agregaty mineralne, zwane fosforytami. Swiatowe zasoby fosforytéw sa duze,
cho¢ nieréwnomiernie rozmieszczone. W zaleznosci od stezenia jonéw OH', F, CI,
mamy do czynienia odpowiednio z: hydroksy-, fluoro- oraz chlorapatytami [32].

Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy zastosowania hydroksyapatytow w medycynie [32]
Figure 2. Schematic illustration of medical applications of hydroxyapatite [32]

Obecnie apatyty wykorzystywane sg szeroko w jubilerstwie, rolnictwie, elektrotech-
nice, kosmetyce i przemysle [33], rzadziej w genetyce (do transfekcji) [34], jednak
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najwazniejsze jest ich zastosowanie w medycynie, farmacji i stomatologii [32]. Sta-
nowig obiecujacy material do zastosowania biomedycznego, ze wzgledu na swojg
wysoka specyficzno$¢ i czuto$é; sg nietoksyczne [35, 36]. Jednak ze wzgledu na ich
stabe wlasciwosci mechaniczne (kruchos¢ i brak elastycznosci), stosowanie hydrok-
syapatytu jako substytutu koéci jest ograniczone do miejsc, w ktorych nie bedzie on
poddany zbyt duzemu naciskowi [32, 37]. Schemat przedstawiajacy zastosowania
hydroksyapatytow w medycynie przedstawiono na Rysunku 2.

Fosforany wapnia sg gtéwnym nieorganicznym skladnikiem kosci oraz szkliwa
zebow. Nieorganiczne skladniki ko$ci zawierajg krysztaty hydroksyapatytéw (HAp,
ang. hydroxyapatite) o wzorze sumarycznym: Ca, (PO,) (OH),, o dtugoéci 100 nm,
szerokosci 20-30 nm i grubosci 3-6 nm [38]. HAp stanowig ok. 60-70% skladu
kosci [39]. Naturalne HAp i syntetyczne HAp roznig si¢ strukturg chemiczng i wta-
sciwosciami. Wigkszos¢ syntetycznych HAp jest stechiometryczna, a bioapatyty
cechujg sie wystepowaniem innych jonéw, gtéwnie CO; (takze Na®, Mg*’, Fe*,
CI', F). Stosunek Ca/P (atoméw wapnia do atomow fosforu) w kosciach jest nizszy,
w poréwnaniu do syntetycznych HAp. Wartos$¢ ta ma znaczenie jesli chodzi o adhe-
zje komorek, proliferacje oraz remodelowanie i formowanie kosci [40].

Bioapatyty stanowia nawet do 98% szkliwa zebdw (pozostate sktadniki to woda
i zwigzki organiczne, stanowigce 1-3% szkliwa) i az do 50% dentyny (oraz ok. 30%
zwigzkéw organicznych i ok. 20% wody) [34]. Poniewaz HAp powstaja w trakcie
biomineralizacji w organizmie czlowieka, wprowadzone do organizmu z zewngtrz
nie wywoluja nadmiernej reakcji immunologicznej. Dzigki tej biokompatybilno-
$ci z tkankami czlowieka, stosowane sg jako no$niki lekow [35], elementy plomb,
implantéw czy protez [32]. Znajduja zastosowanie w inZynierii tkankowej, planuje
sie takze uzycie ich jako markeréw, np. w obrazowaniu fluorescencyjnym, przy
udziale jonéw europu [38].

Oproécz biokompatybilnosci i zdolnoéci do biodegradacji, HAp wykazuja sie
takze optymalne dla zastosowania w nanomedycynie wlasciwo$ci mechaniczne
(Tab. 3), zwlaszcza jesli chodzi o ich sztywno$¢ i twardo$¢, podatno$¢ na biode-
gradacj¢ oraz wchlanianie (bioresorpcja, ang. bioresorbability). Tempo ich biore-
sorpcji moze by¢ zaprojektowane w zaleznosci od rozpuszczalnosci lub warunkéow
pH w organellach komdrkowych, co np. umozliwia stopniowe uwalnianie aktywnej
substancji, ktdrg s3 one domieszkowane. Nanomaterialy HAp majg porowatg struk-
ture, co jest korzystne przy domieszkowaniu, ze wzgledu na wieksza powierzchnie
oraz obecnos$¢ nanokanalikow, ktére moga pomiesci¢ duzg ilo$¢ substancji aktyw-
nej, a nastepnie ja stopniowo uwalnia¢, np. pod wplywem zmian pH [38].

HAp sa w stanie poprawia¢ wlasciwosci metalowych implantéw. Uzycie takich
materialéw ma swoje ograniczenia ze wzgledu na mozliwo$¢ uwalniania toksycz-
nych jonéw metali wskutek korozji; formowanie stabych wigzan chemicznych
z kosémi; ich kruchos¢ i nieoptymalne wlasciwosci mechaniczne. Hydroksyapatyty
zapobiegaja korozji poprzez tworzenie bariery ochronnej przeciwko rozpuszczeniu
jonéw metali, a mocne wigzania z ko$§¢mi sprzyjaja ich regeneracji [41]. Metalowe
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implanty, w przeciwienstwie do HAp, nie sa wchlaniane ani aktywne biologicznie,
a po pewnym czasie si¢ zuzywaja i nalezy je wymieni¢ chirurgicznie [42]. Aktyw-
no$¢ biologiczna HAp polega na tym, ze w warunkach in vivo tworza bezposrednie
wigzanie pomiedzy implantem a ko$cig (osseointegracja), co wspomaga odbudowe
kosci w celu utatwienia procesu gojenia [34, 43]. Wlasciwosci czastek fosforanow
w wymiarze nano i mikro/makro poréwnano w Tabeli 3.

Tabela 3. Poréwnanie wlasciwosci czastek fosforanéw wapnia nano-, mikro- i makrowymiarze [34, 44]
Table 3. Comparison of the hydroxyapatite properties in nano, micro and macro scales [34, 44]

Nanoczastki CaP Mikro-, makroczastki CaP

Resorpcja podobna jak u bioapatytéw obecnych
w koéciach

Resorpcja rozni sie od resorpcji kosci

Moze inhibowa¢ demineralizacje Nie ma wplywu na demineralizacje

Duzy stosunek powierzchni do objetosci dzieki porowatej

Niewielki stosunek powierzchni do objetosci
strukturze

Wieksza bioaktywnos¢ (zwiekszona osseointegracja i wigksza

Mniej ioakd §¢
adhezja osteoblastow) niejsza bioaktywnos¢

Wieksza rozpuszczalno$é, a tym samym bioresorpcja in vivo | Mniejsza rozpuszczalno$¢ i bioresorpcja

Mozliwo$¢ rozwoju w roztworze (np. dojrzewanie) podobne

do rozwoju kosci Stabilnose

Wyzsza spiekalnos¢ Mniejsza podatno$¢ na spiekanie
Bardziej szorstkie Mniej chropowate

Lepsze zwilzanie (mniejszy kat zwilzania) Stabe zwilzanie (wigkszy kat zwilzania)
Srednica poréw ok. 6,6 A Srednica porow ok. 19,8-31 A
Wieksza adsorpcja substancji Mniejsza adsorpcja substancji

Ostatnie badania wykazuja, ze hydroksyapatyty moga inhibowaé wzrost
komorek nowotworowych [37]. Mechanizm dzialania przeciwnowotworowego nie
jest jeszcze dobrze poznany, ale uwaza sig, ze ma on zwigzek z endocytozg przez
komorki nowotworowe, a takze z inhibicja syntezy biatek poprzez akumulacje HAp
w retikulum endoplazmatycznym [38]. Nanoczasteczki HAp (w przeciwienstwie do
mikroczasteczek) moga silnie indukowa¢ apoptoze komdrek watrobiaka, stad roz-
waza si¢ jego potencjalne zastosowanie jako srodka przeciwnowotworowego [45].
Hydroksyapatyty nie posiadaja wlasciwosci antybakteryjnych, dlatego po znalezie-
niu si¢ nanomaterialéw hydroksyapatytowych w organizmie moze nastapi¢ adhezja
biofilmu do powierzchni HAp [43]. Zwigzki te jednak moga fatwo ulec nasyceniu
réznymi antybakteryjnymi substancjami (np. lekami, antybiotykami) lub jonami
srebra, dzigki swojej mikroporowatej strukturze [32]. Apatyty moga akceptowac
zaréwno kationowe, jak i anionowe domieszki [37]. Implanty o wlasciwosciach
antybakteryjnych zmniejszajg czas leczenia pacjenta i zwiekszaja wydajno$¢ terapii
przez zmniejszanie srodkéw ubocznych leczenia [43]. W inzynierii biomateriato-
wej stosuje si¢ takze jony magnezu, w celu polepszenia osseointegracji (zespolenia
wszczepu z koscig), z kolei jony manganu sprzyjaja proliferacji osteoblastow i zwiek-
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szaja biokompatybilno$¢ zwigzku [32]. Aby poprawi¢ site mechaniczng hydroksy-
apatytow, domieszkuje sie je cynkiem, strontem, tytanem [37].

1.5.1. Antybiotyki w inZynierii biomaterialowej: metronidazol i tinidazol

Wrlasciwosci bakteriobdjcze moze nada¢ hydroksyapatytom domieszkowanie
czynnikami o charakterze antybakteryjnym, np. antybiotykami, takimi jak metroni-
dazol i tidazol z grupy 5-nitroimidazoli (strukture chemiczng metronidazolu przed-
stawiono na Rysunku 3.) [46]. Jest to antybiotyk znany od lat 50. XX w., poczagtkowo
wykorzystywany do leczenia zakazen pierwotniakami. Dopiero po 10 latach zorien-
towano sig, Ze ma on takze szerokie dzialanie bojcze wobec bakterii beztlenowych
[47]. Wynika to z tego, ze substancja ta jest aktywna tylko przy niskim potencjale
oksydoredukcyjnym w srodowisku [7]. Jest jednym z najcze$ciej uzywanych anty-
biotykéw w periodontologii, w leczeniu choréb przyzebia [23], a takze w przypadku
choréb zapalnych jelit [47], a takze profilaktycznie - w zabiegach chirurgicznych
jelit (ochrona przed oportunistycznymi zakazeniami sktadnikami mikroflory) [7].

Rysunek 3. Chemiczna struktura metronidazolu
Figure 3. Chemical structure of metronidazole

Metronidazol wnika do komorki bakteryjnej, gdzie nastepuje jego aktywacja
i rozpad na mniejsze czasteczki przez proces redukeji grupy nitrowej leku. Proces
ten przeprowadzajg skladniki transportu elektronéw, np. ferredoksyny. Powstajace
w ten sposob cytotoksyczne pochodne dziataja destrukcyjnie na material gene-
tyczny, wprowadzajac cigcia w DNA lub RNA, co powoduje $mier¢ komorki [7, 48].

Opornos¢ na metronidazol wynika z syntezy przez bakterie pomp efflux lub
z rozktadu antybiotyku, ale nie na cytotoksyczne pochodne lecz na nietoksyczne dla
komorki bakteryjnej czasteczki. Opornos¢ na metronidazol wigze sie z obecnoscia
genoéw nim (nimA, nimB, nimC, nimD), ktére koduja reduktaze nitro imidazolu
[23]. Przeprowadza ona redukcje 5-nitroimidazolu do 5-amino pochodnych [48].

Innym antybiotykiem z grupy 5-nitroimidazoli, stosowanym zamiennie
zmetronidazolem, jest tinidazol (strukture chemiczng przedstawiono na Rysunku 4).
Uzywany jest w leczeniu chordb jamy ustnej zaréwno pierwotniaczych, jak i bakte-
ryjnych - skuteczny wobec Bacteroides spp., G. vaginalis, Prevotella spp. [46].

Jego mechanizm dzialania jest taki sam jak u innych 5-nitroimidazoli, tzn.
in vivo nastepuje rozpad zwigzku na mniejsze czasteczki o wlasciwosciach cytotok-
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sycznych. Efektem dzialania tych pochodnych jest kowalencyjne ich przylaczanie do
DNA, co skutkuje utratg struktury helisy, a tym samym utratg funkcji i przerwaniem
nici, w efekcie powodujac $mier¢ komorki [49].

Rysunek 4.  Chemiczna struktura tinidazolu
Figure 4. Chemical structure of tinidazole

Tinidazol, w poréwnaniu do metronidazolu, jest lepiej tolerowany przez
pacjentéw, ma dwa razy dluzszy okres pdttrwania (12-14 h, dzieki czemu wystarczy
zazywac go raz dziennie [50]) i ma mniej szkodliwe skutki uboczne (metronidazol
moze powodowa¢ ataksje, zawroty glowy, konwulsje, neuropati¢ obwodowa, nud-
nosci, wymioty, metaliczny posmak, anoreksje, biegunke [18]). Ze wzgledu na far-
makokinetyke tinidazolu, rozwaza si¢ stosowanie go jako leku pierwszego wyboru,
majgc przy tym na uwadze badania pokazujgce wyzszy wskaznik wyleczen pacjen-
tow w terapii tinidazolem (w poréwnaniu do metronidazolu), np. w leczeniu bak-
teryjnych waginoz [49, 51]. Tinidazol potencjanie moze by¢ stosowany w leczeniu
infekcji szczepami opornymi na metronidazol [49].

1.5.2. Jony i nanoczastki srebra w inzynierii biomaterialowej

W celu nadania materiatom wlasciwosci bakteriobdjczych, wykorzystuje sie
jony srebra, cynku lub miedzi, jako sktadnikéw domieszkujacych apatyty [32, 35].
Substytuty jonowe moga wplywac na strukture krysztalow, krystaliczno$¢, fadunek
powierzchniowy, rozpuszczalnos$¢ i inne wlasciwosci, prowadzac do zmian w wydaj-
nosci [37].

Zaletg stosowania srebra jest fakt, ze nie obserwuje sie wystepowania reakcji
alergicznej na srebro, w przeciwienstwie do antybiotykéw. Takze pojawienie sig
wsrod bakterii opornosci na srebro nie jest tak czeste, jak w przypadku antybioty-
kow, zwlaszcza jedli stosuje sie jego biokompozyty [53]. Obecno$¢ srebra na powtoce
HAp zapobiega adhezji bakterii do implantéw, co jest kluczowe, zwlaszcza w ciagu
pierwszych tygodni od zabiegu chirurgicznego, kiedy ryzyko zakazenia jest naj-
wieksze. Potem wla$ciwosci bakteriobdjcze materiatu znacznie malejg [52].

Mechanizm dzialania wymienionych jonéw polega na wnikaniu do wnetrza
komorki bakteryjnej i wptywu na synteze ATP oraz zaburzanie syntezy DNA. Inny
mechanizm polega na gromadzeniu jonéw w $cianie komdrkowej bakterii, w efekcie
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zmienia si¢ jej przepuszczalnos¢ — stopniowe uwalnianie bialek i lipopolisachary-
doéw. Zaburzenie transportu substancji ostatecznie prowadzi do $mierci komorki.
Trzeci mechanizm dzialania tych jonéw opiera si¢ na indukcji ROS, ktdre taczg sie
z elementami blony i §ciany komorkowej, a takze organelli wewnetrznych, prowa-
dzac do nieodwracalnych zmian [32].

Jony srebra wykazujg dzialanie hamujace wzrost bakterii przez wigzanie
z grupami tiolowymi -S-H w bialkach, prowadzac do powstania wigzania -S-Ag.
W efekcie dochodzi do denaturacji bialek waznych pod wzgledem funkcjonalnym
i strukturalnym. Ponadto jony srebra hamujg replikacje DNA w komorce, zwigk-
szajac produkcje ROS. W efekcie ich dzialania §ciana komoérkowa ulega obkurcze-
niu, a jednoczesnie zwieksza si¢ jej przepuszczalnosé¢, co doprowadza do wyptywu
zawartos$ci komorki i powoduje jej $mier¢. Ze wzgledu na réznice w budowie $ciany
komorkowej bakterii, Ag:HAp dzialajg efektywniej na bakterie gram-ujemne niz
na gram-dodatnie. Badania wykazaly, ze Ag:HAp moga by¢ toksyczne nie tylko
w stosunku do mikroorganizmodw, ale i wobec komorek ssakéw hamujac ich wzrost.
Nalezy zatem tak dobrac stezenie jonéw, aby wykazaly jak najwyzsza skutecznos¢
wobec patogendw i jak najmniejszg toksycznos¢ dla czlowieka [32, 54].

Rysunek 5. Schemat antybakteryjnego dziatania nanoczgstek i jonéw [32]
Figure 5. Proposed mode of antimicrobial activity of nanoparticles and metal ions [32]

Hydroksyapatyty mozna domieszkowa¢ nie tylko jonami, ale pokrywac je
nanoczasteczkami srebra [55]. Takie biokompozyty cechujq si¢ wieksza rozpuszczal-
noscia. Podobnie jak jony srebra, maja one aktywnos¢ bakteriobdjcza, a dodatkowo
przyspieszaja gojenie ran. Nanoczasteczki srebra (AgNPs), w poréwnaniu do jonow
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srebra, majg mniejsza toksycznos$¢ dla cztowieka, wigkszy stosunek powierzchni do
objetosci i cechujg sie wyzsza bakteriobdjczoscia. Niektore badania jednak sugeruja,
ze AgNPs mogg wchodzi¢ w interakcje z mitochondriami lub szlakiem indukcji
apoptozy, co moze by¢ cytotoksyczne [56].

Rysunek 6. Zdjecia z transmisyjnego mikroskopu elektronowego, przedstawiajace hydroksyapatyt (HAp) oraz
probke hydroksyapatytu z imoblizowanym srebrem (HAp/Ag’) [55]
Figure 6. TEM images of hydroxyapatite (HAp) and hydroxyapatite immobilised with silver (HAp/Ag") [55]

Badania zaréwno na gramujemnych, jak i na gramdodatnich bakteriach
wykazaly, ze AgNPs sg bardziej wydajne (jesli chodzi o wlasciwosci antybakte-
ryjne); majg ok. 1,4-1,9 razy silniejsze dzialanie antybakteryjne niz jony srebra
[53].

Whasciwosci antybakteryjne AgNPs opieraja sie na niszczeniu bton bakteryj-
nych, inhibicji replikacji DNA (poprzez powodowanie jego kondensacji), inhibi-
cji syntezy biatek lub ich wlasciwosci enzymatycznych (poprzez interakeje srebra
z grupami tiolowymi), oraz przez zmiany w reakcjach oddychania komoérkowego
[53]. Mechanizmy te dzialajg synergicznie, co skutkuje niewielka opornoscia
bakterii na AgNPs; co wigcej: AgNPs moga z tego wzgledu stanowi¢ skuteczng
metode eradykacji biofilméw. Ponadto, AgNPs maja dziatanie przeciwwirusowe
i przeciwzapalne, co jest kolejng zaleta w poréwnaniu z antybiotykami [56]. Sche-
mat antybakteryjnego dziatania nanosrebra przedstawiono na Rysunku 6.

Rozmiar i ksztalt AgNPs maja duzy wplyw na ich aktywnos¢ bakteriobdjcza.
Im mniejsza jest czasteczka, tym wiekszy jest jej stosunek powierzchni do obje-
tosci, tym samym sg one bardziej efektywne w dzialaniu przeciwbakteryjnym.
AgNPs o ksztalcie tréjkatnym (ang. triangular) inhibuja wzrost bakterii w mniej-
szych stezeniach niz sferyczne AgNPs (ang. spherical), a najstabsza aktywnosciag
cechuja sie czasteczki o ksztalcie rurek (ang. nanorods) [53].
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Nanoczasteczki znajduja obecnie zastosowanie w produkcji implantow
naczyniowo-sercowych, cewnikéow do wklucia centralnego, cewnikéw neuro-
chirurgicznych, cementu kostnego i opatrunkéow [56]. Badania wykazaly, ze
cement kostny zawierajacy nanosrebro ma najwigkszg aktywno$¢ bakteriobdjcza,
w poréwnaniu do cementu domieszkowanego gentamycyng i cementu niedo-
mieszkowanego. Wykazano réwniez, ze dobrym materialem stabilizujacym nano-
czasteczki srebra jest tiopronina, ktora ani nie wplywa na wtasciwosci cementu,
ani na cytotoksycznos¢ [52].

2. MATERIALY I METODY

2.1. PODLOZA I WARUNKI HODOWLI

Do izolacji i hodowli bakterii beztlenowych, ze wzgledu na ich wysokie wyma-
gania odzywcze, zostaly uzyte podloza firmy Biomerieux: Agar Brucella (BBA)
z krwig, SCS Agar Schaedlera z 5% krwi baraniej, bulion Schaedlera z witaming
K3 oraz uzywany do izolacji i hodowli bakterii tlenowych Columbia Agar z krwia
(COS), ktorych sklad przedstawiono w Tabelach 4-7. Do wzbogacenia bulionu SCS
uzyto 50% lizatu krwi konskiej (LHB 50%), przygotowanego z jalowej krwi konskiej
otrzymanej z firmy ProAnimali.

Tabela 4. Sktad podtoza statego SCS wg danych producenta

Table 4. Composition of SCS medium
Sktadnik Zawarto$¢

Pepton kazeinowy (wolowy) 57¢g
Pepton sojowy lg
Pepton miesny (wolowy lub wieprzowy) 5¢
Wyciag drozdzowy 5g
Dekstroza 583¢g
Chlorek sodu 1,7g
Tris (hydroksymetylo) aminometan 3g
Hemina (wotowa lub wieprzowa) 0,0l1g
L-cystyna 0,40 g
Witamina K3 (menadion) 0,0005 g
Agar 135¢g
Krew (barania) 50 ml
Oczyszczona woda 11
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Tabela 5. Sktad podloza statego BBA wg danych producenta

Table 5. Compositions of BBA medium
Skfadnik Zawarto$¢

Pepton kazeinowy (wolowy) 10g
Pepton miesny (wolowy lub wieprzowy) 10g
Wyciag drozdzowy 2¢g
Glukoza lg
Chlorek sodu 5¢g
Wodorosiarczyn sodu 01lg
Hemina (wieprzowa) 0,005 g
Witamina K1 0,001 g
Agar 15¢g
Krew (barania) 50 ml
Oczyszczona woda 11

Tabela 6. Sktad podloza statego COS wg danych producenta

Table 6. Composition of COS medium

Sktadnik Zawarto$¢

Pepton miesny i kazeinowy (wotowy lub wieprzowy) 10g
Hydrolizat biatek zwierzecych (wotowy lub wieprzowy) 10g
Wyciag sercowy (wotowy lub wieprzowy) 3g
Skrobia kukurydziana lg
Chlorek sodu 5¢g
Agar 135g
Krew (barania) 50 ml
Oczyszczona woda 11

Tabela 7. Sktad bulionu SCS wg danych producenta

Table 7. Composition of SCS broth

Sktadnik Zawarto$¢

Pepton kazeinowy (wolowy) 82¢g
Glukoza 58¢g
Wyciag drozdzowy 5¢g
Tris (hydroksymetylo) aminometan 3g
Pepton miesny (wolowy lub wieprzowy) 25g
Chlorek sodu 1,7g
Pepton sojowy lg
K2HPO4 08¢g
L-cysteina 04g
Hemina (wieprzowa) 0,0lg
Witamina K3 05g
Oczyszczona woda 11

W celu uzyskania atmosfery beztlenowej, postuzono sie generatorami do
hodowli bakterii beztlenowych firmy Biomerieux: GENboxanaer i GENbox CO,
(Tab. 8), umieszczanych w GENbagach firmy Biomerieux. Hodowla odbywata si¢
w cieplarce laboratoryjnej, w temperaturze 36°C +1.
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Tabela 8. Teoretyczny sklad atmosfery uzyskiwanej w GENbagu dzigki zastosowaniu GENbokséw w opar-
ciu o dane producenta
Table 8. Composition of the atmosphere after GENbag usage
Stezenie tlenu Stezenie dwutlenku wegla
GENboxanaer <0,1% po2,5h >15% po 24 h
GENbox CO, Nie wystepuje 0d3,5do9% po24h

Przechowywanie hodowli w zamrozeniu odbywalo si¢ w probéwkach CRYO-
-BILLES firmy Biomerieux, przy uzyciu zamrazarek laboratoryjnych RevCo, utrzy-
mujgcych temperature —70°C.

2.2. TESTOWANE GATUNKI BAKTERII

Badane gatunki bakterii beztlenowych Prevotella bivia i Parabacteroides dista-
sonis to szczepy kliniczne, wyizolowane z kanatéw z¢bowych.

Prevotella bivia na podtozu BBA ro$nie w postaci drobnych, bialych, okraglych
kolonii, o $rednicy okolo 0,5 do 1,5 mm, réwnym brzegu i kruchej konsystencji.
Powierzchnia kolonii jest gtadka i btyszczgca, lekko wzniesiona ponad powierzchnie
plytki.

Parabacteroides distasonis tworzy na podlozu BBA bardzo drobne, nieprzejrzy-
ste, gladkie i blyszczace kolonie o $rednicy ok. 0,3 mm, nieprzekraczajacej 1 mm,
i charakterystycznym nieprzyjemnym zapachu.

2.3. TESTOWANE ZWIAZKI ANTYBAKTERYJNE

Zwigzki chemiczne, na ktérych dzialanie wystawiano bakterie, zostaly zsynte-
zowane w Instytucie Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych Panstwowej Aka-
demii Nauk we Wroclawiu. Ich nazwy oraz charakterystyke makroskopowa zebrano
w Tabeli 9.
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Tabela 9. Zwigzki antybakteryjne zastosowane w badaniach
Table 9. The tested antibacterial compounds
Nazwa zwiazku Opis wygladu

Metronidazol Bialy proszek
Tinidazol Bialy proszek
Metronidazol + HAp Bialy proszek
Tinidazol + HAp Bialy proszek
Ag0 + HAp Brazowo-szary proszek
Ag+ + cytrynian sodu + HAp Szary proszek
Ag 5% + HAp Bialy proszek
Ag 5% + Eu 1% + HAp Bialy proszek

Oznaczenia: HAp - hydroksyapatyt; Ag - srebro, Eu** - jon europu.

2.4. LIZA KRWI KONSKIE]J

Krew konska zostala uzyta w badaniach w celu wzbogacenia bulionu SCS
i poprawienia warunkéw hodowli bakterii bezwzglednie beztlenowych. Przygoto-
wana byla wedtug procedury CLSI (M7, sekcja 7.1 z 2007r.). Krew (100 ml) pobrana
od zwierzecia do chwili przystgpienia do przygotowywania lizatu przechowywano
w temperaturze 4°C. W celu optymalizacji procesu lizy komorek, krew przenie-
siono w objetosci 20 ml do pieciu jatowych falkonéw i zamrozono w -20°C na 24 h.
Nastepnie przeprowadzono lize elementéw morfotycznych krwi przez naprzemien-
nie rozmrazanie (2-4 h) i ponowne zamrazanie (24 h). Procedure przeprowadzono
siedmiokrotnie.

Efektywno$¢ lizy sprawdzono mikroskopowo przygotowujgc preparat mokry
i obserwujac pod mikroskopem $wietlnym. Brak widocznych elementéw morfo-
tycznych (erytrocytéw) pozwolil na zakonczenie procesu lizy. W kolejnym kroku
do kazdego falkonu dodano 50 ml wody miliQ, w celu rozcienczenia krwi w sto-
sunku 1:1. Tak otrzymany roztwdr przemieszano kilkukrotnie poprzez inwersje. Po
szczelnym zamknigciu, falkony zwirowano w 5000 rpm przez 30 minut. Nastepnie
ostroznie, nie naruszajac osadu, rozlano supernatant po 4 ml do jatowych probo-
wek. Tak przygotowane proby przechowywano w temperaturze —20°C. Pozostaly
we falkonach osad zostal zutylizowany zgodnie z procedura utylizacji materialow
medycznych.

2.5. PRZECHOWYWANIE SZCZEPOW BAKTERII

Po inokulacji $wiezej (18-24 godzinnej) hodowli do probéwki CRYO-BILLES
iich zawieszeniu i adhezji (przez kilkakrotne odwrdcenie probdwki) do porowatych
kulek polistyrenowych, usunieto nadmiar obecnego w niej ptynu kriokonserwacyj-
nego. Po szczelnym zamknieciu probowki, szczepy przechowywano w temperatu-
rze -70°C. W warunkach aseptycznych, po otwarciu probowki, pobierano eza od
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jednej do pigciu kulek polistyrenowych bezposrednio na podloza state lub ptynne.
Po rozprowadzeniu bakterii po podlozu BBA lub SCS, ptytki inkubowano w 37°C
przez 48-72 h w warunkach beztlenowych, zapewnionych obecnoscia GENboxu
w szczelnie zamknietym GENbagu. W celu weryfikacji czysto$ci szczepu i asep-
tycznosci pracy, rownolegle zakladano hodowle kontrolng w warunkach tlenowych,
tj. na pozywce COS, ktdra inkubowano w 37°C przez 24-72 h; brak wzrostu bak-
terii na pozywce COS potwierdzal brak zanieczyszczen bakteriami tlenowymi lub
wzglednymi beztlenowcami. Analogicznie do wyzej opisanej procedury, hodowle
odmladzano takze z powodzeniem z plytek przechowywanych w GENbagu, w tem-
peraturze 4°C.

2.6. PRZYGOTOWANIE SZEREGU MIKROROZCIENCZEN ZWIAZKOW
ANTYBAKTERYJNYCH

Metodyka pracy opiera si¢ na normie CLSI M11-A8 [19], ktora opisuje referen-
cyjne procedury dla okreslenia minimalnego stezenia hamujacego wzrost (MIC) dla
bakterii beztlenowych metodg rozcienczen w agarze lub mikrorozcienczen w bulio-
nie. Pierwszym krokiem jest odwazenie badanej substancji tak, aby stworzy¢ roz-
twor w bulionie o dwukrotnie wyzszym stezeniu niz pozadane. Tak przygotowany
roztwor moze by¢ uzyty do utworzenia kolejnych rozcieficzen w postepie geome-
trycznym (schemat postepowania przedstawiony w Tabeli 101 11).

Tabela 10.  Schemat szeregu rozcienczen
Table 10. Schematic prepared dilution
Pobrana ze , . .
Nr probowki oi?;fim?] zrédla objetos¢ Ko?gsf)c,w[jn(ﬁ) 2 Zrodlo rofc(i)grz:;:;ie
roztworu [ml]
0 (stock) 3 Nd. 3 Nd. Nd.
1 1 1 2 Stock 1:1
2 1,5 0,5 2 Stock 1:3
3 3,5 0,5 4 Stock 1:7
4 1 1 2 Probéwka 3 1:1
5 1,5 0,5 2 Probowka 3 1:3
6 35 0,5 4 Probowka 3 1:7
7 1 1 2 Probowka 6 1:1
8 1,5 0,5 2 Probéwka 6 1:3
9 3,5 0,5 4 Probowka 6 1.7
10 1 1 2 Probéwka 9 1:1
11 1,5 0,5 2 Probowka 9 1:3
12 3,5 0,5 4 Probowka 9 1.7
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Przygotowane 12 probowek odpowiada 12 kolumnom plytki titracyjnej; numer
probowki odpowiada numerowi kolumny na plytce, do ktoérej roztwor bedzie
dodany. Tak przygotowane rozcieficzenia zwigzku w bulionie zostaly przeniesione
do dotkéw A-G za pomoca pipety, po 180 ul do kazdego dotka. Rzad H przypisano
kontrolom dodatnim i ujemnym hodowli. Kontrol¢ dodatnig stanowita pozywka
(180 ul bulionu + 20 ul LHB 50%) oraz szczep (20 ul). Kontrole ujemne stanowily:
kontrola jalowosci krwi (180 ul bulionu + 20 ul LHB 50%) oraz kontrola jalowosci
bulionu (180 ul bulionu).

Tabela 11.  Schemat plytki titracyjnej, gotowej do inkubacji

Table 11. Schematic preparation of microplate for incubation
12 s[4 s s |7 s o Jw [u |
A Szereg rozcienczen zwigzku w bulionie SCS + LHB 50%
B Szereg rozcienczen zwiazku w bulionie SCS + LHB 50% + Prevotella bivia
C Szereg rozcienczen zwigzku w bulionie SCS + LHB 50% + Prevotella bivia
D Szereg rozcienczen zwigzku w bulionie SCS + LHB 50% + Prevotella bivia
E Szereg rozcienczen zwigzku w bulionie SCS + LHB 50% + Parabacteroides distasonis
F Szereg rozcienczen zwigzku w bulionie SCS + LHB 50% + Parabacteroides distasonis
G Szereg rozcienczen zwigzku w bulionie SCS + LHB 50% + Parabacteroides distasonis
H Bulion SCS + LHB 50% | Bulion SCS + LHB 50% | Bulion SCS + LHB 50% | Bulion SCS
+ P, bivia + P, distasonis

2.7. INOKULACJA I INKUBACJA PLYTKI TITRACYJNE]J

W celu inokulacji plytki testowanymi bakteriami i probami, konieczne jest
ustalenie odpowiedniej gestosci optycznej (OD) roztworu bakterii w ptynie fizjo-
logicznym za pomoca skali McFarlanda (McF). Z czystej hodowli pobierano
jatowa wymazdowka lub ezg kolonie i przygotowywano zawiesing bakterii w plynie
fizjologicznym (min. 2 ml). Po ustaleniu gestosci optycznej na poziomie 0,5 McE,
odpowiadajacej 1, 5- 10° cfu/ml, przygotowana zawiesine bakteryjna rozcieficzano
dziesi¢ciokrotnie, a nastepnie inokulowano odpowiednie dotki na plytce titracyjne;j
20 ul zawiesiny bakterii. Ptytke nastepnie inkubowano przez 48 h w cieplarce z tem-
peraturg 37°C, w warunkach beztlenowych, zapewnionych szczelnym GENbagiem
z GENboksem.

2.8. ODCZYT WYNIKOW

Odczytu dokonano wizualnie, po 48 h inkubacji w temperaturze 37°C, zgod-
nie z wytycznymi normy M11-A8 CLSI [19]. Minimalne stezenie hamujace wzrost
(MIC) odpowiada najnizszemu stezeniu srodka bakteriobojczego, przy ktérym juz
nie obserwuje si¢ wzrostu bakterii. Minimalne stezenie béjcze (MBC) odpowiada
najnizszemu stezeniu, przy ktérym ginie 99,9% drobnoustrojow.
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W celu okreslenia warto$ci MBC, posiewano po 10 ul hodowli na podloze BBA
lub SCS (zamiennie). Nastepnie po 48h inkubacji w 37°C, liczono wyroste kolonie.
MBC odpowiada 99,9% zabitych komoérek bakterii.

3. WYNIKI I DYSKUSJA

W efekcie przeprowadzonych doswiadczen wyznaczono zakres wrazliwo-
$ci bakterii beztlenowych na testowane kompozyty hydroksyapatytowe. Z otrzy-
manych rezultatow wynika, Ze obecno$¢ hydroksyapatytu podnosi skuteczno$é
zastosowanych antybiotykéw (metronidazolu i tynidazolu) wobec Prevotella bivia
i Parabacteroides distasonis. Tinidazol immobilizowany na HAp jest ponad 6 tysiecy
razy skuteczniejszy wobec P. distasonis, niz sam wolny antybiotyk. Wobec P. bivia
nieimmobilizowany tinidazol okazal si¢ 200 razy mniej skuteczny niz bionano-
kopozyt tinidazolu (Rys. 7). Wyniki uzyskane dla metronidazolu potwierdzaja, ze
hydroksyapatytowy bionanokompozyt metronidazolu jest bardziej aktywny bakte-
riobdjczo niz wolny antybiotyk, zaréwno wobec P. distasonis i P. bivia. Ridi i in.
[38] tlumaczg ten fakt unikalnymi wlasciwos$ciami nanomaterialow, ktére rzutuja na
wysoka biologiczng skutecznos¢ i specyficznosé. Bionanokompozyty hydroksyapa-
tytowe domieszkowane srebrem wykazujg skutecznos¢ wobec testowanych bakterii
beztlenowych w bardzo wysokich stezeniach (powyzej 40 mg/ml, w zaleznosci od
zastosowanej formy kompozytu i rodzaju bakterii), co w praktyce oznacza warto$ci
niemozliwe do osiggniecia w warunkach in vivo.

tinidazol + HAp
tinidazol
metronidazol + HAp

metronidazol

0 0,05 0,1 0,15 0,2
metronidazol  metronidazol + HAp tinidazol tinidazol + HAp
m P. distasonis 0,019 0,003 12,5 0,002
W P. bivia 0,01 0,0015 0,2 0,001

Rysunek 7. Wartosci MIC dla wolnych metronidazolu i tinidazolu oraz kompozytéw imobilizowanych tymi
antybiotykami [mg/ml]
Figure 7. MIC values for metronidazole, tinidazole and compounds immobilised with them [mg/ml]

Obecnie jednym z gléwnym probleméw medycyny jest narastanie opornosci
bakterii na antybiotyki. Wiele czynnikéw przyczynia si¢ do powstania szczepow
opornych; jednym z gléwnych jest wysoka plastyczno$¢ genetyczna bakterii — tatwo
nabywaja mutacje, ponadto majg mozliwo$¢ przekazywania gendéw opornosci
poprzez horyzontalny transfer genéw, nie tylko pomiedzy osobnikami tego samego
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gatunku, ale nawet pomiedzy réznymi rodzajami. Wilson zauwaza, ze narastanie
opornoéci na antybiotyki jest $cisle zwigzane z ich naduzyciami - sa stosowane
w rolnictwie jako suplement dla zwierzat, a w medycynie nadmiernie przepisywane
pacjentom w terapii antybakteryjnej [9]. Wedlug badan prowadzonych przez Konde
i wsp. wynika, ze stomatolodzy przepisuja swoim pacjentom 7-11% wszystkich
powszechnie stosowanych antybiotykéw; 66% dentystéw dziecigcych przepisuje
antybiotyki dla schorzen jamy ustnej, dla ktérych nie potrzeba rutynowej antybio-
tykoterapii [16].

Z kolei Wilson i Napora wykazujg zasadnos¢ stosowania profilaktyki anty-
bakteryjnej, w przypadkach, gdy zapobiega to powaznym chorobom bakteryjnym
(tj. bakteriemia, sepsa, zapalenie wsierdzia), ktérych niebezpieczenstwo niosa ze
sobg réznorodne zabiegi dentystyczne, zwlaszcza u 0séb z grupy wysokiego ryzyka
[9, 17], czyli:

o chorujgcych przewlekle (np. miazdzyca, marskos¢ watroby, AIDS);

» po inwazyjnych zabiegach chirurgicznych z ryzykiem wystapienia bakterie-

mii, np. u pacjentéw po wszczepieniu zastawki;

» z niedoborami odpornosci (dzieci, osoby starsze, kobiety w ciazy lub osoby

po immunosupresji czy chemioterapii).

Ze statystyki zabiegéw dentystycznych (Napora i in.) wynika, ze bakteriemia
moze wystapi¢ nawet w 100% przypadkéw podczas ekstrakcji mnogich, w ponad
potowie przypadkow podczas ekstrakeji pojedynczych, a takze w co trzecim przy-
padku leczenia endodontycznego [17]. Autorzy jednak zwracaja uwage na to, ze
u 0s0b z grupy niskiego ryzyka bakteriemia po zabiegach stomatologicznych trwa
do 30 minut i nie zagraza wystapieniu powiklan.

Soares wykazuje wzrost zainteresowania wykorzystaniem hydroksyapatytow
w medycynie. Pelnig one wazng role w stomatologii przy leczeniu miazgi zebowej
oraz nadwrazliwosci zebiny, s zwiazane z ekspozycjg kanalikow zgbowych [48].
Hydroksyapatyt jest obecny w pascie do zebdw i w zelach dentystycznych. Zmniej-
sza odkladanie ztogéw w jamie ustnej. Uzywany jest jako skladnik wypetnien z¢bo-
wych i cementéw dentystycznych.

Kolmas wskazuje na latwos¢ modyfikacji wlasciwosci fizykochemicznych
hydroksyapatytow, a takze mozliwos¢ domieszkowania ich jonami, nanoczastkami
lub bardziej ztozonymi zwigzkami, np. antybiotykiami, ktére zapobiega¢ moga
adhezji bakteryjnych biofilméw do plomby czy implantu [32]. Wedlug badan prze-
prowadzonych przez Koukos, w jamie ustnej tworza si¢ biofilmy zlozone nawet
z ponad tysiaca gatunkow bakterii, w tym z rodzaju Prevotella i Parabacteroides.
[23]. Alternatywe dla antybiotykoterapii moga zatem stanowi¢ hydroksyapatyty
domieszkowane metronidazolem lub tinidazolem. Jak podaja badacze [23, 46, 47],
s to powszechnie stosowane antybiotyki w zwalczaniu infekcji jamy ustnej, sku-
teczne np. wobec rodzajow Prevotella sp. czy Bacteroides sp.

Lim zwraca uwage na fakt, ze hydroksyapatyty stanowig doskonala powierzch-
nie do adhezji bakterii i tworzenia biofilmu [43]. Codzienne czynno$ci higieny jamy
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ustnej, np. szczotkowanie zebdw, moga sta¢ sie przyczyna powstania zadrapan lub
ran, ktdre otwierajg bakteriom obecnym w biofilmie droge do uktadu krwiono$nego.
Potencjalnie u 40% przypadkéw moze to skutkowa¢ przejsciowq bakteriemis. Istot-
nym elementem badan byto zatem uzycie 50% LHB, w celu przyblizenia warunkow
panujacych w $rodowisku bakterii, jakim jest organizm wyzszy. Lizat stanowil jed-
nocze$nie wzbogacenie warunkéw pozywki dla wymagajacych gatunkéw bakterii.

W Tabeli 12 zebrano wartosci MIC lub MIC,, wolnego metronidazolu dla
rodzaju Prevotella spp. i Parabacteroides spp. na podstawie danych literaturowych.
Badania Rasmussena i in. [57] z lat 1989-91, z Europy, podaja warto$¢ MIC,,
dla grupy B. fragilis w zakresie 0,5-1 pg/ml. Podobne wartosci podaje Ackerman
- MIC,, metronidazolu dla obu ATCC P. distasonis okresla jako 1 pg/ml, a dla
Prevotella spp. jako 0,25 pg/ml [58]. Ednie podaje MIC, dla P. bivia jako wartos¢
4 pg/ml, a dla P. distasonis — 1 pg/ml [59]. Hedberg okresla MIC,, dla P. distasonis
jako 2 pg/ml [60]. Badania Liebetrau wykazaly, ze stezenie hamujace wzrost wiek-
szosci pozyskanych szczepéw to dla Prevotella spp. 0,25-1 ug/ml, dla grupy B. fra-
gilis 0,5-1 pg/ml. [61]. Liu podaje wartosci dla Bacteroides spp. jako MIC,, wyno-
szacy 4 ug/ml, dla Prevotella spp. 8 pg/ml [62]. Peric podaje MIC,, P. bivia: 4 ug/ml,
a B. distasonis: 1 ug/ml [63].

Tabela 12.  Poréwnanie wartoéci MIC lub MIC,, wolnego metronidazolu wobec bakterii z rodzaju Prevotella
sp. i Bacteroides sp. na podstawie danych literaturowych

Table 12. Comparison of the MIC and MIC,, values for metronidazole against Prevotella spp. according to
published data

Prevotella Parabacteroides Zrédlo literaturowe
b.d. 0,51 pg/ml 57
0,25 pg/ml 1 pg/ml 58
4 ug/ml 1 ug/ml 59
b.d. 2 pg/ml 60
0,25-1 pg/ml 0,5-1 pg/ml 61
8 pg/ml 4 ug/ml 62
4 ug/ml 1 ug/ml 63

Objasénienia: b.d. - brak danych.

Wedlug danych CLSI, 100% (173) izolatéw Prevotella sp. oraz 100% (111)
szczepow P distasonis okazalo sie wrazliwymi na metronidazol. Pokazuje to, ze
metronidazol jest bardzo skuteczny wobec beztlenowcdw, a jednoczes$nie podkresla
zasadno$¢ tworzenia domieszkowanych nim bionanokompozytéw [19]. Jak zazna-
cza Brook, ponad 90% obligatoryjnych beztlenowcéw jest wrazliwych na stezenia
metronidazolu mniejsze niz 2 pg/ml [18].

Powyzsze dane literaturowe roznia si¢ od otrzymanych wynikéw wrazliwo-
$ci na metronidazol, testowanych w nieniejszej pracy szczepéw bakterii(P. bivia
10 pg/ml, P. distasonis 19 pg/ml). Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, ze wigk-
szo$¢ wynikow nie dotyczy konkretnego gatunku, ale uogélnia je do rodzaju lub tez
grupy. Ponadto wiele odniesien literaturowych podaje MIC, . Wartosci takze r6znig
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sie, w zaleznosci od miejsca geograficznego pozyskania probki, a najnowsze dane
pochodzg sprzed dziewieciu lat (2009 r.).

Poréwnanie otrzymanych w badaniach wynikéw dla tinidazolu zmusza do
przemyslen, czy rzeczywiscie metronidazol mozna zastgpi¢ tinidazolem [49, 51]
- zwraca uwage fakt, Ze w przeprowadzonych badaniach metronidazol wykazywat
20-krotnie wicksza bakteriobdjczos¢ wobec P, bivia i byt ponad 650-krotnie bardziej
skuteczny wobec P. distasonis niz tinidazol. Jak sugerowal Nigro, tinidazol poten-
cjalnie méglby by¢ uzyty w leczeniu infekcji bakteriami opornymi na metronidazol
[49], mimo Ze niektorzy badacze wykazuja male prawdopodobienstwo wystepowa-
nia szczepoéw opornych na metronidazol [18, 19].

W ramach niniejszej pracy zostaly zbadane takze nanobiokompozyty apaty-
towe, zawierajace jony i nanoczastki srebra, stanowigce réwniez potencjalng alter-
natywe dla antybiotykow; jednak, jak podaje Kedziora, coraz czesciej obserwuje si¢
u bakterii narastanie opornosci na metale ci¢zkie, w tym takze na zwiazki srebra
[64]. Uzasadnia to przeprowadzone w niniejszej pracy zbadanie dzialania nanobio-
kompozytéw srebra, a w przyszlosci takze przeprowadzenie poréwnania ze srebrem
nieimmobilizowanym.

W literaturze nie znaleziono informacji nt. badania skutecznosci zwigzkow
i kompozytoéw srebra wobec badanych gatunkow, bardzo nieliczne s3 tez dane dla
bakterii beztlenowych. Badania Lu i wsp. na bakteriach wyizolowanych z jamy
ustnej wskazuja, ze bakterie tlenowe byly bardziej wrazliwe na 5 nm nanoczastki
srebra, niz beztlenowe patogeny [65]. Lu wskazuje takze, Ze poréwnujac dzialanie
nanoczastek srebra o wielkosci 5 nm, 15 nm i 50 nm, najskuteczniejsze wobec bak-
terii beztlenowych byly czasteczki 5 nm. Wyniki Lu potwierdzajg, ze AgNPs mozna
zastosowaé w celu zahamowania wzrostu mikroorganizmow.

Badania Kawahary na zwigzkach srebra w postaci jonéw okreslajg MIC wobec
beztlenowych patogenéw jamy ustnej w zakresie 4,8-38,4 ug/ml [66]. W niniejszej
pracy okreslono MIC kompozytéw domieszkowanych srebrem jonowym na wiek-
szy niz 8-9 pg/m [66].
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Mgr inz. Malgorzata Ostrowska ukonczyla studia pierwszego i drugiego stop-
nia na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskigo oraz studia pierwszego stop-
nia na Wydziale Inzynieryjno-Ekonomicznym Uniwersytetu Ekonomicznego we
Wroclawiu. Obecnie jest doktorantka w Zespole Biologicznej Chemii Nieorga-
nicznej Wydzialu Chemii UWr. Jej zainteresowania dotycza badan wlasciwosci
koordynacyjnych niskoczgsteczkowych ligandéw wzgledem jonéw metali bloku
d. Szczegdlng uwage poswieca badaniom dotyczacym wplywu struktury ligandow
hydroksamowych na wiasciwo$ci termodynamiczne metalakoronowych komplek-
sow Cu®*, Ni** oraz Zn>".

Mgr Yuliya Toporivska pochodzi z Ukrainy, w roku 2011 zostala studentka Uni-
wersytetu Wroctawskiego, gdzie w roku 2016 zdobyta stopien magistra. Aktualnie
kontynuuje studia III stopnia na Wydzialu Chemii UWr w Zespole Biologicznej
Chemii Nieorganicznej. Prowadzi badania nad kompleksami ligandéw wielodono-
rowych z jonami metali przej$ciowych. Szczegdlng uwage poswieca wlasciwosciom
koordynacyjnym jonu Zr** z ligandami hydroksamowymi.

Dr Monika Pyrkosz-Bulska ukonczyla studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego, tu takze uzyskata stopienn doktora nauk chemicznych. Swoja prace
doktorska realizowata w Zespole Chemii Bionieorganicznej i Biomedycznej zajmu-
jac sie badaniem oddzialywan ligandéw aminobisfosfonowych z jonami Cu** i Ni*".
Obecnie, przy wspolpracy z Uniwersytetem Wroclawskim, prowadzi badania nad
specyfikg koordynacyjng ligandéw tiosemikarbazonowych z metalami aktywnie
biologicznymi.

Dr hab. Elibieta Gumienna-Kontecka, prof. UWr, ukonczyla jednolite studia
magisterskie na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Obecnie pracuje na
stanowisku profesora Uniwersytetu Wroclawskiego na Wydziale Chemii, zajmujac
stanowisko kierownika Zespolu Biologicznej Chemii Nieorganicznej. Stopien dok-
tora habilitowanego uzyskata w roku 2013. W swojej pracy badawczej zajmuje sie
strukturg i termodynamikg ukltadéw bionieorganicznych, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem proceséw transportu i homeostazy jonéw metali (m.in. zelaza i miedzi)
u patogendw. Tematyka jej badan koncentruje si¢ wokdt zaleznosci struktura-funk-
cja sideroforéw i ich ukfadéw biomimetycznych. Elzbieta Gumienna-Kontecka
prowadzi takze badania wielojadrowych zwigzkéow koordynacyjnych i polimeréow
koordynacyjnych.
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ABSTRACT

Thiosemicarbazones are considered to be potential therapeutics, because they
possess a broad range of biological properties including antitumor, antimalarial and
antimicrobial activity. Generally, the tiosemicarbazones coordinate to the metal
centre by means of an (N,S) bidentate mode, and when an additional coordinating
group is present, more diversified binding modes can occur such as a tridentate
(X,N,S) coordination fashion. The stability of the metal complexes formed with the
tiosemicarbazoness strongly depends on the character of the metal ion, the X-donor
atom of the additional functional group and the position and type of the substitu-
ents at the tiosemicarbazones.

The most prominent representative of this family is the a(N)-heterocyclic Tria-
pine (3-aminopyridine- 2-carbaldehyde thiosemicarbazone; 3-AP), which is cur-
rently undergoing different phase-I and -II clinical trials as an antitumor agent, and
demonstrates promising activity. Triapine is a very strong inhibitor of ribonucle-
otide reductase, the rate determining enzyme in the supply of deoxyribonucleotides
for DNA synthesis required for cell proliferation. The mechanism of action involves
most probably the formation of an iron(II)-Triapine complex, which reacts with
molecular oxygen to result in the generation of reactive oxygen species. Subsequen-
tly, these reactive oxygen species are responsible for the quenching of the active-site
tyrosyl radical of ribonucleotide reductase required for the enzymatic activity. As
a result, the coordination chemistry of iron complexes of tiosemicarbazones has
been receiving considerable attention.

This review describes the coordination chemistry of tiosemicarbazones, in par-
ticular analogs of Triapine. The coordination compounds of d-block elements are
discussed with respect to their bonding and structures. Several of complexes are
mononuclear, with distorted tetrahedral, square planar, square pyramid or octahe-
dral as their common geometries. The metal-binding ability of STSC at physiologi-
cal pH was compared and shown.

Further, various biological applications with emphasis an anticancer activity
of the ligands/complexes are discussed in brief so as to indicate the importance of
ligands under consideration.

Keywords: thiosemicarbazones, antitumor agents, biological activity, stability con-
stants, transition metals

Stowa Kluczowe: tiosemikarbazony, czynniki przeciwnowotworowe, aktywnos¢ bio-
logiczna, stale trwalosci, metale przejsciowe
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IUPAC

FTSC
PSTC

APSTC

FaTSC
AcTSC
Morph-dm-FTSC

mPip-dm-FTSC

STSC
BpT
DpT
DP44mT

DPC

DMSO
WHO
AChE
AD
RR
RFT

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowane;j
(ang. International Union of Pure and Applied Che-
mistry)

2-formylopiridylotiosemikarbazon
pirydylo-2-karboksyaldehydo N*,N*-dimetylotiosemi-
karbazon

3-aminopirydylo-2-karboksyaldehydo N*,N*-dimety-
lotiosemikarbazon

2-pirydyloformamid tiosemikarbazon
2-acetylpirydylotiosemikarbazon
morfolino-dimetylo-2-formylopirydylotiosemikar-
bazon
metylopiperazyno-dimetylo-2-formylopirydylotiose-
mikarbazon

salicylaldehydotiosemikarbazon
2-benzylopirydylotiosemikarbazon
di-2-pirydyloketono-3-tiosemikarbazon
2-(di-2-pirydylometyleno)-N,N-dimetylohydrazono-
karbotioamid
di(2-pirydylo)ketono-4-cydoheksylo-4-metylo-3-tiosemi-
karbazon

dimetylosulfotlenek

Swiatowa Organizacja Zdrowia
acetylocholinoesteraza

choroba Alzheimera

reduktaza rybonukleotydowa

reaktywne formy tlenu
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WPROWADZENIE

W czasach gdy nowotwory, choroby neurodegeneracyjne oraz infekcje sa bar-
dzo powaznym problemem zdrowia publicznego, poszukiwanie innowacyjnych
rozwigzan terapeutycznych oraz nowych srodkéw leczniczych stanowi ogromne
wyzwanie dla naukowcodw wielu dziedzin.

Pomimo ogromnego postepu w dziedzinie medycyny, wiele schorzen pozostaje
wcigz poza zasiegiem wspolczesnych metod leczenia. Jest to spowodowane, m.in.
pojawiajacymi sie z roku na rok nowymi przypadkami chorobowymi, niejednorod-
nosciag nowotwordw oraz ich wyjatkowa odpornoscia terapeutyczng. W zwigzku
z tym, bardzo wazne jest poszukiwanie nowych, aktywnych biologicznie zwigzkow
zdolnych do zwalczania choréb XXI wieku.

Poszukiwanie innowacyjnych i selektywnych terapeutykéw opiera si¢ w duzej
mierze na projektowaniu i syntezie zwigzkéw zdolnych do chelatacji jonéw metali
przejsciowych zaangazowanych w procesy biologiczne. Przy planowaniu i modyfi-
kacji kolejnych zwiagzkéw, w celu poprawienia ich mozliwosci aplikacyjnych, nie-
zbedne jest szczegélowe zrozumienie chemii koordynacyjnej. Poprzez odpowiedni
dobdr struktury zwigzku, geometrii oraz rozmieszczenia atoméw donorowych,
mozemy regulowaé powinowactwo ligandéw wobec jonéw metali oraz trwalo$¢
powstajacych kompleksow tak, aby wywola¢ oczekiwane dziatanie biologiczne.
Wprowadzanie dodatkowych grup funkcyjnych do czasteczki wplywa na szybkos¢
jej przenikania przez blony komdrkowe, a takze moze zmniejsza¢ niepozadane
skutki uboczne.

Jedng z klas zwigzkéw intensywnie badanych jako potencjalne terapeutyki
o dzialaniu przeciwnowotworowym, s3 tiosemikarbazony. Sg to latwe w synte-
zie ligandy organiczne, ktére swoje szerokie spektrum aktywnosci biologicznej
zawdzieczajg zdolnosci chelatacji jonéw metali. Latwos¢ modyfikacji tiosemikarba-
zonow sprzyja poszukiwaniom ligandéw tworzacych trwate kompleksy. Kluczowym
etapem projektowania nowych zwigzkow jest poznanie ich wlasciwosci fizykoche-
micznych, zdolnosci koordynacyjnych, okreslenie miejsc koordynacyjnych oraz
trwalosci kompleksow jakie tworzg z jonami metali.

Celem niniejszej pracy jest podsumowanie wiedzy na temat zwigzkow tiosemi-
karbazonowych oraz scharakteryzowanie ich oddzialywan z jonami metali przej-
sciowych w $wietle ich aktywnosci biologiczne;.

W pracy scharakteryzowano oddzialywania ligandéw tiosemikarbazonowych
z jonami metali przejéciowych, ze szczegélnym uwzglednieniem jonéw miedzi Cu**
oraz zelaza Fe’'/Fe™.

Kolejno dokonano krotkiej charakterystyki tiosemikarbazonéw, ich budowy,
metod syntezy oraz aktywnosci biologicznej. Szczegdlna uwage poswigcono ich
aktywnosci przeciwnowotworowej. Nastepnie przedstawiono przykladowe ligandy
tiosemikarbazonowe, dla ktérych wykonywane byty badania dotyczace ich wtasci-
woéci koordynacyjnych wzgledem réznych jondw, a w szczeg6lnosci kationéw Cu’,
Cu*, oraz Fe** i Fe™.
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1. CHARAKTERYSTYKA TIOSEMIKARBAZONOW

Tiosemikarbazony stanowig klase zwiazkow znajdujacych szerokie zastoso-
wanie w analizie chemicznej, m.in. spektrofotometrii oraz spektrofluorymetrii do
wykrywania jonéw metali. Znajduja takze szeroki zakres zastosowan farmaceutycz-
nych; wykazuja wlasciwosci przeciwmalaryczne, przeciwbakteryjne oraz przeciwno-
wotworowe [1]. Aktywnos¢ biologiczna tiosemikarbazondw jest szeroko opisywana
od roku 1940, jednak mechanizm, ktéremu zawdzigczaja swoja efektywnos¢, weigz
pozostaje nie do konca wyjasniony. Gtéwnym czynnikiem umozliwiajacym zastoso-
wanie tiosemikarbazonoéw jest ich zdolno$¢ chelatowania jonéw metali o istotnym
znaczeniu biologicznym [2].

1.1. BUDOWA I OTRZYMYWANIE
Tiosemikarbazony sg siarkowymi analogami semikarbazonéw, nalezacych do
pochodnych iminowych, otrzymywanych w wyniku kondensacji pomiedzy semi-

karbazydem oraz odpowiednim zwigzkiem karbonylowym - ketonem lub aldehy-
dem (Rys. 1) [3].

(0] 0
)J\ Rl R2 . )k
NH, + R N
~ — N
H - Y e \( %I NH,
0
R,

semikarbazyd semikarbazon
S S
NH )J\ K . —V+ TR N\ )J\
™~ + N NH,
E NH, -H,0 H
0] R,
tiosemikarbazyd tiosemi karbazon

R1, Ry= H, alkil, aryl

Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie struktury i syntezy tiosemikarbazonow [4]
Figure 1. Schematic representation of structures and synthesis of thiosemicarbazones [4]

Zgodnie z nomenklaturg IUPAC, omawiane zwigzki stanowia osobna
klase, a ich nazwy tworzy si¢ od nazwy skondensowanego aldehydu czy ketonu,
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po czym dodawane jest stowo ,tiosemikarbazon” [5]. W zaleznoéci od rodza-
jow podstawnikéw, mozna wyrdzni¢ rézne podklasy tiosemikarbazondw. Jedna
z popularnych podklas sg bis(tiosemikarbazony), ktérych charakterystyczng cechg
struktury sa dwie molekutly tiosemikarbazonu, potaczone poprzez pierscien aroma-
tyczny albo wigzania C-C pomiedzy C* kazdej czasteczki (Rys. 2).

-

N
HN” NH
S)\NHZ HZN/KS

Rysunek 2. Struktura bis(tiosemikarbazonéw), gdzie R1 = pierscien heterocykliczny, -CH, -
Figure 2. Structure of bis(thiosemicarbazones), R1 = heterocyclic ring, -CH, -

Obecno$¢ w strukturze tiosemikarbazonéw ugrupowania C = N umozliwia
wystepowanie tych zwigzkéw w postaci dwoch stereoizomerdw: E i Z (trans i cis).
W ciele stalym wystepuja w postaci formy tioketonowej i charakteryzuja si¢ zazwy-
czaj plaskyg geometria, z atomem siarki skierowanym w pozycje trans wzgledem
azotu grupy azometinowej, co w rezultacie tworzy konfiguracje E [6]. W roztworach
wodnych tiosemikarbazondéw obserwowane jest zjawisko tautomerii keto-enolowej,
w wyniku ktérej obecne s dwie réwnowagowe formy - tioketonowa oraz tioeno-
lowa (Rys. 3). Wskutek wewnatrzczasteczkowego transferu protonu dochodzi do
deprotonacji grupy hydrazonowej i protonacji atomu siarki [7].

SH

N )\
\'/\N/ NH,

Ry

Ry

S
R, N__ N)J\
N NH,
Ry

forma tioketonowa forma tiolowa

Rysunek 3. Tautomeryczne formy tiosemikarbazonow [7]
Figure 3. Tautomeric forms of thiosemicarbazones [7]

1.2. WEASCIWOSCI KOORDYNACYJNE TIOSEMIKARBAZONOW

Badania dotyczace wlasciwosci koordynacyjnych tiosemikarbazonéw od dawna
cieszg sie duzg popularnoscig. Pierwszy przeglad dotyczacy tej tematyki zostat opu-
blikowany w roku 1974 [8]. Od tego czasu zanotowano szereg kompleksow tiose-
mikarbazonowych zawierajacych jony metali, takich jak wanad, cynk, kobalt, zloto,
nikiel, srebro, pallad, gal, miedz oraz zelazo [9, 10]. Zdolnosé¢ do chelatowania tak
szerokiej gamy jondéw metali zawdzigczaja obecnosci w swojej strukturze bogatego
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zestawu atomow donorowych. Obok imponujacej liczby metali, z ktérymi tiosemi-
karbazony zdolne sg tworzy¢ trwale kompleksy, interesujacy jest rowniez fakt, ze
stabilizujg one rdzne, czgsto mniej powszechne, stopnie utlenienia tych metali [7].

Najczedciej wystepujacymi typami koordynacyjnymi ligandéw tiosemikarba-
zonowych jest koordynacja dwu- i tréjkleszczowa. W przypadku koordynacji dwu-
kleszczowej, atomami donorowymi sg atomy azotu oraz siarki (N, S) ugrupowania
azometynowego, natomiast trojkleszczowy typ koordynacji wykorzystuje nastepu-
jace kombinacje atoméw donorowych: (N, N, S); (O, N, S) oraz (C, N, S) (Rys. 4).
Whasciwos$ci koordynacyjne tiosemikarbazonéw moga by¢ odpowiednio dostoso-
wywane poprzez wykorzystanie do ich syntezy aldehydow lub ketonéw posiada-
jacych dodatkowe grupy funkcyjne, zawierajace atomy donorowe (X) w pozycjach
umozliwiajacych chelatowanie jonéw metali. Pozwala to na tréjkleszczowe wigzanie
jonéw metali przez czasteczki tiosemikarbazondéw i utworzenie dwoch pierscieni
pieciocztonowych lub pierscienia pigcio- i sze$ciocztonowego [7]. Zwiekszanie liczby
pierscieni chelatowych zwigksza trwato§¢ kompleksu. Nalezy jednak pamietaé, ze
wzrost rozmiardw tych pier§cieni wptywa negatywnie na trwato$¢ komplekséw [11].
Z kolei wprowadzenie do liganda tiosemikarbazonowego pierscienia aromatycz-
nego z dodatkowymi atomami donorowymi (X) wplywa pozytywnie na zdolnosci
chelatujace czasteczki [6, 12].

Ry Tz Ry Tz Ro TZ
N N
N N [ N N X ~
R1)\N‘/ Y \R3 ’)\N/ Y \R3 'Tl s Rs
\ : i s
N8 Xewil 1 .---S M-
M M- X"

Rysunek 4.  Schematy koordynacji tiosemikarbazonéw, gdzie R oznacza grupe funkcyjng, X oznacza dodat-
kowy atom donorowy [13]
Figure 4. Coordination modes of thiosemicarbazones, R - functional group, X - additional donor atom [13]

Stabilnos¢ kompleksow tiosemikarbazonowych w znacznym stopniu zalezy
od jonu metalu, a takze od rodzaju dodatkowego atomu donorowego X i miejsca
jego podstawienia [13]. Zgodnie z teorig migkkich i twardych kwaséw i zasad Pear-
sona (HSAB), wprowadzenie w miejscu X grupy -OH, twardej zasady, powoduje
zwiekszenie trwalosci kompleksow z twardymi kwasami, takimi jak Fe(III), AI(III),
Na(I), K(I), Mg(II), Ca(II); zamiana donorowego atomu tlenu na atom azotu (np.
w pier$cieniu pirydynowym) lub grupe tiolowa powoduje powstanie trwalych kom-
plekséw z metalami o bardziej miekkim charakterze, np. Pb(II), Cu(II), Fe(II) - dla
azotu, czy Cu(I), Au(I), Ag(I) dla grupy tiolowe;j.

W ostatnich latach znacznie wzrosta liczba nowych publikacji dotyczacych
badan oddzialywan tiosemikarbazonéw z jonami metali przej$ciowych. Zde-
cydowana wigkszo$¢ opisuje kompleksy z jonami Cu®* i Fe’*/Fe™, co wynika
z whadciwosci redoks danych metali, mniej z jonami Zn®*', Ni**, Ag’, Pt*, Ga™,
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AP* [1, 10, 14, 15]. Jest to wywolane poszukiwaniem efektywnych chelatoréw
tych kationéw, w celu zbadania ich potencjalnej aktywnosci biologicznej,
w szczego6lnosci przeciwnowotworowe;.

Triapina nalezy do klasy a(N)-pirydylowych pochodnych i jest jednym z naj-
lepiej zbadanych zwigzkow tiosemikarbazéw. W roztworze triapina z jonami metali
dwuwarto$ciowymi Fe’" i Cu®* zachowuje si¢ bardzo podobnie: monomeryczne
kompleksy zaczynaja sie tworzy¢ juz w pH<2, gdzie biskompleksy powstaja w pH > 2,
a w pH zasadowym powstajg hydrokso-formy kompleksowe. Jedyng réznicg jest
powstanie dwujadrowej formy kompleksowej [Cu;'L,] w ukladzie Cu®*-Triapina
w zakresie pH 6-9 [1]. Dla ukladu Fe*'-Triapina zaobserwowano tylko dwie formy
kompleksowe Fe’'L oraz Fe*'L,, przy czym dominacja biskompleksu nastepuje pra-
wie w calym zakresie pH 3-10. W przypadku jonéw metali dwu- i tréjwartoscio-
wych, utworzenie komplekséw nastepuje z zaangazowaniem do sfery koordynacyj-

nej dwdch atomow azotu (N, oraz atomu siarki (S( 14].

(pirydynowy)’ N(azometynowy) hydrazonowa)) [

Rysunek 5. Wzory strukturalne wybranych ligandéw tiosemikarbazonowych (pochodnych triapiny) omawia-
nych w pracy
Figure 5. Structures of sellected thiosemicarbazones (derivatives of Triapine) discussed in this review

W latach 2011-2015, zbadano wlasciwosci koordynacyjne dla serii ligandow
tiosemikarbazonowych bedacych N-heterocyklicznymi analogami triapiny [1, 10,
14, 15] (Rys. 5, Tabela 1).

W Tabeli 1 zaprezentowano dane dotyczace statych trwatosci oraz wartosci pM
dla zwigzkéw koordynacyjnych a(N)-pirydylowych tiosemikarbazonéw (FTSC,
PTSC, APTSC, FaTSC, AcTSC) i ich pochodnych (mPip-dm-FTSC i Morph-dm-
-FTSC) oraz salicylaldehydtiosemikarbazonu (STSC) z jonami Cu** i Fe** oraz Fe™.
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Tabela 1. Poréwnanie stalych trwalosci oraz wartosci pM dla ligandow tiosemikarbazonowych, pochod-
nych triapiny, z jonami metali Cu®* i Fe*'/Fe’*
Table 1. Comparison of stabilities constants and pM values for Cu™ i Fe*'/Fe’* complexes of selected
thiosemicarbazones
mPip- Morph-
Triapina | FTSC PSTC | APSTC | FaTSC | AcTSC dm- dm- STSC
FTSC FTSC
logf3[CuLH,] - - - - - 27.5 - -
logf[CuLH] - - - - - 26.47° 20.3¢ 23.03¢
logB[CuL] 13.89" 13.57* | 13.95° - - 20.26" 18.86° 19.02°
logf[CuLH ] 5.89° - 7.20° - - 8.4¢ 7.2¢ 8.75¢
logB[CuLH ] -5.98° - - - - - - -
logf[CuL,H] 27.16" 2749 | 28.11° - - - - -
logf[CulL,] 20.32° 21.23* | 21.90° - - - - -
logB[Cu,L,] 38.79° 39.00° | 41.12° - _ _ _ -
pCu™ 11.56 1149 | 12.82 17.80 17.02 18.48
logf3[Fe*'LH] 15.91° - - - 15.96" - 21.00°
logB[Fe*L] 1229 | 1248 | 1327 | 14.37° | 11.23"° | 14.37° 13.56°
logf[Fe’'LH ] - - - 8.92 - - -
logf3[Fe*'L,H] 27.70° 262° | 2754° | 29.09° | 2741 | 28.35° 32.73¢
logf(Fe*'L,] 2255 | 2231° | 2337° | 2416" | 21.59° | 2375 24.73¢
logf3[Fe*L,H ] 10.83" - - - 10.44° | 12.97° 16.12°
pEe’* 11.60 10.51 1290 | 14.61 9.03 11.57 17.96
logf3([Fe*'LH] 14.03" 14.48" 17.5° 1548" | 16.77° | 16.69" 22.26°
logf3([Fe™'L] - - - - - - 18.68°
logf[Fe™'L,H] - - - - - - 39.14°
logB([Fe™'L,] 2625" | 25.44° | 30.89" | 28.59" | 30.51" | 29.70° 34,02¢
logB[Fe*LH ] - - - - - - 22.72¢
pFe™ 15.29 1359 | 2041 18.61 17.90 | 17.26 26.82
Stale trwaloéci zostaly wyznaczone w DMSO/H,0 30%, T = 298K, I = 0,1 KCl. Wartosci pM = -log [M]

zostaly policzone w pH 7,40; dla C /C, = 10; C,, = 1 uM. (A) [1], (b) [14] (¢) [10] (d) [15].

Dla a(N)-pirydylowych

tiosemikarbazonow,

analogéw Triapiny,

réw-

niez zaobserwowano tworzenie mono- i bis-komplekséw z jonami Fe’* oraz
Fe'". Monomeryczne kompleksy z jonami Fe® zaczynaja sie tworzy¢ w pH
ponizej 2, a w wyniku ich powstania na widmach UV-Vis mozna zaobserwo-
waé wzrost pasma absorbcji przy 450-500 nm, dla biskomplekséw zaobserwo-
wano pasmo przy 610-620 nm w zakresie pH od 2-10 jest to pasmo z przenie-
sieniem tadunku z jonu metalu na ligand [1, 15].
koordynacji dla komplekséw [Fe*’L] i [Fe*'L,] jest model tréjkleszczowy przy

Sugerowanym sposobem
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zaangazowaniu w sferze koordynacyjnej jonu metalu atomow N | , N
pirydylowy) (azometynowy)
is$

(hydrazonowsy (RYS- 6). Dla Fe’ sugerowano analogiczny sposéb koordynaciji,
co dodatkowo potwierdzono krystalograficznie [16].

Rysunek 6. Schemat proponowanych struktur kompleksow ligandéw tiosemikarbazonowych [1, 10]
Figure 6. Proposed structures for metal complexes of thiosemicarbazones [1, 10]

Kolejne formy komplekséw z jonami Fe** ([Fe*'L,H ] oraz [Fe*’LH_]) powstaja
na skutek deprotonacji czasteczki wody zaangazowanej w koordynacje lub na skutek
wymiany skoordynowanej grupy funkcyjnej na jon hydroksylowy [15].

Ligand STSC zostal zmodytikowany w stosunku do struktury Triapiny poprzez
zastgpienie pierscienia pirydynowego pierscieniem fenolowym. Modyfikacja ta
doprowadzita do zmiany sfery koordynacyjnej jonéw Fe®* oraz Fe™ z N o yridylonyy

(azometynowy)’ S(hydrazonowa) na O(fenolanowy)’N(azometynowy)’ s(hydrazonowa)' Wp rOWadZenie atomu
tlenu jako grupy funkcyjnej w kompleksach Fe’* przyczynilo sie do zwieksze-
nia stalych trwalosci zwigzkéw koordynacyjnych, w poréwnaniu do kompleksow
a(N)-pirydynowych o okolo 4 rzedy (Tab. 1), ale nie zmienito stechiometrii zwigz-
kéw w roztworach wodnych. Ponadto kompleks [Fe’*(STSC),] zostat wyizolowany
w postaci krysztatu [17]. Podobnie jak w przypadku a(N)-pirydynowych tiosemi-
karbazonéw, tworzenie sie¢ monomerycznych komplekséw Fe* skutkuje pojawie-
niem si¢ pasm absorbcji przy 430-480 mn, a biskomplekséw - pasm przy okoto
600-620 nm [1, 10].
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Geometria zwigzkéw kompleksowych jonéw Cu’* wyréznia sie ze wzgledu
na wplyw efektu Jahna-Tellera, i co za tym idzie: odksztalcenia od geometrii tetra-
edrycznej. Kompleksy Cu*" a(N)-pirydynowych TSCs charakteryzuja sie ta samg
sferg koordynacji co jony Fe’* oraz Fe’'. Przy uzyciu technik badawczych, takich
jak paramagnetyczny rezonans elektronowy oraz spektrometria mas, dwujadrowe
formy komplekséw z jonami Cu(II) zaobserwowano tylko dla Triapiny, PTSC oraz
APTSC; forma [Cu,L,] réwniez zostata uwzgledniona i zaakceptowana w modelu
potencjometrycznym [1].

Dla pochodnych a(N)-pirydynowych, wydluzonych o ugrupowanie morfoli-
nowe czy metylo-piperazynowe (Morph-dm-FTSC i mPip-dm-FTSC odpowied-
nio), zaobserwowano tylko monomeryczne kompleksy Cu**. W zakresie pH od 5 do
8 tworzy sie kompleks cztero-kleszczowy z zaangazowaniem trzech atoméw azotu
pochodzacych z ugrupowania morfolinowego/piperazynowego, pirydynowego oraz
azometynowego ugrupowan i jednego atomu siarki z grupy hydrazonowej. Taki
model koordynacji potwierdzono krystalograficznie [15]. Ze zwiekszeniem zasa-
dowodci roztworu tworzy si¢ forma kompleksowa [CuLH_ ], ktéra odzwierciedla
formowanie hydroksokomplekséw, gdzie donorowy atom azotu, pochodzacy od
grupy morfolinowej/piperazynowej, zostal zastagpiony anionem hydroksylowym.
Dla uktadu Cu’*-mPip-dm-FTSC zaobserwowano dodatkowy krok deprotonacji
w pH 6,26, ktory $wiadczy o deprotonacji terminalnego atomu azotu ugrupowania
piperazynowego [15].

Mimo ze state trwalosci sg wiarygodnym wskaznikiem trwalosci kompleksow, to
nie zawsze odzwierciedlaja efektywnos¢ wigzania jonu metalu w okreslonych warun-
kach. Procesy protonacjiliganda, ale tezliczbaicharakter grup wigzacych orazréznice
molowego stosunkumetaludoliganda, majg bardzo duzy wplywnapowstawanie form
kompleksowych w réznym pH. Wobec powyzszego, w celu poréwnania sily wigzania
jonow metalu przez ligandy tiosemikarbazonowe, obliczamy stezenie wolnych jondw
metalu w okreslonych warunkach stezen metalu i liganda oraz w konkretnym pH.
Im wyzsza warto$¢ pM (dla miedzi oznaczane jako pCu™, dla jonéw zelaza pFe®'/
pFe’, tym skuteczniej ligand wigze jony metalu w zadanych warunkach, Réwna-
nie (1).

pM(II/IIL) = - log[M(II/I11)], (1)

Stezenie wolnych jonéw metalu wyznaczonodlac, ,=1:10°Mic,=1-10"M,
w warunkach pH 7,4 i 25°C. Obliczone wartosci pM przedstawione sa w Tabeli 1.

Z wyliczonych danych wynika, ze w zadanych warunkach najmocniej jony
Fe**/Fe’* oraz Cu™* wiaza ligand STSC, pFe“ = 17,96, pFe3+ = 26,82, pCu2+ =18,48.
Wysoka wartoéé¢ pCu®* wykazuja réwniez mPip-dm-FTSC oraz Morph-dm-FTSC,
ktore charakteryzuja si¢ czterokleszczowym sposobem koordynacji. Z oméwionych
danych wynika, ze N-dimetylowane ligandy sg silniejszymi chelatorami jonéw metali
przejsciowych, w poréwnaniu do Triapiny, a czterokleszczowy sposdb wigzania
zwigksza stabilno$¢ komplekséw Cu**-tiosemikarbazon. Dane literaturowe pokazuja
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réwniez, ze wigksza stabilno$¢ kompleksow ligandéw z grupami metylowymi prze-
kfada si¢ na ich zwigkszong aktywnos¢ biologiczng. Potwierdza to ogdlng zaleznos¢,
ze aktywno$¢ biologiczna zwiazkow jest $cisle zwigzana z ich strukturg i poprzez
jej odpowiednie modyfikacje mozna zmienia¢ wlasciwosci badanych zwigzkow
[1, 10].

Wybor rozpuszczalnika DMSO/H,O 30% w/w podyktowany jest niska roz-
puszczalnoscia komplekséw w $rodowisku wodnym, w stezeniach potrzebnych
do fizyko-chemicznej analizy komplekséw, rzedu 10~° M. Niska rozpuszczalnosé
zwigzkow koordynacyjnych nie jest przeszkoda w warunkach eksperymentéw bio-
logicznych, wykonywanych w stezeniach 10° M. W takich warunkach kompleksy
tiosemikarbazonow sg dobrze rozpuszczalne w wodzie.

1.3. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Aktywnos¢ biologiczna tiosemikarbazonow jest $cisle zwigzana z ich zdolnoscia
do chelatowania jonéw metali przej$ciowych. W wigkszosci zanotowanych przypad-
kow kompleksy tiosemikarbazondw wykazuja znacznie wyzszg aktywnosé w porow-
naniu do wolnych ligandéw. Badania komplekséw Fe**/Fe’* oraz Cu** wykazaly, ze sg
one wyraznie bardziej aktywne w procesie niszczenia komoérek lub hamowania syn-
tezy DNA, niz nieskompleksowane ligandy [18]. W ciagu ostatnich lat intensywnie
badanomozliwos¢biologicznegozastosowaniawielukomplekséwomawianychligan-
doéw. W wyniku prowadzonych na przetomie kilkudziesieciu lat badan udowodniono,
ze tiosemikarbazony oraz ich kompleksy moga by¢ stosowane jako $rodki przeciw-
nowotworowe, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne, a takze przeciwwirusowe.
Niektdre z nich sg stosowane jako leki o wyzej wymienionym dziataniu [19].

Pierwsze prace donoszace o zastosowaniu tiosemikarbazonéw jako lekow prze-
ciwko tradowi oraz gruzlicy zostaly opublikowane w potowie lat 90. [20, 21]. W tym
czasie odkryto przeciwbakteryjne dziatanie tiosemikarbazonéw, ktére zostalo
potwierdzone réwniez in vivo. Znanym od roku 1954 srodkiem stosowanym prze-
ciwko Mycobacterium spp. jest indolo-3-tiosemikarbazon [22].

Jeden ze znanych prekursoréw lekéw nalezacy do grupy tiosemikarbazonow,
tioacetazon (Rys. 5) — jest stosowany jako $rodek wspomagajacy leczenie gruzlicy.
Jako prolek, czyli forma nieaktywna farmakologicznie, podawany jest on w potla-
czeniu z substancjg zwigkszajaca jego aktywnos$é. Wykazuje on dzialanie przeciwko
opornym szczepom Mycobacterium tuberculosis. Niestety, tioacetazon okazal sie
szczegolnie toksyczny dla pacjentéw zakazonych wirusem HIV, w zwigzku z czym
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) zajela stanowisko sprzeciwiajace sie stoso-
wania leku u pacjentéw z tej grupy [23]. Konieczne bylo opracowanie analogéow
tioacetazonu, ktére okazaly sie bardziej aktywne biologicznie od swojego prekur-
sora [24].

Badania dotyczace przeciwwirusowych wlasciwosci tiosemikarbazondw
zaowocowaly odkryciem isatyno-f-tiosemikarbazonu, stanowigcego substancje
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czynng leku Metisazon (Rys. 5), stosowanego m.in. w leczeniu ospy. Dzialanie tego
leku opiera si¢ na hamowaniu syntezy wirusowego mRNA [25, 26].

W literaturze zanotowano hamujacy wplyw tiosemikarbazonéw na wzrost paso-
zytniczych pierwotniakéw, bedacych przyczyng malarii. Uwaza si¢, ze omawiane
zwigzki majg wplyw na proces trawienia hemoglobiny w wakuoli zywieniowej
pasozytow. Przypuszczalnie istnieje kilka mechanizméw tego procesu, z ktérych
wszystkie majg niekorzystny wpltyw na zdolnos¢ pasozyta do rozkltadu hemoglobiny
gospodarza, wymaganego dla syntezy odpowiednich bialek. W jednym z mechani-
zméw opisuje sie, ze jako chelatory metali mogace wigza¢ jony Fe’, tiosemikarba-
zony mogg hamowac¢ wzrost malarii poprzez blokowanie dostepnosci tego metalu
dla enzyméw zaangazowanych w szlak biosyntezy hemu [27, 28]. Znaleziono row-
niez nieliczne przyktady komplekséw tiosemikarbazonéw z jonami Cu**, Ni** oraz
Fe™, wykazujacych dziatanie antymalaryczne [9].

Najnowsze doniesienia literaturowe dowodzg, ze zwiazki tiosemikarbazonowe
byty badane w kierunku leczenia choroby Alzheimera (AD) [29, 30]. Pomocne
w leczeniu choroby AD okazaly si¢ réwniez kompleksy bis(tiosemikarbazonowe),
szczegdlnie kompleksy Cu™*. Jedng z przyczyn powstawania tej choroby jest zabu-
rzona homeostaza jonéw miedzi oraz cynku w moézgu. Bis(tiosemikarbazony), ktére
z tatwoscia moga przedostac sie przez blony komdrkowe, moga przyczyniac si¢ do
modulowania stezenia tych jondw, ktérych zaburzona homeostaza przyczynia si¢
do powstawania AD, a tym samym regulowac tworzenie si¢ ptytek f-amyloidowych.
Doktadny mechanizm zaangazowania tych komplekséw w hamowanie patogenezy
choroby Alzheimera jest nadal w trakcie badan [31]. Opracowano serie zwigzkow,
ktore w strukturze zawieraja farmakofor 1-benzylopiperydyny z Donepezilu (kli-
nicznie uzywanego inhibitora acetylocholinoesteroazy AChE) oraz reszte tiose-
mikarbazonu chelatujacego metal. Tak zaprojektowane zwigzki mialy umozliwi¢:
(1) chelatowanie metali aktywnych redoks (zapobieganie wytwarzania RFT oraz
agregatow biatkowych); (2) hamowanie aktywnosci acetylocholinoesterazy (w celu
zwigkszenia poziomu ACh); i (3) indukeje autofagii (w celu usunigcia toksycznych
agregatow bialkowych). Ponadto unikalna grupa tiosemikarbazonéw wykazata
ogolnie niska cytotoksycznos¢, ktéra jest inng kluczowa wilasciwoscia w leczeniu
AD. Sposérdd badanych tiosemikarbazonéw wiodacy okazal si¢ zwigzek 4-N-(1-ben-
zylopiperydyn-4-ylo) tiosemikarbazon pirydoksalu (PBPT). Srodek ten wykazal
najbardziej obiecujaca wielokierunkowg aktywnos¢, podkreslajac potencjat liganda
wiodacego, PBPT, jako obiecujacego wielofunkcyjnego $rodka do leczenia AD [32].

Znaleziono rowniez inne zastosowanie dla komplekséw bis(tiosemikarba-
zonowych) z jonami Cu®". Prowadzone s3 badania nad wykorzystywaniem tych
kompleksow jako radiofarmaceutykéw do obrazowania czgsteczkowego procesow
metabolicznych i fizjologicznych [33].
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1.4. AKTYWNOSC PRZECIWNOWOTWOROWA

W literaturze opisywane jest kilka mechanizmoéw oddzialywania tiosemikarba-
zonow i ich komplekséw w terapii przeciwnowotworowej. Wszystkie z nich oparte sg
na zdolno$ci omawianej grupy ligandéw do trwalego kompleksowania jondw mie-
dzi lub zelaza [18]. Najszerzej opisywane mechanizmy dotycza hamowania aktyw-
nosci reduktazy rybonukleotydowej (RR), Fe-zaleznego enzymu odpowiedzialnego
za dostarczanie - prekursoréw niezbednych do syntezy DNA, odpowiedzialnych
zanamnazanie komorek [34]. RR sklada sie z dwdch podjednostek (R11iR2). Podjed-
nostkaaktywnaenzymu (R2),ktorejkofaktoremjestrodniktyrozynowy,stabilizowana
jest przez jon zelaza [35]. Ze wzgledu na wzmozony podzial i wiekszg aktywno$¢ RR,
komorki nowotworowe maja zwigkszone zapotrzebowanie na jony Zelaza. Hamowa-
nie aktywnosci RR spowalnia szybko$¢ namnazania si¢ komoérek nowotworowych.
W latach 60. sugerowano, ze obnizenie aktywnosci RR jest powodowane przez
wigzanie i dezaktywacje jonow zelaza niezbednych do prawidlowego funkcjonowa-
nia enzymu, przez wprowadzane do komorki chelatory tego metalu [36]. Drugim
mechanizmem hamujacym dziatanie RR i wplywajacym destrukcyjnie na komorke
nowotworowa jest zainicjowany przez kompleksy tiosemikarbazonowe wzrost
produkgji reaktywnych form tlenu (RFT) wptywajacych destabilizujaco na rodnik
tyrozynowy, niezbedny do aktywnosci enzymu [12]. Mechanizm dziatania jednego
z przedstawicieli tiosemikarbazonéw, Triapiny (Rys. 5), bedacej obecnie w II fazie
badan klinicznych, opiera si¢ na hamowaniu RR poprzez generowanie RFT [37,
38]. Aktywno$¢ ta zostala zanotowana zaréwno in vitro, jak i in vivo [39]. Triapina
wykazuje wysokie powinowactwo wobec jonéw Fe™*, a tworzone kompleksy reaguja
z czasteczkowym tlenem, czego wynikiem jest wzmozona produkcja RFT [14].
Mimo Ze Triapina podczas wieloletnich badan klinicznych wykazywala szereg skut-
kow ubocznych, takich jak zmeczenie, nudnosci czy wymioty, a nawet niedotlenie-
nie i niedoci$nienie, badania wcigz sa kontynuowane [40]. Dotyczg one wykorzy-
stania synergicznego dzialania Triapiny w polaczeniu z powszechnie stosowanymi
lekami przeciwnowotworowymi. W uktadzie takim Triapina ma za zadanie op6z-
nia¢ procesy naprawcze DNA po uszkodzeniach wywolanych podanymi wcze$niej
$rodkami [41].

Kolejnym, opisywanym w literaturze mechanizmem antynowotworowej
aktywnosci tiosemikarbazonow, jest ich zdolno$¢ do hamowania ATP-zalez-
nego enzymu topoizomerazy Ila. Enzym ten odpowiedzialny jest za zmiany
w strukturze przestrzennej DNA. Ulatwia on zachodzenie takich proceséw, jak
replikacja, transkrypcja oraz rekombinacja, w zwigzku z czym zahamowanie aktyw-
nosci tego enzymu uszkadza DNA oraz zatrzymuje cykl komdrkowy [42, 43].

Aktywno$¢ tiosemikarbazonowych komplekséw Cu®* opiera si¢ na dostar-
czaniu jonéw Cu** do komérek nowotworowych w postaci komplekséw. Po wpro-
wadzeniu kompleksu do wnetrza komoérki, w cytozolu, jony Cu** redukowane sg
do jonéw Cu’, wobec ktorych ligandy tiosemikarbazonowe wykazuja znacznie
nizsze powinowactwo. W zwiazku z tym, na skutek dysocjacji, Cu" odlgcza si¢ od
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liganda, ktéry w postaci niezwigzanej opuszcza komorke. Dostarczana w ten sposob
do komorki neoplastycznej Cu’ zatruwa jg, w wyniku czego hamuje jej czynnosci
zyciowe — synteze DNA oraz fosforylacje oksydacyjng [44, 45].

Wielotorowy charakter aktywnosci przeciwnowotworowej tiosemikarbazonéw
jest inspiracjg przy projektowaniu nowych zwigzkoéw, jako potencjalnych lekow
przeciwnowotworowych. Oprdcz opisanej powyzej Triapiny, bedacej najbardziej
obiecujacym zwigzkiem z grupy tiosemikarbazonéw, nalezy wspomnie¢ réwniez
o pochodnych zawierajacych dwa pierscienie pirydylowe (DpT) (Rys. 5), wyka-
zujacych aktywnos$¢ przeciwnowotworowsa, zardéwno w warunkach in vitro, jak
i in vivo [46]. Najskuteczniejszym chelatorem tej grupy jest Dp44mT, ktory zostat
przebadany na 28 liniach nowotworowych, m.in. bialaczki, szpiczaka mnogiego,
raka piersi, wykazujac w wigkszosci przypadkow aktywnosci na poziomie nanomo-
lowym [46]. Poréwnujac jego aktywnos¢ antyproliferacyjng oraz indeks terapeu-
tyczny z Triaping oraz doxorubicyng, Dp44mT jest najbardziej aktywna substancja
na poziomie in vitro. Kolejne badania biologiczne na modelu mysim potwierdzity
wysokg aktywnos$¢ tego chelatora, prowadzac do catkowitego zaniku guza [47].
Niestety badania in vivo ujawnily réwniez kardiotoksycznos¢, ktora zdyskwalifiko-
wala Dp44mT z dalszych badan klinicznych [46]. W wyniku intensywnych badan
otrzymano kolejny bardzo skuteczny analog — DpC. Zwigzek ten wykazal w bada-
niach in vivo i in vitro o wiele wyzsza skuteczno$¢ oraz tolerancje niz jego poprzed-
nik Dp44mT [48]. Najnowsze doniesienia podkreslaja szczegdlng skuteczno$é
DpC wzgledem ludzkiego raka trzustki na modelu in vivo, wyzszg niz stosowany
powszechnie w medycynie lek gemcytabina [49].

Podstawowym mechanizmem dzialania obu zwigzkéw, Dp44mT oraz
DpC jest ich zdolnos¢ do chelatowania jondéw zelaza oraz miedzi, co moze spo-
wodowac tzw. ,podwdjne uderzenie” (ang. double punch). W pierwszej kolej-
nosci, poprzez zwigzanie wewnatrzkomdrkowego zelaza nastepuje zatrzy-
manie cyklu komoérkowego. Nastepnie tworzace sie kompleksy z zelazem lub
miedzig uczestnicza w reakcji Fentona, generujac reaktywne formy tlenu (RFT),
w szczegolnosci rodnik hydroksylowy, ktory dziala cytotoksycznie na komorki
(50, 51].

Co wiecej, ze wzgledu na dobra tolerancje pacjentéw na lek, podawany
droga dozylng oraz doustng, brak wigkszych skutkéw ubocznych w optymal-
nych dawkach, a takze dobry profil farmakokinetyczny, DpC w 2016 roku wszed!
w I faze¢ badan klinicznych (NCT02688101) [52].

Inspirujac sie silng aktywno$cig przeciwnowotworowa ligandéw z klasy
DpT (Rys. 5), skonstruowano nowa klase zwigzkow, poprzez zastapienie jed-
nego pierscienia pirydylowego pierscieniem fenolowym, otrzymujac zwigzki
z serii BpT [53]. Modyfikacja ta zwigkszyta ich liofilowos¢, utatwiajac tym samym
wnikanie do wnetrza komdrek [54]. Obie grupy ligandéw charakteryzuja sie sze-
rokim zakresem aktywnosci. Obok hamowania RR, oddzialuja one réwniez na
inne czasteczki istotne podczas przebiegu cyklu komérkowego, np. topoizome-
raze Ila [55, 56].
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Podczas projektowania nowych tiosemikarbazonéw o potencjalnym dziala-
niu antyneoplastycznym nalezy pamigtad, ze na ich aktywnos$¢ ma wplyw przede
wszystkim struktura wplywajaca na ich zdolnosci koordynacyjne, liofilowo$¢ oraz
rozpuszczalnos¢ w wodzie. Poprzez wprowadzanie odpowiednich grup funkcyj-
nych, mozna modyfikowa¢ wymienione cechy tak, by zoptymalizowa¢ aktywnos¢
zwigzkow i ich komplekséw oraz zmniejsza¢ skutki uboczne, jakie moga wywoly-
waé podczas testow in vivo.

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Przeglad literatury wyraznie wskazuje, Zze tiosemikarbazony stano-
wig grupe zwigzkéw o znacznym potencjale aktywnosci biologicznej, dzieki
zdolnoséci ligandéw do silnego chelatowania jondéw metali przejsciowych,
w szczegélnoéci Cu® i Fe’'. Tym wiasciwoéciom zawdzieczaja one, m.in. swoja
aktywno$¢ przeciwnowotworowa.

Badane dotychczas tiosemikarbazony tworza trwate kompleksy z omawianymi
kationami metali. Jak dotad, najbardziej obiecujacym zwigzkiem okazala si¢ Tria-
pina, ktora obecnie znajduje sie¢ w fazie badan klinicznych. Poprzez wprowadza-
nie dodatkowych lub nowych grup, mozliwa jest znaczna modyfikacja wtasciwosci
uzyskanych zwigzkéw. Duze znaczenie ma wprowadzanie do struktury tiosemikar-
bazonu dodatkowych atoméw donorowych, ktére moga bra¢ bezposredni udziat
w wigzaniu jonéw metali. Jest to szczegélnie istotne, poniewaz umozliwia zmiane
trwalosci tworzonych przez nie komplekséw oraz ma bezposredni wpltyw na ich
aktywno$¢ biologiczng. Kolejne modyfikacje majg na celu uzyskanie najbardziej
efektywnych ligandow, ktore beda skutecznie dziataly terapeutycznie, nie wywie-
rajgc przy tym negatywnych skutkéw ubocznych. W pracy przedstawiono szereg
ligandow bedgcych pochodnymi Triapiny, charakteryzujgcych sie wyzszg trwalo-
$cig komplekséw tworzonych z jonami Cu®* oraz Fe™, a takze wiekszg aktywnoscia
biologiczng. Najbardziej efektywne okazaly si¢ N-heterocykliczne ligandy, zawiera-
jace w swojej strukturze podstawniki metylowe.

Mimo Ze chemia tiosemikarbazondw jest znana od lat i od dawna przyklada
sie duzg uwage do ich aktywnosci biologicznej, to dopiero ostatnio zaczeto szczego-
fowo badac¢ ich wlasciwosci koordynacyjne wzgledem jonéw metali przejsciowych.
Pozwolifo to na odkrycie zwigzku pomiedzy struktura tworzonych kompleksow,
a ich funkcjg i aktywnoscia in vivo. Prowadzone obecnie badania dotyczace tiose-
mikarbazondéw daja obiecujace wyniki, ktore zostang wkrétce opublikowane w cza-
sopi$mie z listy filadelfijskie;j.
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wych. Ponizsza praca jest podsumowaniem jej dorobku habilitacyjnego.
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ABSTRACT

In the last 30 years, no new class of antibiotic was developed, and resistance to
these already existing has increased dramatically. It seems reasonable to search for
new classes therapeutics, targeting metabolic pathways, which standard therapies
do not aim at.

One of the biggest obstacles in finding effective and specific antibacterial and
antifungal agents, which do not cause serious side effects in patients, is due to the
fact that micro-organisms share many basic metabolic pathways with their human
hosts. One of the significant differences may be the transport system and homeosta-
sis of Zn*" and Ni**.

The review sheds new light on the homeostasis of the two metals in bacte-
ria and fungi. The main points are: (i) determination of Zn*" binding sites on the
C. albicans Pral zincophore and in the N-terminal domain of the C. albicans Zrtl
zinc transporter; description of the geometry and thermodynamics of such bind-
ing (Fig. 5 and 6); (ii) understanding of the bioinorganic chemistry of zincophore
based Zn®" transport (understanding Pral-Zrtl interactions); suggesting how Zn*"
is delivered from the zincophore to the zinc transporter (Fig. 7); (iii) defining the
specificity of zincophore-based transport; showing that they can also transport Ni**
ions; (iv) pointing out Zn** binding sites on amylin , and pramlintide — amylin’s
non-aggregating analogue; describing the thermodynamics of the process (Fig. 10)
and suggesting the potential effect of Zn*" coordination on the antimicrobial effec-
tiveness of amylin (Fig. 11 and 12); (v) defining how the non-coordinating poly-
Gln region affect the structure and how it increases the thermodynamic stability of
nickel complexes of the N-terminal region Hpn-like, a microbial Ni** storage protein
(Fig. 13); (vi) indicating the specific regions of proteins with polyHis and polyGln
regions, which are most likely to bind Ni** and Zn”"; (vii) explaining the effect of pH
and Ni** binding to the N-terminal domain of HypA, a bacterial protein involved in
the maturation of hydrogenase (Fig. 14 and 15); (viii) explaining the average effi-
ciency and selectivity of HupE, a bacterial Ni** transporter (Fig. 16 and 17).

This new piece of knowledge is an interesting contribution to the beautiful,
basic bioinorganic chemistry, which allows for a better understanding of basic
mechanisms in biology and can be the basis in the design of effective, specific and
selective drugs to be used in anti-microbial therapy, e.g. of traditional drugs com-
bined with a part of a zincophore, which is specifically recognized by the fungus.
First biological studies, which show that Candida albicans recognizes the C-terminal
region Pral, have already been carried out (see Figure 8 and its description).

Keywords: Zn”* and Ni’* transport, microbial metal homeostasis, metal-peptide
structure and thermodynamics

Stowa kluczowe: transport 7Zn** i Ni**, homeostaza metali drobnoustrojach, struk-
tura i termodynamika ukladéw metal-peptyd
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WPROWADZENIE

Infekcje wywotywane przez lekooporne bakterie zabijaja rocznie co najmniej
700 000 osob. W ciaggu ostatnich 30 lat nie wynaleziono zadnej nowej klasy anty-
biotyku, a oporno$¢ na te juz istniejagce dramatycznie wzrosta. Wedtug szacunkow
Komisji Europejskiej, jesli obecny stan wiedzy nie ulegnie zmianie, w 2050 roku
lekooporne bakterie i grzyby beda przyczyna ponad 10 milionéw zgonéw (Rys. 1).
Nowe terapeutyki i sposoby specyficznego dostarczania ich bezposrednio do mikro-
organizmow sg intensywnie poszukiwane.

Deaths attributable to antimicrobial resistance every year by 2050
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Source: Review an Antimicrobial Resistance 2014

Rysunek 1. Szacunki Komisji Europejskiej co do liczby $miertelnych infekcji spowodowanych lekoopornymi
mikroorganizmami [1]

Figure 1. European Commission’s Estimates as to the number of fatal infections caused by resistant micro-
-organisms [1]

Obecnie stosowane antybiotyki celuja w szereg jasno okreslonych punktéow
metabolizmu bakterii: (I) uszkadzajg btone¢ protoplazmatyczna (polimyksyny, lipo-
peptydy), (II) blokuja synteze $ciany komoérkowej (beta-laktamy, cykliczne gliko-
peptydy), (III) blokuja synteze biatek (tetracykliny, aminoglikozydy, makrolidy),
(IV) blokuja synteze kwaséw nukleinowych (fluorochinolony, rifamycyny) czy
(V) innych szlakéw metabolicznych (sulfony, sulfonamidy) [2].

Podobnie wyglada sprawa lekéw przeciwgrzybicznych — wyrézniamy terapeu-
tyki (I) zaburzajace funkcje btony komoérkowej (polienowe lub pochodne pirydonu),
(II) inhibitory biosyntezy ergosterolu (azolowe, triazolowe, pochodne alliloaminy
i fenylomorfoliny, (III) inhibitory syntezy kwaséw nukleinowych (analogi cytozyny)
oraz (IV) inhibitory syntezy $ciany komorkowej (echinokandyny) [3].
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Rozsadne wydaje si¢ poszukiwanie nowych klas terapeutykéw - celowanie
w szlaki metaboliczne, w ktdre nie celujg jeszcze standardowe terapie, wobec ktd-
rych mikroorganizmy zdazyly nabra¢ odpornosci.

Jedna z najwiekszych przeszkdéd w znalezieniu skutecznych i specyficznych
lekéw przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych, ktére nie powoduja powaznych
skutkdéw ubocznych u pacjentéw, wynika z faktu, ze mikroorganizmy dziela wiele
podstawowych szlakéw metabolicznych ze swoim ludzkim gospodarzem, szczegdl-
nie grzyby (oba sg eukariotami), o wiele wigcej niz z prokariotycznymi bakteriami.
Do opracowania specyficznego leku przeciwgrzybicznego lub przeciwbakteryjnego
wazne jest, aby zrozumie¢ rdéznice w metabolizmie cztowieka i drobnoustroju,
i w nie celowaé. Taka znaczacg réznicag moze by¢ np. system transportu i home-
ostaza cynku(II) i niklu(II). Utrzymanie prawidlowej homeostazy tych jonéw metali
jest jednym z niezbednych elementdw dla przezycia i wirulencji bakterii i grzybdow.

Swiat nauki zaczal rozwazaé te zaleznos¢ jako potencjalny cel terapeutyczny
okoto dziesieciu lat temu, zauwazajac zwigzek miedzy tzw. odpornoscig odzywczg
(ang. ‘nutritional immunity’), a homeostaza jonoéw metali. Od tego czasu liczba prac,
ktorych tematem jest zaréwno odpornos¢ odzywecza, jak i homeostaza jondw metali,
ro$nie niemal logarytmicznie (Rys. 2).

Rysunek 2. Wyszukiwanie fraz ‘nutritional immunity’ i ‘metal ions’ w ISI Web of Knowledge (1.03.2018)
Figure 2. Searched phrases: ‘nutritional immunity’ and ‘metal ions’ in IST Web of Knowledge (1.03.2018)

Cynk to drugi (po Zzelazie) najbardziej rozpowszechniony metal bloku d
w zywych organizmach [4]. Jest takze kluczowym czynnikiem wirulencji patogendw.
Jest obecny w dysmutazie ponadtlenkowej (SOD) i innych centralnych enzymach
bakterii i grzybow zwigzanych z detoksykacja reaktywnych form tlenu, wytwarza-
nych przez komdrki gospodarza podczas interakcji gospodarz-patogen [5]. Metalo-
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proteinazy wigzace cynk uczestnicza w inwazji patogenu; s to np. metaloproteinazy
ADAM lub deuterolizyna (z dwoma histydynami wigzacymi cynk i katalitycznym
glutaminianem w jego centrum katalitycznym) [6, 7]. Warto wspomnie¢, ze jedng
z grup enzymow, ktore wymagaja jonéw Zn** jako kofaktora, s3 metalo-beta-lakta-
mazy (np. New Delhi metalo-beta-laktamazy 1 (NDM-1)), zdolne do dezaktywacji
antybiotykow beta-laktamowych, stosowane w leczeniu infekcji wielolekowych [8].

Wychwycenie tego metalu nie jest prostym zadaniem; catkowite stezenie cynku
w tkankach gospodarza waha si¢ w zakresie od 11-23 pM, a stezenie wolnego Zn*'
to 0,1-1 nM [3]. Organizm gospodarza jakby instynktownie reaguje na niezbed-
nos¢ cynku dla grzybowych patogenéw i ogranicza (i tak juz skapy) poziom wolnego
Zn** ograniczajac aktywno$é wlasnych transporteréw lub poprzez ekspresje biatek
wiazacych cynk, takich jak np. produkowane przez neutrofile kalprotektyny [3].

Jony niklu sg kolejnym przykltadem jonéw metali bloku d, ktére sg niezbedne
dla patogenéw; sg kofaktorami dziewieciu enzymdw: ureazy, hydrogenazy, dehy-
drogenazy tlenku wegla, syntazy acetylo-CoA, dysmutazy ponadtlenkowej, reduk-
tazy metylo-koenzymu-M, dioksygenazy, glioksalazy i racemazy mleczanowej [9].
Z wyjatkiem ureazy, enzymy te wystepuja tylko w mikroorganizmach i dlatego sa
doskonatym celem terapeutycznym. Warto wspomnie¢, ze czlowiek nie posiada zad-
nego niklowo-zaleznego enzymu i ten pierwiastek bylby calkowicie zbedny, gdyby
nie obecnos¢ potrzebujacych niklu symbiotycznych bakterii w organizmach ssakow.

Opisane nizej prace majg istotny aspekt poznawczy, ktory ma przetozenie na
rozw6j co najmniej kilku dziedzin: (I) po pierwsze, s3 wktadem do pigknej, pod-
stawowej chemii bionieorganicznej cynku i niklu - zostal wyjasniony sposéb koor-
dynacji, wskazane miejsca wigzania i wyjasniona termodynamiczna stabilnos¢; po
drugie (II), uzyskane wyniki pozwalajg zrozumie¢ nieorganiczng biochemie bialek
uwiklanych w homeostaze i transport Zn** i Ni*'; po trzecie (III), doniesienia te
moga by¢ pierwszym krokiem w kierunku znalezienia nowych, specyficznych
przeciwgrzybowych i przeciwbakteryjnych terapeutykéw opartych na fragmentach
biologicznie istotnych biatek (chaperonéw, cynkoforéw) potaczonych zlekiem prze-
ciwdrobnoustrojowym.

Badania przedstawione w tej publikacji sktadajg si¢ na cykl prac, ktérych ogdél-
nym celem bylto wyjasnienie elementéw homeostazy niklu(II) i cynku(II) u bakterii
i grzybow. Cele szczegdtowe to:

~ zrozumienie chemii bionieorganicznej transportu Zn*', opartego na cynko-

forach - wskazanie miejsca koordynacji Zn*" na cynkoforze Pral i cynko-
wym transporterze Zrtl z Candida albicans; okreslenie specyficznosci tego
typu transportu wzgledem jonéw Zn®* i Ni**,

- wytlumaczenie roli koordynacji jonéw Zn** na przeciwdrobnoustrojows

efektywnos¢ dzialania amyliny; okreslenie geometrii wigzania i parametréw
termodynamicznych powstajacego kompleksu



WYJASNIENIE ELEMENTOW HOMEOSTAZY NIKLU(II) I CYNKU(II) U BAKTERII I GRZYBOW 475

- zrozumienie wplywu niekoordynujacych reszt aminokwasowych na termo-
dynamiczng stabilno$¢ niklowych komplekséw wybranych bakteryjnych
bialek magazynujacych Ni**

— okreslenie roli pH i obecnosci Ni** na wigzanie si¢ Zn** do tzw. struktural-
nego rejonu HypA, bakteryjnego biatka uwiktanego w poprawne fatdowa-
nie si¢ hydrogenazy

- wskazanie rejonéw i precyzyjnych donoréw wigzacych jony Ni**, Cu** i Zn*"
w blonowym niklowym transporterze HupE; okreSlenie termodynamiki
wigzania i wyjasnienie specyficznosci transportera.

1. WYCHWYT JONOW Zn** PRZEZ BAKTERIE I GRZYBY

Cynk jest jednym z kluczowych skladnikéw odzywczych dla gatunkéw ze
wszystkich krélestw, bedac strukturalnym lub katalitycznym skladnikiem setek
enzymow, niezbednych dla przezycia zaréwno patogennych mikroorganizméw,
jak i ich gospodarzy. 9% proteomu bakteryjnego i grzybowego to biatka wigzace
cynk; ich gtéwna funkcje jest regulacja transkrypcji i innych proceséw biologicz-
nych [10]. Jak wspomniano juz we wstepie, — biatka wigzace cynk(II) sa podstawa
wirulencji mikroorganizméw i nie ulega watpliwosci, ze wychwytywanie Zn** ma
zasadnicze znaczenie dla zjadliwo$ci i przezycia patogendw w organizmie gospoda-
rza. Wychwycenie tego metalu jest skomplikowanym procesem, m.in. ze wzgledu na
subnanomolowe stezenie wolnego Zn™".

Praca [11] jest przegladem homeostazy cynku u bakterii i ludzi. Wyjasnia zna-
czenie tego skladnika odzywczego dla patogendw, opisuje role czujnikéw cynku,
regulatordw i transporteréw oraz podsumowuje rozne systemy pobierania i rézne
biatka zaangazowane w homeostaze cynku - zaréwno te uzywane do przechowywa-
nia, buforowania i sygnalizacji wewnatrz komorki, jak i te wydalane w celu uzyska-
nia Zn** od gospodarza. Wyjasniono ludzka, zalezng od cynku odpowiedz uktadu
odpornosciowego, ze szczegélnym uwzglednieniem ‘cynkowej odpornosci odzyw-
czej (ang.: zinc nutritional immunity), procesu opisujacego wspotzawodnictwo mig-
dzy bakteriami lub grzybami, a zywicielem tego mikroorganizmu, podczas ktérego
zaréwno patogen, jak i gospodarz prébuja kontrolowaé dostepnosé cynku(II). Ta
wyrafinowana walka o Zn** moze by¢ uznana za potencjalny cel dla nowych terapii
przeciwbakteryjnych.

W ciagu ostatnich 30 lat, nie tylko antybiotykooporne bakterie, ale i lekooporne
grzyby staly si¢ coraz czg¢stszym problemem — nowe terapeutyki i sposoby specyticz-
nego dostarczania ich bezposrednio do grzyba sg intensywnie poszukiwane. Jedng
z najwiekszych przeszkdd w znalezieniu skutecznych i specyficznych lekéw prze-
ciwgrzybicznych, ktore nie powodujg powaznych skutkéw ubocznych u pacjentow,
wynika z faktu, ze grzyby dzielg wiele podstawowych szlakéw metabolicznych ze
swoim ludzkim gospodarzem (oba sg eukariotami), o wiele wiecej niz z prokario-
tycznymi bakteriami. W celu opracowania wysoce specyficznego leku przeciwgrzy-
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bicznego wazne jest, aby zrozumie¢ i celowaé w réznice w metabolizmie czlowieka
i grzyba. Znaczaca réznica miedzy komorkami mikroorganizméw i ssakow jest
system transportu cynku, mikroelementu niezbednego dla prawie wszystkich orga-
nizmoéw [11, 12].

Chorobotworcze grzyby przystosowaly sie do nalozonych przez gospodarza
cynkowych limitéw poprzez rozwéj dodatkowych mechanizméw pozyskiwania
tego metalu - wydzielajg specyficzne biatka chelatujace, ktore wigzg Zn** i dostar-
czaja go do grzybowego transportera blonowego (sposéb ich dzialania jest podobny
do dobrze znanych sideroforéw — sekretowanych przez bakterie lub grzyby nisko-
czgsteczkowych noé$nikow zelaza).

Pojecie ‘cynkofor’ i odkrycie sposobu jego dziatania jest relatywna nowoscia
w $wiecie nauki. Citiulo i wspolpracownicy wyjasnili szczegoty tego mechanizmu
u C. albicans [13]: (I) po inwazji komoérek gospodarza, w zasadowym pH i malej
ilosci wewnatrzkomorkowego cynku wytwarzany jest Pral (ang. pH-regulated anti-
gen 1, antygen regulowany pH; 299 aminokwasowe biatko); (II) Pral jest uwalniane
z powierzchni strzepkéw grzyba; jest to niezbedne dla wzrostu grzyba i powoduje
uszkodzenia $rédblonka gospodarza [14]; (III) Pral wigze cynk z otaczajacych tka-
nek (wolny Zn** lub zwigzany do bialek gospodarza) i (IV) wraca do grzyba i za
pomoca membranowego transportera Zrtl przekazuje Zn** komérce grzybowej
(Rys. 3) [11]. Geny pral i zrt1 s3 ko-ekspresjonowane [15]. Delecja genu pral unie-
mozliwia C. albicans wykorzystanie cynku gospodarza i tym samym nie pozwala na
wzrost grzyba i uszkadzanie otaczajacych komorek [11].

Rysunek 3. Schemat pobierania Zn** przez C. albicans z komérek gospodarza; sekretowany cynkofor Pral
wigze wolny lub zwigzany do innych bialek gospodarza cynk i wraca na powierzchnie grzyba,
gdzie oddzialuje z transporterem Zrt1, w celu przekazania Zn** komoérce

Figure 3. Schematic model of C. albicans zinc scavenging from host cells. After invasion of the host cell,
Pral is expressed and secreted. It binds zing, either in the form of free Zn(II) (extremely sparse
in the cellular pool) or from zinc-binding proteins of the host. Reassociation with C. albicans cell
surface and Zn(II) transport into the cell occurs via a Pral-Zrtl interaction

Jednym z celéw podjetych przeze mnie badan jest zrozumienie interakcji Zn**
z cynkoforami i transporterami cynku z Candida albicans, najczestszej przyczyny
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zakazen grzybiczych u ludzi. Ten zazwyczaj bedacy komensalem grzyb bywa naj-
czestsza przyczyng kandydozy - stanu obejmujacego infekcje od powierzchownych,
poprzez chroniczne, az do przewleklych, systemowych i potencjalnie zagrazajgcych
zyciu candidemii.

Chcieli$my zrozumie¢ chemi¢ bionieorganiczng transportu cynku do C. albi-
cans opartg o cynkofor Pral, ktéry dostarcza metal do transbtonowego transpor-
tera cynku Zrt1 poprzez (I) wskazanie miejsca wigzania Zn** zaréwno na Pral, jak
i Zrtl, (IT) wyjasénienie termodynamiki interakcji Pral-Zn**-Zrt1 i (III) okre$lenie
selektywnosci tego typu transportu wzgledem jonéw Zn** i Ni*".

Najbardziej popularne miejsca wigzania cynku(II) w bialkach sa do$¢ dobrze
opisane w literaturze [16]. Gléwne ligandy biorace udzial w koordynacji, to reszty
His, Cys, fancuchy boczne reszt kwasowych, czasteczki wody i, - duzo rzadziej, Tyr,
Asn, Ser i Thr. Ze wzgledu na geometri¢ wigzania i udziat koordynujacych reszt,
mozna wyrdzni¢ szes¢ klas miejsc wigzacych cynk: (I) wigzanie cynku do przynaj-
mniej 3 reszt His w motywie HEXXHXXGXXH; (IT) wigzanie do trzech His, z kto-
rych dwie s3 w motywie HXH, a trzecia jest w oddalonej pozycji; (III) wigzanie
do donoréw His i Cys; (IV) udziat dwoch His, reszty kwasowej fanicucha bocznego
Asp lub Glu i czgsteczki wody w wigzaniu; (V) wigzanie Zn®" tylko do kwasowych
ligandéw oraz (VI) inny sklad ligandéw [17]. Naturalnie, chemia koordynacyjna
cynku w biomolekutach nie jest tak prosta, jak to opisano powyzej; istotna dla sta-
bilnosci tego typu komplekséw jest druga powloka interakeji, obejmujaca oddzia-
tywania reszt potozonych blisko miejsca wigzania. Dobrym przykladem moze by¢
wczesniej opisany sposdb oddzialywania kompleksoéw poliHis i poliGln sekwencji
z Ni**, w ktérym region polyGln tworzy sie¢ kooperatywnych wigzain wodorowych
chroniacych rdzen kompleksu przed i innymi kompetycyjnymi ligandami [18].

ZastosowaliSmy wyzej opisane reguly do odnalezienia miejsc wigzacych cynk
w Pral (rejony zaznaczone — wyroznione, na Rysunku 4A; nasze przypuszczenia sg
zgodne z pokazanymi przez Citiulo i in. [11]). Istotnym zagadnieniem jest tez struk-
tura bialka. Pracowali$my z uktadami modelowymi - peptydami, ktére sg fragmen-
tami Pral. Struktura Pral nie zostala, jak dotad, rozwigzana, dlatego postuzylismy
sie programem Phyre2 (wykorzystujacym technike zdalnej homologii do modelo-
wania struktury bialek) [19], ktdry pokazal, ze Pral, a w szczegdlnosci jego C-kon-
cowa cze$¢, jest catkowicie nieustrukturyzowana, a wigc idealna do zastosowania
naszego eksperymentalnego podejscia. Rowniez struktura Zrtl, transportera cynku,
pozostaje nierozwigzana. Uzylismy Phyre2 do modelowania struktury i przewidy-
wania zewnatrz - i wewnatrzkomoérkowych rejonéw tego transportera. Okazuje sig,
ze zewnatrzkomorkowa czeg$¢ Zrtl to N-koniec tego bialka (reszty 1-183, Rys. 4B);
ponadto, rejon ten jest wysoce nieustrukturyzowany.
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Rysunek 4. A) Sekwencja aminokwasowa cynkoforu Pral; B) Sekwencja zewngtrzkomérkowej, N-koncowej
czesci transportera Zrt1. Przewidywane miejsca wigzania Zn** wyrézniono

Figure 4. A) Sequence of the Pral zincophore; B) extracellular sequence of the N-terminal part of the Zrt1
transporter. Predicted Zn** binding sites are highlighted

Wyboru odpowiednich fragmentéw biatek, bedacych modelowymi miejscami
wigzania cynku, dokonano na podstawie dwdch kryteriow: (I) sa one w nieustruk-
turyzowanym rejonie oraz (II) zawieraja przewidywane miejsca (badz kilka miejsc)
wiazgcych cynk. Oparty na cynkoforach system transportu Zn** jest bardzo dobrze
zachowany réwniez u innych grzybow; u A. fumigatus, dwa ko-ekspresjonowane
geny, zrfC i aspf2, sa odpowiednikami zrtI i pral u C. albicans [20]. Wybralismy
takie fragmenty bialek, ktére prawdopodobnie wigzg Zn** i ktérych sekwencja jest
ewolucyjnie dobrze zachowana w cynkoforach Pral z C. albicans i Aspf2 z A. fumi-
gatus (43% homologii).

Na podstawie spektrometrii mas, pokazalismy stechiometrie powstajacych
kompleksow; badania potencjometryczne pozwolily na wyznaczenie cze$ciowych
i calkowitych stalych trwatosci utworzonych komplekséw; NMR pozwolil wskazac¢
precyzyjnie miejsca wigzania metalu. Poréwnanie calkowitych stalych tworzenia
pokazalo, ze C-koncowy region Pral (Ac-SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHAD-
GEVHC-COOH) ma najwigksze powinowactwo do jonéw Zn*" (Rys. 5A). Prawdo-
podobnie to wlasnie ten rejon cynkoforu jest odpowiedzialny za wigzanie metalu.
Spektroskopia NMR pokazala, ze C-koficowy region Pral wiaze Zn** przez cztery
histydylowe imidazole (His288, His290, His292 i His298) (Rys. 6A) [21]. Przypusz-
czalnie to wlasnie miejsce wchodzi w interakcje z transporterem cynku Zrtl.



WYJASNIENIE ELEMENTOW HOMEOSTAZY NIKLU(II) I CYNKU(II) U BAKTERII I GRZYBOW 479

Rysunek 5

Figure 5

Rysunek 6.

Figure 6.
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A)  Wykres kompetycyjny miedzy fragmentami cynkoforu Pral: Ac-IEHY-NH2;
Ac-AEHARDH-NH,; Ac-SHQHT-NH,; Ac-SHCHTHADGEVHC-COOH i Ac-
SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHADGEVHC-COOH oraz jonami Zn’* oraz B) miedzy frag-
mentami transportera Zrt1 (Ac-KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA-NH, i Ac-TDCHFHNS-NH,).
Na podstawie calkowitych statych tworzenia opisuje hipotetyczng sytuacje, w ktorej zmieszano
ekwimolarne ilosci ligandow i metalu. Wykres przedstawia tworzenie sie kompleksu w réznych
wartosciach pH, w 298 K, i = 0,1 M, [Zn*] = [L] = 0,001 M

A) Competition plotbetween the Pral zincophore fragments: Ac-IEHY-NH ; Ac:AEHARDH-NH ;
Ac-SHQHT-NH,; AC-SHCHTHADGEVHC-COOH and Ac-SHQHTDSNPSATTDANSHCH-
THADGEVHC-COOH and Zn® ions and B) between fragments of the Zrtl transporter
(Ac-KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA-NH, and Ac-TDCHFHNS-NH2). On the basis of the
calculated stability constants, the graphs describe a hypothetical situation in which equimolar
amounts of the ligands and metal are mixed. The graph shows the formation of the complex in
different pH values, at 298 K, i = 0.1 M, [Zn*'] = [L] = 0.001 M

Proponowany spos6b wigzania Zn’* do A) cynkoforu Pral i B) transportera Zrt1. Struktura opiera
sie na koordynatach symulowanych przez program Phyre2.". Rysunek zostal wygenerowany za
pomocg Pymol [22]

The proposed binding Zn®" sites on A) the Pral zincophore and B) the Zrtl zinc transporter.
Structures are based on coordinates simulated by Phyre2.". The figure was generated with Pymol
(22]

Do wskazania precyzyjnych miejsc wigzania Zn** na N-konicowym, zewngtrz-
komorkowym rejonie transportera Zrtl uzylismy analogicznego podejscia ekspery-
mentalnego. W fizjologicznym pH, rejonem zdolnym do zwigzania Zn** okazat sie
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rejon KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA (Rys. 5B). Spektroskopia NMR wskazata
imidazolowe azoty reszt His156, His161 i His168 oraz tiolowa siarke Cys162, jako
miejsca koordynacji Zn** (Rys. 6B) [23].

Czy mozemy zatem sugerowac, Ze wyzej opisane rejony Pral i Zrtl przeka-
zujg sobie jon Zn*'? Biorac pod uwage chemie bionieorganiczng obu biatek, jest
to bardzo prawdopodobne - na podstawie obliczonych statych trwatosci mozemy
wywnioskowaé, ze w pH 7,4, okoto 85% dotepnego Zn** bedzie zwigzane do
zewnatrzkomorkowego fragmentu transportera Zrtl, a tylko 15% - do oddzia-
tujacego z nim cynkoforu Pral (Rys. 7) [23]. Z punktu widzenia termodynamiki
umozliwia to efektywny transport Zn** do wnetrza komérki grzybowej (naturalnie,
musimy pamietac o tym, ze praca na fragmentach biatek in vitro nie odzwierciedla
w pelni ich funkeji in vivo - muszg ja potwierdzi¢ badania biologiczne).

Rysunek 7. Wykres kompetycyjny miedzy wigzacymi Zn’* fragmentami cynkoforu Pral i transpor-
tera Zn** Zrtl (odpowiednio Ac-SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHADGEVHC-COOH
i Ac-KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA-NH2). Na podstawie calkowitych statych tworze-
nia opisuje hipotetyczna sytuacje, w ktorej zmieszano ekwimolarne ilosci ligandow i me-
talu. Wykres przedstawia tworzenie si¢ kompleksu w réznych wartosciach pH, w 298
K, i = 01 M, [Zn"] = [Ac-SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHADGEVHC-COOH] =
[Ac-KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA-NH2] = 0.001M. Linig przerywang zaznaczono pH
fizjologiczne

Figure 7. Competition plot between Zn®* and the Zn’* binding region from Pral and Zrtl (Ac-
SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHADGEVHC-COOH and Ac-KKCHFHAGVEHCVDDNNH-
DA-NH,). On the basis of the calculated stability constants, the graphs describe a hypo-
thetical situation in which equimolar amounts of the ligands and metal are mixed. The
graph shows the formation of the complex in different pH values, at 298 K, i = 0.1 M,
[Zn*] = 0.001 M = [Ac-SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHADGEVHC-COOH] = [Ac-
KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA-NH,] = 0.001 M. The dotted line shows physiological pH

Innym istotnym aspektem funkcjonowania systemu transportu opartego na
cynkoforach jest jego specyficzno$¢ dla danego jonu metalu. Ogdlnie przyjeto, ze
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Pral jest specyficzny dla cynku(II). Czy oznacza to, ze nie bedzie on przekazywal
grzybowi innych niezbednych dla niego jonéw metali, ktore maja powinowacwo
do tych samych reszt aminokwasowych, co Zn*"? Okredlilismy sposéb wigzania
niklu(II), kolejnego niezbedego dla przezycia i wirulencji jonu metalu, do bada-
nych fragmentéw Pral i Zrtl. Okazuje sig, ze Ni*', cho¢ w teorii posiada rownie
wysokie powinowactwo do grup, do ktérych koordynuje Zn**, nie zaburza wigzania
sie Zn** do badanych przez nas fragmentéw — w pH fizjologicznym, do Pral wigze
sie duzo stabiej niz Zn®* (wpH 7,4 mniej niz 20% Pral zwiaze Zn’*, reszta — Ni*"),
natomiast jego powinowactwo do Zrtl jest poréwnywalne do cynkowego; wynika
to prawdopodonie z faktu, ze rejon KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA jest w stanie
skoordynowa¢ dwa jony Ni*" i tylko jeden jon Zn** [23].

Wryniki wyzej opisanych badan mogg mie¢ znaczenie dla rozwoju co naj-
mniej kilku dziedzin: (I) po pierwsze, jest to wklad do podstawowej chemii
bionieorganicznej cynku - wyjasniony zostal sposob koordynacji, wskazane
miejsca wigzania i wyjasniona termodynamiczna stabilnosé; po drugie (II),
uzyskane wyniki pozwalaja zrozumie¢ nieorganiczng biochemie cynkofo-
réw, bialek, ktére sa naprawde biologicznie istotne; po trzecie (III), moze
by¢ krokiem w kierunku znalezienia nowych, specyficznych przeciwgrzy-
bowych terapeutykéw, opartych na fragmentach cynkoforéw potaczonych
z lekiem przeciwgrzybicznym.

Rysunek 8.  Wychwytywanie fluorescencyjnie znakowanego C-konicowego fragmentu Pral (AF647-SHQ-
HTDSNPSATTDANSHCHTHADGEVHC) przez C. albicans (Malavia, Loboda, Wilson,
Rowiriska-Zyrek, praca w przygotowaniu)

Figure 8. Uptake of the fluorescently labeled C-terminal region of Pral (AF647-SHQHTDSNPSATT-
DANSHCHTHADGEVHC) by C. albicans (Malavia, Atriplex, Wilson, Rowinska-Zyrek, work in
progress)
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Przyjrzyjmy si¢ blizej ostatniemu punktowi - czy nasze rozwazania sa
naprawde istotne biologicznie i czy C-koncowy rejon Pral faktycznie jest rozpo-
znawany i wychwytywany przez C. albicans, i czy s3 w stanie przenie$¢ cynk do
wnetrza grzyba in vivo? Odpowiedzi na to pytanie moglismy udzieli¢ dzigki wspot-
pracy z prof. Duncanem Wilsonem z Uniwersytetu w Aberdeen (jeden z odkryw-
cow Pral), ktéry zobrazowal wychwytywanie znakowanego fluorescencyjnie
C-koncowego fragmentu Pral (AF647-SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHADGE-
VHC) przez C. albicans (Rys. 8, dane nieopublikowane) - okazuje si¢, ze dysku-
towany przez nas C-koncowy fragment Pral jest rozpoznawany przez C. albicans
w podobny sposdb, co jego petnej dtugosci, dziesiecikrotnie wiekszy, natywny ana-
log.

Zrozumienie sposobu pozyskiwania Zn** przez C. albicans otwiera nowe moz-
liwosci terapeutyczne, oparte na lekach przeciwgrzybicznych zwiazanych z C-kon-
cowym fragmentem cynkoforu Pral, ktdry w selektywny sposob dostrczalby lek do
grzyba. Jaki lek powigza¢ z Pral? Poza najbardziej popularnymi lekami imidazolo-
wymi lub triazolowymi warto przyjrze¢ si¢ blizej lekom opartym na przeciwdrob-
noustrojowych peptydach. Przyklad jednego z nich opisano w nastepnym podroz-
dziale.

2. ROLA JONOW Zn>* W TWORZENIU ZEOGOW AMYLOIDOWYCH
PRZECIWDROBNOUSTROJOWE] AMYLINY

Ze wzgledu na generalny brak opornosci mikroorganizméw na peptydy
przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial peptides, AMP), maja one szanse¢
zosta¢ nowg, skuteczng klasg terapeutykow. Istnieje wiele sposobow ktérymi AMP
moga oddzialywaé na patogeny: poprzez niszczenie bton komorkowych, wytwa-
rzanie reaktywnych form tlenu, hamowanie syntezy $ciany komorkowej, kwasow
nukleinowych i bialek lub wychwytywanie istotnych dla patogenéw jonéw metali.
Jony Zn** maja dwojaki wptyw na aktywno$é¢é peptydéw przeciwdrobnoustrojowych:
(I) AMP wiaza je, dzieki czemu mikroorganizmy nie dostaja wystarczajaco duzo
jonéw metali istotnych dla ich zycia i zjadliwo$ci (wychwytywanie jondéw metali,
w tzw. ang. ‘nutritional immunity’) lub (II) AMP potrzebuja danego jonu metalu
do wzmocnienia ich dzialania przeciwdrobnoustrojowego (jony metali wptywaja na
tadunek i/lub strukture AMP).

Przyktadem peptydu przeciwdrobnoustrojowego jest amylina (znana tez jako
IAPP, ang. Islet Amyloid Polypeptide) [24, 25]; jest ona zardwno peptydem przeciw-
drobnoustrojowym, jak i neurohormonem kontrolujgcym regulacje glikemiczng -
synergicznym partnerem insuliny. Ten 37 aminokwasowy polipeptyd, wytwarzany
przez komorki beta trzustki, w przebiegu cukrzycy typu 2 (popularnej chorobie
metabolicznej, na ktorg choruje ponad 300 mln os6b na $wiecie) tworzy patolo-
giczne amyloidowe depozyty w obrebie wysp Langerhansa trzustki. Patologiczne
fibryle amyloidowe wystepuja u ponad 90% cukrzykéw i prowadza do uszkodzen
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i dysfunkcji komorek trzustki, powodujac postep choroby. Ludzka amylina jest
wyjatkowo trudno rozpuszczalna i blyskawicznie fibryluje, skutkujgc stresem oksy-
datywnym i uszkodzeniami bfon komérkowych [27, 28]. Mechanizm prowadzacy
do konwersji natywnej postaci peptydu do nierozpuszczalnych fibryli pozostaje
niewyjasniony. Rosnaca ilos¢ doniesien sugeruje udzial jonéw cynku(II) w procesie
tworzenia struktury beta kartki, mikrodepozytéw, a nastepnie fibrylarnych ztogow
[29,30]. Przeciwdrobnoustrojowa skuteczno$¢ amyliny silnie zalezy od stopnia jej
agregacji, a agregacja z kolei - od obecnosci jonéw Zn** [31].

Ludzka posta¢ amyliny ma sekwencje KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGA-
ILSSTNVGSNTY, z mostkiem dwusiarczkowym pomiedzy resztami cystein 2 i 7
oraz z amidowanym C-koncem. Obie modyfikacje sa konieczne do pelnej aktywno-
$ci biologicznej amyliny [32].

W reakcji fibrylizacji amyliny, wczesne, tzw. prefibrylarne struktury sg ogrom-
nie toksyczne dla komorek beta trzustki. Tworzgce si¢ w nastepnym etapie struktury
widkien amyloidu - réwniez prawdopodobnie maja pewien wplyw cytotoksyczny,
jednak ta koncowa posta¢ amyloidu jest duzo mniej toksyczna od utworzonych
wczesniej struktur prefibrylarnych.

N-terminalna domena amyliny obejmuje umownie aminokwasy od 1 do 19.
Pierwsze 16 aminokwasow jest identyczne u wszystkich wymienionych gatunkoéw;
na 18 miejscu w amylinie ludzkiej (a takze tej wystepujacej u konia, chomika i wie-
wiorki) znajduje si¢ histydyna, podczas gdy we wszystkich innych polipeptydach
(np. w niefibrylujacej szczurzej amylinie) jest ona zastgpiona przez arginine. Sub-
stytucja ta wzbudzila szczegdlne zainteresowanie w kontekscie jej roli w procesie
faldowania, fibrylacji i agregacji polipeptydu, sugerujac zaleznos¢ miedzy zdol-
noscia wigzania jonéw metali a sktonnoscig do tworzenia fibryli i toksycznoscia
neurohormonu - fragment 1-19 ludzkiej amyliny, ktory nie tworzy fibryli, jest tak
samo toksyczny jak peptyd o pelnej dlugosci, podczas gdy ten sam fragment szczu-
rzej amyliny nie wykazuje Zadnej toksycznosci [33-35]. Podobnie ludzki fragment
20-29 amyliny jest w stanie fragmentowac blony komdrkowe, podczas gdy ten sam
fragment szczurzy (w ktérym trzy aminokwasy podstawione sg proling, ktéra unie-
mozliwia powstawaniu widkienek amyloidu) nie wykazuje toksycznosci komorko-
wej. C-terminalna cze$¢ amyliny (30-37), bedac odcinkiem bardzo hydrofobowym,
moze rowniez wspomagac proces fibrylacji.

Szczurza amylina wykazuje az 84% homologii sekwencji aminokwaso-
wej z forma ludzks, a mimo to nie tworzy fibryli. Polipeptydy te rézni tylko
sze$¢ aminokwaséw, z ktérych najwazniejszymi substytucjami sg - jak sie
wydaje — wspomniane wczesniej trzy proliny (Pro25, 28 i 29) obecne u szczura,
a nieobecne u ludzi, oraz reszta histydyny (His18) zastapiona w amylinie szczurzej
resztg argininy. Proliny sg resztami, ktére prawdopodobnie zapobiegaja tworzeniu
sie drugorzedowych struktur, a histydylowy imidazol z duzym prawdopodobien-
stwem bierze udzial w wigzaniu jonéw metali. Rownie istotny moze okazac si¢ zwig-
zek protonagji histydyny z tworzeniem fibryli - deprotonacja His moze prowadzi¢
do szybszego formowania fibryli w poréwnaniu z warunkami nizszego pH (Rys. 9).
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Rysunek 9.  Sekwencje aminokwasowe pramlintydu oraz ludzkiej i szczurzej amyliny (numery uniprot od-
powiednio P10997 i P12969). Kolorami wyrdzniono substytucje jakim poddano amyline ludzka
i szczurzag w stosunku do pramlintydu. Histydynal8, ktéra prawdopodobnie bierze udzial w wig-
zaniu jonéw cynku i miedzi, wyrézniono w ramce

Figure 9. Sequences of pramlintide, human and rat amylin (uniprot respectively numbers P10997 and
P12969). Substitutions with respect to pramlintide are marked with color. His18, which most
likely interacts with metal ions, is marked with a box

Ciekawym wariantem amyliny jest pramlintyd, jej syntetyczny analog — nowy,
dopuszczony w USA w 2006 roku do stosowania w leczeniu cukrzycy hipogli-
kemiczny lek stosowany u pacjentéw, u ktérych leczenie insuling nie przynosi
pozadanych efektow. W sekwencji pramlintydu trzy aminokwasy zastgpiono pro-
linami (Pro 25, 28 i 29, jak w niefibrylujacej sekwencji szczurzej), by zmniejszy¢
tendencje leku do tworzenia struktur wyzszego rzedu i agregowania. Zachowana
zostala natomiast kluczowa dla oddzialywan z metalami histydyna (His18) (Rys. 9)
[30].

Celem naszych badan bylo rozwianie kontrowersji narostych wokot roli Zn**
w procesie agregacji amyliny, poprzez precyzyjne wskazanie miejsc jego wigzania,
okreslenie termodynamiki tworzacego si¢ kompleksu i zrozumienie wptywu koor-
dynacji Zn®*" na proces agregacji i tworzenia sie struktur amyloidowych. Pracowa-
liSmy na dwoch analogach natywnej, silnie agregujacej amyliny: na pramlintydzie
i fragmencie 1-19 amyliny.

Pokazali$my, ze zaréwno w przypadku amyliny, ,[37], jaki pramlintydu, selek-
tywne przesuniecia sygnatéw pochodzacych od korelacji Ha-Hp His18 i wszystkich
korelacji Ha Lys1 w obecnosci jondéw cynku(II) (Rys. 10) wskazuja na to, ze wigze si¢
on do imidazolu His18 i do grupy N-koncowej aminowej Lys1, wymuszajac w ten
sposdb zgiecie gtéwnego tancucha peptydowego miedzy resztami 1 i 18 (Rys. 11)
[38]. Analogiczny sposob koordynacji zaobserwowano w przypadku amyliny,
(37].
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Rysunek 10. ' Widmo TOCSY 3 mM pramlintydu (czarne kontury) i 3 mM pramlintydu w obecnosci 1 ekwiwa-
lentu Zn** (zielone kontury), pH 7,2, T = 298 K

Figure 10. ~ TOCSY spectrum of 3 mM pramlintide (black contours) and 3 mM pramlintide in the presence of
1 equivalent of Zn** (green contours), pH 7.2, T = 298 K

Rysunek 11. Sugerowany sposéb koordynacji kompleksu Zn*"-pramlintyd [38]
Figure 11.  Suggested coordination mode of the Zn**-pramlintide complex [38]

Termodynamiczna stabilno$¢ kompleksu Zn**-pramlintyd jest duzo wyzsza od
stabilno$ci Zn**-amylina, , - w pH 7,4, kompleks pramlintydu jest ponad dziesie-
ciokrotnie bardziej stabilny, niz jego krétszy analog, co wskazuje na stabilizujgcg
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role rejonu 20-37. Jeszcze bardziej ciekawy jest wplyw tego rejonu na fibrylizacje
kompleksu Zn**-pramlintyd - poczatkowo dobrze rozpuszczalna, nieagregujaca
amylina po ok. 20 h od skoordynowania Zn**, zaczyna tworzy¢ oligomeryczne agre-
gaty, podczas gdy sam peptyd pozostaje dobrze rozpuszczalny (Rys. 12) [38].

Takie wywotlane koordynacja cynku(II) zgiecie peptydu, prowadzace do opdz-
nionej w czasie agregacji, moze by¢ czesciowym wyjasnieniem procesu tworzenia
prefibrylarnych, oligomerycznych form amyliny, ktére sa znacznie bardziej tok-
syczne (zaréwno dla mikroorganizmoéw, jak i dla ludzkich komoérek 8 trzustki) niz,
duze zlogi amyloidowe.

Rysunek 12. Obrazy z mikroskopu sitl atomowych A) kompleksu Zn*'-pramlintyd, inkubowane przez
24 godziny; B) pramlintyd, inkubowany przez 24 godziny; i C) przezroczysta plytke z miki

Figure 12.  Atomic force microscopy images of A) Zn**-pramlintide complex, incubated for 24 hours;
B) pramlintide, incubated for 24 hours; and (C)) a transparent MICA plate

Bledne faldowanie si¢ bialek jest powszechng cecha wielu choréb. Najbardziej
popularnymi przykladami sa bialka uwiklane w neurodegeneracje — a-synukleina,
B-amyloid, huntingtyna lub bialko prionowe. Przez prawie dwie dekady bylismy
swiadkami toczacej si¢ debaty na temat wplywu jonéw metali na molekularne
podstawy i, w konsekwencji — na przebieg tych choréb [39]. Niedawno rozpoczeto
podobng dyskusje na temat amyliny wykazujgcej liczne podobienstwa do wigzacych
metal neuro-bialek tworzacych amyloidy.

Powyzsze, zupelnie nieoczekiwane zjawisko agregacji kompleksu Zn**-pram-
lintyd stawia wigzanie cynku(II) do amyliny w zupelnie nowym $wietle - zaréwno
w przebiegu cukrzycy, jak i w terapii przeciwdrobnoustrojowej, wyjasniajac wplyw
wigzania metalu na agregacje kompleksu.

3. BAKTERYJNE BIALKA MAGAZYNUJACE JONY Ni**

Zrozumienie termodynamiki koordynacji niklu(II) do jego potencjalnych
miejsc wigzacych jest waznym krokiem w kierunku znalezienia ‘stabych punktéw’
homeostazy tego metalu. Poszukujac specyficznych, racjonalnych celéow terapeu-
tycznych dla nowych lekéw przeciwdrobnoustrojowych, skupilam sie¢ na biatkach
transportujacych i magazynujacych nikiel(II) - metal kluczowy dla przezycia
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mikroorganizméw, a zbedny dla funkcjonowania komoérek ssakéw. Po szczegolo-
wej analizie sekwencji i struktur takich bialek (dostepnych odpowiednio w bazach
danych uniprot i pdb) okazalo si¢, zZe wiele z nich jest niezwykle bogatych w reszty
histydylowe. Nie dziwi zatem, ze histydyny znajduja sie w biatkach wiazacych Ni*
- reszta imidazolowa bardzo efektywnie wigze ten jon metalu; dziwi natomiast duza
liczba powtdrzen tej reszty aminokwasowej i/lub dtugos¢ rejonéw typu HHHHHH
Wskazatam réwniez, ze wigkszo$¢ sekwencji polihistydylowych znajduje si¢ w silnie
nieustrukturyzowanych rejonach [40] i, Ze tego typu powtorzenia wiaza nikiel(II)
silniej niz motyw ATCUN, jedna z najsilniej wigzagcych Cu*" i Ni** sekwencji biatko-
wych, ale tylko w pH nizszym niz fizjologiczne [41]. Kompleks, w ktérym nikiel(II)
wigze si¢ do sasiadujacych z sobg cystein (do cysteinylowych tioli i znajdujacego sie
miedzy nimi amidowego atomu azotu) okazat si¢ trwalszy zaréwno od niklowego
kompleksu sekwencji polihistydylowych, jak i kompleksu z motywem ATCUN [42].

Pokazaliémy réwniez, w jaki sposdb powtdrzenia aminokwasdéw niebiora-
cych bezposredniego udzialu w koordynacji wptywaja na stabilnos¢ kompleksu
peptydu z takim rejonem [18]. Przeanalizowaliémy szereg niklowych kompleksow
N-koncowych rejonéw bakteryjnych bialek Hpn i Hpn-like (MAHHE-NH,, MAH-
HEEQ-NH,, MAHHEQQ-NH,, MAHHEQQHQA-NH, MAHHEEQHG-NH,
i MAHHEQQQQQQA-NH,), ktérych najbardziej prawdopodobng funkcja jest
przechowywanie jonéw Ni**. Opierajac sie na wynikach spektrometrii mas, ktéra
pokazata stechiometri¢ powstajacych kompleksdw, spektroskopii UV-Visi CD, poka-
zujacych bezposrednie otoczenie koordynacyjne Ni** oraz miareczkowan poten-
cjometrycznych, ktére pozwolily ustali¢ stale tworzenia komplekséw tego metalu
z analizowanymi fragmentami biatek. Pokazalismy korelacje migdzy liczba glutamin
wystepujacych w badanych sekwencjach, a stabilnoscig ich niklowych kompleksow.
Okazalo sig¢, ze im wiecej glutamin w sekwencji, tym bardziej stabilne okazywaly
sie badane kompleksy (Rys. 13A) - to bardzo ciekawa zalezno$¢, ze wzgledu na to,
ze glutaminy nie biorg bezposredniego udzialu w koordynacji. Jaka jest wigc ich
funkcja? Obliczenia dynamiki molekularnej pokazaly, ze niekoordynujace tancuchy
boczne glutamin tworzg sie¢ wiazan wodorowych, ktére prawdopodobnie chronia
kompleks przed hydroliza (Rys. 13B) [18]. To odkrycie pozwala spojrze¢ na sekwen-
cje poliglutaminowe, nie tylko te wystepujace w bakteryjnych bialkach uwikltanych
w homeostaze metali, ale takze w niektorych chorobach neurodegeneracyjnych,
z zupelnie nowej perspektywy.
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Rysunek 13. A) Wykres kompetycyjny, oparty na catkowitych stalych tworzenia, przedstawiajacy hipo-
tetyczng sytuacje, w ktdrej zmieszano réwnomolowe (0,001 M) ilosci Ni*', MAHHE-NH,,
MAHHEEQ-NH,, MAHHEQQ-NH, i MAHHEQQHQA-NH; B) Sie¢ wigzan wodorowych
w kompleksie Ni-MAHHEQQQQQQA-NH, [18]

Figure 13.  A) a competition plot, based on the calculated stability constants, describes a hypothetical si-
tuation in which equimolar (0.001 M) amounts of Ni*, MAHHE-NH,, MAHHEEQ-NH,,
MAHHEQQ-NH, and MAHHEQQHQA-NH, are mixed; (B)) a network of hydrogen bonds
in the Ni-MAHHEQQQQQQA-NH2 complex [18]

Homeostaza Ni’* jest w nierozerwalny sposéb powigzana z homeostaza Zn*"
- oba metale konkurujg o podobne miejsca wigzania. Dobrze obrazuje to przyktad
biatka HypA uwiklanego w faldowanie hydrogenazy (jego rola polega m.in. na
dostarczaniu Ni** do hydrogenazy). HypA wiaze jon Zn** w tzw. miejscu struktu-
ralnym - nieustrukturyzowanej petli, zawierajacej w swojej sekwencji dwa motywy
CXXC (ELECKDCSHVFKPNALDYGVCEKCHS). Pokazalismy, w jaki sposdb
Zn”* wigze sie do tego rejonu HypA i dlaczego Ni**, metal o duzym powinowac-
twie do reszt tiolowych, nie wypiera cynku z badanego fragmentu. Istnieja bardzo
duze réznice w termodynamicznej stabilnosci obu metali z rejonem petli HypA -
jesli w fizjologicznym pH (pH = 7,4) zmieszaliby$Smy rownomolowe ilo$ci metali
i liganda, to ponad 98% badanego liganda bedzie wigzalo jony Zn*" [43]. Potwier-
dza to monitorowane za pomocg CD miareczkowanie omawianego kompleksu Ni**
jonami Zn*" - w miare dodawania Zn** zanikaja charakterystyczne dla niklowych
komplekséw pasma.” Diametralnie rézna stabilno$¢ komplekséw wynika z réznych
sposobéw koordynacji w okolofizjologicznym pH - Ni** wigze sie do tiolowej siarki
i poprzedzajacych ja amidowych atoméw azotu, podczas gdy Zn*" koordynuje do
czterech cysteinylowych tioli (Rys. 14). Ponadto, sposéb koordynacji Zn** do anali-
zowanego rejonu petli HypA silnie zalezy od pH - w pH nizszym od 7,4 w wigzaniu
biorg udzial dwa imidazolowe azoty i dwa cysteinylowe tiole. Otrzymane wyniki
pozwalajg zrozumieé (I) dlaczego w biologii miejscem wigzania Zn*" w HypA jest
nieustrukturyzowana petla HypA, a naturalnym otoczeniem koordynacyjnym Ni**
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jest jego N-koricowa domena oraz (II) w jaki sposéb pH-zalezna koordynacja Zn®*
jest w stanie zmieni¢ konformacje biatka i sposéb wigzania Ni** [44].

A B

Rysunek 14. Sposéb koordynacji Zn** (A) i Ni** (B) do rejonu petli biatka HypA [43]
Figure 14. The coordination of Zn’* (A) and Ni** (B) to the loop region of HypA [43]

4. TRANSPORT METALI

W wigkszosci naturalnych srodowisk bakteryjnych dostepnos¢ niklu(II) jest
bardzo niska (nanomolarna). Bakterie rozwinely wysoko wyspecjalizowane systemy
transportu dla tego metalu, by zapewni¢ jego dostepnos¢ dla niklowo-zaleznych
enzyméw [45]. Importery Ni** mozna podzieli¢ na dwie gtowne kategorie: (I) poje-
dyncze polipeptydowe permeazy i (II) ztozone transportery z rodziny (ang.) ‘ATP-
-binding cassette’, wykorzystujace energie hydrolizy ATP do transportu Ni** [46],
ktoére mozna podzieli¢ na kanoniczne importery ABC i niedawno odkryte czynniki
transportujace czynnik energetyczny (ang. energy-coupling factor (ECF) transpor-
ters) [47]. Pojedyncze polipeptydowe permeazy dzielg sie na trzy grupy: transportery
niklowo-kobaltowe (NiCoT), UreH i HupE/Ure]. Ostatni z nich, HupE, jest ewo-
lucyjnie dobrze zachowanym niklowych transporterem, obecnym zaréwno u pate-
gennych bakterii, jak i u Rhizobium leguminosarum, Gram-ujemnej bakterii wspoét-
zyjacej z roslinami motylkowymi. Wedlug danych biologicznych, rejonami HupE
zaangazowanymi w transport Ni** sg: (I) peryplazmatyczna, N-konicowa domena
odpowiedzialna za wigzanie metalu (,, HVGLHADGTLAGLN,,) i blonowy rejon,
ktoéry przekazuje metal do wnetrza komorki bakteryjnej (,, HPESGLDH,,) (Rys. 15)
[48]. Co ciekawe, pokazano, ze transport Ni** zaburza obecno$¢ jonéw Cu’* [49].
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Rysunek 15.  Schematyczna budowa transportera HupE z Rhizobium leguminosarum. Wskazano sekwencje
zaangazowane w transport Ni** [48]

Figure 15. A schematic representation of the HupE transporter from Rhizobium leguminosarum. Indicated
are the sequences involved in the transportation of Ni** [48.

OkredlilisSmy specyficznos¢ zaréwno peryplazmatycznej, jak i blonowej
domeny HupE, wzgledem natywnych jonéw Ni** oraz jonéw Cu’" i Zn*", obecnych
w ziemiach, ktdre sg naturalnym $rodowiskiem, w ktéorym wystepuje Rhizobium
leguminosarum, i ktére prawdopodobnie moga by¢ inhibitorami transportu Ni**,
konkurujgc z nim o miejsca wigzace na HupE.

Za pomocg spektroskopii NMR precyzyjnie wskazali$my miejsca wigzace Ni*,
Cu’* i Zn*" w peryplazmatycznym i blonowym fragmencie biatka. W pH fizjolo-
gicznym (pH = 7,4) peryplazmatyczny rejon , HVGLHADGTLAGLN,, wiaze
badane metale w analogiczny sposéb, angazujac w koordynacje imidazolowy i ami-
nowy atom azotu Hisl (tzw. wigzanie histaminopodobne) i azot z imidazolu His5
(Rys. 16). Z termodynamicznego punktu widzenia, Cu®" jest w stanie wyprze¢ Ni**
z jego miejsca wigzania w peryplazmatycznym fragmencie HupE, podczas gdy Zn
nie jest znaczagcym konkurentem dla Ni** ani w stezeniu réwnomolowym ([ligand]
= [Ni*'] = [Cu™] = [Zn™] = 0.001 M), ani w toksycznym stezeniu metali, przy ktd-
rych liczba Rhizobium leguminosarum spada w glebie o kilka rzedéw wielkosci [50]
([ligand] = [Ni*'] + [Cu™] + [Zn™]; [Ni*'] = 0,22 mM, [Cu®*] = 0,54 mM, [Zn*] =
2,52 mM) [51].

2+
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Rysunek 16. Wigzanie jonoéw Ni**, Zn* i Cu’* do peryplazmatycznej, N-koficowej domeny transportera HupE,
odpowiedzialnego za wigzanie metali (,, HVGLHADGTLAGLN,,). W pH 7,4, peryplazmatyczny
fragment wigze badane metale w analogiczny sposob, angazujac w koordynacje¢ imidazolowy
i aminowy atom azotu His1 (tzw. wigzanie histaminopodobne) i azot z imidazolu His5

Figure 16.  The binding of Ni**, Zn>" and Cu’" to the periplasmic N-terminal domain of the HupE transpor-
ter, responsible for the binding of metals (,, HVGLHADGTLAGLN,,). At pH 7.4, the periplasmic
region coordinates the studied metals in the same binding mode, engaging the imidazole and the
amine nitrogens of His1 (the so-called histamine-like binding) and the nitrogen of imidazole His5

Powinowactwo blonowego fragmentu , HPFSGLDH,, do jonéw Ni**, Cu®
i Zn®" jest analogiczne do powinowactwa fragmentu peryplazmatycznego wzgledem
wymienionych jonéw metali (jony Cu** s3 w stanie wyprze¢ z niego jony Ni**, cho-
ciaz sposdb koordynacji badanych metali do tego rejonu rézni si¢ od siebie. W pH
fizjologicznym, natywny Ni** koordynuje do azotu imidazolowego His43 i karbok-
sylowej reszty Asp42, Cu® z kolei wigze sie do imidazolowych azotéw His36, His43
i poprzedzajacego His43 amidu. Zn** wigze sie jedynie do tacuchéw bocznych
His36 i His43, a jego sfer¢ koordynacyjng uzupelniajg czasteczki wody (Rys. 17).



492 MAGDALENA ROWINSKA-ZYREK

Rysunek 17. Schematyczny sposéb koordynacji jonéw Ni**, Cu™ i Zn** do blonowego fragmentu HupE,
HPFSGLDH, , w pH 7,4 [52]

Figure 17.  Coordination of Ni*", Cu*" and Zn’" ions to the membrane region of HupE, , HPFSGLDH,,, pH
7.4[52]

Termodynamiczne parametry komplekséw utworzonych przez peryplazma-
tyczny [51] i blonowy [52] fragment HupE okazaly si¢ by¢ sporym zaskoczeniem.
Spodziewano sie, ze peryplazmatyczny fragment bedzie wigzal Ni** stabiej od
fragmentu blonowego, ktory ‘podaje’ transportowane jony wglab komorki - taki
sposdb koordynacji czynilby transport wydajnym. Zaobserwowano odwrotna sytu-
acje — peryplazmatyczny fragment, HupE, ,, HVGLHADGTLAGLN,,, wigze Ni**
z duzo wigkszym powinowactwem niz transmembranowy rejon , HPFSGLDH,,.
W pH fizjologicznym, tylko okolo 5% dostepnego Ni** bedzie zwigzane do rejonu
blonowego, w pH 5-6 — okolo 10%, a w pH 4,5 — 13%. Pozostala cz¢$¢ metalu pozo-
staje zwigzana do rejonu peryplazmatycznego. Poréwnanie termodynamicznych
parametréw komplekséw utworzonych przez peryplazmatyczny [51] i btonowy [52]
fragment HupE pozwala wytlumaczy¢, dlaczego jest on transporterem o $rednim
powinowactwie i malej wydajnosci - jego peryplazmatyczny rejon wigze Ni** z duzo
wiekszym powinowactwem niz odpowiedzialny za transport blonowy fragment
L HPFSGLDH ,, ktdry przekazuje Ni** do $rodka komorki. Ponadto, specyficzno$¢
obu rejonéw wzgledem badanych jonéw metali jest podobna — jony Cu®" wigzg sie
do nich silniej niz jony Ni**, co thumaczy, dlaczego Cu®" jest inhibitorem badanego
transportera.

Oczywiscie nalezy pamieta¢ o tym, ze wyniki uzyskane in vivo, w srodowisku
blonowym, mogg rézni¢ sie od tych uzyskanych in vitro dla wyizolowanych frag-
mentdw transportera; niemiej jednak wskazanie sposobu koordynacji i zrozumie-
nie zalezno$ci miedzy termodynamika komplekséw metali z odpowiednimi frag-
mentami HupE i ich wplywem na wydajnos$¢ dzialania transportera jest istotnym
wkladem w chemi¢ bionieorganiczng niklowych transporteréw (wcigz znacznie
mniej poznang niz chemia bionieorganiczna metali duzo bardziej powszechnych
w biologii, takich jak Zelazo, miedz czy cynk). Wykorzystanie podstawowej wie-
dzy o strukturalnych i termodynamicznych aspektach transporteréw niklowych
jest jednym z bardziej obiecujacych obszaréw badawczych, ukierunkowanych na
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zaprojektowanie nowych, specyficznych terapii przeciwdrobnoustrojowych, takich
jak (I) strategia ‘konia trojanskiego, w ktorej odpowiednie antybiotyki sg polaczone
z nikloforami i sg przekazywane przez dany transporter lub pozostaja w jego bezpo-
srednim otoczeniu [53] lub (II) strategia oparta na tzw. odpornosci odzywczej (ang.
‘nutritional immunity’), w ktorej zahamowany zostalby transport Ni** do wnetrza
patogenu.

UWAGI KONCOWE

Przedstawiony wyzej cykl prac wyjasnia elementy homeostazy niklu(II) i cyn-

ku(II) u bakterii i grzybéw. Do ich gtéwnych osiagniec zaliczam:

~ okreslenie miejsc wiagzacych Zn** w cynkoforze Pral z C. albicans; opisanie
geometrii i termodynamiki powstajgcych kompleksow i wskazanie C-kon-
cowego rejonu bialka jako miejsca, ktére wiaze Zn** z najwigkszym powino-
wactwem;

~ okreslenie miejsc wigzagcych Zn®* na nieustrukturyzowanej, N-koncowej
domenie transportera cynku Zrtl z C. albicans i opisanie geometrii i termo-
dynamiki powstajgcych kompleksow;

— zrozumienie chemii bionieorganicznej transportu Zn*" opartego na cynko-
forach (zrozumienie interakcji Pral-Zrtl); zasugerowanie sposobu przeka-
zywania Zn”" z cynkoforu na transporter Zn>";

- okreslenie specyficznoséci transportu metali opartego na cynkoforach;
pokazanie, Ze moga one réowniez (z mniejsza wydajnosécig) transportowac
jony Ni*";

- wskazanie miejsc koordynujacych Zn** na fragmencie amyliny 1-19
i pramlintydzie - nieagregujacym analogu amyliny i opisanie termodyna-
miki powstajacych kompleksow;

- zasugerowanie potencjalnego wptywu koordynacji jonéw Zn*" na przeciw-
drobnoustrojowg efektywnos¢ dziatania amyliny; okreslenie geometrii wig-
zania i jego wplywu na strukture badanych ligandéw (amylina, , i pramlin-
tyd);

- okreslenie sposobu koordynacji i zrozumienie wptywu niekoordynujacych
powtdrzen polyGln na strukture i zwiekszong termodynamiczng stabilnos¢
niklowych komplekséw N-koncowego rejonu Hpn-like, bakteryjnego biatka
magazynujacego jony Ni*;

- wskazanie roli specyficznych specyficznych rejonéw biatek chaperonowych
z powtdrzeniami polyHis i polyGln, do ktérych najsilniej koordynuja jony
Ni** i Zn™;

- wytlumaczenie wplywu pH i wigzania si¢ Ni** do N-koricowej domeny
HypA, bakteryjnego biatka uwiktanego w poprawne faldowanie si¢ hydro-
genazy na wigzanie sie Zn>* do tzw. strukturalnego rejonu tego biatka;

1-19



494 MAGDALENA ROWINSKA-ZYREK

- wytlumaczenie przecietnej efektywnosci dzialania HupE, bakteryjnego

transportera Ni*’;

~  wyjasénienie selektywnosci transportera HupE wzgledem jonéw Ni**, Zn*'

iCu®™.

Cel badan powstat z ciekawosci naukowej, a nie z potrzeby znalezienia prak-
tycznego rozwigzania danego problemu, jednak trudno bytoby upierac si¢ przy tym,
ze opisane wyzej badania nie majg potencjalu aplikacyjnego. Termodynamiczna
i strukturalna charakterystyka cynkoforéw czy transporteréw Zn* i Ni*" moze sta-
nowi¢ podstawe, pierwszy krok w kierunku racjonalnego projektowania potencjal-
nych lekéw specyficznych wobec mikroorganizméw, ktére moga by¢ oparte np. na
tradycyjnym leku polaczonym z czescia cynkoforu, ktdra jest szczegolnie rozpozna-
wana przez grzybowy przenos$nik lekow. Pierwsze badania biologiczne, ktére poka-
zuja, ze Candida albicans rozpoznaje C-koncowy rejon Pral, zostaly juz wykonane
(patrz Rysunek 8 i jego opis).

Pomimo tych wstepnych, bardzo obiecujacych danych na temat potencjalnego
wykorzystania wyzej opisanej wiedzy, w moim odczuciu jest ona nadal przede
wszystkim interesujagcym wkladem do piecknej, podstawowej chemii bionieorga-
nicznej, pozwalajacej na lepsze zrozumienie podstawowych mechanizméw che-
micznych. Prace s3 oparte na dobrze kontrolowanych eksperymentach i uwaznych
obserwacjach i, chociaz s3 to wyraznie podstawowe badania, to wida¢, ze jest to
fundament w projektowaniu skutecznych, specyficznych i selektywnych lekéw do
stosowania w ukierunkowanej terapii przeciwdrobnoustrojowe;.
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ABSTRACT

Metal ions are essential for numerous antibiotics. They play a crucial role in the
mechanism of action and may be involved in specific interactions with cell mem-
brane or target molecules, such as: proteins and nucleic acids. Due to the fact that
complexes usually poses a higher positive charge than free ligands, they might inter-
act more tightly with DNA and RNA molecules. However, complexes may also form
during antimicrobial agents application, because a lot of them possess functional
groups which can bind metal ions present in physiological fluids. Many recent stu-
dies support a hypothesis that drugs may alter the serum metal ions concentration.
Moreover, it has been shown that numerous complexes with antibiotics can cause
DNA degradation, e.g. bleomycin which form stable complexes with redox metal
ions and split the nucleic acids chain via the free radicals mechanism. Therefore, it is
widely used in cancer therapy.

Keywords: peptide antibiotics, metalloantibiotic, metal ion complexes
Stowa Kkluczowe: antybiotyki peptydowe, metaloantybiotyki, kompleksy jonow
metali
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WPROWADZENIE

Gdy w 1670 r. Antoni van Leeuwenhoek po raz pierwszy zidentyfikowat bak-
terie, nikt wtedy nie podejrzewal tych mikroorganizméw o wywolywanie choréb.
Zwolennikiem nowej teorii dotyczacej wywolywania choréb przez bakterie byt chi-
rurg Lister z Edynburga. W XIX w. to wlasnie on polecit stosowanie fenolu do odka-
zania rak przed operacjg i dezynfekowania sal operacyjnych, co znacznie zmniej-
szylo $miertelno$¢ wsréd pacjentéw [1]. Odkrycie pierwszego antybiotyku miato
miejsce w 1928 r. Dokonal tego Alexander Fleming, ktéry po powrocie z wakacji
zauwazyt destrukcyjne dziatanie ple$ni Penicillium notatum na hodowle gronkowca
Staphylococcus. Interesujace jest to, ze plytka z agarem pokryta gronkowcem zostata
nieumyslnie wyjeta z inkubatora, a plesn przedostala sie na nig prawdopodobnie
przez otwarte okno z potozonego nizej laboratorium. W ten bardzo przypadkowy
sposob odkryto penicyline. Jednak jeszcze przez wiele lat nie byla ogélnie dostepna,
ze wzgledu na trudnosci z jej wyizolowaniem. Dokonali tego Florey i Chain dopiero
w 1940 r. Spoleczenstwo otrzymato woéwczas ,,zloty lek”, ktéry zrewolucjonizowat
walke z infekcjami bakteryjnymi [2].

Termin ,,antybiotyk”, wprowadzony przez Selmana A.Waksmana, po raz pierw-
szy pojawil si¢ w tytule jego ksiazki Microbial Antagonisms and Antibiotic Substan-
ces, opublikowanej w 1945 roku. Antybiotyk zostal wowczas zdefiniowany jako
,wytwarzany przez mikroorganizmy i posiadajacy wlasciwosci hamowania wzrostu,
a nawet zniszczenia innych mikroorganizméw” [3]. Obecnie w miejsce antybioty-
kow naturalnych stosowane sg gtéwnie antybiotyki syntetyczne lub pdtsyntetyczne.

Wipolczesne leki przeciwbakteryjne mozna podzieli¢ na dwie ogdlne kategorie:
bakteriobdjcze, ktére zabijaja bakterie z wydajnosciag powyzej 99,9% [4] oraz bakte-
riostatyczne, ktdre jedynie hamujg wzrost komorek bakteryjnych [5]. I cho¢ naj-
obszerniejszym dzialem antybiotykoterapii jest zwalczanie zakazen bakteryjnych,
to zakres stosowania antybiotykdéw obejmuje réwniez dziatanie przeciwgrzybicze,
a nawet przeciwnowotworowe. Nie stosuje sie ich natomiast w terapiach zakazen
wirusowych, z powodu zbyt niskich efektow terapeutycznych [6].

Najwygodniejszy i najlepiej systematyzujgcy podzial antybiotykéw wykorzy-
stuje ich réznice w budowie chemicznej. Wedlug tej klasyfikacji mozna wyréznié
pie¢ grup antybiotykoéw, przedstawionych w Tabeli 1. Podzial ten jest chyba najcze-
$ciej cytowanym w literaturze [7]. Oczywiscie nie jest to ,jedyny stuszny” sposdb
grupowania antybiotykéw. Innym praktycznym kryterium klasyfikacji jest ich spo-
sob dziatania. Wykorzystuje sie wéwczas usystematyzowanie lekdw z uwzglednie-
niem ich miejsca docelowego. Wedlug tego kryterium, antybiotyki mozna podzieli¢
zasadniczo na cztery klasy: hamujace replikacje i naprawe kwaséw nukleinowych,
hamujace synteze $ciany komodrkowej, oddzialujace na blony komoérkowe oraz zabu-
rzajgce procesy energetyczne lub oddechowe komérek bakteryjnych [8].
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Tabela 1. Podziat antybiotykow ze wzgledu na budowe chemiczng [7]
Table 1. Division of the peptide antibiotics according to chemical structure [7]
Grupa Podgrupa Przykfad

antybiotyki -laktamowe penicyliny
modyfikowane aminokwasy blastycydyna S
antybiotyki polipeptydowe polimyksyna

antybiotyki peptydowe antybiotyki depsypeptydowe ramoplanina
antybiotyki glikopeptydowe wankomycyna
antybiotyki lipopeptydowe ristomycyna
antybiotyki chromopeptydowe aktynomycyna
antybiotyki cukrowe nojirymycyna
antybiotyki aminoglikozydowe neomycyna

pochodne cukrow antybiotyki N-glikozydowe streptotrycyna
antybiotyki C-glikozydowe teikoplanina
antybiotyki glikolipidowe moenomycyna
makrolidy wlasciwe erytromycyna

antybiotyki makrocykliczne | makrolidy polienowe nystatyna
ansamycyny ryfampicyna
tetracykliny oksytetracyklina

chinony i pochodne antracyk.hny ep.lrublcyna
benzochinony mitomycyna
nafochinony aktynorodyna
zwigzki steroidowe kwas fusydowy
zwigzki aromatyczne nowobiocyna

. . . zwigzki fosforoorganiczne fosfamycyna

inne antybiotyki nukleozydy polioksyna
polietery monenzyna
pochodne alkanow cyklohekimid

1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ANTYBIOTYKOW PEPTYDOWYCH

W organizmie cztowieka naturalnie wystepuja jedynie rL-aminokwasy, nato-

miast w przypadku produktéw metabolizmu bakterii, mogg wystepowac obok sie-
bie w tacuchu peptydowym zaréwno enancjomery L, jak i o. Stosowane jako tera-
peutyki fragmenty peptydowe moga wystepowaé w formie prostych tancuchow lub
zamknietych pierscieni. Wigkszo$¢ antybiotykdw posiada dodatkowo dotaczone do
tancuchow podstawniki niebialkowe. Najczesciej sa one pochodzenia weglowoda-
nowego (glikopeptydy) lub sa resztami kwasow ttuszczowych (lipopeptydy) [9].
Zréznicowana budowa chemiczna antybiotykéw peptydowych pozwala na
usystematyzowanie ich w pigciu réznych grupach. Mozna wérdd nich wyréznié:
peptydy o budowie liniowej, peptydy o budowie cyklicznej, depsypeptydy, gliko-
peptydy ilipopeptydy [10]. Podzial ten jest jedynie umowny, poniewaz wymienione
cechy strukturalne nie musza wystepowaé oddzielnie. Najczesciej budowa che-
miczna antybiotykéw peptydowych jest bardziej ztozona. W jednej czasteczce leku
moze istnie¢ kilka réznych: motywow strukturalnych, podstawnikéw oraz polaczen
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pomiedzy poszczegdlnymi elementami. Struktura i sklad czasteczki chemicznej
danego leku zwigzane sg bezposrednio z jego biogenezg i szlakiem biosyntetycznym
w organizmie mikroba [9].

Od sze$¢dziesieciu lat opisano juz setki antybiotykéw peptydowych. Dzielg sig
one na dwie klasy: peptydy syntetyzowane nierybosomalnie, wéréd nich polimyk-
syny, kapreomycyna, wiomycyna, bacytracyna, ristomycyna, ramoplanina, grami-
cydyny oraz syntetyzowane rybosomalnie (naturalne) peptydy [11]. Pierwsza klasa
antybiotykow (czgsto drastycznie modyfikowanych) w znakomitej wigkszosci jest
wytwarzana przez bakterie. Druga, wytwarzaja wszystkie gatunki zyjace (od bakterii
po ssaki), jako gtéwny sktadnik naturalnych czasteczek obronnych gospodarza. Sta-
nowig one praktycznie niewyczerpywalne zrédlo antybiotykéw peptydowych nowej
generacji [12].

Peptydy syntetyzowane nierybosomalnie wytwarzane przez bakterie i grzyby
zawieraja w swej strukturze dwie lub wiecej reszt aminokwasowych [13]. Z zalozenia,
nawet wieksze czgsteczki peptydowe w tej klasie sg syntetyzowane na kompleksach
multienzymatycznych, zamiast w sposéb standardowy dla biatek — na rybosomach.
Wedlug tej definicji, wiele antybiotykéw stosowanych w lecznictwie to pochodne
peptydow. Na przyklad, naturalne penicyliny mozna rozdzieli¢ na reszt¢ monopod-
stawionego kwasu octowego, L-cysteing i D-waling, podczas gdy cefalosporyna C,
bedaca podstawowym sktadnikiem wielu pdtsyntetycznych cefalosporyn, sktada si¢
z kwasu D-a-aminoadypinowego, L-cysteiny, a,f3-dehydrowaliny i kwasu octowego
[2,13].

Synteza antybiotykéw odbywa sie przy udziale kompleksu biatkowego katali-
zujacego te reakcje, nazywanego matryca lub wzornikiem, a produktami biosyn-
tezy sa liniowe lub cykliczne polipeptydy. W tym miejscu bardzo czesto dochodzi
do epimeryzacji aminokwaséw. I cho¢ enancjomery D nie wystepuja naturalnie
w komodrkach mikroorganizméw, bardzo czesto pojawiaja sie w produktach ich
metabolizmu. Obecnos¢ enancjomeréw D korzystnie wplywa na dzialanie przeciw-
drobnoustrojowe antybiotykéw, gdyz nadaje im znaczng odporno$¢ na dzialanie
enzymow proteolitycznych [15]. W konicowym etapie szlaku metabolicznego, dzigki
kompleksowi enzymatycznemu, dochodzi réwniez do dotaczenia do taricucha pep-
tydowego podstawnikow niebialkowych. Mozliwa jest takze dalsza modyfikacja ich
struktury, polegajaca na przylaczeniu grupy metylowej lub acylowej do N-konco-
wych grup aminowych, a takze na reakcjach hydroksylowania aminokwaséw i two-
rzenia pierscieni heterocyklicznych [14]. Czesto w procesie syntezy enzymatycznej
antybiotykoéw powstaje kilka metabolitéw. Poszczegélne produkty réznia sie nie-
znacznie, rozbieznoéci dotycza przewaznie jednego aminokwasu w fancuchu lub
niewielkich zmian w podstawnikach [9].

Podczas procesu biosyntezy na rybosomach, powstaja peptydy przeciwdrob-
noustrojowe (ang. antimicrobial peptides, AMP), bedace wrodzonymi elementami
ukladu odpornosciowego organizméw zywych. Biomolekuly te nie posiadajg zad-
nych podstawnikéw, ani modyfikacji. Pomimo budowy podobnej do biatek komor-



ANTYBIOTYKI PEPTYDOWE I ICH KOMPLEKSY Z JONAMI METALI 503

kowych, charakteryzujg si¢ duza odpornoscia na rozklad enzymatyczny. Wsréd
AMP rozréznia sie pie¢ grup: liniowe czasteczki najczesciej o budowie a-helisy,
posiadajace jedno wigzanie disulfidowe, tworzace strukture petli z ogonem, posia-
dajace dwa lub wiecej wigzan disulfidowych, powodujacych tworzenie sie struktury
B-harmonijki, liniowe bialka niezawierajace reszt cysteiny o niestandardowym skfa-
dzie aminokwasowym oraz biatka bedace czg$ciami wigkszych biatek, np. laktofer-
rycyna [16].

Pomimo réznic w strukturze, wszystkie peptydy typu AMP wykazuja wiasci-
wosci amfifilowe, co umozliwia im interakcje z blonami komoérkowymi bakterii i ich
niszczenie. Wigkszo§¢ AMP ma dodatni fadunek wynikajacy z obecnosci zasado-
wych reszt aminokwasowych, m.in. argininy i lizyny. Wiasciwos¢ ta pozwala AMP
przylaczac sie do ujemnie natadowanych fosfolipidéw blon komoérkowych bakterii
(14, 16].

Skora zaby byla od wiekéw wykorzystywana do celow leczniczych, a w krajach
Ameryki Poludniowej jest uzywana do dzi$. Dopiero w 1962 Kiss i Michl odkryli
obecnos¢ antybiotykdw i peptydow o wlasciwo$ciach hemolitycznych w wydzielinie
skornej zaby Bombina variegata, co doprowadzito do izolacji 24-aminokwasowego
peptydu przeciwbakteryjnego o nazwie bombinina [14]. Ze wzgledu na szerokie
rozpowszechnienie endogennych antybiotykéw peptydowych u wielu organizméw
(owady, plazy, ryby, ssaki, ptaki), a takze fakt, ze odgrywaja one bardzo wazng role
w dzialaniu ukladu immunologicznego, wysunieto hipoteze, iz jest to najstarszy,
naturalny system obrony przed drobnoustrojami. Nawet same bakterie wydzielaja
biatka przeciwdrobnoustrojowe przeciw pokrewnym gatunkom, co zwigksza ich
przezywalno$¢ [16].

W niniejszym artykule przedstawiono zagadnienia zwigzane gtéwnie z mniej-
szymi antybiotykami peptydowymi, syntetyzowanymi na drodze enzymatycznej.

2. MECHANIZM DZIALANIA ANTYBIOTYKOW PEPTYDOWYCH

Trudnosci w interpretacji mechanizmu dziatania antybiotykéw (Rys. 1) poja-
wiajg sie zardwno przy rozpatrywaniu dziatania okreslonej klasy zwigzkow chemicz-
nych, jak i przy analizie budowy chemicznej antybiotykéw o jednym okreslonym
dziataniu. Pomimo tych trudnosci, w pracy zastosowano podzial uwzgledniajacy
miejsce dzialania antybiotykdw peptydowych. Jak juz wspomniano wczesniej,
wyrdznia si¢ trzy klasy antybiotykow peptydowych syntetyzowanych nierybosomal-
nie: hamujgce replikacje i naprawe kwaséw nukleinowych, hamujgce synteze $ciany
komorkowej oraz oddzialujace na blony komérkowe [8].
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Rysunek 1. Miejsca dzialania zwigzkéw przeciwbakteryjnych
Figure 1. The mode of action of antibacterial agents

2.1. ANTYBIOTYKI HAMUJACE SYNTEZE SCIANY KOMORKOWE] BAKTERII

Inhibitorami biosyntezy $cian komodrkowych bakterii s naturalne i potsyn-
tetyczne penicyliny, a takze liczne antybiotyki glikopeptydowe, jak ristomycyna
i wankomycyna, lipo peptydowe, jak ramoplanina, oraz niektére cykliczne peptydy,
jak bacytracyna. Nawet wérod tych inhibitoréw obserwuje sie rézne mechanizmy
dzialania.

I tak, cykloseryna hamuje synteze nukleotydowych prekursoréw peptydo-
glikanu, zapobiegajac addycji dwdch czasteczek p-alaniny do rosngcego tancucha
peptydowego. Penicyliny i bacytracyna hamujg biosynteze peptydoglikanu, nie-
zbednego do powstawania zewnetrznej ostony komorek bakterii Gram-dodatnich.
Bacytracyna inhibituje synteze liniowych fancuchéw peptydoglikanu, zaburzajac
mechanizm transportu disacharydéw przez blone komérkows i wywolujac niedo-
bér elementéw budulcowych $ciany komorkowej. Penicyliny z kolei wplywaja na
stopien poprzecznego usieciowania utworzonych tancuchéw liniowych [17].

Glikopeptydy posiadajg zdolnos¢ wigzania sie za pomoca wigzan wodorowych
z prekursorem peptydoglikanu w ostatniej fazie biosyntezy, w ktorej powstaje §ciana
komorkowa. A dokladniej — potrafig oddzialywac ze swoistym fragmentem p-Ala-
-p-Ala bakteryjnego peptydoglikanu. Blokuja w ten sposéb polimeraze peptydogli-
kanu, potrzebng do dalszego przebiegu procesu transpeptydacji. Wszystkie te pro-
cesy prowadza do wyksztalcenia uposledzonego mikroorganizmu, niezdolnego do
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prawidiowego funkcjonowania. Komorka traci wowczas integralno$¢ i dochodzi do
jej rozpadu, a co za tym idzie — do jej $mierci [18]. Przykladem antybiotyku gliko-
peptydowego jest wankomycyna, ktora posiada rowniez zdolno$¢ do oddziatywania
z RNA i wplywania na przepuszczalnos$¢ bton komérkowych [19].

Wspomniane powyzej antybiotyki maja zastosowanie w leczeniu zakazen bak-
teriami Gram-dodatnimi, natomiast nie znajduja zastosowania w terapii zakazen
wywolanych przez bakterie Gram-ujemne. Ze wzgledu na duzy rozmiar czasteczek,
nie sg one w stanie przenikna¢ przez blone zewnetrzng otaczajacg bakterie Gram-
-ujemne [18].

2.2. ANTYBIOTYKI ODDZIALUJACE NA BELONY KOMORKOWE BAKTERII

Mechanizm dzialania antybiotykéw lipopeptydowych opiera si¢ na wstawieniu
lipofilowego ogona ttuszczowego antybiotyku w btone¢ komérkowa bakterii. Proces
ten jest zalezny od obecnosci jondw wapnia. Im wieksze jest ich stezenie w organi-
zmie, tym lepsze dzialanie leku. Skutkiem takiego oddzialywania na btone¢ komor-
kowgq bakterii jest jej depolaryzacja i wyplyw potasu z wnetrza komorki bakteryjnej,
a w konsekwencji — jej $mier¢ [20].

Lipopeptydy nalezg do antybiotykéw nowej generacji. Pierwszym, wprowa-
dzonym w latach 80. XX wieku, terapeutykiem przynalezacym do tej grupy byta
daptomycyna. Odmienno$¢ mechanizmu dziatania bakteriobdjczego lipopepty-
déw warunkuje skuteczno$¢ ich dziatania, poniewaz bakterie nie zdazyly jeszcze
wytworzy¢ opornoéci na nie. Za wigzanie jonéw Ca’ przez czasteczke daptomycyny
odpowiedzialny jest jej fragment o sekwencji Asp-X-Gly-Asp. Wzajemna lokaliza-
cja dwoch kwasow asparaginowych i glicyny jest istotna dla mechanizmu dziatania
tego leku, natomiast w miejscu oznaczonym jako X, moze znajdowa¢ si¢ dowolny
aminokwas [21].

Rysunek 2. Schemat dziatania walinomycyny [20]
Figure 2. The scheme of action of valinomycin [20]

Kolejng grupa antybiotykéw peptydowych oddzialujacych na blone komor-
kowa bakterii sa depsypeptydy. Sposob dzialania tych lekéw opiera sie na transpor-
cie jondw nieorganicznych przez blony komoérkowe bakterii, dlatego nazywane sg
one antybiotykami jonoforowymi (Rys. 2). Efektem takiego dziatania depsypepty-
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dow na komorki bakterii jest zmiana stezenia jondw metali, takich jak potas czy sod
[22]. Skutkiem za$ zachwianie homeostazy patogendéw, co prowadzi do ich $mierci.
Jonofory dziatajg bakteriobojczo jedynie na szczepy Gram-dodatanie. Gramicydyna
i walinomycyna sg zdolne do transportu jednowarto$ciowych kationdw. Wigzac
jony metali, przenoszg je na druga strong¢ blony. Obnizone stezenie, np. potasu,
prowadzi do zaburzen proceséw energetycznych w organizmie bakterii. Jednak ze
wzgledu na wysoka toksycznos¢, gramicydyna stosowana jest wylacznie miejscowo,
a walinomycyna nie znalazta zastosowania ani u ludzi, ani u zwierzat [23, 24].

2.3. ANTYBIOTYKI HAMUJACE SYNTEZE I DZIALANIE KWASOW NUKLEINOWYCH

Lekami hamujgcymi wzrost bakterii przez blokowanie syntezy bialek na rybo-
somach sg tuberaktynomycyny: kapreomycyna i, strukturalnie do niej podobna,
wiomycyna. Oba zwiazki sg cyklicznymi antybiotykami peptydowymi, dzialajacymi
bakteriostatycznie na pratki gruzlicy [25]. Cho¢ mechanizm ich dzialania nie jest
do konca poznany, wiadomo jednak, ze zakldcajg wiele funkeji rybosoméw, w tym
tworzenie kompleksu inicjacyjnego podjednostki 30S. Blokujg rowniez translokacje
tRNA od miejsca A do miejsca P (A — miejse akceptorowe, P — miejsce peptydowe,
oba zlokalizowane w duzej podjednostce rybosomu), uniemozliwiajac tym samym
procesy translacji [26].

Rysunek 3. Miejsce wigzania antybiotykéw przeciwgruzliczych w rybosomie a) turberaktynomycyny (czer-
wona) na powierzchni pomigdzy jego mala 30S (z6ltta) a duza podjednostka 50S (niebieska),
b) wiomycyny, ¢) kapreomycyny [26]

Figure 3. Anti-tuberculosis antibiotics binding to the ribosome a) tuberactinomycin (red) on the surface
between its small 30S (yellow) and large 50S (blue) subunit, b) vomycin, ¢) capreomycin [26]
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Uzyskana w roku 2010 struktura krystaliczna 70S rybosomu z bakterii Thermus
thermophilus w kompleksie z kapreomycyna lub wiomycyna (Rys. 3) w znaczacy spo-
sOb przyczynita sie do zrozumienia mechanizmu inhibicji translokacji. Wystepujace
u prokariotéw rybosomy 70S sktadajg sie z duzej podjednostki 50S (zawierajacej
34 biatka i dwie czasteczki rRNA: 5S rRNA i 23S rRNA) i malej podjednostki 30S
(zawierajacej 21 bialek i jedng czasteczke rRNA - 16S rRNA). Helisa H69 23S rRNA
oddzialuje z helisg h44 16S rRNA, tworzac mostek B2a miedzy podjednostkami.
Na podstawie badan krystalograficznych potwierdzono hipoteze, ze kapreomycyna
i wiomycyna oddziatujg na mostek B2a, uniemozliwiajac synteze biatek bakteryj-
nych [26]. Miejsce wigzania tuberaktynomycyn w helisie h44 czesciowo pokrywa
sie z miejscem wigzania aminoglikozydoéw, przez co obie grupy zwiazkéw wykazuja
podobne efekty uboczne, w tym nieodwracalng utrate stuchu [27-30]. Wyniki badan
sugeruja, ze omawiane antybiotyki wplywaja na obie podjednostki, co jest unikalne
wsrod antybiotykow oddziatujacych na rybosomy [26, 27, 31]. Wszystkie dotych-
czas zbadane antybiotyki, m.in. puromycyna, streptomycyna, chloramfenikol, wigzg
sie do miejsca znajdujgcego sie albo na podjednostce 30S albo 50S rybosomu [32].

Hamowanie biosyntezy bialek przez antybiotyki peptydowe oparte jest na wia-
zaniu lekéw do rybosomalnego RNA [32]. Wsrdd antybiotykéw oddzialujacych na
kwasy nukleinowe sa rowniez zwiazki oddzialujace na DNA. Maja one zdolno$¢
hamowania syntezy RNA przez blokowanie matrycy DNA. Antybiotyk wigze si¢
$cidle i specyficznie do dwuniciowego DNA, co inhibuje elongacje transkrycji przez
zablokowanie polimerazy RNA [33]. Wiele malych czasteczek antybiotykéw waz-
nych w chemioterapii dziala wlasnie w ten sposéb [25].

Przyktadem jest chromopeptyd aktynomycyna D, ktory oprocz wlasciwosci
przeciwbakteryjnych, wykazuje rowniez wlasciwosci cytotoksyczne. Jego czasteczka
zawiera dwa cykliczne pentapeptydy, lecz ze wzgledu na sposob i skuteczno$é¢ dzia-
tania aktynomycyny D, wazniejszy jest zawarty w strukturze czasteczki leku ptaski,
tricykliczny, heteroaromatyczny pierscien aminofenoksazynowy. Dzigki niemu,
czasteczka jest zdolna do interkalacji pomiedzy pary zasad podwdjnej helisy DNA,
a tym samym do dzialania cytotoksycznego [34]. Zaréwno wyniki badan pro-
wadzonych w roztworze, jak i w ciele stalym potwierdzajg, ze antybiotyk ten jest
interkalatorem, ktory najefektywniej oddzialuje z parg zasad guanina-cytozyna.
Aktynomycyna D jest utrzymywana w odpowiednim potozeniu wigzaniami wodo-
rowymi, tworzacymi si¢ pomiedzy zasadami DNA a cyklicznymi pentapeptydami,
zlokalizowanymi po zewnetrznej stronie helisy [33]. Ponadto stwierdzono, ze akty-
nomycyna D $cisle wigze si¢ réwniez z jednoniciowym DNA (ang. single-stranded
DNA, ssDNA), zgodnie z modelem semi-interkalacji, przez co réwniez jest zaanga-
zowana w terminacje procesu transkrypcji [34-36]. Wyniki obliczen teoretycznych
sugeruja, iz najwiekszy wklad (okoto 70%) w stabilnos¢ kompleksu lek-DNA, maja
w przypadku jednoniciowego DNA, klasyczne wigzania wodorowe, a w przypadku
dwuniciowego DNA (dsDNA) takze inne oddzialtywania migdzy atomami [34].
Najnowsze badania z wykorzystaniem techniki ESI-MS wykazaly, ze ten antybiotyk
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mocniej wigze si¢ z ssDNA, niz z odpowiednim dsDNA [35]. Ponadto na podstawie
badan jednoniciowych oligomeréw DNA zawierajacych dwa fragmenty GTC wyka-
zano, ze sita wigzania zalezy od sekwencji kwasu nukleinowego [36].

Aktynomycyne D zalicza si¢ do molekul hybrydowych, tzw. combilexins. Jest
to grupa ligandéw DNA zawierajgca interkalujacy chromofor oraz element wigzacy
sie w malym rowku fancucha kwasu nukleinowego. Lek ten, pomimo stosunkowo
diugiego juz stosowania (od roku 1954) w wielu terapiach przeciwnowotworowych,
nadal budzi duze zainteresowanie przemystu farmaceutycznego. Koncepcja kombi-
nowanego sposobu oddzialywania z DNA pozwala na projektowanie innych struk-
tur silnie i/lub specyficznie wigzacych sie z DNA [37].

Antybiotykami peptydowymi wigzacymi si¢ w matym rowku DNA s3 takze
netropsyna oraz distamycyna A [38, 39]. Cecha charakterystyczng budowy tych
zwiazkow jest obecno$¢ odpowiednio dwoch i trzech pierScieni N-metylopiro-
lowych, oddzielonych od siebie krotkim tgcznikiem, jakim jest grupa amidowa
(Rys. 4). Maja one liniowa, wydluzona, gietka strukture, umozliwiajaca im dopa-
sowanie sie do ksztaltu malego rowka tancucha DNA. Pozwala to na tworzenie si¢
oddzialywan pomiedzy grupami funkcyjnymi liganda a wnetrzem matego rowka,
wplywajac stabilizujaco na trwalo$¢ powstaltego kompleksu. Distamycyna A oraz
netropsyna wigzg si¢ preferencyjnie do sekwencji bogatych w pary AT [40]. Ponadto
zwiagzki te wykazuja aktywnos¢ biologiczng, jako leki przeciwwirusowe [41].

a) b)

Rysunek 4.  Wzor strukturalny czasteczki a) netropsyny, b) distamycyny A
Figure 4. Molecular formula of: a) netropsin, b) distamycin A

Wiazanie si¢ substancji terapeutycznych w duzym rowku DNA jest zjawiskiem
dos¢ rzadkim. Znacznie wigksza objeto$¢ duzego rowka czyni go miejscem dostep-
nym dla wigkszych czasteczek, takich jak np. biatka, w ktdrych oprocz fragmentow
strukturalnych slabo wigzacych sie w duzym rowku DNA, wystepuja inne fragmenty
pozwalajace silnie potaczy¢ czgsteczke z DNA, np. wigzaniami kowalencyjnymi. Ist-
nieja przypuszczenia, ze netropsyna oraz jej molekuly hybrydowe wiazg sie takze
w duzym rowku DNA [42].

Bleomycyna jest z kolei bardzo silnym przecinaczem zaréwno tanicucha RNA,
jak i DNA (Rys. 5). Jest ona aktywna tylko w obecnosci jondw metali przejsciowych,
takich jak zelazo i miedz. Mechanizm dzialania tego cytostatyku polega na utlenie-
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niu deoksyrybozy w DNA, inicjowanej abstrakcjg protonu gtéwnie z pozycji C-1,
C-4" i C-5. Zazwyczaj po oderwaniu protonu z pozycji C-I; nastepuje addycja O,,
w wyniku czego deoksyryboza przeksztalca sie¢ w lakton. Chociaz produkt ten jest
stosunkowo stabilny, to jednak w obecnosci amin dochodzi do reakeji eliminacji
i rozciecia nici DNA. Analogiczny mechanizm reakcji dziala w przypadku oderwa-
nia protonu z pozycji C-4" i C-5; przy czym ze wzgledu na inng pozycje addycji
tlenu, powstaja inne produkty posrednie [43]. Reakeja cigcia wystepuje w matym
rowku DNA, gléwnie w sekwencjach GpT oraz GpC, gdzie reaktywnymi nukleoty-
dami s3 odpowiednio T i C. Przecinanie fanicucha obserwowano niekiedy réwniez
we fragmentach GpA i ApT [44].

Rysunek 5. Struktura krystaliczna kompleksu Co**-bleomycyna-DNA [45]
Figure 5. Cystral structure of the Co™*-bleomycin-DNA complex

Warto zauwazy¢, ze pordwnywalna sekwencja jest preferowana réwniez przez
aktynomycyne D [36]. W zwiazku z tym, mozna przypuszczaé, ze dzialania obu
antybiotykow zakldcajg sie nawzajem. Zaréwno bowiem wigzanie do mniejszego
rowka DNA, jak rowniez interkalacja aktynomycyny D, moze hamowac rozszcze-
pianie DNA przez bleomycyne. Nadmieni¢ nalezy, Ze oba te przeciwnowotworowe
antybiotyki sg powszechnie stosowane w terapii razem. W celu zbadania interak-
cji miedzy tymi zwigzkami, przeprowadzono seri¢ badan na restrykcyjnych frag-
mentach plazmidowego DNA, w tym na fragmencie 265mer z pBlueScript. Wyniki
wykazujg, ze aktynomycyna D znacznie modyfikuje ciecie DNA przez bleomycyne.
Ciecie przez bleomycyne gtéwnej sekwencji docelowej (GpT oraz GpC) jest silnie
hamowane przez aktynomycyne¢ D, natomiast znacznie wzrasta rozszczepianie
wtérnych fragmentéw (GpA i ApT). Zjawisko to wynika z zakldcenia struktury
podwdjnej helisy spowodowanej interkalacja aktynomycyny do jej preferowanych
fragmentéw. Ponadto wykazano, ze zwiazki wigzace sie¢ w malym rowku DNA,
jak wspomniana wczesniej distamycyna, rowniez hamujg cigcie przez bleomycyne
fragmentéw DNA w obszarze GpA i GpT. W przeciwienstwie do aktynomycyny,
distamycyna nie powoduje redystrybucji miejsc rozszczepienia fanicucha DNA [46].

Do okreslenia miejsca wigzania zwigzkéw chemicznych do DNA najczesciej
stosuje si¢ krotkie fragmenty restrykcyjne plazmidowego DNA. Natomiast, w celu
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okreslenia wlasciwosci cytotoksycznych, bardzo czgsto wykorzystuje si¢ calg koli-
sta czasteczke plazmidu [47-49]. Plazmidy s3 malymi czasteczkami o wielkosci do
kilku tysiecy par zasad. Charakterystyczng ich cechg jest to, ze mogg replikowaé
sie autonomicznie, niezaleznie od chromosomu gospodarza. Ponadto sa zdolne
do przekazywania swoich gendw innym komoérkom, a takze sa nosnikami genow
warunkujacych m.in. antybiotykooporno$¢, metabolizm niektérych naturalnych
produktow, wytwarzanie toksyn i specyficznych bakteriocyn [50].

Koliste czasteczki DNA sa doskonatymi substratami do badania lekéw, moga-
cych powodowa¢ ciecie DNA. Rozcigcie jednej z nici plazmidu nie zmienia jego
masy, ale powoduje rozwiniecie struktury superhelikalnej (forma I), prowadzac do
tworzenia si¢ formy otwartej (forma II), podobnej do tej, jaka mozna otrzymac po
dzialaniu na plazmid topoizomerazg. Rozciecie obu nici przeprowadza plazmid do
formy liniowej DNA (forma III). Dwuniciowe uszkodzenia fancucha DNA, majace
przewaznie podloze w reakcjach oksydatywnych, sa nieodwracalne. Organizm nie
dysponuje mechanizmami skutecznej naprawy takich uszkodzen [51].

W przypadku badan interkalatoréw, najczesciej wykorzystuje si¢ DNA z grasicy
cielecej (ctDNA). Interakcje aktynomycyny z ctDNA badano metoda woltampero-
metrii cyklicznej (CV). Wyniki badan wykazaly, ze aktynomycyna D silnie wigze
sie z DNA, ze stalg wigzania réwng 7,54 x 10’ cm’mol ', a wigzanie obejmuje szes$¢
par zasad [240]. Do badania oddzialywania interkalatoréw z ctDNA czesciej jednak
wykorzystuje sie spektroskopie UV-Vis, CD oraz fluorescencje [53-58].

3. ODDZIALYWANIE ANTYBIOTYKOW PEPTYDOWYCH Z JONAMI
METALI

Chociaz dla wigkszosci antybiotykow obecnos¢ jonéw metali nie jest konieczna
do pelnienia ich funkgji, to jednak istniejg antybiotyki, dla ktérych koordynacja
jonu metalu jest niezbedna. W tym przypadku, skoordynowane jony metali odgry-
waja waznag role w utrzymaniu wlasciwej struktury i/lub efektywnosci ich dzialania.
Usunigcie jondw metali z tych antybiotykéw moze skutkowac¢ utratg lub obnizeniem
ich aktywnosci farmakologicznej. Z tego typu lekéw dotychczas najlepiej poznano
- pod wzgledem mechanizmu dzialania - bleomycyne, streptonigryne oraz bacytra-
cyne.

Podobnie jak metaloproteiny, antybiotyki te czasami nazywa si¢ metaloantybio-
tykami [59]. Termin ten nie jest jednak zbyt czesto uzywany, poniewaz sugeruje, ze
zwiazki maja charakter metaloorganiczny, a w tego typu ukladach zawsze wystepuje
przynajmniej jedno wigzanie kowalencyjne metal-wegiel [60]. W przypadku oma-
wianych tu kompleksdw, sg to zazwyczaj wigzania koordynacyjne. Bez wzgledu na
terminologie, wiele komplekséw metali z antybiotykami, a takze z ich pochodnymi,
oraz kompleksy metali z ligandami syntetycznymi, wykazujg bardzo silne dzialanie
przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, czy przeciwnowotworowe [59].
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Wspomniana juz wczesniej bacytracyna jest dodekapeptydowym antybioty-
kiem izolowanym z Bacillus subtilis i Bacillus licheniformis. Ma ona stosunkowo
waskie spektrum dzialania, skierowane gtéwnie przeciwko bakteriom Gram-dodat-
nim, takim jak gronkowce i paciorkowce [61]. Bacytracyna wiagze wiele dwuwar-
tosciowych jondéw metali i tworzy z nimi kompleksy o stechiometrii 1:1. Powino-
wactwo jonéw metali do liganda, jakim jest bacytracyna, jest nastepujace: Cu’" >
Ni** > Co’" ~ Zn** > Mn”". Okreslono réwniez aktywno$¢ biologiczng tworzacych
sie kompleksow, ktdra - jak wykazano - wigze si¢ bezposrednio z powinowactwem.
Najaktywniejsze sg kompleksy bacytracyny z miedzig [62]. Co ciekawe, antybiotyk
wykazuje miedzio-zalezng inhibicje wzrostu ple$ni Neurospora crassa [63]. Poczat-
kowo sadzono, ze wigznie jonu metalu nastepuje przez imidazolowy atom azotu
pochodzacy z His-10 i pierscien tiazolowy (atom azotu lub siarki), a takze grupe
aminowg Ile-1. Wykluczono natomiast udzial grupy karboksylowej [64]. Kolejne
badania nie do konca potwierdzily te sugestie. Ze wzgledu na obecno$¢ w czasteczce
bacytracyny wielu potencjalnych ugrupowan donorowych, wlozono wiele wysitku
w scharakteryzowanie procesu koordynacji. Na przestrzeniu wielu lat zastosowano
w tym celu szerokie spektrum metod badawczych, poczawszy od potencjometrii
[64] przez ORD [47], 'H NMR [65], °C NMR [66] i EPR [67]. Dopiero te ostatnie
badania bezsprzecznie potwierdzily udzial w procesie wigzania jonéw Cu®* reszt
His-10, Glu-4 i Asp-11. Mozna bylo wykluczy¢ z niego udzial siarki pierscienia
tiazolowego, poniewaz kompleks charakteryzowalby sie wowczas nizszymi wartos-
ciami parametrow gi A [68].

Ostatnie badania metoda EXAFS kompleksu bacytracyny z jonami cynku
sugeruja, ze sfera koordynacyjna tego metalu sktada si¢ z trzech atoméw azotu oraz
jednego atomu tlenu. Atomy donorowe bacytracyny przypisano do N-koncowej
grupy aminowej Ile-1, atomu azotu pierscienia imidazolowego His-10, atomu azotu
pierscienia tiazolowego oraz grupy karboksylowej Glu-4 [69]. Sugeruje sie réwniez,
ze N-konficowa grupa aminowa Ile-1 znajduje w poblizu jonu metalu. Czy jest ona
bezposrednio zaangazowana w proces koordynacji nie mozna ani potwierdzi¢, ani
tez wykluczy¢. Z cala pewnoscia mozna natomiast wyeliminowaé wigzanie jonow
metalu przez atom siarki pierscienia tiazolowego [70].

W wielu preparatach farmaceutycznych do stosowania miejscowego, a w szcze-
golnoséci w masciach i pudrach, jednym ze skfadnikow aktywnych jest sél cynkowa
bacytracyny. Jest ona aktywna na niemal wszystkie bakterie Gram-dodatnie wywo-
tujace choroby skory i blon sluzowych. Moze by¢ stosowana nawet u niemowlat,
w przypadku pieluszkowego zapalenia skory i saczacych wypryskow skornych [59].

Czesto stosowanym antybiotykiem peptydowym jest takze bleomycyna, ktéra
nalezy do grupy antybiotykow glikopeptydowych. Zostala po raz pierwszy wyizo-
lowana jako kompleks z jonami miedzi(II) z Streptomyces verticillus [71]. Wkrotce
okazalo sie, ze wykazuje ona wlasciwosci przeciwnowotworowe i szybko stala sie
jednym z najszerzej stosowanych farmaceutykéw w leczeniu raka jader, chloniaka,
raka glowy i szyi, a takze w terapii skorzajonej z cisplatyna i adriamycyna zwia-
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zanego z AIDS migsaka Kaposiego [72]. W efekcie badan wykazano, ze zaréwno
kompleksy Fe*', Fe' jak i Cu’ i Cu* sg aktywnymi in vivo formami antybiotyku,
przy czym dwa pierwsze sg nawet skuteczniejsze. Sktad sfery koordynacyjnej obu
tych jonéw metali wcigz pozostaje kontrowersyjny z powodu braku dostatecz-
nych informacji strukturalnych. Kompleksy bleomycyny z jonami cynku i kobal-
tu(III) sg biologicznie nieaktywne [73]. Bleomycyna jest znakomitym ligandem
dla wielu jonéw metali przej$ciowych, w tym Mn*', Co®™, Co™, Ni*", Ni**, Cd*,
Ga*, Ru”, jak réwniez promieniotwdrczego %Rh, stosowanego w radioterapii,
a takze wspomnianych juz wczesniej Zn**, Fe**, Fe’ oraz Cu', Cu** [74-76]. Przej-
$cia d-d na widmach UV-Vis komplekséw miedzi(II) z bleomycyng oraz jej ana-
logami wystepuja przy dlugosci fali okoto 600 nm (¢ = 110 M 'cm™). Ich energia
jest wieksza niz dla centréw miedziowych typu II, co moze sugerowaé obecnos¢
silnego pola ligandéw w odksztalconej pigcio- lub szesciocztonowe;j sferze koordy-
nacyjnej tego kompleksu. Jego struktura stala si¢ jasniejsza, po wykrystalizowaniu
kompleksu jonu miedzi(II) z posrednim produktem biosyntezy. Jak dowiedziono,
bleomycynaten koordynuje jony miedziowe przez atomy azotu pierScienia imi-
dazolowego, pirymidynowego, grupe aminowa f-aminoalaniny i azot amidowy
B-hydroksyhistydyny [77].

W przypadku komplekséw z jonem Fe®*, w proces wigzania zaangazowane sg
te same co dla jonéw miedzi(II) atomy donorowe, z jedng tylko réznicg. W pro-
cesie uczestniczy dodatkowo grupa amidowa, zlokalizowana przy zmodyfikowanej
p-mannozie. Pomimo spordw, sugeruje sie, ze struktura angazujaca pie¢ donoro-
wych atoméw w kompleksie o symetrii znieksztalcego oktaedru posiada nadal jedno
niezapelnione miejsce koordynacyjne, a tym samym ma mozliwos¢ wigzania cza-
steczki tlenu [78]. Analogiczng strukture maja rowniez kompleksy z jonami kobaltu
na nizszym stopniu utlenienia (+2) [79]. Réwnie silnie jony metali wigzane sg przez
analogi bleomycyny, w tym tallysomycyne [80], peplomycyne [81] oraz fleomycyne
(82].

Daptomycyna jest stosunkowo nowym antybiotykiem lipopeptydowym, stoso-
wanym w leczeniu zakazen skdry, spowodowanych przez bakterie Gram-dodatnie,
w tym metylinooporne Staphylococcus aureus [83]. W przeciwienstwie do zdecydo-
wanej wiekszosci antybiotykéow peptydowych, ktdre majg charakter amfipatyczny
i duzy fadunek dodatni (nawet do +9, gléwnie ze wzgledu na obecnos¢ reszt argininy
i lizyny), daptomycyna jest ujemnie naladowanym cyklicznym lipopeptydem [84].
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Rysunek 6. Daptomycyna a) struktura czasteczki; b) struktura kompleksu z jonami Ca* c) model powierzchni
daptomycyny; d) model powierzchni kompleksu. Ujemnie naladowane tancuchy boczne zazna-
czone zostaly na czerwono, naladowane dodatnio na niebiesko [85]

Figure 6. Daptomycin a) molecular structure; b) structure of the Ca’* complex; ¢) model of daptomycin
surface; d) model of the complex surface. Color red indicates negative charges of amino acids side
chains, while blue positive ones [85]

Unikalng cechg tego antybiotyku jest jego aktywno$¢ przeciwbakteryjna cat-
kowicie zalezna od jonéw wapnia [86-90]. Wyniki badan przeprowadzonych
w 2004 roku przez Hancock’a dowodza, ze jony wapnia powoduja zmiany struktu-
ralne w czasteczce daptomycyny (Rys. 6a, 6b), co z kolei wywoluje jego interakcje
z lipidami [85]. Najprawdopodobniej w wigzanie jonéw wapnia zaangazowana jest
grupa karboksylowa aminokwasu Asp-3 [91]. Rysunki 6¢ i 6d ilustrujg struktury
powierzchni, odpowiednio samego liganda oraz kompleksu. Jony wapnia, wiazac sie
z daptomycyng w roztworze, zmniejszajg catkowity tadunek liganda z -3, do -1 dla
kompleksu. Ponadto powoduja wzrost amfipatycznosci oraz, w mniejszym stopniu,
wzrost powierzchni hydrofobowej czasteczki leku. Moze to powodowa¢ nie tylko
oligomeryzacje¢ peptydu, ale réwniez ulatwia jego oddziatywanie z blong komor-
kowg. Stwierdzono takze, ze jon Ca** moze dziata¢ jako pomost pomiedzy daptomy-
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cyng i fosfolipidami, prowadzac do kolejnej zmiany konformacyjnej. Tym samym
umozliwia gltebsze wnikniecie leku do wnetrza btony komdrkowej bakterii i zaktoca
jej strukture [85].

Znane sg takze inne antybiotyki lipopeptydowe, ktérych dziatanie zalezne jest
od jon6éw wapnia, wérdd nich amfomycyna i fruilimycyna [92] oraz surfaktyna [93].
Postuluje si¢, ze wszystkie antybiotyki lipopeptydowe, zalezne od jondéw wapnia,
oddzialuja z blong komérkowa w podobny sposéb [85].

Wiele antybiotykéw peptydowych nie wymaga skoordynowania jonu metalu
do petnienia swoich funkeji, ale obecno$¢ w ich czasteczkach potencjalnych atomow
donorowych sprzyja procesowi ich wigzania. W przypadku tworzenia sie¢ stabilnych
i trwalych kompleksow, fakt ten moze mie¢ wptyw na homeostaze jonéw metali
w organizmie. I tak, na przyklad, lipopeptyd ituryna jest zdolny do wigzania jonow
metali alkalicznych we wnetrzu pier§ciena peptydowego [94].

Oprocz ituryny, z jonami metali alkalicznych oddzialuje takze gramicydyna A.
Jest to liniowy, hydrofobowy pentapeptyd, zbudowany na przemian z aminokwa-
séw o konfiguracji L i D. Oba jej konce sa zablokowane - przez grupe formylowa
(N-koniec) oraz etanolamid (C-koniec). Gramicydyna A jest syntetyzowana przez
bakterie ze szczepu Bacillus brevis [95]. Antybiotyk ten w bfonie komérkowej zacho-
wuje si¢ jak jonofor i jest zdolny do transportu jednowartosciowych kationow [96].
Czasteczki leku, tworzac podwojng helise, silnie wigzg kationy jednowartosciowe.
Odkryto, ze grupy karbonylowe tryptofandw, zlokalizowanych w pozycjach 11 obu
helis, sg gtéwnym miejscem wigzania tych jondéw [97]. Chociaz zmierzone stale wig-
zania dla poszczegolnych jonéw sa zmienne, wzgledne powinowactwo wigzania dla
réznych kationow jest w zasadzie zgodne w serii Cs” = Rb” >> K"> Na" > Li". Jony
te s3 znacznie mocniej wigzane przez pierwsze miejsce wiazania, niz przez drugie
(Rys. 7) [98].

Rysunek 7. Schemat przedstawiajacy proponowane dwa miejsca wigzania kationéw jednowarto$ciowych
przez gramicydyne A [98]
Figure 7. Scheme of two proposed binding sites of monovantely charged ions by gramicidin A [98]

Nalezgca do grupy antybiotykdéw chromopeptydowych aktynomycyna D jest
jednym z najpopularniejszych zwigzkow, stosowanych w leczeniu nowotworéw [99].
Zbadano aktywnos$¢ przeciwnowotworowa wielu syntetycznych analogéw eteru
koronowego aktynomycyny D, pod katem zdolnosci kompleksowania jonéw metali
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przez fancuchy boczne tego leku [100]. Przy zastosowaniu metody dichroizmu kolo-
wego oraz — 35 lat pdzniej, w roku 2003 - przy zastosowaniu woltamperometrii
cykliczej stwierdzono, ze antybiotyk ten moze wigza¢ jony miedzi oraz, ze wlasnie
w takiej postaci, lek moze wigza¢ sie¢ do DNA, tworzgc uklad ternarny [101, 102].
W 2004 roku, na bazie analizy szeregu wynikow spektroskopowych, zidentyfiko-
wano miejsca wigzania jonéw miedzi(II). W proces koordynacji zaangazowane sa
trzy donorowe atomy azotu: heterocykliczny pierscienia aminofenoksazonowego
oraz dwa z najblizszych wigzan amidowych w czasteczce aktynomycyny D (Rys. 8)
[103]. W 2012 roku zbadano kompleks aktynomycyny z jonami srebra. Zapropono-
wano ten sam zestaw atomoéw donorowych, jak w przypadku kompleksu z jonami
miedzi(II) [104].

Rysunek 8. a) wzor strukturalny czgsteczki aktynomycyny D, b) struktura kompleksu Cu*"-aktynomycyna D
[103]
Figure 8. a) structure of actinomycin D molecule, b) structure of Cu**-actinomycin D complex [103]

Zbadano takze miejsca wigzania jonéw miedzi(II) przez wankomycyne [105]
i teikoplaning [106]. Oba antybiotyki nalezg do grupy antybiotykow glikopepty-
dowych [107] i, cho¢ s3 swoimi analogami, ich strefa koordynacyjna znacznie si¢
rézni. Dla obu komplekséw przeprowadzono serie badan strukturalnych w roztwo-
rze. W przypadku wankomycyny w wigzanie jonéw miedzi(II) w pH fizjologicz-
nym, zaangazowane sg trzy donorowe atomy azotu: drugorzedowej grupy aminowej
i dwdch zdeprotonowanych wigzan peptydowych [105]. Natomiast w przypadku
teikoplaniny, tworza si¢ kompleksy dwuazotowe, a w proces koordynacji zaangazo-
wana jest pierwszorzedowa grupa aminowa oraz atom azotu najblizszego wigzania
peptydowego [106]. Dowiedziono takze, ze teikoplanina, zwigzana do podloza krze-
mionkowego, wykazuje zdolno$¢ do wigzania stereoizomeréw réznych kompleksow
z jonami rutenu(II) z wysoka regio-, diastereo- i enancjoselektywnoscia, co sprawia,
ze jest uzytecznym narzedziem do rozdziatu HPLC [108].
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Rysunek 9. Struktura krystaliczna komplekséw Cu’**-wankomycyna a) formy A, b) formy B [109]
Figure 9. Crystal structure of Cu**-vancomycin complex a) form A, b) form B [109]
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Dla kompleksu Cu**-wankomyca przeprowadzono réwniez badania rentge-
nostrukturalne. Rozwigzana struktura krystaliczna wyraznie wskazuje na istnienie
dwdch réznigeych sie geometrig form kompleksowych, oznaczonych jako A i B
(Rys. 9). Atomy donorowe w obu formach pozostajg takie same. Jon metalu skoor-
dynowany jest w peryferyjnej, gietkiej czesci antybiotyku. W proces koordynacji,
podobnie jak w przypadku kompleksu w roztworze, zaangazowane sg trzy atomy
azotu czasteczki leku. Wykazano oddzialywania z tlenem amidowym reszty aspa-
raginowej. Kompleks ma zatem geometri¢ piramidy kwadratowej, a czgsteczka
wody w pozycji apikalnej uzupelnia pieciokoordynacyjng sfere wokoét jonu metalu
(Rys. 9) [105, 109]. Jak juz wspomniano, ten sam zestaw atoméw donorowych nie
znajduje odzwierciedlenia w identycznej dla formy kompleksowej A i B geometrii
wokot poszezegdlnych jondéw miedzi(II). Nie oznacza to, Ze obie formy komplek-
sowe drastycznie si¢ roznig. Niewielkie réznice w geometrii pomigdzy formami A
i B uwidaczniajg sie w odleglosci wody apikalnej od jonu Cu**. Odlegloé¢ ta jest
niewiele mniejsza (réznica wynosi 0,047 A) dla formy A. Natomiast w formie B
tancuch boczny N-konicowej reszty leucynowej jest nieuporzagdkowany i wystepuje
w dwoch potozeniach (Rys. 9 b) [109].

W przebiegu wielu chordéb, w tym takze gruzlicy, obserwuje si¢ znaczny wzrost
stezenia jondw miedzi(II) w osoczu krwi (nawet o 21%) [110]. Co ciekawe stezenie
to spada i wraca do prawidlowego poziomu po leczeniu farmakologicznym. Postu-
luje sie, ze leki przeciwgruzlicze moga chelatowa¢ jony Cu®" i wptywaé na ich home-
ostaze [111, 112]. Poréwnano wiec sile wigzania jondw miedzi(II) przez trzy wciaz
stosowane leki przeciwgruzlicze. Rysunek 10 wyraznie wskazuje, Ze jony miedziowe
sa najefektywniej wigzane przez wiomycyne. W pH fizjologicznym az 70% jonow
Cu’* wigze sam antybiotyk, a pozostale 30%-kapreomycyna. Natomiast etambutol,
uwazany za silny chelator tych jondéw [111], wptywajacy na ich homeostaze w orga-
nizmie, jest w tym uktadzie praktycznie bez szans wiazac niespelna 1%o0 Cu*'. Mozna
wiec przypuszczad, ze u pacjentéw leczonych kapreomycyna, a w szczegélnosci wio-
mycyna, stezenie jonéw Cu’* znacznie szybciej wraca do normy, niz u leczonych
etambutolem. Oczywiscie, moze to powodowa¢ nie tylko efekty pozadane (zwia-
zane z powrotem do prawidlowego poziomu Cu®"), ale réwniez niekorzystne. Idac
krok dalej, mozna przypuszczaé, ze wigksza toksycznosé wiomycyny w stosunku do
kapreomycyny wynika z silniejszego wigzania jonéw Cu’* i zaburzania homeostazy
tego metalu. Moze to by¢ szczegolnie niebezpieczne, w przypadku dlugotrwalego
stosowania tego leku, i moze odpowiadac za efekty uboczne [113].
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Rysunek 10. Wykres obrazujacy konkurencje w wigzaniu jonéw Cu** pomiedzy wiomycyna, kapreomycyna
i etambutolem, M:L 1:1.1, [Cu®'] = 1 mM

Figure 10.  Competition diagram for viomycin, capreomycin and ethambutol in Cu(II) binding, M:L 1:1.1
molar ratio, [Cu®'] = 1 mM

UWAGI KONCOWE

Antybiotyki sg substancjami chemicznymi zdolnymi do hamowania wzrostu
komorek bakteryjnych lub powoduja ich $mier¢. Niektore z nich (np. bacytracyna,
fleomycyna, bleomycyna) sa nieaktywne pod nieobecnos¢ jonéw metali, inne wyka-
zujg korzystniejsze wlasciwosci biologiczne po ich skompleksowaniu (np. daptomy-
cyna, kapreomycyna) [59, 73, 82, 114]. Antybiotyki peptydowe, ze wzgledu na duza
liczbe potencjalnych ugrupowan donorowych zlokalizowanych w swoich czastecz-
kach, moga wplywa¢ na homeostaze jonéw metali, m.in. Cu®". Jest to szczegolnie
istotne, poniewaz w wielu stanach patologicznych (infekcje bakteryjne, nowotwory,
gruzlica, PD, AD) obserwuje si¢ podwyzszone stezenie jondéw miedziowych, co
moze ulatwia¢ tworzenie si¢ kompleksow z aplikowanymi farmaceutykami [111].

Oczywiscie gtéwnym zadaniem antybiotykéw jest zwalczanie infekeji bakteryj-
nych, ale niektére z nich wykazuja wlasciwosci przeciwgrzybicze czy przeciwno-
wotworowe. Ze wzgledu na niski efekt terapeutyczny, nie stosuje si¢ ich w lecze-
niu infekeji wirusowych. Mechanizm dzialania antybiotykéw peptydowych polega
na inhibicji syntezy $ciany komoérkowej, oddziatywaniu na btone komérkowa lub
hamowaniu replikacji i naprawy kwaséw nukleinowych [7, 8].

Istotnym czynnikiem wplywajacym na sile i charakter oddzialywania zwigzkow
na kwasy nukleinowe jest ich wypadkowy fadunek. Zaréwno czasteczki DNA, jak
i RNA, jako polianiony silniej wigzg zwigzki o wysokim fadunku dodatnim. Jednym
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ze sposobow zwiekszania wypadkowego ladunku zwigzku jest utworzenie kom-
plekséw z jonami metali [114]. Chelaty takie charakteryzuja si¢ nie tylko wyzszym
fadunkiem, ale bardzo cze¢sto posiadajg tez odmienne wlasciwosci fizykochemiczne,
niz nieskompleksowane ligandy w tych samych warunkach. Poza strukturg i fadun-
kiem czesto drastycznej zmianie ulega takze reaktywnos¢, w tym zdolnos¢ do gene-
rowania RFT [115, 116]. W efekcie, badania komplekséw obfituja niejednokrotnie
w znaczgco wigkszg liczbe oddziatywan niz badania samych ligandéw [113, 117].

PODZIEKOWANIE

Publikacja finansowana ze srodkéw przyznanych przez Narodowe Centrum
Nauki ( grant nr 2014/13/B/ST5/04359).

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] R.A. Ataee, M.H. Ataee, A.M. Tavana, M. Salesi, Int. ]. Prev. Med., 2017, 8, 16.
[2] R. Gaynes, Emerg. Infect. Dis., 2017, 23, 849.
[3] C.N.Kyriacos, R. Stephan, J. Antibiot., 2018, 71,153.
[4] C. Walsh, Nat. Rev. Microbiol., 2003, 1, 65.
[5] G.A. Pankey, L.D. Sabath, Clin. Infect. Dis., 2004, 38, 864.
[6] M. Chakroun, A. Chakroun, M. Hsairi, Int. Arab. J. Antimicrob. Agents, 2017, 7, 1.
[7]1 A.Zejc, M. Gorczyca, Chemia lekéw, Wyd. 3, Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa 2009.
[8] C. Walsh, Nature, 2000, 406, 775.
[9] A.L.Demain, S. Sanchez, J. Antibiot., 2009, 62, 5.
[10] J.A. Bosso, Pharmacotherapy, 2005, 25, 55S.
[11] M.A. Fischbach, C.T. Walsh, Chem. Rev., 2006, 106, 3468.
[12] Y. Li Q. Xiang, Q. Zhang, Y. Huang, Z. Su, Peptides, 2012, 37, 207.
[13] R.D. Sussmuth, W. Wohlleben, Appl Microbiol. Biot., 2004, 63, 344.
[14] R.E.W. Hancock, D.S. Chapple, Antimicrob. Agents Ch., 1999, 43, 1317.
[15] M.A. Marahiel, J. Pept. Sci., 2009, 15, 799.
[16] V. Teixeira, M.]. Feio, M. Bastos, Prog. Lipid Res., 2012, 51, 149.
[17] T. Mascher, N.G. Margulis, T. Wang, R.W. Ye, ].D. Helmann, Mol. Microbiol., 2003, 50, 1591.
[18] R.N.Jones, D.J. Biedenbach, D.M. Johnson, M.A. Pfaller, . Chemotherapy, 2001, 13, 244.
[19] K.A. Sannes-Lowery, R.H. Griffey, S.A. Hofstadler, Anal. Biochem., 2000, 280, 264.
[20] G. Thomas, Medicinal Chemistry an Introduction, Wyd. 2, John Wiley & Sons, Ltd, Chichester
2009.
[21] S.K. Straus, R.E.W. Hancock, Biochim. Biophys. Acta, 2006, 1758, 1215.
[22] S. Rasimus, R. Mikkola, M.A. Andersson, V.V. Teplova, N. Venediktova, C. Ek-Kommonen,
M. Salkinoja-Salonen, Appl. Environ. Microbiol., 2012, 78, 3732.
23] S.Ehala, V. Kasicka, E. Makrlik, Electrophoresis, 2008, 29, 652.
24] D.A. Kelkar, A. Chattopadhyay, BBA-Biomembranes, 2007, 1768, 2011.
25] T. Monshupanee, S.K. Johansen, A.E. Dahlberg, S. Douthwaite, Mol. Microbiol., 2012, 85, 1194.
26] R.E. Stanley, G. Blaha, R.L. Grodzicki, M.D. Strickler, T.A. Steitz, Nat. Struct. Mol. Biol., 2010, 17,
289.



K. STOKOWA-SOETYS

(51]

(52]
(53]

R. Akbergenov, D. Shcherbakov, T. Matt, S. Duscha, M. Meyer, D.N. Wilson, E.C. Bottger, Antimi-
crob Agents Ch., 2011, 55, 4712.

C.E. Maus, B.B. Plikaytis, T.M. Shinnick, Antimicrob. Agents Ch., 2005, 49, 3192.

A.P. Carter, WM. Clemons, D.E. Brodersen, R.]. Morgan-Warren, B.T. Wimberly, V. Ramakrish-
nan, Nature, 2000, 407, 340.

Q. Vicens, E. Westhof, Chem. Biol., 2002, 9, 747.

S.K. Johansen, C.E. Maus, B.B. Plikaytis, S. Douthwaite, Mol. Cell, 2006, 23, 173.

J. Poehlsgaard, S. Douthwaite, Nat. Rev. Microbiol., 2005, 3, 870.

S. Rauf, ].J. Gooding, K. Akhtar, M.A. Ghauri, M. Rahman, M.A. Anwar, A.M. Khalid, J. Pharma-
ceut. Biomed., 2005, 37, 205.

C. Bendic, M. Enache, E. Volanschi, J. Mol. Graph. Model., 2005, 24, 10.

X. Zhou, Z. Shen, D. Li, X. He, B. Lin, Talanta, 2007, 72, 561.

W. Du, L. Wang, J. Li, B. Wang, Z. Li, W. Fang, Thermochim. Acta, 2007, 452, 31.

P. Colson, C. Bailly, C. Houssier, Biophys. Chem., 1996, 58, 125.

K.D. Goodwin, E.C. Long, M.M. Georgiadis, Nucleic Acids Res., 2005, 33, 4106.

G.L. Olsen, E.A. Louie, G.P. Drobny, S.T. Sigurdsson, Nucleic Acids Res., 2003, 31, 5084.

J. Lah, Biochemistry, 2000, 39, 9317.

S.K. Sharma, M.Tandon, J.W. Lown, J. Org. Chem., 2000, 65, 1102.

N.V Hud, M. Polak, Curr. Opin. Struc. Biol., 2001, 11, 293.

S.T. Hoehn, H.-D. Junker, R.C. Bunt, C.J. Turner, J. Stubbe, Biochemistry, 2001, 40, 5894.

]. Stubbe, J.W. Kozarich, W. Wu, D.E. Vanderwall, Accounts Chem. Res., 1996, 29, 322.

K.D. Goodwin, M.A. Lewis, E.C. Long, M.M. Georgiadis, P. Natl. Acad. Sci. USA, 2008, 105, 5052.
C. Bailly, A. Kenani, M.]. Waring, Nucleic Acids Res., 1997, 25, 1516.

S.M. Monro, K.M. Cottreau, C. Spencer, J.R. Wentzell, C.L. Graham, C.N. Borissow, D.L. Jakeman,
S.A. McFarland, Bioorgan. Med. Chem., 2011, 19, 3357.

B.O. Okandeji, D.M. Greenwald, ]. Wroten, J.K. Sello, Bioorgan. Med. Chem., 2011, 19, 7679.

D. Talancon, C. Lopez, M. Font-Bardia, T. Calvet, J. Quirante, C. Calvis, R. Messeguer, R. Cortes,
M. Cascante, L. Baldoma, J. Badia, J. Inorg. Biochem., 2013, 118, 1.

W.XK. Purves, S. David, G.H. Orians, H.C. Heller, Life: The Science of Biology, Wyd. 6, Sinauer Asso-
ciates, Inc., Gordonsville, Wirginia 2001.

P.P. Silva, W. Guerra, J.N. Silveira, A.M.D.C.Ferreira, T. Bortolotto, FEL. Fischer, H. Terenzi,
A. Neves, E.C. Pereira-Maia, Inorg. Chem., 2011, 50, 6414.

S. Wang, T. Peng, EC. Yang, J. Electroanal. Chem., 2003, 544, 87.

M. Kozurkova, D. Sabolova, L. Janovec, J. Mikes, J. Koval, J. Ungvarsky, M. Stefanisinova, P. Fedo-
rocko, P. Kristian, J. Imrich, Bioorgan. Med. Chem., 2008, 16, 3976.

J. Plsikova, L. Janovec, J. Koval, J. Ungvarsky, J. Mikes, R. Jendzelovsky, P. Fedorocko, J. Imrich,
P. Kristian, J. Kasparkova, V. Brabec, M. Kozurkova, Eur. J. Med. Chem., 2012, 57, 283.

G. Zhang, X. Hu, N. Zhao, W. Li, L. He, Pestic. Biochem. Phys., 2010, 98, 206.

B.K. Sahoo, K.S. Ghosh, R. Bera, S. Dasgupta, Chem. Phys., 2008, 351, 163.

Y. Lu, J. Lv, G. Zhang, G. Wang, Q. Liu, Spectrochim. Acta A, 2010, 75, 1511.

S. Roy, R. Banerjee, M. Sarkar, J. Inorg. Biochem., 2006, 100, 1320.

L.-J. Ming, ].D. Epperson, J. Inorg. Biochem., 2002, 91, 46.

A.D. McNaught, A. Wilkinson, TUPAC. Compendium of Chemical Terminology, Drugie wydanie
(“Gold Book”), Blackwell Scientific Publications, Oxford 1997.

D.M. Citron, C.V. Merriam, K.L. Tyrrell, Y.A. Warren, H. Fernandez, E.].C. Goldstein, Antimicrob.
Agents Ch., 2003, 47, 2334.

L.-J. Ming, ].D. Epperson, J. Inorg. Biochem., 2002, 91, 46.



ANTYBIOTYKI PEPTYDOWE I ICH KOMPLEKSY Z JONAMI METALI 521

A.M. Hempel, S. Cantlay, V. Molle, S.-B. Wang, M.]. Naldrett, ].L. Parker, D.M. Richards, Y.-G. Jung,
M.]. Buttner,K. Flardh, P. Natl. Acad. Sci. USA, 2012, 109, E2371.

L.C. Craig, W.E. Phillips, M. Burachik, Biochemistry, 1969, 8, 2348.

N.W. Cornell, D.G. Guiney Jr., Biochem. Biophys. Res. Co., 1970, 40, 530.

R.E. Wasylishen, M.R. Graham, Can. J. Biochem., 1975, 53, 1250.

E.G. Seebauer, E.P. Duliba, D.A. Scogin, R.B. Gennis, R.L.Belford, J. Am. Chem. Soc., 1983, 105,
4926.

J. Peisach, W.E. Blumberg, Arch. Biochem. Bioph., 1974, 165, 691.

E Drablos, D.G. Nicholson, M. Ronning, Biochim. Biophys. Acta, 1999, 1431, 433.

E Drablos, J. Comput. Chem., 2000, 21, 1.

J. Gu, R. Codd, RSC Adv., 2015, 5, 3443.

].D. Bloss, J.A. Blessing, B.C. Behrens, R.S. Mannel, ].S. Rader, A.K. Sood, M. Markman, J. Benda,
J. Clin. Oncol., 2002, 20, 1832.

C. Xia, EH. Forsteling, D.H. Petering, Biochemistry, 2003, 42, 6559.

L. Ronconi, PJ. Sadler, Coord. Chem. Rev., 2007, 251, 1633.

M. Sugiyama, T. Kumagai, J. Biosci. Bioeng., 2002, 93, 105.

R.C. Brooks, P. Carnochan, J.E Vollano, N.A. Powell, J. Zweit, ].K. Sosabowski, S. Martellucci,
M.C. Darkes, S.P. Fricker, B.A. Murrer, Nucl. Med. Biol., 1999, 26, 421.

M. Sugiyama, T. Kumagai, M. Hayashida, M. Maruyama, Y. Matoba, J. Biol. Chem., 2002, 277,
2311.

K.E. Loeb, J.M. Zaleski, C.D. Hess, S.M. Hecht, E.I. Solomon, ]. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 1249.
C. Xia, EH. Forsterling, D.H. Petering, Biochemistry, 2003, 42, 6559.

C. Lee, H. Won, J. Kor. Mag. Reson. Soc., 2007, 11, 129.

E.C. Wasinger, L. Zaleski, B. Hedman, K.O. Hodgson, E.I. Solomon; J. Biol. Inorg. Chem., 2002, 7,
157.

W. Wu, D.E. Vanderwall, C.J. Turner, S. Hoehn, J. Chen, J. W. Kozarich, J. Stubbe; Nucleic Acids
Res., 2002, 30, 4881.

A.Raja, J. LaBonte, J. Lebbos, P. Kirkpatrick, Nat. Rev. Drug Disccov., 2003, 2, 943.

EP. Tally, M. Zeckel, M.M. Wasilewski, C. Carini, C.L Berman, G.L. Drusano, EB.J. Olseon, Expert
Opin. Inv. Drug., 1999, 8, 1222.

D. Jung, A. Rozek, M. Okon, R.E.W. Hancock, Chem. Biol., 2004, 11, 949.

M.J. Rybak, E. Hershberger, T. Moldovan, R.G. Grucz, Antimicrob. Agents Ch., 2000, 44, 1062.
A.L. Barry, P.C. Fuchs, Antimicrob. Agents Ch., 2001, 45, 1919.

J.A. Silverman, N. Oliver, T. Andrew, T. Li, Antimicrob. Agents Ch., 2001, 45, 1799.

PJ. Petersen, P.A. Bradford, W.J. Weiss, T.M. Murphy, P.E. Sum, S.J. Projan, Antimicrob. Agents
Ch., 2002, 46, 2595.

J.A. Silverman, N.G. Perlmutter, H.M. Shapiro, Antimicrob. Agents Ch., 2003, 47, 2538.

D. Jung, A. Rozek, M. Okon, R.E.W. Hancock, Chem. Biol., 2004, 11, 949.

Z. Hojati, C. Milne, B. Harvey, L. Gordon, M. Borg, F Flett, B. Wilkinson, P.J. Sidebottom,
B.A. Rudd, M.A. Hayes, C.P. Smith, J. Micklefield, Chem. Biol., 2002, 9, 1175.

E. Vass, E Besson, Z. Majer, L. Volpon, M. Hollosi, Biochem. Biophys. Res. Co., 2001, 282, 361.
M. Rautenbach, P. Swarta, M. J. van der Merweb, Bioorg. Med. Chem., 2000, 8, 2539.

C.-H. Jiang, Y. Chen, F. Yan, Z.-H. Fan, ].-H. Guo, Genome Announc., 2017, 5, €00886.

J.M. David, A.K. Rajasekaran, J. Kidney Cancer VHL., 2015, 2, 15.

B.A. Wallace, Annu. Rev. Biophys. Bio., 1990, 19, 127.

Y. Chen, B.A. Wallace, Biophys. J., 1996, 71, 163.

M.D. Ronghe, D. Murphy D., Chemotherapy and Novel Cancer Targeted Therapies [w:] The Surgery
of Childhood Tumors, Carachi R., Grosfeld J. (Red.), Springer, Berlin, Heidelberg 2016.



K. STOKOWA-SOETYS

[107]
[108]

[109]
[110]
[111]

[112]

[113]

[114]

(115]
(116]

[117]

L. Karawajew, E. N. Glibin, V.Y. Maleev, G. Czerwony, B. Dorken, D.B. Davies, A.N. Veselkov,
Anti-cancer Drug Des., 2000, 15, 331.

M.M. Fishman, L.J. Rosenwasser, Biochim. Biophys. Acta, 1968, 166, 584.

S. Wang, T.-Z. Peng, C.E. Yang, J. Electroanal. Chem., 2003, 544, 87.

W. Szczepanik, P. Kaczmarek, M. Jezowska-Bojczuk, J. Inorg. Biochem., 2004, 98, 2141.

B. Ivanova, M. Spiteller, Polyhedron, 2012, 38, 235.

M. Swigtek, D. Valensin, C. Migliorini, E. Gaggelli, G. Valensin, M. Jezowska-Bojczuk, Dalton
Trans., 2005, 23, 3808.

M. Brzezowska, M. Kucharczyk-Klaminska, F. Bernardi, D. Valensin, N. Gaggelli, E. Gaggelli,
G. Valensin, M. Jezowska-Bojczuk, J. Inorg. Biochem., 2010, 104, 193.

M. Jezowska-Bojczuk, K. Stokowa-Soltys, Eur. J. Med. Chem., 2018, 143, 997

E Gasparrini, I. D’Acquarica, J.G. Vos, C.M. O’Connor, C. Villani, Tetrahedron: Asymmetry, 2000,
11, 3535.

M. Kucharczyk, M. Brzezowska, A. Maciag, T. Lis, M. Jezowska-Bojczuk, ]. Inorg. Biochem., 2008,
102, 936.

G. Mohan, S. Kulshershtha, P. Sharma, Biol. Trace Elem. Res., 2006, 111, 63.

M. Abbasi Nazari, F. Kobarfard, P. Tabarsi, J. Salamzadeh, Biol. Trace Elem. Res., 2009, 128, 161.
K. Stokowa, W. Szczepanik, N. Gaggelli, E. Gaggelli, G. Valensin, M. Jezowska-Bojczuk, J. Inorg.
Biochem., 2012, 106, 111.

K. Stokowa-Softys, N. A. Barbosa, A. Kasprowicz, R. Wieczorek, N. Gaggelli, E. Gaggelli, G. Valen-
sin, J. Wrzesinski, J. Ciesiolka, T. Kulinski, W. Szczepanik, M. Jezowska-Bojczuk, Dalton Trans.,
2016, 45, 8645.

M. Szafraniec, K. Stokowa-Soltys, J. Nagaj, A. Kasprowicz, ]. Wrzesinski, M. Jezowska-Bojczuk,
J. Ciesiolka, Dalton Trans., 2012, 41, 9728.

K. Stokowa-Sottys, M. Jezowska-Bojczuk, J. Inorg. Biochem., 2013, 127, 73.

J. Nagaj, P. Kotkowska, A. Bykowska, UK. Komarnicka, A. Kyziot, M. Jezowska-Bojczuk, Med.
Chem. Res.,. 2015, 24, 115.

K. Stokowa-Soltys, A. Kasprowicz, J. Wrzesinski, J. Ciesiolka, N. Gaggelli, E. Gaggelli, G. Valensin,
M. Jezowska-Bojczuk, J. Inorg. Biochem., 2015, 151, 67.

Praca wplyneta do Redakeji 14 lipca 2018



WIADOMOSCI 2018, 72,7-8
chemiiczne PLISSN 0043-5104

MOLEKULARNE MATERIALY MAGNETYCZNE
MOLECULAR MAGNETIC MATERIALS

Marta Loffler*, Amanda Galkowska*, Maria Korabik,
Jozef Utko, Tadeusz Lis

Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Chemii
ul. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroctaw
*e-mail: marta.loffler@chem.uni.wroc.pl, amanda.galkowska@chem.uni.wroc.pl

Prace dedykujemy pamieci Pani Profesor Matgorzaty Jezowskiej-Bojczuk

Abstract

Zestawienie uzytych skrotow i oznaczen

Wstep

1. Metodyka badan wtasciwosci magnetycznych

2. Magnetyki i magnesy molekularne - charakterystyka

3. Zjawisko frustracji spinowej

4. Tréjrdzeniowe zwiazki koordynacyjne z jonami dysprozu(III)
Podsumowanie

Pis$miennictwo cytowane




524 M. LOFFLER, A. GALKOWSKA, M. KORABIK, J. UTKO, T. LIS

dr Marta Loffler jest asystentem w Zespole Syntezy Organicznej na Wrydziale
Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Stopient magistra uzyskala w 2012 r., a sto-
pien doktora w 2017 r., prowadzac badania pod kierunkiem dr hab. Marii Kora-
bik, prof. UWr. Jej zainteresowania naukowe sg zwigzane gtéwnie z syntezg nowych
zwigzkéw oraz z magnetyzmem molekularnym.

mgr Amanda Galkowska ukonczyla studia licencjackie w 2015 r. na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Jagielloniskiego, a tytul magistra otrzymata na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Wroctawskiego w 2017 roku. W tym samym roku rozpoczela studia
doktoranckie pod opieka dr hab. Marii Korabik, prof. UWr, w Zespole Nieorganicz-
nej Chemii Supramolekularnej. Zajmuje si¢ synteza zwiazkéw koordynacyjnych
lantanowcow oraz badaniem ich wlagciwosci magnetycznych.

dr hab. Maria Korabik, prof. UWr, absolwentka Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego. Stopien doktora otrzymata w 1993 r., stopient naukowy doktora hab.
w 2012 r. Jej zainteresowania naukowe skupiajg sie wokodt tematyki magnetykow
i magnesow molekularnych. Jest cztonkiem Polskiego Towarzystwa Chemicznego.
Od 2012 r. pelni funkcje kierownika Zakladu Dydaktyki Chemii na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Wroctawskiego.

dr hab. Jozef Utko ukonczyl studia w 1972 r. na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego. Stopienn doktora nauk chemicznych uzyskal w 1984 r. na macie-
rzystym Wydziale, a przewdd habilitacyjny zakonczyt w 2012 r. Jego aktywnos¢
naukowa koncentruje si¢ na syntezie zwigzkéw koordynacyjnych, znajdujacych
potencjalne zastosowanie jako prekatalizatory, no$niki, aktywatory oraz sktadniki
wykorzystywane podczas polimeryzacji olefin.

prof. dr. hab. Tadeusz Lis, emerytowany profesor na Wydziale Chemii Uniwersy-
tetu Wroclawskiego, zajmuje sie krystalochemia renu i manganu.



MOLEKULARNE MATERIALY MAGNETYCZNE 525

ABSTRACT

The ,,molecular” term appears more and more often in the materials chemistry.
The Nobel Prize in 2016 was awarded to Jean-Pierre Sauvage, Sir J. Fraser Stod-
dart and Bernard R. Feringa ,,for the design and synthesis of molecular machines”
Magnetism in molecular scale, also known as molecular nanomagnetism, has been
developing intensively since the second half of the last century. This branch of sci-
ence involves the magnetic properties of coordination compounds of d- and f-elec-
tron metals. The paper presents results of the magnetic studies of molecular mag-
nets of copper(II) and dysprosium(III), which have been pursuing in two doctoral
thesis. The compounds form trinuclear and triangular molecules. The spin frustra-
tion phenomenon observed in the triangular relationship of copper(Il) has been
described. Since dysprosium(III) ion is characterized by a large magnetic anisotropy,
the triangular, trinuclear coordination compound of dysprosium(III) of the formula
[Dy,L.HLCL]-HL (where HL = 2-methoxyethanol) presents the characteristic prop-
erties of molecular magnets (SMMs) behavior. Two values of the energy barier were
determined as U eﬁ/kB = 84,6 K and 31,2 K with the corresponding relaxation times
1,=1,82:10°s and 5,19-107 s. The data are probably attributed to different geometry
of the coupled dysprosium ions.

Keywords: magnetism, crystal structure, molecular magnets (SMMs, SIM), spin
frustration,

Stowa kluczowe: magnetyzm, struktura krystaliczna, magnesy molekularne (SMMs,
SIM), frustracja spinowa
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

magnesy czasteczkowe (ang. Single Molecule
Magnets)

magnesy tancuchowe (ang. Single Chain Magnets)
magnes pojedynczych jonow (ang. Single Ion Magnet)
magneton Bohra, jednostka momentu magnetycz-
nego

prad staty (ang. direct current)

prad zmienny (ang. alternating current)

temperatura Curie, powyzej ktorej ferromagnetyk
traci swoje wlasciwosci, stajgc sie paramagnetykiem
temperatura blokowania, powyzej ktorej zanikaja
wlasciwosci magnesow molekularnych

stata Boltzmanna

bariera energetyczna przeorientowania spinu

czas relaksacji w rownaniu Arrheniusa

parametr, indeks geometryczny, parametr struktu-
ralny zwigzany z symetrig wielokoordynacyjnych
jondw metali
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WSTEP

Whasciwosci magnetyczne, obserwowane w zwigzkach koordynacyjnych metali
d- i f-elektronowych, nazywa si¢ magnetyzmem molekularnym [1] lub nanomagne-
tyzmem. Tematyka ta w ostatnich latach cieszy si¢ bardzo duzym zainteresowaniem,
z uwagi na poszukiwanie nowych, wielofunkcyjnych materialéw o wlasciwosciach
magnesow, charakteryzujacych sie tzw. ,,pamiecia magnetyczng. Wyniki badan
magnetycznych i spektroskopowych w korelacji ze struktura krystaliczng oraz
w polaczeniu z obliczeniami teoretycznymi pozwalaja na wnikliwg charakterystyke
tych zwiazkow. Wlasciwosci magneséw molekularnych mozna obserwowac¢ w izo-
lowanych czasteczkach zawierajacych pojedynczy jon paramagnetyczny (ang. single
ion magnet, SIM), w ukladach - klasterach, sprzegajacych kilka, a nawet kilkana-
$cie i kilkadziesigt jonéw paramagnetycznych (ang. single molecule magnets, SMMs)
oraz w polimerach koordynacyjnych (ang. single chain magnets, SCMs). Z uwagi na
wlasciwosci tych grup zwigzkow, zaréwno z zakresu fizyki klasycznej jak i kwanto-
wej, nazywa sie¢ je rowniez, zamiennie, nanomagnesami molekularnymi. W mate-
rialach molekularnych czasteczki zachowuja swoje indywidualne cechy, co stwarza
mozliwo$¢ projektowania materiatéw o zadanych wilasciwosciach.

Zwigzki koordynacyjne zaliczane do klasy magnetykéw molekularnych wyka-
zujg ogromng réznorodnos¢ pod wzgledem motywoéw strukturalnych. Wykorzystu-
jac wich syntezie r6znorodne jony metali oraz organiczne lub nieorganiczne ligandy
mostkujace, mozliwe jest tworzenie zwigzkéw od jednordzeniowych po wielordze-
niowe klastery. Zaréwno charakter, jak i sita oddzialywan magnetycznych w tego
typu ukladach, zalezy od rodzaju zastosowanych jonéw metalu, ich wzajemnego
ulozenia, ligandéw mostkujacych oraz wszelkich modyfikacji ich geometrii [2].
Magnetyki molekularne to zwiazki zsyntezowane na drodze chemicznej, o rdznej
strukturze krystalicznej: od monomeréw po zwigzki dwu-, tréj- i wielordzeniowe
tworzace uklady 0-wymiarowe, polimery tancuchowe (1-D), uklady dwu- (2-D)
i tréjwymiarowe (3—D), oraz supramolekularne struktury, dzigki obecnosci wigzan
wodorowych. Cho¢ z punktu widzenia zastosowan technologicznych tworzenie
tréjwymiarowych magnetykéw molekularnych posiadajacych wysokie wartosci
temperatury Curie T jest najbardziej pozadane, materialy nizej wymiarowe (2D,
1D, 0D) réwniez s3 przedmiotem zainteresowania. Nanomagnetyki molekularne,
posiadajace skoficzony wymiar, sa szczegélnie interesujgce, poniewaz organizacja
materii w skali nano jest ztozona i umozliwia pojawienie si¢ charakterystycznych
wlasciwo$ci magnetycznych, a z drugiej strony na tyle prosta, ze mozliwe jest
doglebne zbadanie mechanizmu oraz natury sprzezenia magnetycznego [3-6].

Celem niniejszego artykulu jest przedstawienie najnowszych doniesien tema-
tyki magnetyzmu molekularnego. Badania w tej dziedzinie umozliwiaja dostepne
na wydziale dwa magnetometry Quatnum Design, typu SQUID (MPMS3 i MPMS-
-XL-5). Uzyskane wyniki badai magnetycznych, ich interpretacja, wymagaja
dokladnej analizy strukturalnej i obliczen teoretycznych.
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Prezentowane wyniki sg przegladem badan wiasnych, m.in. publikacji prac
doktorskich oraz najciekawszych zagadnien, wybranych z literatury, a dotyczacych
tematyki materiatléw magnetycznych nowej generacji.

1. METODYKA BADAN WELASCIWOSCI MAGNETYCZNEYCH.

Stosowang obecnie najczesciej metoda badan magnetycznych jest metoda
SQUID (ang. Superconducting QUantum Interference Device — nadprzewodzacy
interferometr kwantowy, magnetometr SQUID, system MPMS - magnetic property
measurement system).

Urzadzenie pozwala wyznacza¢ namagnesowanie probki M w zakresie tem-
peratur 1,8+300 K, przy stalej, wybranej wartosci pola magnetycznego, czesto
H=0,5T=5000 Oe, (ang. direct current, DC) oraz namagnesowanie w polu magne-
tycznym przemiennym, (ang. alternating current, AC), gdzie czesto$¢ v zmian pola
magnetycznego wystepuje w granicach 0,1-1500 Hz. Bardzo czgsto badana jest
takze zalezno$¢ namagnesowania probki w funkcji natezenia pola magnetycznego
o kierunku dodatnim lub ujemnym, w zakresie pola -5 T + 5 T.

Badaniom poddaje si¢ najczesciej probke proszkowa zwigzku o masie m.
Z wyznaczonego namagnesowania mozna obliczy¢ podatno$¢ magnetyczng gra-
mowg — y, i molowg — x, oraz efektywny moment magnetyczny - u ,, korzystajac
z nastepujacych zaleznosci:

M

o= = gy M~ (e Na) iy =28 7T

gdzie ¥ " jest podatno$cia molowa skorygowang o diamagnetyzm poszczegdlnych
atomow, jonow (z dia) oraz o paramagnetyzm van Vlecka (Na) [5].

Badania DC s3 badaniami podstawowymi zwigzku chemicznego, bedacego
magnetykiem molekularnym, pozwalajgcymi wyznaczy¢ efektywny moment
magnetyczny czasteczki zwigzku chemicznego i jego zachowanie si¢ wraz ze zmiang
temperatury. Badanie w polu magnetycznym przemiennym AC, a takze Sledzenie
zaleznosci namagnesowania od pola magnetycznego pozwalaja na okreslenie
wiasciwosci charakterystycznych dla magneséw molekularnych.

2. MAGNETYKI I MAGNESY MOLEKULARNE - CHARAKTERYSTYKA

Magnetykiem moze by¢ kazda substancja, nawet majaca wszystkie elektrony
sparowane. Zaliczamy ja wtedy do diamagnetykow, a pole magnetyczne, induku-
jace sie w niej pod wplywem zewnetrznego pola magnetycznego, skierowane jest
przeciwnie do przylozonego pola. Obecno$¢ chocby jednego niesparowanego
elektronu decyduje o paramagnetycznych wiasciwosciach substancji. Obserwo-
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wane wlasciwosci magnetyczne zwigzkéw koordynacyjnych metali przejsciowych,
zawierajacych wigcej niz jeden paramagnetyczny jon metalu, roznig si¢ od ocze-
kiwanych sumarycznych efektow poszczegolnych skltadnikéw (jondéw z niesparo-
wanymi elektronami). Jest to spowodowane sprzezeniem spindéw niesparowanych
elektronéw i okreslane jest oddzialywaniem antyferro- lub ferromagnetycznym
[1]. No$nikami momentéw magnetycznych sg najczesciej spiny elektronéw orbitali
d- badz f-elektronowych jonéw metali, ale moga by¢ tez nimi rodniki. Oddziatywa-
nia antyferromagnetyczne powoduja antyréwnolegte porzadkowanie spinéw (31,
natomiast oddzialywania ferromagnetyczne powoduja porzadkowanie sie spinéow
niesparowanych elektronéw réwnolegle (T71) wzgledem siebie, a efekt porzadkowa-
nia widoczny jest w badanych, zaleznych od temperatury, wlasciwosciach magne-
tycznych. Oddziatywania w wigkszosci przypadkéw majg charakter nadwymienny,
to znaczy zachodzg poprzez orbitale atoméw mostkowych, stanowigcych polaczenia
miedzy paramagnetycznymi jonami.

Pojawienie sie mozliwosci badania podatno$ci magnetycznej zmiennoprado-
wej, zwanej tez dynamiczng, w badaniach AC, pozwolilo na pelniejsza charaktery-
styke wilasciwosci magnetycznych. W wyniku zmiany pola magnetycznego, uklad
w ktorym jest badana probka poddana magnesowaniu, dazy do osiggniecia nowego
stanu z minimum energii. Nastepuje relaksacja magnetyczna, charakteryzowana
czasem relaksacji 7, ktora jest dowodem istnienia w uktadzie stanéw oddzielo-
nych barierami energetycznymi. Te bariery zwigzane s3 z anizotropig magne-
tyczng (zaleznoscia magnesowania si¢ probki od kierunku pola magnetycznego).
Przy wylaczeniu pola wystepuje niezerowa wartos¢ pozostalosci magnetycznej.
Badania w zmiennym polu magnetycznym, pozwalaja wyznaczy¢ charakterystyczng
dla danego uktadu wartos¢ bariery energetycznej U, przeorientowania spinu oraz
czas relaksacji 7.

Podatno$¢ AC moze by¢ mierzona przy réznych czestosciach (najczesciej
0,1-1500 Hz) i malej amplitudzie 3 Oe zmiennego pola magnetycznego. W bada-
niach AC rozréznia si¢ dwie sktadowe podatnosci: skladowa rzeczywistg x’, ktéra
pozostaje w fazie z polem (ang. in phase), i sktadowa urojona y”, ktéra jest odpowie-
dzig probki, przesunigta w fazie o /2 (ang. out-of-phase).

Charakterystyczng cechg pozwalajgca na zaliczenie magnetyka molekularnego
do grupy magneséw molekularnych jest jego zdolnos¢ do zachowania namagne-
sowania po wylaczeniu zewnetrznego pola magnetycznego. Zachowanie to wynika
z powolnej relaksacji namagnesowania w niskich temperaturach. Jej wynikiem jest
obserwowana na wykresie zaleznosci namagnesowania (M) w funkcji natezenia
pola (H), petla histerezy magnetycznej oraz obecno$¢ dodatkowej sktadowej podat-
nosci magnetycznej (sktadowej urojonej x”) dla pomiaréw w zmiennym (AC) polu
magnetycznym. Skladowa x” powinna wykazywa¢ zalezno$¢ od temperatury oraz
od czestosci przylozonego pola magnetycznego [7, 8].



530 M. LOFELER, A. GALKOWSKA, M. KORABIK, J. UTKO, T. LIS

Niezaleznie od jonu metalu, aby syntezowany zwigzek koordynacyjny wyka-
zywal zachowanie charakterystyczne dla magneséw molekularnych, musza zostaé
spelnione nastepujace warunki wstepne [7-10]:

» podstawowy stan elektronowy musi by¢ bistabilny - to znaczy: w tych
samych warunkach moze wykazywa¢ dwa rézne stany magnetyczne (np.
paramagnetyzm i ferromagnetyzm),

o warto$¢ momentu magnetycznego powinna by¢ jak najwieksza,

o w ukladzie powinna by¢ obecna duza anizotropia magnetyczna, ktéra sta-
bilizuje duza warto$§¢ momentu magnetycznego i jest odpowiedzialna za
wysoko$¢ bariery energetycznej dla reorientacji spinu U, .

W przypadku magneséw molekularnych opartych o wielordzeniowe kom-
pleksy metali d-elektronowych, duza warto§¢ momentu magnetycznego uzyskuje
sie dzieki ferri- lub ferromagnetycznemu sprz¢zeniu pomiedzy sasiadujacymi cen-
trami paramagnetycznymi.

Intensywny rozwdj dziedziny zwigzanej z magnetyzmem molekularnym roz-
poczal sie w drugiej polowie XX wieku. Wtedy tez zbadano wlasciwosci magne-
tyczne stynnego klastera [MnIV4MnHISOlZ(MeCOZ)16(HZO) ,J» okreslanego réwniez
jako Mn, [2, 10, 11].

Zwigzek ten zawiera cztery jony Mn(IV) lezace wewnatrz klastera oraz osiem
jonow Mn(III) tworzacych zewnetrzng korone (Rys. 1). Otrzymano go oraz scha-
rakteryzowano strukturalnie juz w 1980 roku [12].

Rysunek 1. Struktura molekularna [anﬂiMnIII 0,,(MeCO,) (H,0),] [13]

812

Figure 1. Molecular structure of [Mn" ,Mn" 0,,(MeCO,), (H,0),] [13]

812
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Cho¢ zauwazono jego interesujace wlasciwosci magnetyczne, ze wzgledu na
ograniczenia w dwczesnej metodyce badan, wlasciwosci magnetyczne klastera Mn,,
opisano dopiero w 1991 roku [14]. Dla Mn,, wyznaczono wartos$¢ spinowego stanu
podstawowego S = 10 oraz parametr rozszczepienia w zerowym polu magnetycz-
nym D = -0,5 cm™'. Zaobserwowano réwniez zalezno$ci sktadowej urojonej podat-
nosci magnetycznej y” od czestosci pola. Zarejestrowana przez Gatteschiego, w 1993
roku, petla histerezy namagnesowania zwigzana z zachowaniem przez klaster Mn,,
swojego namagnesowani, nawet w nieobecnosci zewngtrznego pola magnetycz-
nego, byta dodatkowym potwierdzeniem bistabilnosci magnetycznej tego kom-
pleksu [15]. Cho¢ nie byl to pierwszy przypadek, w ktorym tego typu zachowanie
zaobserwowano na poziomie molekularnym, to po raz pierwszy bylo ono zwigzane
z pojedynczymi, izolowanymi molekutami Mn , [2, 11]. To nietypowe, jak dotad,
zachowanie przypisano wysokiej warto$ci spinowego stanu podstawowego (S = 10)
oraz ujemnej wartosci anizotropii (D = —0,5 cm™'), wplywajgcym na warto$¢ bariery
energetycznej U, dla reorientacji spinéw i powolng relaksacj¢ namagnesowania
(2, 10]. Termin ,,magnes molekularny” (ang. Single Molecule Magnet SMM) poja-
wit sie w literaturze po raz pierwszy w 1996 roku [16] i odnosit sie do wszystkich
kompleksow, ktore raz namagnesowane w zewnetrznym polu magnetycznym, byty
zdolne do zachowania swojego namagnesowania nawet po usunieciu pola [11].

Opisanie Mn,, zapoczatkowalo nowy trend w syntezie zwigzkéw koordynacyj-
nych, posiadajacych interesujace wlasciwosci magnetyczne, i dalo poczatek wielu
rodzinom wielordzeniowych zwiazkéw opartych zaré6wno o jony manganu jak
i innych metali 3d-elekronowych. Pierwsze proby syntezy magneséw molekular-
nych skupialy si¢ na otrzymaniu wielordzeniowych zwiazkéw jonéw d-elektrono-
wych z ferro- lub ferrimagnetycznymi oddzialywaniami pomig¢dzy jonami, w celu
uzyskania mozliwie najwigkszej wartoéci spinowego stanu podstawowego S, co
byto latwiejsze do przewidzenia niz kontrola parametru anizotropii magnetycznej
D [8, 10, 17]. Jednak, pomimo otrzymania wielu wielordzeniowych magneséow
molekularnych posiadajacych wysokie wartosci S, archetypowy klaster Mn,, przez
dhugi czas pozostawal rekordzista w wysokosci bariery energetycznej, U, = 42 cm’’
(U,/k, = 60,4 K). Uzyskiwane niewielkie wartosci U, wynikaly ze stosunkowo wyso-
kiej symetrii otrzymywanych kompleksow, ktdra powodowata wzajemne znoszenie
sie anizotropii poszczegolnych centréw magnetycznych, a tym samym praktycznie
calkowity zanik wypadkowej anizotropii molekuly. Stad wniosek, ze kluczowym
czynnikiem przy projektowaniu efektywnych magneséw molekularnych jest anizo-
tropia magnetyczna [2, 7, 8, 10].

Synteza zwigzkow posiadajacych duzg anizotropie magnetyczna jest duzo trud-
niejszym wyzwaniem, poniewaz wymaga $cistej kontroli zaréwno lokalnego oto-
czenia koordynacyjnego centrum paramagnetycznego jak i wzajemnego ulozenia
osi anizotropii poszczegdlnych jonéw tworzacych wielordzeniowy uktad. Jednym
z rozwigzan okazaly si¢ jednordzeniowe zwigzki metali z grupy 3d-elektronowych,
dla ktérych obserwowano anizotropi¢ magnetyczna, takich jak Co(II), Ni(II),
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Mn(III) [2, 10]. Innym podejsciem byla synteza molekut z wykorzystaniem metali
4d- oraz 5d-elektronowych, ktére charakteryzujg si¢ znacznie wigkszg anizotro-
pia magnetyczna, ze wzgledu na ich silne sprzezenie spinowo-orbitalne. Niestety,
silne rozszczepienie w polu krystalicznym obniza warto$¢ stanu podstawowego M,,
w poréwnaniu do metali 3d-elektronowych lezacych w tej samej grupie [2]. W toku
dalszych badan okazalo si¢, ze najbardziej pozagdanymi kandydatami do tworzenia
efektywnych magneséw molekularnych, posiadajacych duza wartos¢ bariery ener-
getycznej s3, pomijane poczatkowo, jony lantanowcow. Wynika to z ich silnej ani-
zotropii magnetycznej oraz duzego momentu magnetycznego i z silnego sprzezenia
spin-orbita, ktére minimalizuje energie multipletu o najwigkszej wartoéci J [2, 7, 10].

Pierwszymi magnesami molekularnymi opartymi o jony lantanowcéw byty
otrzymane przez Ishikawe w 2003 roku, kanapkowe zwigzki [LnPc ]TBA (Ln = Tb,
Dy; Pc = ftalocyjanina) [18]. Termin ,,kanapkowy” uzyto z uwagi na podobienstwo
struktury do kanapki. Ptaska po obu stronach ftalocyjanina zamyka w centrum
jeden jon lantanowca, od ktorego zalezg wlasciwosci magnetyczne zwigzku. Uzy-
skana warto$¢ bariery energetycznej U, = 230 cm™ (U,/k, = 331 K) dla pochod-
nej zawierajacej jon Tb(III), znacznie przewyzszala warto$¢ U, dla Mn,,. Tak jak
w przypadku wielordzeniowego klastera Mn, ,, réwniez ten jednordzeniowy zwigzek
z jonami lantanowcow stal si¢ pierwowzorem dla nowej klasy jednordzeniowych
magneséw molekularnych — SIMs z jonami 4f-elektronowymi. Badania w tej grupie
zwigzkéw doprowadzity do otrzymania w 2017 roku jednordzeniowego magnesu
molekularnego z jonem Dy(I1I), o wzorze [(Cp™),DyCl] (Cp™ = 1,2,4-tri(tertbutylo)
cyklopentadien), charakteryzujacego si¢ rekordowa warto$cig bariery energetycznej
U, = 1277 cm™ (U,/k, = 1837 K) w zerowym polu magnetycznym, a takze rekor-
dowgq wartoscia temperatury blokowania T, = 60 K [19, 20]. Zestawienie omawia-
nych wiasciwosci, w oparciu o wyniki badan wlasnych, przedstawiono w dalszej
cze$ci opracowania (Rys. 7, 8).

3. ZJAWISKO FRUSTRAC]I SPINOWE]

Interesujgce zjawisko, nazwane frustracja spinowg, zaobserwowano w tréj-
rdzeniowych, trdjkatnych zwigzkach koordynacyjnych, w tym w grupie zwigzkow
miedzi(II). Magnetyki molekularne oparte o jony Cu(Il) stanowig bogata klase
zwiazkow, bardzo dobrze opisang w literaturze. Tworza kompleksy jednordzeniowe,
dwurdzeniowe i wielordzeniowe, w ktoérych miedz przyjmuje rézne rodzaje koor-
dynacji. Umozliwia to zaobserwowanie wszystkich rodzajow magnetyzmu [21, 22].
Dodatkowo, ze wzgledu na obecno$¢ jednego niesparowanego elektronu dla jonow
Cu(II) oraz znikomy udzial momentu orbitalnego, mozliwa jest doglebna analiza
uzyskanych wlasciwosci magnetycznych syntezowanych kompleksow.

W trakcie prac nad rozprawg doktorska [13] otrzymano i zbadano trdjrdze-
niowy kompleks [Cu,L CL]CL.CH,CN.7,5H,0 z makrocyklicznym ligandem

3 "RRRRRR

aminowym L , typu 3+3 [23] o wzorze (Rys. 2):
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Rysunek 2. Struktura liganda makrocyklicznego L, [13]

Figure 2. The structural formula of the macrocyclic ligand L, [13]
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Jest to pierwszy przypadek zwiagzku Cu(II), w ktérym trzy jony miedzi(II)
s3 polaczone w trdjkatny uktad jednym mostkiem chlorkowym, a oddzialywania
magnetyczne pomiedzy jonami miedzi zachodza jedynie przez centralny mostek
p,-Cl Ze wzgledu na zbyt dlugg sciezke oddziatywan, peryferyjny, makrocykliczny
ligand, ktory utrzymuje rdzen Cu,, nie uczestniczy w przekazywaniu oddziatywan
magnetycznych. Aby w pelni wyjasni¢ wlasciwo$ci magnetyczne zwigzku, przeana-
lizowano strukture krystaliczna.

Zwigzek ten krystalizuje w ukladzie rombowym, grupa przestrzenna P22 2.
Obserwuje sie tutaj bardzo silnie znieksztalcong, nieregularng konformacj¢ makro-
cyklicznego liganda L. ... typu siodlowego (ang. saddle-type). Jest ona wynikiem
zaréwno spiralnego skretu, jak i znacznego pofaldowania makrocykla (Rys. 3).

Rysunek 3. Struktura molekularna [Cu,L CL]CL«CH,CN.«7,5H,0 [13]

37 RRRRRR 4-
Figure 3. The molecular structure of [Cu,L, CL,]ClL,+CH,CN.7,5H,0 [13]

37 RRRRRR

Kazdy z trzech jonéw Cu(II) jest pigciokoordynacyjny, w zwiazku z czym, do
okreslenia geometrii, obliczono parametr t (tzw. indeks geometryczny) [24]. Przyj-



534 M. LOFELER, A. GALKOWSKA, M. KORABIK, J. UTKO, T. LIS

muje on odpowiednio wartoéci 7 = 0,59 dla Cul, wskazujac na geometri¢ bipira-
midy trygonalnej, oraz 7= 0,19 dla Cu2 i 7 = 0,15 dla Cu3, wskazujgc - w przypadku
tych dwoch jonéw - na geometrie piramidy tetragonalnej. Rdzen [Cu,], w ktérym
odlegtosci miedzyczgsteczkowe Cul--Cu2, Cu2--Cu3 i Cu3--Cul wynoszg odpo-
wiednio: 3,970(3), 4,424(2) oraz 4,358(2) A, tworzy trojkat réznoboczny, jednak
moze by¢ rozpatrywany jako trdjkat réwnoramienny. Znajdujacy sie w $rodku
makrocykla mostkujacy atom chloru p,-Cl, lezy w odlegtosci 0,30 A powyzej plasz-
czyzny zdefiniowanej przez trzy jony Cu(II). W strukturze krystalicznej obecne sg
réwniez miedzyczasteczkowe wigzania wodorowe, powstajace pomiedzy atomami
azotu makrocyklicznego liganda a atomami chloru tworzac w ten sposéb supramo-
lekularng strukture jednowymiarowego polimeru. Najkrotsza miedzyczasteczkowa
odlegto$¢ pomiedzy dwoma jonami Cu(II) sgsiednich podjednostek makrocyklicz-
nych wynosi 5,85 A dla pary Cul--Cu3’ [-x+3/2, -y+1, z+1/2].

Dla omawianego zwigzku wykonano pomiary magnetyczne w stalym polu
magnetycznym, zbadano zalezno$¢ namagnesowania od temperatury w zakresie
1,8-300 K. Warto$¢ yT = 1,05 cm’mol ™ K w temperaturze pokojowej jest jedynie
nieznacznie nizsza niz spodziewana warto$¢ 1,2 cm’mol ™" K dla trzech nieoddzia-
tujacych spinéw o S = 1/2. W miare obnizania temperatury, obserwuje si¢ ciagly
spadek yT, co jest charakterystyczne dla ukladéw z przewazajacym oddzialywaniem
o charakterze antyferromagnetycznym, az do wartosci 0,473 cm’mol™ K w 60 K
(Rys. 4).

Rysunek 4.  Wykres zaleznoéci y, (0) oraz y T (o) w funkcji temperatury zwigzku [Cu,L,..0eiCL]
CL'CH,CN'7,5H,0. Linia ciggta przedstawia najlepsze dopasowanie modelu teoretycznego do
otrzymanych danych eksperymentalnych [13]

Figure 4. Temperature dependence of y, (9) oraz y, T (*) for [Cu,L, Cl,]ClL,-CH,CN-7,5H,0. The solid

37"RRRRRR 4
line is the best fit calculation [13]

Ponizej tej temperatury na wykresie widoczne jest charakterystyczne plateau
dla wartosci yT = 0,4 cm’mol ™' K wskazujace, ze jedynie podstawowy stan duble-
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towy (lub zdegenerowany stan dubletowy) jest obsadzony. Sytuacja ta jest wyni-
kiem frustracji spinowej, pojawiajacej si¢ w momencie, gdy nie ma mozliwosci, aby
wszystkie spiny S = % ustawily sie jednoczesnie wzgledem siebie antyréwnolegle
(Rys. 5) [1, 25, 26].

Rysunek 5. Schemat oddzialywan magnetycznych dla tréjrdzeniowych ukladéw obrazujacy zjawisko frustra-
cji spinowej

Figure 5. Scheme of magnetic interactions for three-core systems showing the phenomenon of spin
frustration

W omawianym przykladzie rézne otoczenie koordynacyjne jonoéw Cu(II)
determinuje zaréwno oddzialywania antyferromagnetyczne, jak i ferromagne-
tyczne. Jest to zwigzane z innymi orbitalami magnetycznymi posiadajacymi niespa-
rowany elektron i bioragcymi udzial w oddzialywaniach magnetycznych pomiedzy
poszczegdlnymi parami jondéw Cu(II) [1]. Dodatkowo, delokalizacja spinu pomig-
dzy orbitalem p mostkujacego liganda chlorkowego ,-Cl, a orbitalami nalezacymi
do jonéw Cu(Il), wnosi wkiad zaréwno w oddzialywania antyferromagnetyczne
(), jak i ferromagnetyczne (j). Ponizej 10 K nastepuje kolejny spadek wartosci
xT, wskazujacy na wystepowanie dodatkowych oddzialywan antyferromagnetycz-
nych. Sa to miedzyczasteczkowe oddzialywania antyferromagnetyczne zachodzace
dzieki obecno$ci migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych N-H---Cl, obecnych
w strukturze krystalicznej. Analizujac dane uzyskane z badan rentgenstrukturalnych
oraz badan magnetycznych, zaproponowano model oddzialywan magnetycznych
oparty o przyblizenie trojkata rownoramiennego. Uzyskane parametry oddzialywan
magnetycznych wynoszg J= -85,6 cm ™', j=77,1 cm™, z]’=0,14 cm™".

Do tej pory, w literaturze opisano wiele trojrdzeniowych zwigzkéw Cu(II)
[27-36]. W wigkszosci przypadkéw jony metalu leza w wierzchotkach tréjkata
réwnobocznego i s3 polaczone przez centralny mostek y,-OH lub p,-O. Takie tréj-
rdzeniowe, tréjkatne potaczenia Cu(II) mozna traktowac jako uklady geometrycznie
spinowo sfrustrowane [30-32]. Dodatkowo, metaliczny rdzen Cu, wspieraja peryfe-
ryjne mostki N-O z ugrupowan oksymowych lub mostki N-N z ugrupowan pirazo-
lowych, ktdre uczestniczg w silnym sprze¢zeniu antyferromagnetycznym pomiedzy
jonami metalu, a tym samym w znacznym stopniu wplywaja na wlasciwosci magne-
tyczne calego ukladu. Przeprowadzona wielokrotnie korelacja magnetostrukturalna
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dla komplekséw o rdzeniu Cu,~OH [34-36] pozwolita na ustalenie relacji pomiedzy
sprzezeniem magnetycznym a czynnikami strukturalnymi. Wyniki te potwierdzono
wykonujac obliczenia oparte na teorii funkcjonatu gestosci w polaczeniu z podej-
$ciem zlamanej symetrii (DFT-BS) [35, 37], gdzie wykorzystano mechanizm delo-
kalizacji spinu. Analiza wynikéw doprowadzila do nastepujacych wnioskow:

« Gléwnym czynnikiem wplywajacym na charakter sprze¢zenia spinowego
dwoéch centréw metalicznych w kompleksach z mostkami hydrokso-,
alkokso- oraz fenokso- jest warto$¢ kata Cu—(u,-~O)-Cu. Dla katéw wiek-
szych niz 97,5° dominujg oddzialywania antyferromagnetyczne [34, 36].
W przypadku komplekséw z mostkiem halogenkowym Cu-(u,-Cl)-Cu,
charakter oddzialywania magnetycznego zmienia si¢ z ferromagnetycz-
nego na antyferromagnetyczny, przy wartosciach kata od 76° do 120° [35].
Potwierdzono réwniez, ze wlasciwosci magnetyczne tréjrdzeniowych, troj-
katnych systeméw Cu(II) sa znacznie bardziej czute na zmiane¢ wielkosci
kata w przypadku mostkujacych ligandéw tlenkowych niz halogenkowych,
co pozostaje w zgodzie z wynikami uzyskanymi dla dwurdzeniowych kom-
pleksow Cu(Il) [1, 35].

+ Odleglos¢ atomu p,~O od plaszczyzny zdefiniowanej przez trzy jony Cu(II)
réwniez wplywa w znacznym stopniu na antyferromagnetyczne oddzialy-
wania pomiedzy centrami metalicznymi i wyraza sie przez liniowg zalez-
no$¢ wzgledem stalej naktadania J. Mniejsza odleglos¢ zapewnia silniejsze
nakfadanie o charakterze antyferromagnetycznym [28, 38].

Bardziej sptaszczony rdzen Cu,~O(H) faworyzuje silniejsze oddzialywania
magnetyczne [39].

Rezultaty uzyskane dla zwigzku [Cu,L, ;2. Cl,]CL-CH,CN-7,5H,0, z metalicz-
nym rdzeniem [Cu,Cl] potwierdzaja powyzsze wnioski. Ponadto, po doktadnej ana-
lizie magnetyczno-strukturalnej tego zwigzku koordynacyjnego, zaproponowano
dodatkowy czynnik wptywajacy na sile i nature oddziatywan:

» Geometria koordynacyjna wokél jonu miedzi w istotny sposéb wplywa na

wlasciwosci magnetyczne, bowiem determinuje typ orbitalu magnetycz-
nego, a tym samym charakter oddzialywania [23].

4. TROJRDZENIOWE ZWIAZKI KOORDYNACYJNE
Z JONAMI DYSPROZU(III)

Tréjrdzeniowe, tréjkatne zwiazki kompleksowe zawierajgce jony f-elektronowe
sg réwniez tematem szeroko rozwijanym, z uwagi na ich interesujace wtasciwosci
magnetyczne. Intensywnie badane sg tréjrdzeniowe zwigzki koordynacyjne dyspro-
zu(III), ze wzgledu na wspolistnienie powolnej relaksacji namagnesowania i prawie
diamagnetycznego stanu podstawowego [40]. Pierwszym opublikowanym takim
ukfadem byt zwigzek koordynacyjny [Dy,(#,-OH),L,CI(H,0),]CL, (L = o-wanilina;
4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd), w ktérym jony dysprozu(III) sa mostkowane
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poprzez dwa mostki y,-hydrokso wewnatrz trdéjkata oraz trzy mostki u,-fenokso
wywodzace si¢ z liganda, taczace zewnetrznie dwa kolejne jony dysprozu. Kazdy
z jondéw dysprozu jest o$miokoordynacyjny. Wyniki badan magnetycznych DC
w niskiej temperaturze ujawniajg istnienie niemal niemagnetycznego stanu pod-
stawowego, o czym $wiadczy spadek momentu magnetycznego prawie do wartosci
0 M.B. w temperaturze 1,8 K. W badaniach AC obserwowano silng zaleznos¢ od
czgstosci, a wyznaczona bariera energetyczna wyniosta U, /k, = 61,7 K.

W ramach realizacji kolejnej pracy doktorskiej [41] otrzymano, przedstawiony
na rysunku ponizej, tréjrdzeniowy, tréjkatny kompleks Dy(III), oznaczony jako
[Dy,] [Rys. 6].

Dyl

Dy3

Rysunek 6. Struktura molekularna kompleksu [Dy,]
Figure 6. Molecular structure of [Dy,]

Zwigzek ten krystalizuje w ukladzie jednosko$nym (grupa przestrzenna C2/c)
z 8 czasteczkami [Dy,] w komdrce elementarnej. Otoczenie koordynacyjne jonow
centralnych stanowia: 5 zdeprotonowanych czasteczek 2-metoksyetanolu, 1 czas-
teczka 2-metoksyetanolu oraz 4 ligandy chlorkowe. Dwa jony dysprozu(III) (Dyl
i Dy2) posiadaja bardzo podobng geometrie i sg o$miokoordynacyjne, natomiast
trzeci z nich (Dy3) jest siedmiokoordynacyjny.

Atomy tlenu z ugrupowan eterowych pelnig zaréwno funkcje chelatujace, jak
i mostkujace. Wystepuja dwa mostki y,-O, stanowigce centralne polgczenie pomie-
dzy wszystkimi jonami dysprozu(III) wystepujacymi w zwigzku koordynacyjnym.
Po zewnetrznych stronach krawedzi wyznaczanych poprzez tréjkatny uklad znaj-
duja si¢ trzy mostki p,-O aczace sgsiadujace ze sobg jony dysprozu(III). Wykonano
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badania DC i AC zwiazku i stwierdzono w zerowym polu magnetycznym zachowa-
nie charakterystyczne dla magneséw molekularnych SMMs. W zaleznosci tempera-
turowej sktadowej podatnosci urojonej y” obserwuje sie charakterystyczne maksima
w zakresie temperatur 2-25 K. Dla kazdej czgstosci ponizej 30 K krzywa y” jest prze-
sunieta w fazie. Na Rysunku 7 widoczne sg dwa regiony o nieco innym zachowaniu,
ponizej 10 K i w zakresie 10-30 K.

Rysunek 7. Zalezno$¢ temperaturowa zalezno$¢ x” dla [Dy,] w zakresie czestosci 0,1-900 Hz
Figure 7. Temperature dependence of [Dy,] in the frequency range 0,1-900 Hz

Przesunigcie w fazie obserwuje si¢ rowniez w przebiegu zaleznosci y” od czgs-
tosci [Rys. 8].

Rysunek 8. Zaleznos¢ y"od czestosci dla [Dy,], w zakresie temperatur 6-30 K
Figure 8. Frequency dependence of [Dy,], in the temperature range 6-30 K
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Wystepowanie maksimow wskazuje na relaksacje spindw przez bariere energe-
tyczng. Na rysunku temperaturowej zaleznosci widoczne s3 dwa regiony relaksacji
o nieco innym zachowaniu, ponizej 10 K i w zakresie 10-30 K. Czas relaksacji nama-
gnesowania i warto$¢ bariery energetycznej zostaly wyekstrahowane z maksimow
x> z zastosowaniem modelu Debyea w oparciu o rdwnanie Arrheniusa [11]:

U
T=T,exp ( k;;: )

Otrzymano dwie wartodci bariery energetycznej U, /k, = 84,6 K i 31,2 K
z odpowiadajgcymi im czasami relaksacji 7, = 1,82:10°i 5,19-10” s. Analiza struk-
tury krystalicznej pozwala wnioskowac, ze moze by¢ to wynikiem dwdch réznych
sfer koordynacji wokdt jonéw dysprozu, widocznych w strukturze.

Podobng sytuacje i dwie warto$ci bariery energetycznej U, /k, = 42,6 Ki90,9K
obserwowano w tréjrdzeniowym kompleksie [Dy,(HL)(H,L)(NO,),]-C,H.OH,
(H,L = N,N,N ,N’-tetrakis(2-hydroksyetylo)-etylenodiamina) [40]. Trzy jony dys-
prozu(III) byly podwdéjnie mostkowane przez dwa u,-O pochodzace ze zdeprotono-
wanych grup hydroksylowych ligandéw, tworzac uklad tréjkatny. Jednakze obser-
wowano réznice strukturalne: jedna para jonéw dysprozu(III) nie byta mostkowana
poprzez u,-O, co skutkowalo pojawieniem si¢ ukladu pseudo-réwnoramiennego
trojkata. Autorzy tej pracy sugerowali, Ze obserwowane co najmniej dwa rdzne
mechanizmy relaksacji sa wynikiem nieliniowo$ci spinéw, wynikajacej z réznic
strukturalnych poszczegélnych jonéw dysprozu [42].

PODSUMOWANIE

Przedstawione w pracy wyniki badan magnetycznych stanowia tre§¢ dwoch
prac doktorskich [13, 41]. Odnosz3 si¢ do intensywnie rozwijajacej si¢ w ostatnich
latach dziedziny magnetyzmu molekularnego. W pracy zamieszczono wyniki badan
trojrdzeniowego, trojkatnego zwigzku koordynacyjnego Cu(II) z makrocyklicznym,
chiralnym ligandem aminowym [13]. Zwigzek jest przykladem magnetyka mole-
kularnego, ktory wykazuje zjawisko frustracji spinowej. Polgczenie tréjkatne jonow
dysprozu(III), ktéry dodatkowo charakteryzuje sie¢ anizotropig magnetyczna, skut-
kuje wystepowaniem wlasciwosci charakterystycznych dla magneséw molekular-
nych. Przedstawiony tréjrdzeniowy, trojkatny zwigzek koordynacyjny Dy(III) jest
magnesem molekularnym (ang. single molecule magnets, SMMs). Zamieszczone
wyniki badan zwracajg tez uwage na korelacje magnetyczno-strukturalng, nie-
zbedng do wyjasnienia obserwowanych wlasciwosci magnetycznych.
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ABSTRACT

The quinolones are synthetic antibiotics derived from nalidixic acid. Chemi-
cal modification of basic structure (nalidixic acid) has led to the development of
a group of various compounds currently used in medicine. This article discusses the
generation of quinolones, mode of their action, and relationship between activity
and structure of these antibiotics. The most common quinolones, lomefloxacin and
sparfloxacin were discussed in details, also the therapeutic potential of newer agents
was reviewed.

Recently, understanding of how molecular modifications among quinolone core
structure can affect antimicrobial and anticancer activities has progressed rapidly. In
this paper we discussed few examples of fluoroquinolone structural modifications.
It was proved that many organic and inorganic compounds derived from fluoroqu-
inolones overcame bacterial drug-resistance. Furthermore, chemical modification
improved fluoroquinolone’s anticancer activities.

Keywords: fluoroquinolone antibiotics, complexes, structural modifications, spar-
floxacin, lomefloxacin, antibacterial and anticancer properties

Stowa kluczowe: antybiotyki fluorochnolonowe, modyfikacje strukturalne, spar-
floksacyna, lomefloksacyna, wlasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe
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WPROWADZENIE

Chinolony sg klasa syntetycznych antybiotykdw o dziataniu przeciwbakteryj-
nym, charakteryzujacych si¢ szerokim spektrum dzialania [1-5]. Ta grupa antybio-
tykow to nie tylko uzyteczne leki przeciwbakteryjne, ale takze substancje stosowane
w leczeniu malarii. Sg takze zwigzkami wywolujacymi efekty immunomodulujace
i przeciwnowotworowe [6-8]. Struktura tych terapeutykow oparta jest na motywie
4-okso-1,4-dihydrochinolinowym (Rys. 1A). Pierwszym chinolonem, stosowanym
w leczeniu klinicznym byt kwas nalidyksowy (Rys. 1B) [9].

Rysunek 1. (A) Motyw 4-okso-1,4-dihydrochinolinowy, (B) cchemat struktury kwasu nalidyksowego
Figure 1. (A) The 4-okso-1,4-dihydroquinoline motif, (B) the scheme of nalidixic acid structure

Kwas nalidyksowy odkryto w 1962 roku [9, 10]. Byt aktywny wobec bakterii
Gram-ujemnych, jednakze jego zastosowanie zostalo ograniczone, ze wzgledu na
duze powinowactwo do biatek osocza (90%), a takze krotki czas pottrwania (1,5 h)
[2, 11]. W zwigzku z tym, czasteczka tego kwasu zostala poddana réznorodnym
modyfikacjom strukturalnym [9-13]. Przeksztalcenie szkieletu chinolonowego
(Rys. 1) polegato na dolaczaniu do niego réznorodnych atoméw, takich jak fluor,
azot, tlen czy chlor, w celu zwickszania jego wilasciwosci biologicznych. Motyw
4-okso-1,4-dihydrochinolinowy zostal dodatkowo poddany modyfikacjom przez
wprowadzanie do struktury m.in. (I) czasteczki piperazyny, (II) podstawnikow
metylowych (w réznych pozycjach) oraz (III) tancuchéw weglowych o réznych
dtugosciach [2,10]. Dotaczenie atomu fluoru do czgsteczki chinolonu okazato si¢
zabiegiem najefektywniejszym, poprawiajacym nie tylko jego aktywnos¢ przeciw-
bakteryjna, ale przede wszystkim zwigkszajacym zakres jego dzialania. W ten sposob
powstala klasa nowych antybiotykéw, nazwana fluorochinolonami. Grupa ta cha-
rakteryzuje si¢ wysoka aktywnoscig antybakteryjng wzgledem szerokiego spektrum
drobnoustrojow i zmniejszong toksycznoscig wobec komoérek zdrowych. Ten nowy
typ antybiotykdéw odznacza sie wyjatkowa skuteczno$cig w walce z lekoopornymi
szczepami bakterii [10, 14-16]. Ponadto, chinolony s3 obecnie jedng z najbardziej
réznorodnych i najczedciej stosowanych klas antybiotykow [17].
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1. GENERACJE ANTYBIOTYKOW CHINOLONOWYCH

Chinolony zostaly podzielone na cztery rézne generacje (Rys. 2), a klasyfikacja
ta zostala dokonana na podstawie ich profilu farmakokinetycznego oraz aktywnosci
antymikrobowej [17-21].

Rysunek 2. Cztery generacje wybranych antybiotykéw chinolonowych: I generacja: (a) kwas oksolinowy,
(b) kwas pipemidynowy; II generacja: (a) norfloksacyna, (b) ciprofloksacyna; (c) lomefloksacyna;
III generacja: (a) temafloksacyna, (b) sparfloksacyna, (c) grepafloksacyna; IV generacja: (a) gemi-
floksacyna, (b) klinafloksacyna, (c) gatifloksacyna

Figure 2. The four-generation classification of the quinolone antibiotics: I generation: (a) oxolinic acid,
(b) pipemidic acid; IT generation: (a) norfloxacin, (b) ciprofloxacin; (c) lomefloxacin; III gene-
ration: (a) temafloxacin, (b) sparfloxacin, (c) grepafloxacin; IV generation: (a) gemifloxacin,
(b) clinafloxacin, (c) gatifloxacin

W pierwszej generacji (Rys. 2) znajduja sie zwiazki aktywne wzgle-
dem bakterii Gram-ujemnych. Leki tej grupy odznaczajg sie krdétkimi cza-
sami poéltrwania oraz wysokim powinowactwem do protein, co oznacza, ze
ich stezenie we krwi i tkankach jest bardzo male [10, 17, 22-24]. Antybiotyki
IT generacji (Rys. 2) sa rowniez aktywne przeciwko bakteriom Gram-ujemnym,
jednakze ich aktywno$¢ jest juz znacznie wyzsza niz lekéw poprzedniej generacji.
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Zwiazki te majg znacznie dluzszy czas poltrwania i nieco stabiej wiaza sie z biatkami,
co sprawia, ze ich stezenie we krwi jest wyraznie wigksze [17, 20, 21, 25].

Stale wzrastajgca opornos¢ bakteryjna na rézne antybiotyki wymusita dalsze
modyfikacje strukturalne chinolonéw, prowadzac w konsekwencji do utworzenia
nowych generacji lekow. Do trzeciej generacji antybiotykéw (Rys. 2) zalicza sie
zwiazki aktywne wobec bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. Ich profil far-
makokinetyczny jest taki sam, jak w przypadku lekéw drugiej generacji [19-21].
Z kolei czwarta generacja antybiotykdw to zwigzki o najsilniejszych wlasciwosciach
przeciwbakteryjnych zaréwno wobec bakterii Gram-ujemnych, jak i Gram-dodat-
nich. Leki z tej grupy sag takze aktywne wobec bakterii beztlenowych oraz atopo-
wych. Stosuje sie je dodatkowo w leczeniu infekeji uktadu pokarmowego [10, 17,
19-21, 25].

2. MECHANIZM DZIALANIA

Mechanizm dzialania antybiotykéw chinolonowych polega na hamowaniu
replikacji DNA bakterii, co w konsekwencji doprowadza do $mierci drobnoustroju
[2, 26]. Chinolony hamujg dzialanie dwdch najwazniejszych dla bakterii enzy-
moéw (topoizomeraz): gyrazy DNA (tzw. topoizomeraza II) oraz topoizomerazy IV
[25-29]. Gyraza DNA skifada si¢ z dwoch podjednostek zakodowanych jako GyrA
oraz GyrB ijest odpowiedzialna za wprowadzanie ujemnych skretéw w helisie DNA.
Topoizomeraza IV sktada sie natomiast z czterech podjednostek: dwdch ParC oraz
dwodch ParE. Funkcja tego enzymu oparta jest na separacji komplementarnych
nici DNA [30-32]. Chinolony majg zdolno$¢ oddziatywania z kompleksem DNA-
-enzym. Tworzg przy tym ternarny kompleks DNA-enzym-lek, ktdry blokuje pro-
cesy replikacji DNA [2, 26-29].

3. ZALEZNOSC POMIEDZY AKTYWNOSCIA A STRUKTURA
CHINOLONOW

Generacje chinolondéw, ich farmakokinetyka oraz zmieniajaca si¢ aktywnos¢
przeciwbakteryjna jest $cisle uzalezniona od ich struktury chemicznej [3,4,33]. Zro-
zumienie, w jaki sposob modyfikacje strukturalne szkieletu chinolonowego (Rys. 3)
warunkuja wlasciwoséci antybakteryjne jego pochodnych, jest obiektem nieustan-
nych badan [3, 33-36].

Obecnie wiadomo, ze podstawienie w pozycji 1 molekuly antybiotyku (Rys. 3)
malych podstawnikéw o charakterze hydrofobowym prowadzi do otrzymania lekow
o najwyzszej aktywnosci. Do wspomnianych podstawnikow zalicza si¢ m.in. pod-
stawnik etylowy, oraz tez cyklopropylowy. Z kolei dofaczenie ugrupowan wiekszych
i hydrofilowych znacznie obniza aktywnos¢ przeciwbakteryjng otrzymanych zwigz-
kow [37, 38]. Pozycje 2, 3 i 4 czasteczki chinolonu (Rys. 3) znajduja si¢ w bliskim
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sasiedztwie miejsca wigzacego lek do kompleksu DNA-enzym. Dlatego tez uwaza
sie, ze substytucja w tych obszarach blokuje dostep terapeutyku do DNA, a tym
samym znacznie obniza aktywno$¢ przeciwbakteryjna calej molekuly. Do tej pory
nie odnotowano zadnej grup podstawnikow, ktére bedac w tych pozycjach szkieletu
chinolonowego, zwiekszylyby aktywnos¢ leku [39, 40].

Rysunek 3.  Szkielet struktury antybiotykéw chinolonowych wraz z numeracjg atoméw (pozycji), ktore moga
by¢ okupowane przez podstawniki
Figure 3. The core structure of the quinolone antibiotics, the substituent positions are indicated by numbers

Zmiana podstawnika w pozycji 5 moze powodowac reorganizacj¢ konfiguracji
przestrzennej molekuly, ktéra ma znaczny wplyw na ogolng aktywno$¢ chinolonu.
Wprowadzenie takich grup, jak metylowa, etylowa lub hydroksylowa w pozycje
5, powoduje selektywny wzrost aktywnosci leku wobec bakterii Gram-dodatnich
[3, 33]. Antybiotyki, ktére w swojej strukturze posiadajg atom fluoru w pozycji 6
charakteryzujg si¢ z kolei zwiekszona ogolna aktywnoscig przeciwbakteryjna. Co
ciekawe, najlepsze efekty zauwaza si¢, gdy w tej samej czasteczce leku substytucja
zostala przeprowadzona jednoczesnie w obu pozycjach. Przyktadowo, pochodna
leku, w ktorej atom fluoru przytaczony zostal w pozycji 6 i sasiaduje z grupg aminowg
okupujaca pozycje 5, wykazuje kilkunastokrotnie wyzszg aktywnos¢ biologiczng niz
czasteczka, w ktorej pozycja 5 pozostaje niepodstawiona [3, 4, 33, 41]. W obrebie
calej struktury chinolonu najistotniejszym fragmentem jest bezsprzecznie pozy-
cja 7. Podstawniki przylaczone w tym obszarze s3 bezposrednio odpowiedzialne
za oddzialywanie z gyraza. Aby wzmocni¢ interakcje na poziomie lek - enzym,
w pozycje 7 wprowadza sie gtéwnie ugrupowania zawierajgce piecio- lub szescio-
czlonowe pierscienie heterocykliczne. Przykladowo, przylaczenie w tym miejscu
pierscienia piperazyny, zwigksza aktywnos¢ antymikrobiologiczng wzgledem bak-
terii Gram-ujemnych [42-44]. Modyfikacje strukturalne w pozycji 8, podobnie jak
te w pozycji 5, utozsamiane sg z reorganizacja przestrzenng leku. Obecnos¢ atomu
fluoru lub chloru w tym miejscu poprawia znacznie aktywnos¢ zwigzku wobec bak-
terii beztlenowych i Gram-dodatnich. Dodatkowo, zastgpienie atomu wegla budu-
jacego pier$cient aromatyczny w pozycji 8 atomem azotu, znacznie zwieksza ogdlna
aktywno$¢ przeciwbakteryjng otrzymanej pochodnej (3, 4, 33, 41].

Zrozumienie zaleznosci pomiedzy aktywnoscig farmaceutyczna a strukturg
chemiczng zwiazkow opartych na szkielecie chinolonu pozwolilo na otrzymanie
wielu powszechnie stosowanych terapeutykow. Dodatkowo wiedza ta stanowi cenny
punkt wyjscia do $wiadomego i racjonalnego projektowania nowych, bezpiecznych
i efektywnych farmaceutykéw lub modyfikacji tych juz istniejacych.
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3.1. LOMEFLOKSACYNA I SPARFLOKSACYNA - WEASCIWOSCI
BIOLOGICZNE

Relacje pomigdzy strukturg a aktywnoscia biologiczng chinolonéw przedstawi¢
mozna najlepiej, poréwnujac dwa powszechnie wykorzystywane leki: lomefloksa-
cyne (HLm) oraz sparfloksacyne (HSf) (Rys. 4). Lomefloksacyna nalezy do dru-
giej generacji chinolondw, natomiast sparfloksacyna zaliczana jest do trzeciej, co
przeklada sie oczywiscie na ich zréznicowang aktywnos¢ przeciwbakteryjng. Pod
wzgledem budowy chemicznej oba te zwiazki r6znig si¢ miedzy sobg trzema zasad-
niczymi fragmentami strukturalnymi (Rys. 4). W czasteczce HLm do pierscienia
piperazyny dolaczona zostala jedna grupa metylowa, w poréwnaniu do molekuly
HSf, gdzie w pierscieniu znajduje si¢ jeszcze jedno, takie samo ugrupowanie. Dodat-
kowo, w pozycji 5 czasteczki sparfloksacyny (Rys. 4) znajduje sie grupa aminowa,
gdzie w strukturze HLm miejsce to pozostaje niepodstawione. Co wigcej, oba te
leki réznig si¢ typem podstawnika w pozycji 1 (Rys. 4), w czasteczce HSf jest to
grupa cyklopropylowa, natomiast w molekule HLm grupa etylowa. Antybiotyk HSf
posiada zatem wszystkie te podstawniki, ktére warunkuja znacznie lepsze wtasci-
wosci przeciwbakteryjne, zgodnie z tym, co zostalo opisane uprzednio.

Rysunek 4. Schematy struktur (A) lomefloksacyny oraz (B) sparfloksacyny
Figure 4. The scheme of (A) lomefloxacin and (B) sparfloxacin structures

Lomefloksacyna (HLm) jest antybiotykiem o szerokim spektrum dzialania
przeciw bakteriom Gram-ujemnym i Gram-dodatnim [45]. Stosuje si¢ ja w lecze-
niu przewlektego zapalenia oskrzeli oraz réznorodnych infekcji drog moczowych
(46, 47]. W Polsce antybiotyk ten jest substancja czynng preparatu ,,Oksacin”. Stoso-
wany jest on w leczeniu bakteryjnych infekeji spojowek. HLm znajduje si¢ réwniez
w preparacie o nazwie ,,Lofoks” stosowanym miedzy innymi przy zakazeniach bak-
teryjnych ukladu moczowego, pokarmowego oraz oddechowego.

Sparfloksacyna (HSf) charakteryzuje sie znacznie wyzszg aktywnoscig przeciw-
bakteryjng niz lomefloksacyna. Jest antybiotykiem o szerokim zakresie dzialania,
réwniez wobec obu typu bakterii (Gram-dodatnich i Gram-ujemnych). W szcze-
golnosci HSf aktywna jest wobec patogendw, takich jak P. aeruginosa, A. baumannii,
S. maltophilia oraz S. ureus — gléwnej przyczyny poszpitalnych zapalen pluc [48].
HSf jest substancja czynng znajdujaca sie w preparacie ,,Zagam”. Stosowany jest
on przede wszystkich w przypadku zapalenia ptuc i zakazenia bakteria Chlamydia
pneumoniae. Co ciekawe, sparfloksacyna jest bardzo dobrym srodkiem modulu-
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jacym w polaczeniu z lekami wykazujacymi wlasciwoséci przeciwnowotworowe.
Dowiedziono, ze HSf hamuje aktywno$¢ hERG - kanatu potasowego, istotnego
w procesie proliferacji komoérkowej. Kanat ten ulega nadekspresji w wielu rodzajach
nowotwordw, w tym miedzy innymi raka jelita grubego [49].

Chociaz oba te antybiotyki zaréwno lomefloksacyna, jak i sparfloksacyna sa
powszechnie uzywane, to niestety na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat obserwuje
sie znaczny spadek ich skutecznosci. Jako przyczyne tego zjawiska wymienia si¢
nabyta przez drobnoustroje tzw. lekoopornos¢ [50, 51].

4. ZJAWISKO LEKOOPORNOSCI

Popularnos¢ i czeste stosowanie antybiotykoterapii doprowadzito do zwigksze-
nia opornosci bakterii na §rodki przeciwdrobnoustrojowe [2, 5, 26, 52]. Bakterie
wyksztalcily réznorodne systemy opornosci, ktore powoduja, ze antybiotykoterapia
powoli staje sie nieskuteczna. Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health
Organization, WHO) stale alarmuje o wzrastajacym problemie lekoopornosci,
ktory obecnie jest jednym z najniebezpieczniejszych problemoéw farmakologicznych
[50, 51]. Oporno$¢ bakterii na fluorochinolony zwigzana jest zazwyczaj z mutacja
docelowych enzymoéw bakterii (gyraza DNA, topizomeraza IV), a takze obecnoscig
w komoérkach drobnoustrojow pomp odpowiedzialnych za wyrzut antybiotykow
poza organizm patogenu (tzw. system efflux) [53-59]. Opornosé¢ na chinolony moze
by¢ réwniez powigzana posrednio z aktywnoscig plazmidu bakteryjnego, koduja-
cego biatko Qnr. Chociaz bialko to ekspresjonowane jest w matym stopniu, to jego
rola w uksztaltowaniu bakteryjnej lekoopornosci wydaje si¢ kluczowa. Zgodnie
z doniesieniami literaturowymi, Qnr zapobiega zwigzaniu chinolonéw do topoizo-
meraz, zapewniajac jednoczesénie ich ciagly aktywnos¢ w procesach replikacji mate-
rialu genetycznego [60-63].

5. MODYFIKACJE STRUKTURALNE FLUOROCHINOLONOW

Zadaniem wspolczesnego $wiata nauki jest skonstruowanie terapeutyku,
o odmiennym mechanizmie dzialania, niz wszystkie otrzymane do tej pory leki,
na ktore drobnoustroje wyksztalcily juz swoistg opornos¢. Projektowanie i synteza
nowych substancji terapeutycznych s jednak bardzo czasochlonne i kosztowne.
Wprowadzenie nowego leku na rynek trwa, co najmniej 10 lat, a koszty mogg siggac
milionéw dolaréw [64-67]. Coraz czgsciej, zamiast poszukiwaé nowych klas zwigz-
kow leczniczych, preferuje sie zupelnie inne podejscie. Bardzo popularne staje sie
modyfikowanie struktury wykorzystywanego juz na rynku leku przez dolaczanie
do niego ugrupowan warunkujacych selektywny transport substancji aktywnej lub
zmieniajacych jej wlasciwosci biologiczne [68-70].
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5.1. ORGANICZNE POCHODNE CHINOLONOW

W ciggu kilu lat zaobserwowano wzrost liczby organicznych pochodnych
chinolonéw. W tym przypadku najczestszym modyfikacjom strukturalnym ulega
drugorzedowy atom azotu pierscienia piperazyny antybiotyku (Rys. 5) [24, 45, 54,
56, 67].

Rysunek 5. Schemat struktury antybiotyku chinolonowego z miejscem modyfikacji na pierécieniu piperazyny
Figure 5. The scheme of the quinolone drug with marked position of the structural modification within
a piperazine ring

Otrzymano szereg tetrazolowych pochodnych norfloksacyny, sposréd ktérych
jedna przedstawiona jest na Rysunku 6A. Wszystkie te pochodne zbadane zostaly
wobec réznych opornych szczepdw bakterii S. aureus. W efekcie kilka organicznych
pochodnych (miedzy innymi zwigzek przedstawiony na Rysunku 6A) wykazy-
walo odpowiednio wyzsze wlasciwosci przeciwbakteryjne niz sam wyjsciowy lek.
Wartosci MIC (ang. minimal inhibitory concentration, minimalne stezenie hamu-
jace wzrost szczepu bakteryjnego) dla pochodnych znajdowaly sie w przedziale
0,78-3,12 mg/mlL, gdy dla wolnego leku warto$¢ ta wynosita MIC = 25 mg/mL [67].
W innym podejsciu, modyfikacja strukturalna norfloksacyny oparta byla na przyta-
czeniu motywow zawierajacych dodatkowe podstawniki: 2-okso-2-fenyloetylowego
lub 2-hydroksyimino-2-fenyloetylowego. Aktywno$¢ wszystkich otrzymanych
w ten sposob substancji zostala przetestowana przeciwko wieloopornym szczepom
S. aureus oraz szczepom S. epidermidis, B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae i P. aerugi-
nosa. W wiekszosci badanych przypadkéw nie zaobserwowano jednak pozadanego
wzrostu aktywnosci biologicznej. Jedynie pochodna przedstawiona na Rysunku 6B
odznaczata sie dwukrotnie wyzsza aktywnoscig wobec E.coli, niz wolny lek [67].
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Rysunek 6. Schematy struktur antybiotykéw fluorochinolonowych
Figure 6. The schemes of fluoroquinolone antibiotics structures

Modyfikacji strukturalnej zostala poddana réwniez czasteczka lewofloksa-
cyny przez dolaczanie do atomu azotu pierscienia piperazyny takich motywow, jak
2-arylo-2-oksoetylowy (Rys. 6C), a takze 2-arylo-2-oksoiminoetylowy. Pochodne
te szczegdlnie aktywne byly wobec bakterii Gram-dodatnich, a szczegélowym
badaniom poddane zostaly szczepy kliniczne S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis,
E. feacalis, S. marcescens, E. coli, K. pneumoniae a takze S. typhi. Badania wykazaly,
ze zwiazki z motywem strukturalnym 2-arylo-2-oksoetylowym (Rys. 6C) wyka-
zujg znaczng poprawe wlasciwosci przeciwbakteryjnych wobec S. epidermidis oraz
B. subtilis [58].

Kolejny eksperyment, w ktorym czgsteczka norfloksacyny zostata zmodyfiko-
wana przez dodanie do jej struktury pochodnych motywoéw: N-[2-(5-bromotiofen-
2-ylo)-2-oksoeytlowego] (Rys. 6D) oraz N-[2-(5-bromotiofen-2-ylo)-2-oksoimino-
etylowego] potwierdzit wysoki potencjat antymikrobowy pochodnych organicznych,
gltéwnie wobec bakterii Gram-dodatnich. Otrzymane zwiagzki wykazywaly dwu-
krotnie wyzszg aktywno$¢ wobec takich szczepdw, jak S. aureus, S. epidermidis
oraz B. Subtilis, w poréwnaniu do wyjsciowych antybiotykéw: ciprofloksacyny czy
norfloksacyny [12, 17, 34, 67]. Co ciekawe, czasteczka norfloksacyny zmodyfiko-
wana w sposob przedstawiony na Rysunku 6E charakteryzuje si¢ wyjatkowo wysoka
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aktywno$cia wobec M. tuberculosis, szczepu dopowiedzialnego za gruzlice [25, 45,
57, 68].

Gatifloksacyna poddana modyfikacji poprzez dotaczenie od niej motywu
nitroarylo-1,3,4-tiodiazolowego (Rys. 6F), zostala przetestowana wobec szczepow
takich bakterii, jak: S. aureus, S. epidermidis, S. pneumonia, B. subtilis, E. faecalis,
M. luteus, E. coli, S. typhi, S. flexneri, K, pneumonia, S. marcescens i P. aeruginosa.
Otrzymane wyniki jednoznacznie wskazaly, Ze otrzymana pochodna (Rys. 6F) jest
kilkukrotnie bardziej aktywna niz wolny lek wobec S. aureus, S. epidermidis, S. pneu-
monia i B. subtilis [24, 35, 47, 56, 68].

5.2. KOMPLEKSY CHINOLONOW Z JONAMI METALI

Skoordynowanie réznorodnych jonéw metali do czasteczki leku to obecnie
jedna z najpopularniejszych metod projektowania lub modyfikacji zwigzkow o zna-
czeniu farmakologicznym [45, 56, 66]. Medyczna chemia nieorganiczna daje dodat-
kowe mozliwosci podczas projektowania nowych lekow [13, 24, 35, 56, 69]. Szeroki
zakres liczb koordynacyjnych, mozliwych geometrii i konfiguracji przestrzennych,
dostepnos¢ réznorodnych stanéw redox, zmiana stopni utlenienia, labilno$¢, zroz-
nicowana kinetyka i termodynamika ukfadéw, to tylko kilka z wielu wlasciwosci
zwiazkow koordynacyjnych. Do tego nalezy jeszcze doda¢ biodystrybucje oraz natu-
ralng homeostaz¢ metali. Wszystko to sprawia, ze modyfikacje oparte na zwigzaniu
jonéw metali przez organiczny lek, moga w konsekwencji prowadzi¢ do powstania
zwigzkow o ciekawym mechanizmie dzialania i interesujgcym profilu farmakokine-
tycznym [5, 46, 56, 58, 65, 68].

Rysunek 7. Gléwne sposoby koordynacji jonow metali do czasteczek chinolonéw
Figure 7. The main coordination patterns of metal complexes with quinolones
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Chinolony stanowia grupe ligandéw jedno- lub dwukleszczowych (Rys. 7).
Najczesciej jony metali, skoordynowane sg do czasteczki leku poprzez zdeprotono-
wany atom tlenu grupy karboksylowej i atom tlenu grupy karbonylowej (Rys. 7A).
Rzadziej wystepuja kompleksy, w ktérych jon metalu zwigzany jest jednoczesnie
przez oba tleny grupy karboksylowej (Rys. 7B) lub przez dwa atomy azotu pierscie-
nia piperazyny (Rys. 7C). Znane sg réwniez kompleksy chinolonéw, w ktorych jon
metalu skoordynowany jest przez dwie czasteczki lekéw (kompleksy bis), a w ich
zwigzaniu uczestniczg atomy azotu pierScienia piperazyny obu molekut.

5.2.1. Wlasciwosci przeciwbakteryjne

Analiza wlasciwoséci przeciwbakteryjnych komplekséw chinolonéw z jonami
metali jest zagadnieniem dosy¢ szeroko opisywanym w literaturze naukowej.
W przewazajacej iloéci przypadkow, koordynacja metali prowadzi do otrzymania
nieorganicznych pochodnych, charakteryzujacych sie znacznie lepszymi wlasciwo-
$ciami antybakteryjnymi niz wyjsciowe leki [25, 56]. W podrozdziale tym scharak-
teryzowano kilka przykladowych nieorganicznych modyfikacji powszechnie stoso-
wanych antybiotykow.

Rysunek 8. Przyktadowy kompleks ciprofloksacyny; jon kobaltu(II) skoordynowany jest poprzez zdeproto-
nowany atom tlenu grupy karboksylowej oraz atom tlenu grupy karbonylowej

Figure 8. The representative metal complex of ciprofloxacin; the cobalt(II) ion is bounded by oxygen atoms
from deprotonated carboxyl and carbonyl groups

Do tej pory najdokiadniej scharakteryzowano i opisano kompleksy, w ktorych
jon metalu skoordynowany jest poprzez zdeprotonowany atom tlenu grupy karbok-
sylowej oraz atom tlenu grupy karbonylowej (Rys. 8). Taki sposéb koordynacji nie
tylko wydaje sie by¢ najtatwiejszy, ale takze najefektywniejszy. Koordynacja takich
jonéw metali, jak Mn®", Fe’*, Ni**, Zn*", Cd** do kwasu pipemidynowego wywotata
znaczne zwickszenie wlasciwosci przeciwbakteryjnych wobec szczepow C. hofman-
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nie, S. ureus, B. subtilis oraz S. flexne. Najaktywniejszym kompleksem okazal si¢ ten
z jonem cynku(II). Zwigzek ten cechowal sie dwukrotnie wyzsza aktywnoscig biolo-
giczng a takze wyzszg stabilno$cig oraz rozpuszczalnoscig w wodzie, w poréwnaniu
do liganda [23, 45, 56, 59, 63, 66].

W grupie powszechnie stosowanych nieorganicznych lekéw dosy¢ popularne sg
kompleksy jonéw bizmutu. Koordynacja tego metalu z czasteczkami norfloksacyny
(HNr) doprowadzila do utworzenia pochodnej [Bi(HNr),(H,O),], odznaczajacej
sie wyzsza rozpuszczalno$cia w wodzie oraz wzmozong aktywnoscig przeciwbakte-
ryjna wzgledem S. ureus, B. subtilis, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae,
a takze S. typhimurium [34, 45, 48, 51, 64]. Warto wspomnie¢, ze koordynacja trzech
czasteczek norfloksacyny do jonu bizmutu niesie za sobg powstanie kompleksu
aktywnego wobec H. pylori [25, 34, 45, 66].

Zwigzanie innego antybiotyku chinolonowego - ciprofloksacyny do jonéw
metali doprowadzila do otrzymania réznorodnych nieorganicznych pochod-
nych: [Mg(H,0),(HCp),|(NO,),2H,0 [23, 56], [Bi(HCp),(H,0),] [45, 56],
[Mn(HCp),(H,0),], [Fe(HCp),], [Co(HCp),(H,0),] (Rys. 9), [Ni(HCp),(H,0),],
[MoO,(HCp),] [45, 67, 70], [Co(HCp),(H,0)]-9H,0, [Zn(HCp),(H,0),]-8H,0,
[Cd(HCp),(Cl),]-4H,0 [24, 56, 67]. Otrzymane kompleksy odznaczaly si¢ znacznie
wyzszymi wlasciwos$ciami przeciwbakteryjnymi, lepsza rozpuszczalno$cia w wodzie
oraz efektywniejszym wigzaniem do DNA. Na szczegdlng uwage zastuzyt tu kom-
pleks [Zn(HCp),(H,0),]-8H,0, ktéry w poréwnaniu do wolnego leku i pozosta-
tych pochodnych wyrdzniat sie trzykrotnie wyzsza aktywnoscia wobec E.coli oraz
B. dysenteriae.

Rysunek 9. (A) Kompleks zelaza(II) z dwukleszczowym ligandem - norfloksacyng, (B) kompleks ciprofloksa-
cyny z jonem platyny(II)

Figure 9. (A) The iron(III) complex of bidentate ligand - norfloxacin, (B) the platinum(II) complex of
ciprofloxacin

Koordynacja antybiotykéw chinolonowych do jonéw metali zachodzi¢ moze
réwniez z udziatem obu atomoéw tlenu grupy karboksylowej lub obu atomoéw azotu
pierscienia piperazyny. Obie koordynacje, cho¢ spotykane sa rzadziej, to réwniez
znacznie zmieniajg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg lekéw chinolonowych.
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Przykladami tego sa kompleksy norfloksacyny z jonami zelaza(III) (Rys. 9A)
oraz kobaltu(II). Zwiazki te sg wyjagtkowo aktywne wobec E. coli oraz B. dysenteriae
[34, 45, 53, 65]. Co ciekawe, ciprofloksacyna, lewofloksacyna, ofloksacyna oraz gati-
floksacyna, jako ligandy dwukleszczowe, zdolne s3 do wigznia jonéw Pt** (Rys. 9B).
Jednak ze wzgledu na ich niska trwalos¢, zwiazki te nie zostaly poddane badaniom
mikrobiologicznym [23, 45]. Z kolei koordynacja antybakteryjnego jonu srebra(I)
(Rys. 10) przez dwie czasteczki norfloksacyny, zwiekszyta aktywnos¢ biologiczna
wyjsciowej substancji wobec bakterii P. aeruginosa oraz szczepu grzybiczego P. verr-
cosum [65,69].

Rysunek 10. Struktura kompleksu srebra(I) z norfloksacyna; jon metalu skoordynowany jest przez jeden azot
pierécienia piperazynowego obu czasteczek norfloksacyny

Figure 10.  The structure of silver(I) complex with norfloxacin; metal ion is coordinated to one nitrogen atom
from piperazine ring of each norfloxacin molecule

5.2.2. Wlasciwosci przeciwnowotworowe

Zdolno$¢ hamowania przez chinolony topoizomerazy II, a tym samym inhibi-
cja systemu naprawczego DNA, a takze predyspozycje do bezposredniego oddzialy-
wania ich kompleksow z kwasami nukleionowymi stanowily przestanki do podjecia
badan nad potencjalng aktywnoscig przeciwnowotworowa zwigzkow zawierajacych
szkielet chinolonowy [34, 56, 61, 68].

Rysunek 11. Struktura kompleksu [AuCl (lewofloksacyna)]Cl
Figure 11. The structure of [AuCl,(levofloxacin)]Cl complex
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Przyktadowo, kompleks [Cu(HMs)(H,0),CI]BF,] leku moksfloksacyny (HMs),
odznaczal si¢ wysoka aktywnoscig antykancerogenng in vitro wobec czterech linii
nowotwordw piersi (MCF-7, T47D, MDA-MB-231 oraz BT-20), podczas gdy sam
ligand pozostawal nieaktywny wzgledem wszystkich wspomnianych uktadéw [15,
34, 56, 66, 70].

Rysunek 12.  Organometaliczny kompleks rutenu(II)
Figure 12.  Organometallic ruthenium(II) complex

Kompleksy zlota(III) o ogélnym wzorze [AuCl L]Cl (gdzie L = norfloksacyna,
lewofloksacyna, Rys. 11) zostaly przetestowane wobec réznorodnych linii komé-
rek nowotworowych (A20: chlonniak, B16-F10: szpiku; K562: biataczki) oraz linii
zdrowych komérek pluc (L919 oraz MCR-5). Podczas gdy ligandy antybiotykowe
pozostawaly w przeprowadzonych testach nieaktywne, ich kompleksy charaktery-
zowaly sie nie tylko wysoka aktywnoscig biologiczna, ale takze selektywnoscig jedy-
nie wobec komoérek nowotworowych (aktywno$¢ praktycznie taka sama, niezalez-
nie od skoordynowanego leku) [24, 56, 70]. Organometaliczny kompleks rutenu(II)
(Rys. 12) zostal zbadany wobec komorek raka ptuc (A549), raka jajnika (CH1) oraz
raka jelita grubego (SW480). Okazalo si¢, ze pomimo zastosowania jonu rutenu, nie
udalo sie otrzymac zwiazku aktywnego wobec badanych linii komdrek nowotworo-
wych. Wnioskowa¢, zatem mozna, Ze to nie obecnos¢ jonéw metali, ale sposéb ich
koordynacji do czasteczek chinolondéw jest czynnikiem warunkujacym wiasciwosci
biologiczne otrzymanych pochodnych nieorganicznych.

Zastosowanie komplekséw chinolonowych w kontekscie terapii antynowo-
tworowych jest trendem nowatorskim i znacznie mniej popularnym niz ich wyko-
rzystywanie w leczeniu infekcji drobnoustrojowych. Mimo to, w ostatnich latach
obserwuje si¢ wzrost zainteresowania tym zagadnieniem [12, 25].
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PODZIEKOWANIE

Naszej kochanej Pani Profesor Malgorzacie Jezowskiej-Bojczuk dziekujemy za
niezwykle chwile, ktére mogly$my z Nig spedzi¢. Na zawsze pozostanie w naszych
sercach.

,Czasem wiatr zdmuchnie

smutek przelotny,

Cieplym tchnieniem znéw dlonie ogrzeje,
I przegoni wszystkie klopoty,

Wigc dzigkuje wiatrowi, ze wieje.

Czasem deszcz o szyby zadzwoni
Mokra trawa kroplami 1$ni
Lzami latwiej tesknote zastoni¢,
Wiec dziekuje deszczowi za 1zy.

Czasem storice w gonitwie do lata
Znowu ogrdd barwami roznieci
Pozapala iskry na kwiatach,

Wiec dziekuje stonicu, ze $wieci.

No, a czasem sie¢ do mnie us$miechniesz
Znikng smutki szaro — niebieskie
Stoisz w progu i storice masz w oczach,
Wiec dzigkuje Ci za to, ze jestes..”

/Czestaw Mitosz/

Praca powstala dzieki funduszom Narodowego Centrum Nauki nr grantu
2016/23/D/ST5/00269.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] K. Drlica, H. Hiasa, R. Kerns, M. Malik, A. Musta, Curr. Top. Med. Chem., 2009, 9, 981.
[2] P.Chander, A. Jain, S. Jain, Acta Pol. Pharm. Res., 2009, 66, 587.

[3] L.R. Peterson, Clin. Inf. Diseases, 2001, 33, 180.

[4] G.S. Tillotson, J. Med. Microbiol., 1996, 44, 320.

[5] A.George, Clin. Inf. Diseases, 2005, 4, 120.

[6] Y. Xia, Z.Y. Yang, S.L. Morris-Natschke, K.H. Lee, Curr. Med. Chem., 1999, 6, 179.

[7] A. Dalhoff, I. Shalit, Lancet Infect. Dis., 2003, 3, 359.



560

U.K. KOMARNICKA, PK. WALENCIK, M.K. LESIOW, K. KRUPA

K. Kaur, M. Jain, R.P. Reddy, R. Jain, Eur. J. Med. Chem., 2010, 45, 3245.

K. Eleni, G. Psomas, Y. Sanakis, N. Katsaros, J. Inorg. Biochem., 2007, 101, 525.

P.C. Appelbaum, P.A. Hunter, Int. . Antimicrob. Agents, 2000, 16, 5.

A. Lavie-Cambot, M. Cantuel, Y. Leydet, G. Jonusauskas, D. M. Bassani, N.D. McClenaghan,
Coord. Chem. Rev., 2008, 252, 2572.

D.T.W. Chu, P.B. Fernandes, Adv. Drug Res., 1991, 21, 39.

Y. Zhao, Y. Chen, J. Sheu, I. Chen, T. Wang, C. Tzenga, Bioorg. Med. Chem., 2005, 13, 3921.

G.L. Patrick, An Introduction to Medicinal Chemistry, Oxford University Press, New York 2003.
M.V. De Almeida, M.E Saraiva, M.V.N. De Souza, C.F. Da Costa, ER.C. Vincente, M.C.S. Lourenco,
Bioorg. Med. Chem. Lett., 2007, 17, 5661.

G. Anquetin, J. Greiner, N. Mahmoud, Eur. J. Med. Chem., 2006, 41, 1478.

E.M. Scholar, Am. J. Pharm. Educ., 2003, 66, 164.

F. Van Bambeke, J.-M. Michot, J. Van Eldere, P. M. Tulkens, Clin. Microbiol. Infect., 2005, 11, 256.
C.M. Oliphant, Am. Fam. Phys., 2002, 65, 455.

D.E. King, R. Malone, S.H. Lilley, Am. Fam. Phys., 2000, 61, 2741.

G.G. Zhanel, A. Walkty, L. Vercaigne, J.A. Karlowsky, J. Embil, A.S. Gin, D.J. Hoban, Can. J. Infect.
Dis., 1999, 10, 207.

V. Uivarosi, Molecules, 2013, 18, 11153.

]. Cross, Semin, Pediatr. Infect. Dis., 2001, 12, 211.

J. Blondeau, Surv. Ophthalmol., 2004, 49, 73.

K. Drlica, Curr. Opin. Microbiol., 1995, 2, 504.

J. Katie, R. Aldred, J. Kerns, N. Osherof, Biochemistry, 2014, 53, 1565.

L.A. Mitscher, Chem. Rev., 2012, 105, 559.

K. Drlica, H. Hiasa, R. Kerns, M. Malik, A. Mustaev, X. Zhao, Curr. Top. Med. Chem., 2009, 9, 981.
V.E. Anderson, N. Osherof, Curr. Pharm. Des., 2009, 7, 337.

J.J. Champoux, Annu. Rev. Biochem., 2001, 70, 369.

Y. Pommiier, E. Leo, H. Zhang, C. Marchand, Chem. Biol., 2010, 17, 421.

A.C. Gentry, N. Osheroff, Encyclopedia of Biological Chemistry, Elsevier Inc., Amsterdam 2013.
K. Chauhan, P. Singh, V. Kumar, PK. Shukla, M. Imran, M.S. Chauhan, Eur. J. Med. Chem., 2014,
78, 442.

C. Marzano, V. Gandin, M. Pellei, D. Colavito, G. Papini, G. Gioia Lobbia, E. Del Giudice,
M. Porchia, F. Tisato, C. Santini, ]. Med. Chem. 2008, 51, 798.

M. Takemura, Farmaco, 2001, 56, 37.

O.K. Kim, K. Ohemeng, ].E. Barrett, Opin. Investig. Drugs, 2004, 10, 199.

K. Kawakami, H. Takahashi, H. Ohki, K. Kimura, S. Miyauchi, R. Miyauchi, M. Takemura, Chem.
Pharm. Bull,, 2010, 48, 1667.

N. Hayashi, K. Hashimoto, A. Yazaki, Antimicrob. Agents Chem., 2001, 4, 556.

J.C. Jung, YJ.Jung, O.S.Park, ]. Heterocyclic. Chem., 2001, 38, 61.

G.S. Tillotson, GS.J. Med. Microbiol., 1996, 44, 320.

F. Van Bambeke, J.-M. Michot, J. Van Eldere, PM. Tulkens, Clin. Microbiol. Infect., 2005, 11, 256.
E. Pestova, J.]. Millichap, G.A. Noskin, L.R. Peterson, J. Antimicrob. Chemother., 2000, 45, 583.
R. Beyer, E. Pestova, ].J, Millichap, G.A. Noskin, L.R. Peterson, Antimicrob. Agents Chemother.,
2000, 44, 798.

T.A. Davies, L.M. Kelly, G.A. Pankuch, K.L. Credito, M.R. Jacobs, Antimicrob. Agents. Chemother.,
2000, 44, 304.

AN. Wadworth, K.L. Goa, Drugs., 1991, 42, 1018.

R.C. Owens Jr, P.G. Ambrose, Med. Clin. N. Am., 2000, 84, 1447.



ANTYBIOTYKI FLUOROCHINOLONOWE I ICH MODYFIKACJE STRUKTURALNE 561

[47] A.Mohamed, A. Ragh, A. Mohamed, A. Eldesouki, S. Mohamed, Spectrochim. Acta A, 2015, 138,
585.

[48] ].J. Schentag, J. Clin. Ther., 2000, 22, 372.

[49] J. Gong, X. Liu, B. Shang, S. Chen, Y. Zhen, Oncol. Rep., 2010, 23, 1747.

[50] World Health Organization, Antibiotic resistance: Multi-country public awareness survey, 2015
(ISBN 978 92 4 150981 7).

[51] G. Alvan, C. Edlund, A. Heddini, Drug Resist., 2011, 14, 70.

[52] L.S.Redgrave, S. B. Sutton, M.A. Webber, L.J.V. Piddock, Trends Microb., 2014, 22, 8.

[53] D.C.Hooper, Drugs, 1999, 58, 6.

[54] D.C.Hooper, Clin. Infect. Dis., 2001, 32, 9.

[55] B. Fournier, X., Zhao, T. Lu, K. Drlica, D.C. Hooper, Antimicrob. Agents Chemother., 2000, 44,
2160.

[56] L.B.Price, A. Vogler, T. Pearson, ].D. Busch, ].M. Schupp, P. Keim, Antimicrob. Agents Chemother.,
2003, 47, 2362.

[57] S.K.Morgan-Linnell, L. Becnel Boyd, D. Steffen, L. Zechiedrich, Antimicrob. Agents Chemother.,
2014, 53, 235.

[58] K. Drlica, X. Zhao, Microbiol. Mol. Biol. Rev., 2013, 61, 377.

[59] Li, Z. Deguchi, T. Yasuda, M. Kawamura, T. Kanematsu, E. Nishino, Y. Ishihara, S. Kawada, Anti-

microb. Agents Chemother., 1998, 42, 3293.

60] A.Robicsek, G.A. Jacoby, D.C. Hooper, Lancet Infect. Dis., 2006, 6, 629.

61] J. Strahilevitz, G.A. Jacoby, D.C. Hooper, Clin. Microbiol. Rev., 2009, 22, 664.

62] J.H. Tran, G.A. Jacoby, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2002, 99, 5638.

63] X.Xiong, E.H. Bromley, P. Oelschlaeger, D.N. Woolfson, J. Spencer, Nucleic Acids Res., 2011, 39,

3917.

[64] A.Jemal, R. Siegel, E. Ward, T. Murray, J. Xu, C. Smigal, M.]. Thun, CA-Cancer J. Clin., 2006, 56,
106.

[65] B.K.Edwards, M.L. Brown, P.A. Wingo, H.L. Howe, E. Ward, L.A.G. Ries, D. Schrag, P.M. Jamison,
A. Jemal, X. Cheng Wu, C. Friedman, L. Harlan, J. Warren, R.N. Anderson, L.W. Pickle, J. Natl.
Cancer Inst., 2005, 97, 1407.

[66] M.J. Renan, Mol. Carcinog., 1993, 7, 139.

[67] D.Hanahan, R.A. Weinberg, Cell, 2000, 100, 57.

[68] A.A.Rosenkranz, D.A. Jans, A.S. Sobolev, Immunol. Cell Biol., 2000, 78, 452

[69] P. Dozzo, M.S. Koo, S. Berger, T.M. Forte, S.B. Kahl, J. Med. Chem., 2005, 48, 357.

[70] Y. Berger, L. Ingrassia, R. Neier, L. Juillerat-Jeanneret, Bioorg. Med. Chem., 2003, 11, 1343.

Praca wplynela do Redakeji 2 czerwca 2018






WIADOMOSCI 2018, 72,7-8
chemiiczne PLISSN 0043-5104

FARMAKOLOGICZNA AKTYWNOSC
FLAWONOIDOW I AMINOFLAWONOW

PHARMACOLOGICAL ACTIVITIES
OF AMINOFLAVONES

Daria Szeliga' , Maria Korabik', Justyn Ochocki’

! Wydzial Chemii, Uniwersytet Wroclawski
ul. FJoliot-Curie 14, 50-383 Wroctaw
’ Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny
ul. Muszynskiego 1, 90-151 £6dz
*e-mail: daria.szeliga@chem.uni.wroc.pl

Prace dedykujemy pamieci Pani Profesor Matgorzaty JeZowskiej-Bojczuk

Abstract

Wykaz stosowanych skrotow
Wprowadzenie

1. Kompleksy flawonoidéw z jonami metali

1.1. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca komplekséw pochodnych flawonoidéw z jonami
metali

1.2. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa komplekséw pochodnych flawonoidéw z jonami
metali
1.2.1. Wtasciwosci przeciwnowotworowe pochodnych flawonoidéw
1.2.2. Aktywnos¢ farmakologiczna poszczegolnych aminoflawonéw
1.2.2.1. 3-aminoflawony
1.2.2.2. 5-aminoflawony
1.2.2.3. 6-aminoflawony
1.2.2.4. 7-aminoflawony
Podsumowanie
Pismiennictwo cytowane




564 D. SZELIGA, M. KORABIK, J. OCHOCKI

Mgr Daria Szeliga absolwentka studiéw I stopnia Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Jagielloniskiego w Krakowie (2015). W 2017 roku ukonczyta studia II stopnia na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego i w tym samym roku rozpoczeta
studia doktoranckie w Zespole Nieorganicznej Chemii Supramolekularnej. Jej zain-
teresowania naukowe obejmuja m. in. badania wiasciwosci fizykochemicznych
zwigzkéw koordynacyjnych d- i f- elektronowych z aktywnymi farmakologicznie
ligandami.

Dr hab. Maria Korabik, prof. UWr, absolwentka Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Wroclawskiego. Stopien doktora otrzymata w 1993 r., stopien naukowy doktora hab.
w 2012r.. Jej zainteresowania naukowe skupiaja si¢ wokol tematyki magnetykow
i magneséw molekularnych. Jest cztonkiem Polskiego Towarzystwa Chemicznego.
0d 2012 r. pelni funkeje kierownika Zakladu Dydaktyki Chemii na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Prof. dr hab. Justyn Ochocki uzyskal dyplom magistra farmacji w Akademii
Medycznej w Lodzi, w roku 1974. Stopien doktora otrzymal w 1984 r., stopien
naukowy doktora hab. w 1998 r., a nominacj¢ profesorska w 2008 r. Prawo wykony-
wania zawodu farmaceuty na obszarze Rzeczypospolitej Polskiej uzyskat w 2010 r.
W latach 1986, 1987 i 1992 odby! staze naukowe w zespole Profesora Jana Reedijka
na Uniwersytecie w Lejdzie (Holandia). W latach 1993, 2001, 2005 byt stypendysta
DAAD - Deutscher Akademischer Austauschdienst, a w 1996, 1997 r. stypendystg
programu TEMPUS, w zespole Profesora Bernharda Lipperta. Obecnie pelni funk-
cje kierownika Katedry Chemii Medycznej i kierownika Zaktadu Chemii Bionieor-
ganicznej na Wydziale Farmacji Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.



FARMAKOLOGICZNA AKTYWNOSC FLAWONOIDOW I AMINOFLAWONOW 565

ABSTRACT

Aminoflavones belong to a group of flavonoids, compounds commonly found
in nature. Their pharmacological and biochemical effects include cytotoxic, antio-
xidant and antitumor properties. The studies have shown that complexes of ami-
noflavons with metal ions can be potential drugs and seem to be promising in the
treatment of ovarian cancer, breast cancer, lung adenocarcinoma and melanoma.
In addition aminoflavones have a lower cytotoxic activity towards healthy cells
than another compounds. In the view of their wide pharmacological and biological
actions, they seem to have great therapeutic potential.

Keywords: flavonoids, flavones, aminoflavones, biological activity, anticancer pro-
perties

Stowa Kkluczowe: flawonoidy, flawony, aminoflawony aktywnos¢ biologiczna, wlasci-
wosci przeciwnowotworowe
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DNA
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ATP
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CAOV 3
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BAX
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BIRC5
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CYP1A1
CYP1A2
MDA-MB-435
Hela

EAC

NM
SSM

IC
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

zespol nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired
immune deficiency syndrome)

kwas deoksyrybonukleoinowy (ang. deoxyribonucleic
acid)

promieniowanie nadfioletowe (ang. ultraviolet)
adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine triphosphate)
linia komérkowa nowotworu piersi (ang. Michigan
Cancer Foundation-7)

linia komodrkowa gruczolakoraka ptuc (ang. human
non-small lung cancer cells)

linia komérkowa nowotworu jajnika (ang. Human
Ovarian Cancer Cell Line)

linia komoérkowa nowotworu jajnika (ang. Human
Ovarian Cancer Cell Line)

Bromek  3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-
-2H-tetrazoliowy (ang. 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-
-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)

biatko z rodziny Bcl-2 (ang. Bcl-2-associated X pro-
tein)

heterogenna grupa biatek (ang. B-cell lymphoma 2)
gen kodujacy surwiwing czlowieka (ang. Baculoviral
IAP Repeat Containing 5)

receptor estrogenowy (ang. estrogen receptor)
receptor weglowodorowy (ang. aryl hydrocarbon
receptor)

oznaczenie genu kodujacego enzym cytochrom P450
(ang. Cytochrome P450)

biatka cytochromu P450 (ang. Cytochrome P450,
family 1, subfamily A, polypeptide 1/ polypeptide2)
linia komérkowa czerniaka (ang. melanoma cell line)
linia komérkowa wywodzaca si¢ z komorek raka
szyjki macicy (ang. Henrietta Lacks)

gruczolakorak przelyku (ang. cancer of the external
auditory canal)

guzkowy czerniak (ang. nodular melanoma)

czerniak szerzacy si¢ powierzchniowo (ang. Superfi-
cial spreading melanoma)

medialne stezenie inhibitora hamujace w 50% funkcje
biologiczne i biochemiczne organizméw (ang. the half
maximal inhibitory concentration)
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WPROWADZENIE

Aminoflawony s3 pochodnymi flawonéw, nalezacych do grupy flawonoidéw-
zwiazkow powszechnie wystepujacych w roslinach, ktorych aktywnosé¢ biologiczna
zostala szeroko opisana w literaturze [1]. Flawonoidy stanowig zréznicowang klase
wtérnych metabolitow roslinnych: znanych jest ponad 9000 ich struktur. Flawony
natomiast stanowig jedng z najliczniejszych podgrup flawonoidéw (Rys. 1) [2].

Rysunek 1. Klasy flawonoidow [3]
Figure 1. Subgroups of flavonoids [3]
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Wszystkie flawonoidy posiadaja wspolny trdjcykliczny szkielet weglowy, ozna-
czany jako A, B i C. Wsrdd nich pierscien C jest heterocykliczny i zawiera atom
tlenu [4]. Natomiast pierscien B jest dofaczony do wegla C2, przy weglu C3 zwykle
nie ma podstawnika [5].

Flawonoidy mozna klasyfikowa¢ bazujac na réznicach w charakterze oraz
pozycji odpowiednich podstawnikéw, gtéwnie grup hydroksylowych. Amfipatyczny
charakter flawonoidéw, czyli obecno$¢ hydrofilowych podstawnikéw oraz hydro-
fobowych cyklicznych szkieletoéw weglowych, odgrywa kluczowa role w reakcjach
flawonoidéw z jednostkami biologicznymi, wplywajac na ich aktywnos¢ fizjolo-
giczng [4].

Termin ,,flawon” zostal uzyty po raz pierwszy w 1895 roku przez S. von Kon-
staneckiego oraz ]. Tambora, ktorzy specjalizowali sie w tej klasie flawonoidéw [5].
Literatura wskazuje, ze flawonoidy wykazuja wiele wlasciwosci biologicznych, np.
cytostatyczne [6], apoptotyczne (indukujace $mier¢ komorki) [7, 8] przeciwzapalne
[9-11], przeciwwirusowe [12], antyangiogenne [13], przeciwutleniajace [14], prze-
ciwwrzodowe [15] oraz antymutagenne [16]. W dodatku niektére z flawonoidow
s3 silnymi modulatorami zaréwno ekspresji, jak i aktywnosci specyficznych biatek,
np. cytochromu P450 [17-19]. Flawony z kolei przyciagaja uwage swoimi wtasci-
wosciami przeciwzapalnymi, antywirusowymi oraz przeciwnowotworowymi [20].
Ich aminopodstawione pochodne to wlasnie aminoflawony [21], ktorych rdzeniem
jest pierscien flawonu (Rys. 1). Aminoflawony oraz ich pochodne s3 plaskie oraz
chiralne, co wyrdznia je sposrod innych klas flawonoidéw [22-29]. Zwigzki tez zna-
lazly zastosowanie jako leki antynowotworowe [19], [21], [30-43], leki przeciwza-
palne [40-43], a takze leki przeciwdepresyjne [44].

Modyfikacje rdzenia flawonu byly podstawa wielu syntetycznych i struktural-
nych badan nad poprawg ich aktywnosci biologicznej [43]. Na podstawie badan
zaleznosci struktury i aktywnosci flawonu stwierdzono, ze podwdjne wigzanie mie-
dzy weglem C2 a C3, grupa karbonylowa w pozycji 4, grupy -metoksy, -hydroksy
oraz grupy aminowe dolaczane czesto w pozycjach 3, 5 i 7 poprawiajg aktywno$¢
biologiczna [45]. Tego typu pochodne wykazaly silne dzialanie jako $rodki przeciw-
nowotworowe, inhibitory niektérych enzymoéw kinazowych, takich jak np. kinazy
cyklinozalezne, tyrozynowe, aromatazy, topoizomerazy czy kinazy biatkowe C
[43]. Ugrupowanie flawonowe, dzigki swoim zréznicowanym wtasciwosciom far-
makologicznym, stanowi potencjalny farmakofor [40] okreslajacy grupy funkcyjne
potrzebne do zwigzania leku z obiektem docelowym oraz wykazujacy aktywno$¢
biologiczng, a takze sposéb przestrzennego rozmieszczenia grup wzgledem siebie
[46].

Niemal wszystkie pochodne flawondéw zostaly rozpoznane w zrédlach bota-
nicznych. Powszechnie wystepuja w roélinach naczyniowych [42]. Flawony mozna
odnalez¢ we wszystkich nadziemnych i podziemnych czgsciach roslin — w todygach,
liSciach, pakach, korze, cierniach, klaczach, kwiatach, owocach, nasionach, a takze
w wysieku z korzeni i lici oraz w zywicy [5]. Dzigki ich aktywno$ci w fotouczulaniu,
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transporcie energii i metabolizmie komdrkowym, znalazly zastosowanie jako pro-
dukty biochemiczne i farmakologiczne w suplementach diety [47, 48]. Natomiast
aminoflawony to zwiazki, ktore nie wystepuja naturalnie, dlatego muszg by¢ synte-
zowane [40].

1. KOMPLEKSY FLAWONOIDOW Z JONAMI METALI

Wirdd réznych wlasciwosci flawonoidow, chelatacja metali jest kluczowg cecha,
ktora wywiera duzy wplyw na charakter i zdolno$ci farmakologiczne flawonoidéw.
W ostatnich latach naukowcy podjeli sie zsyntezowania i scharakteryzowania zwiaz-
kéw koordynacyjnych flawonoidéw o potencjalnych zastosowaniach w réznych
dziedzinach. Struktura tworzonego kompleksu zalezy od rodzaju flawonoidu oraz
jonu metalu. Od tego zalezg takze wlasciwosci biologiczne odpowiednich komplek-
sow. Flawonoidy majg tendencje do pelnienia funkcji dawcy wodoru, co przyczynia
sie do powstawania zwigzkow kompleksowych o dobrej stabilnosci [4].

Powstajaca struktura kompleksu flawonoidu z jonem metalu zalezy od wielu
czynnikéw. Do nich zaliczy¢ mozna liczbg koordynacji i stopien utlenienia central-
nego jonu metalu, liczbe dawcow elektronéw oraz ich blisko$¢ w ligandach, a takze
warunki chelatujgce, takie jak temperatura czy pH. Zazwyczaj proces chelatacji
metali do pierscienia flawonoidu przypisuje sie obecnosci i liczbie fenolowych grup
hydroksylowych. Ich obecno$¢ w pozycji 3 lub 5 w bliskim sgsiedztwie grupy kar-
bonylowej na ogét sprzyja tworzeniu si¢ komplekséw jonéw metali z udzialem tych
grup [4]. Nawet jedli ligandy posiadaja rozng liczbe miejsc wigzania metali, zwy-
kle wigzanie koordynacyjne jest korzystnie utworzone pomiedzy grupa ketonowsg
w czwartej pozycji w pierscieniu C i grupg hydroksylowa w pigtej pozycji pierécienia
A, dajac kompleksy 1:1 lub 1:2, a wynika¢ to moze z bliskosci grup dawcow elektro-
néw. Stosunek jonu metalu do liganda zalezy rowniez od natury jonu centralnego
i jego liczby koordynacji. Kolejnym powodem réznego stosunku jonu metalu do
liganda w tworzonym zwigzku kompleksowym jest czynnik steryczny. Ma to szcze-
golne znaczenie w przypadku ligandéw o duzych rozmiarach, gdzie liczba schela-
towanych ligandéw do centralnego jonu metalu jest ograniczona [49]. Tworzenie
zwigzkéw kompleksowych zalezy réwniez od zastosowanych rozpuszczalnikow
[50, 51].

Whasciwosci medyczne naturalnie wystepujacych flawonoidow sa bardzo
dobrze znane od wielu lat. Jednak odkrycie, ze ich kompleksy z jonami metali
sg bardziej skuteczne niz same flawonoidy, zmienilo przebieg badan nad lekami.
Naukowcy wykazali, ze kompleksy te mozna z powodzeniem stosowaé w leczeniu
szeregu chorob, takich jak cukrzyca, niektore infekcje bakteryjne oraz nowotwory.
Wymienia sie réwniez ich role w leczeniu chordb neurodegeneracyjnych, takich
jak choroba Huntingtona. Pomagaja takze w stanach zatrucia metalami ciezkimi.
Tego typu kompleksy moga rowniez wpltywac¢ na réwnowage zelaza w organizmach
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zywych, co jest istotne w leczeniu takich chorob, jak np. ataksja Friedraicha czy Tala-
semia [52].

Naukowcy na calym $wiecie probuja zaprojektowaé skuteczne leki przeciw
wcigz nieuleczalnym chorobom, takim jak AIDS, cukrzyca czy nowotwory. Od
wielu lat badane sa wtasciwosci antynowotworowe komplekséw jondéw metali mie-
dzi(II), zelaza(II), zelaza(III) czy platyny(II). Ponadto znane sa podobne wlasciwo-
$ci samych flawonoidéw oraz ich pochodnych. Te dwa fakty sklonily naukowcow
do sprawdzenia, czy kompleksy tych metali z flawonoidami jako ligandami bedg
wykazywaly wieksza aktywnos¢ biologiczng niz podstawowe zwigzki [52].

Pochodne flawonoidéw, ze wzgledu na obecnos¢ grupy karbonylowej oraz grup
hydroksylowych i aminowych, moga koordynowa¢ jony metali i tworzy¢ zwigzki
kompleksowe. Jednakze reakcje pomiedzy nimi a jonami metali nie zawsze dotycza
tylko tworzenia wigzan koordynacyjnych. W zaleznosci od rodzaju metalu, wyste-
powa¢ mogg reakcje redoks pomiedzy jonem metalu a ligandem, poniewaz wigk-
sz0§¢ pochodnych flawonoidéw ma wlasciwosci redukujgce [53]. Jest to szczegdlnie
istotne w przypadku jonéw metali o wlasciwosciach utleniajacych, np. zelaza(III)
[54], rutenu(IV) [55], rutenu(III) [56], ztota(III) [57] czy osmu(VIII) [58].

Kompleksy flawonoidéw z jonami metali sg barwne, czesto wykazuja wiasci-
wosci fluorescencyjne, utleniajace lub antyutleniajace, a takze przeciwdrobnoustro-
jowe, antyproliferacyjne oraz wiele innych [53].

Zlozono$¢ budowy komplekséw pochodnych flawonoidéw z jonami metali
jest zwigzana z orientacjg przestrzenna, ktéra moze by¢ odpowiedzialna za aktyw-
nos$¢ farmakologiczng. Kompleksy z jonami metali moga wykazywa¢ wlasciwosci
podobne jak macierzyste flawonoidy, ale tez mogg przejawiac zupelnie inng aktyw-
no$¢ biologiczna, ze wzgledu na unikalne cechy strukturalne. Ostatnie doniesienia
dotyczace kompleksow flawonoidéw z jonami metali wskazuja, ze zwiazki te wyka-
zujg zdecydowanie silniejszg aktywnos¢ biologiczng niz same ligandy. Powody tych
réznic nie zostaly jeszcze dokladnie wyjasnione, jednak badania w tym kierunku
nabierajg rozpedu, torujac droge dzigki terapeutycznemu zastosowaniu komplek-
sow flawonoidéw z jonami metali. Tylko nieliczne badania wskazuja, ze tego typu
kompleksy moga wywotac szkodliwe efekty w ukladach biologicznych. Wynika to
prawdopodobnie z uwolnienia jonéw metali z kompleksu, w wyniku dysocjacji lub
dziatania komplekséw na wewngtrzkomoérkowe miejsca docelowe [4].

Aminoflawony, z uwagi na obecnos¢ podstawionych grup aminowych, tworza
dwukleszczowe kompleksy, wykazujac przy tym aktywnos$¢ cytotoksyczng. Ogolnie
przyjmuje sig, ze zwiazki te fatwo mogg chelatowac jony metali i tworzy¢ kompleksy
metaloorganiczne [59].
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1.1. AKTYWNOSC PRZECIWUTLENIAJACA POCHODNYCH FLAWONOIDOW

Flawonoidy oraz ich pochodne nalezg do najlepiej zbadanych zwigzkéw prze-
ciwutleniajgcych. Ich wlasciwoséci antyoksydacyjne sg silnie skorelowane ze struk-
tura. Obecno$¢ wolnych jonéw metalu w organizmie czlowieka przyczynia sie do
powstawania wolnych rodnikéw powodujacych stres oksydacyjny, ktéry z kolei
moze wywola¢ kaskade zdarzen prowadzacych do szeregu chordb, m.in. astmy,
przedwczesnego starzenia si¢, chordb ukladu krazenia, zaburzen neurologicznych
oraz nowotwordw [60]. W organizmie ludzkim znajduje si¢ wiele jonéw metali,
w tym najwazniejszego - zelaza. Mimo Ze zelazo wystepuje gltéwnie w postaci
zwigzanej, moze by¢ réwniez dostepne w postaci wolnego jonu zelaza(II) lub zelaza-
(IIT), i moze by¢ zrédtem wolnych rodnikéw, np. w reakcji Fentona, w ktérej nadtle-
nek reaguje z jonem zelaza(II) i tworzy rodnik hydroksylowy [61]. Flawonoidy dzia-
tajg jako czynniki chelatujace ze wzgledu na obecnos¢ karbonylowego tlenu oraz
podstawnikéw posiadajacych wolne pary elektronowe, np. grupy hydroksylowe czy
aminowe [60]. Chelatowanie jonéw metali skutecznie zmniejsza potencjal redoks
danego jonu, tym samym opoéznia jego dzialania w kierunku tworzenia wolnych
rodnikéw. Zmniejszenie ilo$ci zelaza, dzigki koordynacji do odpowiednich flawo-
noidéw, powoduje obnizenie zaburzen zwigzanych ze stresem oksydacyjnym [62].

1.2. AKTYWNOSC PRZECIWNOWOTWOROWA KOMPLEKSOW POCHODNYCH
FLAWONOIDOW Z JONAMI METALI

Odkrycie przeciwnowotworowej aktywnosci flawonoidéw zapoczatkowalo
szereg badan w celu zidentyfikowania najbardziej aktywnych flawonoidéw i ich
pochodnych przeciwko réznym formom nowotwordéw oraz poznania mechanizmu
ich dzialania. Dane eksperymentalne wykazaly, ze flawonoidy charakteryzuja sie od
3 do 5 razy silniejsza aktywnosciag od innych czynnikéw proapoptotycznych, czyli
programujacych $mier¢ komorki [60]. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa flawono-
idow jest gtéwnie zwigzana ze zdolnoscig do oddzialywania z DNA. Flawonoidy
modyfikuja ekspresje genéw lub indukuja fragmentacje DNA, ktéra prowadzi do
aktywacji szlakdéw apoptotycznych [63].

Stwierdzono réwniez, ze niektére kompleksy flawonoidéw z jonami metali
wykazujg dzialanie przeciwnowotworowe, posredniczac w zatrzymaniu reakcji
cyklu komoérkowego, modyfikujac strukture DNA [64] [65]. Aktywno$¢ przeciw-
nowotworowa komplekséw z jonami metali w wielu przypadkach okazala si¢ wigk-
sza niz macierzystych flawonoidéw. Potwierdzaja to badania nad komoérkami raka
szyjki macicy [66], zotadka [67], watroby [67], jelita grubego [68], komodrek koscio-
tworczych [68], biataczkowych [69] czy ludzkich komérek watrobiaka [68].

Kompleksy flawonoidéw z jonami metali stanowia unikalng klase pochodnych
flawonoidéw, ktére wykazuja, w wiekszosci przypadkow, bardzo dobre wlasciwo-
$ci farmakologiczne, takie jak: przeciwutleniajace, przeciwbakteryjne, przeciwno-
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wotworowe, przeciwzapalne, przeciwcukrzycowe czy prooksydacyjne. Stanowia
tym samym ogromny potencjal terapeutyczny. Kompleksowanie metali powoduje
silniejsza aktywno$¢ farmakologiczng oraz duzg stabilno$¢ zaréwno w warunkach
in vitro, jak i in vivo [4].

Szereg kompleksow flawonoidéw z jonami metali, wykazujacych potencjalng
aktywno$¢ farmakologiczng, nie zostalo do konca zbadanych. Na podstawie litera-
tury zaobserwowano, ze aktywno$¢ biologiczna zalezy od struktury flawonoidowych
komplekséw, rodzaju liganda i jonu centralnego. Zmiana konformacji czy bardziej
plaska struktura komplekséw mogg réwniez wywiera¢ pozytywny wplyw na aktyw-
nos¢ farmakologiczng. Systemy biologiczne obfituja w wiele czasteczek, ktére moga
chelatowa¢ jony metali. Powinowactwo flawonoidu do jonu metalu jest niezwykle
istotne w okreslaniu stabilnosci powstajacych kompleksow, dlatego niezbedne sg
dalsze badania nad wykorzystaniem potencjatu klinicznego tych kompleksow [4].

Mechanizm aktywno$ci przeciwnowotworowej pochodnych flawonoidéw nie
jest jeszcze do konica poznany, poniewaz wlasciwo$ci biochemiczne zalezg od struk-
tury poszczegdlnych flawonoidow, gdzie kazdy zwigzek posiada inne wlasciwosci
biologiczne i przejawia rézny mechanizm dziatania [70].

Podstawowg cecha flawonoidoéw jest ich zdolno$¢ do wymiatania wolnych rod-
nikéw. Te wlasciwosci przeciwutleniajace sa po czgsci odpowiedzialne za dziatanie
przeciwnowotworowe [71]. Zwigzki te zapobiegaja uszkodzeniom komdrek spowo-
dowanym przez reaktywny tlen powstajacy zaréwno w procesach metabolicznych,
jak i powstajacy z czynnikow egzogennych, takich jak promieniowanie UV oraz kse-
nobiotyki, czyli substancje obce. Czynniki te moga modyfikowa¢ fragmenty trans-
krypcyjne oraz aktywno$¢ kinaz bialkowych [72], doprowadzajac do uszkodzenia
DNA, co zwicksza prawdopodobienstwo wystapienia mutacji. Flawonoidy zapobie-
gaja aktywacji protoonkogenu, czyli genu posiadajacego mozliwos¢ przeksztalcenia
sie w aktywny gen powodujacy nowotwor. Zapobiegaja rowniez zmianom w genach
surpresorowych, ktérych rolg jest hamowanie rozwoju choroby nowotworowej [71].
Flawonoidy wykazujg dziatanie antyproliferacyjne, czyli hamujace podzialy mito-
tyczne komorek, a takze indukuja $mier¢ komdrek nowotworowych. Jako zmiatacze
wolnych rodnikéw, hamujg procesy inwazji i przerzutowania komorek nowotworo-
wych [70], [73].

1.2.1. AKTYWNOSC FARMOKOLOGICZNA AMINOFLAWONOW

Badania prowadzone nad flawonami dowodza, ze reguluja one funkcj¢ makro-
fagéw w usuwaniu komorek nowotworowych oraz sg potencjalnymi inhibitorami
proliferacji komdrek (np. apigenina czy luteolina) [36]. Wlasciwosci przeciwnowo-
tworowe samych aminoflawonéw wynikaja z ich dziatania jako konkurencyjne inhi-
bitory kinazy tyrozynowej w stosunku do ATP [74, 75]. Zwiazki te wykazaty dziata-
nie antyproliferacyjne, m. in. wobec ludzkich komdrek raka piersi, linii komoérkowej
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MCEF-7. Ponadto wykazaly aktywno$¢ in vitro oraz in vivo przeciwko nowotworowi
nerek [76].

Poniewaz aktywno$¢ biologiczna zalezy od struktury flawonu, kazda pochodna
musi zosta¢ poddana analizie indywidualnie. Ponadto niezbedne sg analizy poréw-
nawcze pomiedzy réznymi pochodnymi flawonéw, np. w stosunku do badan nad
najsilniejszymi dzialaniami przeciwnowotworowymi [5].

1.2.1.1. 3-AMINOFLAWONY

Od czasu kiedy Barnett Rosenberg w 1965 r. odkryt przeciwnowotworowa
aktywnos¢ cisplatyny (Pt(NH,),Cl,), zaczeto intensywnie bada¢ zwigzki koordyna-
cyjne metali oraz stosowac je w terapii antynowotworowej [30] [77].

Wezesne badania zaleznosci aktywnos¢-struktura cisplatyny sugerujg, ze
ligandy powinny by¢ ustawione w konformacji cis, poniewaz tylko ona wykazuje
aktywno$¢ biologiczng. Niemniej jednak, od lat 90. wiele zwigzkow trans-platyny
znalazlo zastosowanie jako leki przeciwnowotworowe [78]. Co wiecej: niektore
z tych komplekséw wykazuja aktywnos¢ w stosunku do tych komérek nowotworo-
wych, na ktore nie dzialata cis-platyna [79].

Z uwagi na ograniczenia w stosowaniu lekdéw platynowych, projektowane sa
nowe zwigzki metali wykazujgce dzialanie przeciwnowotworowe, ale o mniejszych
skutkach ubocznych oraz o mniejszej sktonnoséci do indukowania lekoopornosci
[30], poniewaz u wielu pacjentéw wystapily takie objawy, jak nefrotoksycznosc¢,
redukcja komorek szpiku kostnego lub zwigkszone ryzyko wystapienia zakrzepicy
zyt glebokich [80, 81].

W ciaggu ostatnich lat naukowcy skupiajg si¢ na kompleksach metali z takimi
ligandami, ktore sg istotne pod wzgledem biologicznym i medycznym. Pochodne
flawonoidéw, posiadajace réznorodne wlasciwosci farmakologiczne, sg szczegélnie
interesujacymi kandydatami na ligandy.

cis-Pt(3-af),Cl,

Przeciwnowotworowe i przeciwutleniajgce wlasciwoéci flawonoéw zachecitly
naukowcéw do zsyntezowania kompleksu cis-Pt(3-af),Cl, i poréwnania z cis-platyng
(PtCL(NH,),) jego aktywnosci w odniesieniu do indukowania apoptozy i nekrozy
w prawidtowych ludzkich limfocytach krwi obwodowej. Badania wykazaly, ze
zsyntezowany kompleks jest mniej toksyczny wobec zdrowych komoérek niz cispla-
tyna. Indukowanie apoptozy zachodzi w znacznie mniejszym stopniu, przez co
cis-Pt(3-af),Cl, moze by¢ potencjalnym lekiem przeciwnowotworowym, wykazuja-
cym mniejsze skutki uboczne [31, 82, 83].
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Kompleks cis-Pt(3-af),CL jest strukturalnie zwigzany z cisplatyng, ale zawiera
czasteczki 3-aminoflawonu, zamiast samych czasteczek amoniaku jako ligandow
(Rys. 2) [84].

Rysunek 2. Przedstawienie struktur cisplatyny (A) i cis-Pt(3-af),CL, (B) [32]
Figure 2. Chemical structures of compounds: (A) cisplatine, (B) cis-Pt(3-af),Cl, [32]

Poréwnano réwniez kompleks cis-Pt(3-af),Cl, oraz cisplatyne pod katem cyto-
toksycznosci wobec linii komdrkowej A549 gruczolakoraka ptuc. Stwierdzono,
ze kompleks ten wykazuje wysoka aktywno$¢ w indukowaniu apoptozy i nekrozy
komorek nowotworowych. Wyniki wskazuja, ze cis-Pt(3-af),Cl, moze by¢ potencjal-
nym lekiem chemoterapeutycznym [34, 83, 85, 86].

trans-Pt(3-af),Cl,

Potencjalny efekt synergistyczny pomiedzy flawonoidami a jonami metali
sklonil do zsyntezowania rowniez trans-Pt(3-af),Cl, [30]. Do syntezy tego zwigzku
zachecaly obiecujgce wlasciwosci przeciwnowotworowe izomeru cis-Pt(3-af),Cl,
[31-33].

Rysunek 3. Struktura trans-Pt(3-af),CL, [30]
Figure 3. Structure of trans-Pt(3-af),Cl, [30]



FARMAKOLOGICZNA AKTYWNOSC FLAWONOIDOW I AMINOFLAWONOW 575

Kompleks trans-Pt(3-af),Cl, ujawnil znaczacg cytotoksycznos¢ w stosunku do
wszystkich testowanych komorek nowotworowych [30, 87].

Stwierdzono, ze zwigzek trans-Pt(3-af),Cl, jest nieco mniej cytotoksyczny dla
testowanych linii komérkowych raka niz cis-platyna, natomiast byt réwniez mniej
toksyczny wobec prawidlowych limfocytéw, w poréwnaniu z cis-platyna, co jest
szczegoOlnie istotne w zapobieganiu potencjalnych skutkéw ubocznych dzialania
leku [30].

Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze zwigzek trans-Pt(3-af),Cl, wykazat
aktywno$¢ przeciwnowotworowg w stosunku do komorek raka jajnika [87]. Jest to
nowotwor zlosliwy, wykazujacy wysokie zréznicowanie w zaleznosci od pochodze-
nia, struktury histologicznej, przebiegu choroby i metod leczenia. Nowotwor jajnika
jest pochodzenia nablonkowego, a jego zdolnos¢ do rozprzestrzeniania si¢ w jamie
otrzewnej jest cecha odrézniajaca go od innych. W zaawansowanych stadiach cho-
roby jama otrzewna jest gtéwnym miejscem, w ktérym wystepuja przerzuty [88]
[89].

W badaniach poréwnano dziatanie trans-Pt(3-af),Cl, oraz cisplatyny wobec
dwoch linii komoérek nowotworowych jajnika: CAOV 3 oraz OVCAR 3 [87]. Dla
oceny wplywu badanego zwigzku oraz cisplatyny na komorki nowotworowe jaj-
nika, wykonano test MTT. Test ten oparty jest na pomiarze aktywnos$ci przemian
energetycznych w mitochondriach. Mierzona jest wowczas zywotnos¢ komorek za
pomoca testu redukcji soli tetrazolowej. Badania wykazaly, ze wraz ze wzrostem
stezenia trans-Pt(3-af),Cl, oraz cisplatyny maleje zywotnos$¢ zaréwno linii komor-
kowej CAOV 3, jaki OVCAR 3.

Przy nowotworze jajnika obserwuje si¢ zaburzenia w procesie apoptozy, dlatego
w badaniach rozpatrzono réwniez ekspresje wybranych gendéw (BAX, BCL2, BIRC5)
zaangazowanych w ten proces. W wyniku ekspozycji genéw na trans-Pt(3-af),Cl,
oraz cisplatyne zaobserwowano zwigkszong ekspresje genu BAX oraz zmniejszong
ekspresje genow BCL2 i BIRC5 wobec obu badanych zwigzkow [87].

cis-dichloro-bis (3-imino-2-metoksyflawanon) rutenu(II) - 3H,0
cis-dichlorido-bis (3-imino-2-etoksyflawanon)rutenu(II) - 2H,O

Aktywnos¢ przeciwnowotworowg opisano réwniez dla dwdch nowych flawa-
nonowych kompleksow rutenu(II), powstajacych podczas reakcji chlorku rutenu(II)
z 3-aminoflawonem rozpuszczonym w alkoholu alifatycznym. Z alkoholu metylo-
wego otrzymano cis-dichloro-bis (3-imino-2-metoksyflawanon)rutenu(II) - 3H,0,
natomiast z alkoholu etylowego cis-dichlorido-bis (3-imino-2-etoksyflawanon)
rutenu(Il) - 2H,O (Rys. 4). 3-aminoflawon zostal najpierw utleniony, a nastepnie
ulegt solwolizie do 3-imino-2-alkoksyflawanonu, bedacego juz wlasciwym ligan-
dem dla jonu rutenu(II) [56] [90].
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Rysunek 4.  Struktura cis-dichloro-bis (3-imino-2-metoksyflawanon)rutenu(II) - 3H,0 (A) oraz cis-dichlo-
rido-bis (3-imino-2-etoksyflawanon)rutenu(II) - 2H,O (B) [90]

Figure 4. Structures of cis-dichlorido-bis (3-imino-2-methoxyflavanone)ruthenium(II)s3H,O (A) and cis-
-dichlorido-bis(3-imino-2-ethoxyflavanone)ruthenium(II)«2H,0 (B) [90]

Aktywnos$¢ farmakologiczng powstalych komplekséw badano wobec linii
komorkowych ludzkiego nowotworu pecherza moczowego. Badania wykazaly, ze
oba zwiazki cechuja si¢ wysoka cytotoksycznoscia przeciwko komérkom nowotwo-
rowym. Jednoczesnie badania in vitro wykazaly niska toksycznos¢ zsyntezowanych
komplekséw wobec zdrowych ludzkich limfocytéow. Szybka indukcja apoptozy jest
czeSciowo spowodowana obecnoscig duzych lipofilowych ligandéw, strukturalnie
opartych na pierscieniu flawanonu ulatwiajacych transport przez blony [90].

1.2.1.2. 5-AMINOFLAWONY

W trakcie poszukiwan nowych czynnikéw przeciwnowotworowych w walce
z rakiem piersi, zsyntezowanych i zbadanych zostato wiele zwigzkéw nalezacy do
grupy aminoflawondéw. Jeden z nich to 5-aminoflawon (5-amino-2,3-fluorofenylo-
6,8-difluoro-7-metylo-4H-1-benzopiran-4-on), wykazujacy zréznicowang aktyw-
nos¢ antyproliferacyjnag przeciwko linii komérkowej MCF-7 nowotworu piersi oraz
ludzkim komoérkom raka sutka [21].
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Rysunek 5. Struktura pochodnej 5-aminoflawonu (5-amino-2-(4-amino-3-fluorofenylo)-6,8-difluoro-7-
metylo-4H-1-benzopiran-4-onu) [21]

Figure 5. Structure of 4H-1-benzopyran-4-one, 5-amino-2-(4-amino-3-fluorophenyl)-6,8-difluoro-7-me-
thyl [21]

Aby sprawdzi¢ mechanizm dzialania tego aminoflawonu, badano uszkodzenia
DNA w linii komérkowej MCEF-7. Analiza komoérek wykazata réwnomierne hamo-
wanie DNA po ekspozycji na aminoflawon [91]. W badaniach skupiono si¢ réw-
niez na aktywnosci aminoflawonu wobec arylowego receptora weglowodorowego
(AhR). Wyniki wykazaly, ze cytotoksyczno$¢ aminoflawonu dla linii komdrkowej
MCEF-7 nowotworu piersi jest wynikiem zaangazowania transdukcji sygnatu za
posrednictwem AhR [21].

Przeprowadzono réwniez badania, w ktérych pochodna 5-aminoflawonu byla
intensywnie poddawana przemianom metabolicznym przez cytochromy P450
(CYP) typu 1Al oraz 1A2, czyli enzymy zaangazowane w metabolizm endogen-
nych substratéw i lekow. Radioznakowany aminoflawon zostal przeksztatcony przez
rekombinowane enzymy CYP1A1 oraz CYP1A2 do reaktywnych zwiazkow, ktdre
kowalencyjnie wigza makroczasteczki. Inkubacja 5-aminoflawonu z serig ludzkich
komorek nowotworowych spowodowala indukcje ekspresji CYP1A1 oraz CYP1A2,
a takze wigzania kowalencyjnego aminoflawonu do DNA. W badaniach wykazano,
ze aminoflawon jest zdolny do indukowania wlasnej aktywacji metabolicznej za
posrednictwem bialek CYP1A1 oraz CYP1A2 i przeksztalcenia si¢ do cytotoksycz-
nych czasteczek, niszczacych DNA komoérek nowotworowych [19].

1.2.1.3. 6-AMINOFLAWONY

Tiazolidynowe analogi 6-aminoflawonu

Poszukiwania nowych lekéw przeciwnowotworowych z wykorzystaniem ami-
noflawonéw polegaja nie tylko na kompleksowaniu z jonami metali. Zsyntezowano
réwniez analogi heterocykliczne przez polgczenie pierécienia flawonowego i piers-
cienia tiazolidynowego, majgce wzmocni¢ przeciwnowotworowg aktywno$¢ takich
pochodnych aminoflawonu, jak: 6-aminoflawon (Rys. 6), 6-amino-3-metoksyfla-
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won oraz 6-amino-3-metoksy-3’4’-dimetoksyflawon, réznigcych si¢ iloscig grup
metoksylowych. Zwigzki te badano pod katem ich aktywnos$ci przeciwnowotwo-
rowej w warunkach in vitro oraz in vivo. Badania potwierdzily istniejacy potencjal
cytotoksyczny nowych analogéw dla linii komorkowej czerniaka MDA-MB-435
i oraz linii komoérkowej HeLa. Co ciekawe, obecnos$¢ ugrupowan metoksylowych
zwiekszala potencjat cytotoksyczny wobec komdérek nowotworowych nie powodu-
jac toksyczno$ci wobec komorek zdrowych. Zgodnie z oczekiwaniami, zsyntezo-
wane zwigzki zwigkszyly dtugos¢ zycia myszy chorujacych na nowotwor [41].

Rysunek 6.  Struktura tiazolidinowego analogu 6-aminoflawonu (A) oraz 6-amino-3-metoksy-334’-dimetok-
syflawonu (B) [41]

Figure 6. Structures of 6-Amino-3-methoxy-3,4-dimethoxyflavone (B) and its thiazolidinone analog (A)
(41]

Imidazolidynowe analogi 6-aminoflawonu

Przeprowadzono réwniez synteze imidazolidynowych analogéw 6-aminofla-
wonu w oparciu o zalozenie, zZe polgczenie tych dwoch zwigzkéw, bedacych far-
makoforami, moze powodowa¢ synergiczne dzialanie przeciwnowotworowe [40].
Ogolna strukture zaproponowanych analogéw przedstawiono na Rysunku 7.
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Rysunek 7. Struktura imidazolidynowego analogu aminoflawonu [40]
Figure 7. Structure of imiazolidinone analogue of flavone [40]

Wstepne badania cytotoksycznosci in vitro, przeprowadzone przy uzyciu testu
MTT wobec dwdch réznych linii komoérkowych, wykazaly, ze skompleksowanie
imidazolidynowych pochodnych z aminoflawonem zwigkszylo aktywnos¢ cyto-
toksyczng. Najbardziej aktywnym biologicznie zwigzkiem okazal si¢ ten posiada-
jacy 2 grupy metoksylowe w swojej strukturze. Badania in vivo, przeprowadzone
na myszach indukowanych nowotworem przetyku EAC, réwniez wykazaly duza
aktywno$¢ przeciwnowotworowa otrzymanych zwigzkéw. Zbadano je takze pod
katem wiasciwo$ci przeciwzapalnych i zaobserwowano znaczacy poziom aktyw-
nosci [40].

1.2.1.4. -AMINOFLAWONY

Badano tez aktywno$¢ farmakologiczng kompleksow rutenu(II) z 6-amino-
flawonem oraz 7-aminoflawonem (Rys. 8) wzgledem komorek czerniaka. W bada-
niach wykorzystano dwie linie zaawansowanego czerniaka: NM - czyli guzkowy
czerniak, najbardziej agresywna forma nowotworu oraz SSM - czerniak szerzacy
sie powierzchniowo, najczesciej wystepujacy. Cytotoksycznosé badanych zwigzkow
oceniano za pomocg cytometrii przeptywowej. Badania wykazaly, ze oba ligandy
skutecznie zmniejszyly zywotno$¢ komdrek nowotworu obu linii. Wartosci IC50
byly podobne dla obu linii komérkowych, jednak linia NM byla nieco bardziej
wrazliwa na otrzymane kompleksy aminoflawondéw z rutenem(II) [59].
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Rysunek 8. Struktura 7-aminoflawonu [59]
Figure 8. Structure of 7-aminoflavone [59]

PODSUMOWANIE

Aminoflawony, jako podklasa flawonoidéw, stanowia obszerna grupe zwiaz-
kow wykazujacych aktywnos$¢ farmakologiczng. Ich dzialanie cytotoksyczne oraz
przeciwutleniajace wynika z mozliwosci tworzenia kompleksow dzieki chelatowa-
niu jonéw metali. Aminoflawony sg czynnikami chelatujgcymi ze wzgledu na obec-
no$¢ w strukturze karbonylowego atomu tlenu oraz grupy aminowej, a takze innych
podstawnikow posiadajacych wolne pary elektronowe.

Celem wspolczesnej nauki jest projektowanie nowych zwigzkéw komplekso-
wych, wykazujacych dzialanie przeciwnowotworowe, ale zmniejszajacych skutki
uboczne i nie wywotujacych indukowania lekoopornosci. Badania skupiaja si¢ na
syntezie komplekséw jonéw metali z ligandami, ktére same wykazujg aktywnosé
biologiczng. Aminoflawony stanowig grupe niemal idealnych kandydatéw do kom-
pleksowania z jonami metali. Zsyntezowane kompleksy z aminoflawonami wyka-
zaly aktywnos¢ cytotoksyczng wobec takich nowotwordw, jak gruczolakorak pluc,
czerniak, a takze nowotwor jajnika oraz piersi. Co wigcej, kompleksy te wykazaty sie
niskg toksycznoscig w stosunku do zdrowych komérek.
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nie doktorantka stacjonarnych studiow doktoranckich chemii na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Wroctawskiego. Jej zainteresowania naukowe skupiaja si¢ wokot
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Mgr Katarzyna Krupa w latach 2010-2015 studiowata na Wydziale Chemii Uni-
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syntetyzuje nowe substancje o wlasciwosciach cytotoksycznych. Ponadto zajmuje
si¢ badaniem selektywnego transportu cytostatykéw do komoérek nowotworowych
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Walencik jest analiza aktywnosci redoks zwigzkow kompleksowych oraz wptyw tej
aktywnosci na wolnorodnikowe mechanizmy kancerogenezy oraz neurodegenracji.
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ABSTRACT

Fusobacterium nucleatum is a Gram-negative, anaerobic bacterium located in
an oral cavity. This bacterium can migrate with blood to the different part of the
human body e.g colon. The studies suggest participation of Fn in a colorectal cancer
promotion, but a particular mechanism of this disease is still unclear. Colorectal
cancer leads to million of new death cases each year. It is third in the worldwide
in terms of mortality. The predictions for the coming years are not optimistic. The
statistics encourage researchers to know the details of the mechanism of colorectal
cancer. It is suggest, that outer membrane proteins of Fn are responsible for deve-
lopment of this disease. Transition metal ions such as Cu(I), Cu(II), Fe(II) can coor-
dinate to proteins and generate free radicals by Fenton reaction. Reactive oxygen
species (ROS) destroy important biological macromolecules such as DNA, proteins
or lipids and cause different diseases. The paper presents characteristics of Fn and
its outer membrane proteins, description of copper(II) complexes and their ability
to ROS generation.

Keywords: Fusobacteriumnucleatum, outer membrane proteins, copper(Il) com-
plexes, reactive oxygen species

Stowa Kluczowe: Fusobacterium nucleatum, biatka blony zewnetrznej, kompleksy
miedzi(II), reaktywne formy tlenu
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WPROWADZENIE

Ponad 600 gatunkow roznych bakterii wystepuje naturalnie w jamie ustnej [1].
Czes$¢ z nich odgrywa patogenna role i odpowiada za powstawanie stanéw zapal-
nych. Bakterie mogg koagregowac ze soba, tworzac biofilm, jednoczesnie nasilajac
swoje negatywne dzialanie na organizm ludzki 2, 3]. Fusobacterium nucleatum (Fn)
jest gatunkiem bakteryjnym powszechnie wystepujacym w jamie ustnej. Ta Gram-
-ujemna, beztlenowa bakteria stanowi most miedzy wczesnymi i péznymi koloniza-
torami (Rys. 1) [1, 4].

Rysunek 1. Koagregacja Fusobacterium nucleatum z bakteriami jamy ustnej
Figure 1. Fusobacterium nucleatum coaggregation with different bacteria species in the oral cavity

Odgrywa kluczowag role w kontaktach miedzy mikroorganizmami. Dowie-
dziono, ze oprdcz chordb przyzebia, przyczynia si¢ do przedwczesnych i martwych
urodzen, owrzodzen skéry, chordb serca, syndromu Lemierra, choroby Alzheimera
oraz raka jelita grubego (CRC) [4, 5]. Jest to mozliwe, ze wzgledu na przedostanie sie
tej bakterii wraz z krwig do réznych czeéci organizmu, np. jelita [6].

Nowotwdr jelita grubego przyczynia sie do ponad miliona zgonéw rocznie,
co plasuje go na trzecim miejscu pod wzgledem umieralnosci na $wiecie [7]. Pro-
gnozy na najblizsze lata nie sg optymistyczne, co sktania do poznania szczegétowego
mechanizmu powstawania tej choroby. Podejrzewa sie udzial biatek adhezyjnych
blony zewnetrznej bakterii, szczegdlnie FadA, w zapoczgtkowaniu procesu nowo-
tworzenia. Bialko FadA wigzac si¢ do E-kadheryn gospodarza, powoduje uwal-
nianie -katenin [5, 8]. Fn na swojej blonie zewnetrznej posiada takze inne bialka,
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do ktérych zalicza si¢: RadD [9], RadA [1], Fap2 [9], FomA [10] czy P1 [11]. Ze
wzgledu na zdolnos¢ biatek do wigzania jondw metali przejsciowych (Cu(I), Cu(II),
Fe(II)) [12, 13], postuluje si¢ ich udzial w generowaniu wolnych rodnikéw w reakcji
Fentona [14-16].

Powstale reaktywne formy tlenu (RFT) niszcza wazne makromolekuty biolo-
giczne, takie jak DNA, bialka czy lipidy, przyczyniajac sie¢ do uszkodzen materiatu
genetycznego, struktury bialek czy peroksydacji lipidéw [17]. Zaburzenie réwno-
wagi pomiedzy produkcja RFT, a dzialaniem przeciwutleniaczy moze prowadzi¢ do
powstawania stresu oksydacyjnego, a ten z kolei do licznych stanéw chorobowych
[18]. Obecnos¢ biatek na blonie zewnetrznej bakterii oraz dostarczanie do orga-
nizmu wraz z dietg jonéw miedzi(II) [19] i zelaza(II) [20] moze skutkowal two-
rzeniem si¢ komplekséw. Dodatkowo, obecnos¢ nadtlenku wodoru w niektérych
obszarach jelita umozliwia bakterii generowanie wolnych rodnikéw. Ten postulat
stanowi nowg $ciezke badan w poznaniu mechanizmu raka jelita grubego.

1. CHARAKTERYSTYKA FUSOBACTERIUM NUCLEATUM (EN)

Fusobacterium nucleatum nalezy do rodziny Bacteroidaceaeijest Gram-ujemna,
beztlenowg bakterig, ktora wykazuje duzy stopien tolerancji na warunki tlenowe
[4, 5]. Bakteria ta jest zdolna do przetrwania w warunkach stresu oksydacyjnego
nawet do 60 godzin [4]. Ten najbardziej rozpowszechniony w jamie ustnej gatunek
bakterii mozna podzieli¢ na pie¢ podgatunkow: animalis, fusiforme, nucleatum, poly-
morphum i vincentii. Sposréd wymienionych, to nucleatum najczgsciej utozsamiany
jest z procesami chorobotworczymi [5]. Fn odgrywa istotna role w mikrosystemie
jamy ustnej poprzez koagregacje z wieloma gatunkami bakterii (np.: Streptococcus
sanguinis czy Porphyromonas gingivalis). Stanowi pomost pomiedzy wczesnymi
a poznymi kolonizatorami, zajmujac centralne miejsce plytki nazebnej [21]. Two-
rzenie wigzan pomiedzy komoérkami mikroorganizméw prowadzi do powstawania
biofilmu bakteryjnego, ktérego konsekwencja jest wystapienie stanu zapalnego [22].

Zdolno$¢ przylegania (adhezji) jest cecha charakterystyczng tej bakterii
i gtéwna przyczyna powstawania chordb przyzebia. Fn moze jednak migrowa¢ wraz
z krwia [23] do innych czesci ciata, wywolujac réwniez choroby zwigzane z ukla-
dem krwiono$nym [24], oddechowym [25] i pokarmowym, w tym raka jelita gru-
bego [26]. Podwyzszony poziom tej bakterii w stosunku do zdrowej tkanki wykryto
u pacjentéw z gruczolakorakiem jelita grubego [27]. Wiele osrodkéw badawczych
potwierdzito te doniesienia, co w duzym stopniu sugeruje udzial tej bakterii w roz-
woju tego rodzaju raka.
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2. ZWIAZEK POMIEDZY RAKIEM JELITA GRUBEGO (CRC) A FN

Dokfadny mechanizm powstawania raka jelita grubego z udzialem Fn nie zostat
do dzi$§ poznany. Kazdego roku z powodu tej choroby umiera milion 0séb na $wie-
cie, a w Stanach Zjednoczonych nowotwor ten plasuje sie na drugim miejscu pod
wzgledem umieralnosci [28]. Poznanie i wyja$nienie $ciezki rozwoju tej choroby
okazuje sie kluczowym aspektem dla ludzkiego zdrowia. W literaturze istnieje kilka
potencjalnych propozycji mechanizméw nowotworzenia przez Fn, opisywanych
przez badaczy z réznych osrodkéw naukowych.

Jeden z nich przedstawil juz w 2009 roku Nithianantham i wspoélpracownicy
[23]. Zasugerowali oni, ze Fusobacterium nucleatum przytwierdza sie¢ do komorek
nabtonkowych gospodarza za pomocg adhezyny FadA i inicjuje reakcje prozapalne.
Oddziatujac z E-kadherynami, aktywuje wydzielanie f-katenin zapoczatkowujac
proces namnazania si¢ komoérek nowotworowych [5, 23]. Dodatkowo, w 2012 roku
dwa zespoly naukowe, prowadzac niezalezne badania nad zwiazkiem pomiedzy
Fn a rakiem jelita grubego, wykazaty nadekspresje tej bakterii w tkankach pacjen-
tow z nowotworem [29, 30]. W 2013 roku Rubinstein wraz ze wspdtpracownikami
zasugerowal istotng role biatka FadA w mechanizmie powstawania tej choroby [31].
Z kolei najnowsze doniesienia literaturowe (Shang i Liu, 2018 r.) przedstawiaja zaan-
gazowanie biatka Fap2 blony zewnetrznej Fn w proces nowotworzenia. Proteina,
oddzialujac z ludzkim hamujgcym receptorem TIGIT, powoduje $mier¢ komor-
kowa limfocytéw, a generujac mikrosrodowisko immunosupresyjne, zapoczatko-
wuje kancerogenez¢. Opisane powyzej mechanizmy wskazuja na kluczowy udziat
bialek blony zewnetrznej Fn w zapoczatkowaniu i rozwoju raka jelita grubego.

3. WYBRANE BIALKA BLONY ZEWNETRZNE] FN

Proces adhezji, czyli przylegania komoérek do siebie, za ktéry odpowiadaja
biatka adhezyjne, jest istotny w wielu procesach, takich jak migracja, wzrost bak-
terii, dzielenie si¢ struktur komoérkowych czy patogeneza. Adhezja odgrywa wazna
role w koagregacji mikroorganizméw oraz Iaczeniu si¢ z komoérkami gospoda-
rza [32, 33]. Fn znajdujac si¢ w centrum plytki nazebnej odpowiada za interakcje
z innymi gatunkami bakterii poprzez obecne na blonie zewnetrznej biatka [34].

3.1. FadA

Bialko FadA wystepuje w dwoch formach: dojrzatej - mFadA jest wydzielany na
zewngtrz btony komdrkowej, oraz zakotwiczonej, ktdra znajduje sie po wewnetrznej
stronie blony propeptyd pre-FadA. Pod wzgledem strukturalnym, mFadA tworzy
dlugie, cienkie filamenty polaczone w ukladzie ,glowa do ogona” Poszczegélne
filamenty stabilizowane sg przez oddziatywania hydrofobowe pomiedzy resztami
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leucylowymi. Zdolno$¢ tego biatka do pobudzania wzrostu komoérek nowotworo-
wych jest zalezna od obecnosci aktywnego kompleksu FadAc, na ktéry sklada sie
polaczony m-FadA i pre-FadA [1, 35].

3.2. Fap2

Biatko zewnetrznej blony komoérkowej Fap2, zaliczane do autotransporteréw
typu Va, odpowiada za interakcje F nucleatum z P. gingivalis. Adhezyna ta przyjmuje
strukture B-barylki, a ze wzgledu na obecnos¢ wielu miejsc aktywnych, odpowie-
dzialna jest za interakcje migdzykomodrkowe oraz tworzenie biofilmu [36]. Fap2 jest
réwniez zaangazowane w hemaglutynacje erytrocytéw, oddzialywanie z ludzkimi
komorkami TIGIT oraz wywolywanie apoptozy [37].

3.3. FomA

Nalezace do rodziny Gram-ujemnych biatek porynowych, gléwne biatko blony
zewnetrznej FomA odpowiedzialne jest za agregacje Fusobacterium nucleatum
z gatunkiem Streptococcus. Laczenie si¢ FomA z Porphyromonas gingivalis skutkuje
wzrostem biofilmu, co odgrywa kluczowg role w chorobach przyzebia [1]. Biatko
FomA sklada si¢ z siedmiu wyeksponowanych na zewnatrz blony komoérkowej petli
bogatych w reszty aminokwasowe, ktdre s3 zdolne do koordynacji jonéw metali.
Bialko porynowe wystepuje w postaci trimeru, natomiast jego monomer przyjmuje
strukture S-barytki [38]. Dzialajac jako poryna, tworzy kanal umozliwiajacy trans-
port niskoczasteczkowych zwigzkow [39].

3.4. RadD

Biatko RadD zaliczane jest do rodziny autotransporteréw typu Va. Adhezyna
ta odpowiada za laczenie si¢ Fn z wieloma gatunkami bakterii Gram-dodatnich,
zwlaszcza z gatunku Streptococcus (S. sanguinis, S. gordonii, S. oralis), ktore sa wcze-
snymi kolonizatorami ptytki naz¢bnej [9]. Duzy rozmiar domeny biatka i obecnos¢
wielu miejsc aktywnych pozwala réwniez na liczne interakcje z komoérkami gospo-
darza. Proteina RadD odgrywa takze istotng role w wywolywaniu apoptozy biatek
oraz $mierci komorek Jurkata [36].

4. KOMPLEKSY Cu(II)
Interakcja jonéw metali z biomolekutami jest jedng z najczesciej badanych

dziedzin z zakresu biochemii nieorganicznej. Wiele jonéw metali odgrywa istotng
role w procesach biologicznych, np. poprzez kontrolowanie reakcji katalitycznych
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[13]. Ze wzgledu na istotna role w bialkach, enzymach i potencjalnie synergistyczny
efekt z lekami, miedz jest jednym z najwazniejszych biometali. Kompleksy jonow
miedzi(II) z ligandami, takimi jak leki, bardzo czesto wykazuja wzmozone dziata-
nie w poréwnaniu do samych lekéw. Dodatkowo, miedziowe kompleksy wykazuja
wlasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwnowotworowe, przeciwgrzybiczne i prze-
ciwutleniajace [40]. Wolne jony miedzi(II) sa toksyczne nawet w bardzo niskich
stezeniach. Dlatego tez ich transport w uktadach biologicznych jest mozliwy tylko
w formie kompleksu, gdzie bialka i peptydy s3 najczestszymi ligandami dla jonow
miedzi(II) [41].

4.1. PEPTYDY JAKO POTENCJALNE MIEJSCA WIAZANIA JONOW Cu(II)

Peptydy zawierajace wiele potencjalnych atomdw donorowych staja si¢ bar-
dzo efektywnymi i specyficznymi ligandami dla jonéw metali poprzez mozliwos¢
tworzenia komplekséw o réznej geometrii i konformacji [12, 42]. Jony miedzi(II)
moga by¢ wigzane przez atom azotu N-terminalnej grupy aminowej oraz atom tlenu
C-koncowej grupy karboksylowej. Dodatkowo w wigzaniu tym moga uczestniczy¢:
azot z pierécienia imidazolowego reszty histydylowej, siarka z tanicucha bocznego
reszty cysteiny lub metioniny, a takze tlen karboksylowy z faricucha bocznego kwasu
asparaginowego badz glutaminowego, azot reszty aminowej taicucha bocznego
lizyny oraz tlen fenolowy reszty tyrozylowej [42]. Jon miedzi oraz inne jony metali
sg réwniez zdolne do wymuszenia deprotonacji azotéw amidowych z wigzania pep-
tydowego, co dodatkowo zwieksza game dostepnych atoméw donorowych.

Obecnos¢ przynajmniej trzech aminokwaséw w sekwencji peptydowej pozwala
na wypetnienie sfery koordynacyjnej wokoét jonow miedzi(II) w pozycji ekwatorial-
nej i utworzenie komplekséw o geometrii ptaskiego kwadratu. Tworzenie stabilnych
chelatowych pierscieni pigcio- i szesciocztonowych wplywa na trwato$¢ powstaja-
cych kompleksow [43, 44]. Peptydowe kompleksy miedzi(II), w ktorych wystepuje
czteroazotowy model koordynacyjny, sg najstabilniejszymi i najtrwalszymi tworzo-
nymi kompleksami [42].

4.2. REAKTYWNOSC PEPTYDOWYCH KOMPLEKSOW Cu(II)

Koordynacja jonéw miedzi(II) z peptydami jest szeroko opisana w literaturze.
Wskazuje to na istotng role takich ukladéw w przebiegu licznych proceséw zachodza-
cych w ludzkim organizmie. Kompleksy miedzi(II) z peptydami moga uczestniczy¢
w reakcji Fentona i w obecnosci H,0O, generowac rodnik hydroksylowy (Rys. 2) [45].

Rysunek 2.  Reakcja Fentona dla komplekséw miedzi(IT)
Figure 2. Fenton reaction for copper(II) complexes
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Postuluje si¢ udzial powstajacego rodnika i innych RFT w procesach chorobo-
tworczych. Szereg badan skupia si¢ na wyjasnieniu mechanizmu choréb neurode-
generacyjnych, w ktore zaangazowane sg bialka. Jony miedzi(II) przyczyniajg si¢ do
agregacji f-amyloidu i tworzenia oligomerdw, ktore formuja blaszki starcze. Naste-
puje generowanie RFT, ktdre uszkadzajg neurony i prowadza do choroby Alzheimera
[46, 47]. Z kolei a-synukleina przyczynia sie¢ do innej choroby neurodegeneracyjnej
(choroby Parkinsona), poprzez wigzanie jondw miedzi(II) i tworzenie nadtlenku
wodoru [48]. Wykazano takze zdolnos$¢ uczestnictwa peptydu TESHHK pochodza-
cego z C-terminalnego fragmentu histonu H2A w procesie tworzenia anionorod-
nika ponadtlenkowego po zwigzaniu jonéw miedzi(II) [49]. Opisane w literaturze
liczne przyklady peptydowych komplekséw Cu(II), posiadajacych zdolnosci two-
rzenia wolnych rodnikéw, moga mie¢ duze znaczenie w poznaniu i zrozumieniu
podstaw wielu chordb.

Najnowsze doniesienia literaturowe wskazuja na udziat komplekséw miedzi(II)
z fragmentami gléwnego biatka blony zewnetrznej FomA w generowaniu RFT i ich
potencjalnym wplywie na raka jelita grubego. Fusobacterium nucleatum migrujac
z jamy ustnej do jelita grubego koordynuje dostarczane do organizmu wraz z dieta
jony miedzi(II). W obecnosci endogennego nadtlenku wodoru biatka powierzch-
niowe bakterii moga uczestniczy¢ w reakcji Fentona i generowaé RFT. Udowodniono,
ze dwa fragmenty bialka FomA: peptyd Ac-KGHGNG-NH, i Ac-PTVHNE-NH,
wigza jony miedzi(II) i tworzg stabilne kompleksy w roztworze wodnym. W pH
jelita grubego oba peptydy tworzyly tréjazotowy model koordynacyjny {N, , 2N}
z jonem metalu. Dodatkowo kompleksy te w obecnosci nadtlenku wodoru, kwasu
askorbinowego i ich mieszaniny generowaty rodnik hydroksylowy, tlen singletowy
oraz prawdopodobnie rodnik peroksylowy.

Powstajace RFT niszczyly plazmidowe DNA poprzez jedno i dwuniciowe cie-
cia podwojnej helisy DNA. Uszkodzenia DNA moga prowadzi¢ do zaburzenia jego
funkcjonowania, a w dalszym etapie skutkowa¢ np. zapoczatkowaniem procesu
kancerogenezy. Ponadto badania wstepne, przeprowadzone na mysiej linii komor-
kowej raka jelita grubego, potwierdzily zdolnos¢ obu komplekséw do stymulowa-
nia komorki do tworzenia RFT i stresu oksydacyjnego, w poréwnaniu do komé-
rek nietraktowanych zwigzkami. Badania wskazujg na zwigzek pomiedzy biatkami
Fusobacterium nucleatum i ich kompleksami, a procesem nowotworzenia w jelicie
grubym. Biatka blony zewnetrznej Fn moga wiec przyczynic si¢ do wyjasnienia nie-
poznanego doktadnie mechanizmu raka jelita grubego z udzialem tej bakterii [50].

5. REAKTYWNE FORMY TLENU (RFT) I ICH WPEYW NA STRUKTURY
KOMORKOWE

Reaktywne formy tlenu, takie jak rodnik hydroksylowy ("OH), anionorodnik
ponadtlenkowy (O,"), tlen singletowy (102), nadtlenek wodoru (H,O,), rodnik
peroksylowy (ROO"), alkoksylowy (RO’) sg naturalnie produkowane w trakcie
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metabolizmu tlenowego komoérki. Endogenne RFT powstaja w takich organellach
komorkowych, jak mitochondrium czy peroksysomy. Do egzogennych czynnikow
sprzyjajacych ich powstawaniu mozna natomiast zaliczy¢ palenie papierosow, spo-
zywanie alkoholu oraz zanieczyszczenia Srodowiska [51]. Wolne rodniki, ktére zali-
czane s3 do RFT, moga réowniez powstawaé w reakcji Fentona czy Habera-Weissa.
Reakcja ta przebiega pomiedzy jonami metali przejsciowych (Cu(I), Cu(II),Fe(II))
lub ich kompleksami, w obecnosci nadtlenku wodoru (Rys. 3). W trakcie tej reak-
cji generowany jest wysoce reaktywny rodnik hydroksylowy, ktdry moze reagowa¢
z kazda otaczajacg go czasteczka [45].

W zdrowym organizmie istnieje rownowaga pomiedzy produkeja RFT, a niwe-
lujacymi ich dzialanie przeciwutleniaczami. Zaburzenie tego stanu (nadmiar RFT
nad przeciwutleniaczami) skutkuje wystapieniem stresu oksydacyjnego. Nadmiar
RFT w organizmie przyczynia si¢ do niszczenia waznych biologicznie makromo-
lekut (biatka, lipidy, kwasy nukleinowe), co moze prowadzi¢ do zmiany struktury
bialek, peroksydacji lipidow oraz cigcia podwdjnej helisy DNA. Nieprawidlowe
funkcjonowanie struktur komdrkowych wplywa na pojawienie si¢ stanu chorobo-
wego w ludzkim organizmie [51, 52].

Rysunek 3. Reakcja Fentona i sumaryczna reakcja Habera-Weissa dla jonéw metali przejsciowych (M-metal)
Figure 3. Fenton reaction and summary Haber-Weiss reaction for transition metal ions (M-metal)

Choroba Alzheimera, Creutzfeldta-Jakoba, Parkinsona, cukrzyca, miazdzyca
czy choroby nowotworowe, to tylko niektdre z licznych choréb bedace wynikiem
dzialania stresu oksydacyjnego [53]. Jak udowodniono, odzialywanie biatek blony
zewnetrznej Fusobacterium nucleatum z jonami miedzi(II) i ich zdolno$¢ do pro-
dukowania wolnych rodnikéw w obecnosci utleniaczy moze by¢ jedng z drog
prowadzaca do powstawania raka jelita grubego. Okreslenie zaleznosci pomiedzy
tworzeniem RFT przez peptydowe kompleksy miedzi(II), a ich uczestnictwem
w wywolywaniu stanu patologicznego stanowi kluczowy aspekt w zapobieganiu
licznym chorobom. Daje to szanse na odkrycie nowych lekéw blokujacych powsta-
wanie lub dzialanie RFT.
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ABSTRACT

Peptides are crucial ligands for transition metal ions and form complexes with
them, that can have important biological activity. Many factors impact on the cre-
ation of complexes such as: protection of amine group from N-terminal or carbo-
xylate group from C-terminals of the protein, the presence of noncoordinating and
coordinating side chains in the peptide sequence, the number of histidyl residues
and their location in the peptide chain. In complexes the metal ion can be bound
bound by various donor atoms from amino acids residues (e.g. nitrogen, oxygen or
sulphur). In general, the protection of N- or C-terminal groups influences the less
stable formation of complexes. Stable complexes are created, if the free amine group
from the N-terminal is involved in the coordination process. Peptides with nonco-
ordinating side chains include alanine or glycine. Glycine complexes are more stable
than these with alanine. Histidyl residue is the most effective amino acid residue
in binding metal ions. The amine group of the lysyl residue, thiol from cysteine
or carboxylate from aspartyl or glutamyl residues are also functional groups that
coordinate metal jons. The coordination process is initiated by a group that anchors
metal ion. A free amine group from N-terminus or imidazole nitrogen are the
best examples of anchor groups. The metal ions can also be bound through amide
nitrogens, after their forced deprotonation by the anchor group and formation of
chelate rings. Peptides containing two or more histidyl residues exhibit high struc-
tural diversity in the complexes formation. In addition, these peptides can also form
macrochelates and polynuclear complexes. The location of amino acid residues in
the peptide chain (especially histydyl residue) also results in the thermodynamically
stable formation of complexes.

Keywords: peptides, histidine residue, metal complexes, coordination mode
Stowa Kkluczowe: peptydy, reszta histydylowa, kompleksy metali, model koordyna-

cyjny
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WPROWADZENIE

Jony metali przejSciowych sa niezbedne do prawidlowego funkcjonowania
organizmu. Biorg udzial w wielu procesach biochemicznych, np.: oddychaniu
komoérkowym, reakcjach enzymatycznych i przekazywaniu impulséw nerwowych
[1, 2]. W przestrzeni miedzykomdrkowej nie wystepuja w wolnej formie, lecz naj-
czesciej sa zwigzane przez aminokwasy, peptydy lub biatka [3, 4]. Skompleksowanie
jonu metalu moze skutkowa¢ réznymi wlasciwosciami powstajacych kompleksow,
np. ich aktywnoscig biologiczna.

Bialka lub peptydy posiadajace wiele potencjalnych atoméw donorowych,
zdolnych do wigzania jonéw metali, s3 dla nich idealnymi i specyficznymi ligan-
dami. Azot oraz tlen wchodzace w skfad gléwnego tancucha peptydowego sa naj-
czestszymi atomami donorowymi dla takich jonéw metali, jak: Cu(II), Ni(II) czy
Zn(II) [5, 6]. Dodatkowo, niektdre aminokwasy posiadaja koordynujacy tancuch
boczny, ktéry jest zdolny do tworzenia wigzan koordynacyjnych z jonem metalu.
Najbardziej efektywnym donorem jest, jak si¢ wydaje imidazolowy azot reszty
histydylowej [7]. Sekwencje bogate w reszty histydylowe oraz multi-histydylowe sa
najbardziej charakterystycznymi motywami w biatkach wigzacych jony Cu(II). Co
ciekawe, pozycja tej reszty aminokwasowej w sekwencji peptydowej ma duzy wpltyw
na rodzaj tworzacego si¢ kompleksu oraz jego trwalo$¢. Dla reszt aminokwasowych
zawierajacych niekoordynujacy tancuch boczny istotng role w kotwiczeniu jonéw
metali przej$ciowych pelni N-terminalna grupa aminowa. Ulozenie przestrzenne
reszt aminokwasowych wokol centrum metalicznego ma wplyw na aktywnosé
powstajacych komplekséow. Oddzialywania kation-m miedziowych kompleksow
zawierajacych hydrofobowe, aromatyczne pierécienie tryptofanu, tyrozyny czy feny-
loalaniny decyduja o ich aktywnosci redoks. Odgrywaja one réwniez istotng role
w stabilizowaniu struktury biatek [6, 8, 9].

1. PEPTYDY JAKO LIGANDY WIAZACE JONY METALI PRZEJSCIOWYCH

Peptydy sa efektywnymi ligandami zawierajacymi reszty aminokwasowe zdol-
nymi do koordynowania jonéw metali przej$ciowych. Ich zwigzanie moze powo-
dowa¢ zmiane struktury powstalych komplekséw oraz specyficzne ulozenie fancu-
chéw bocznych reszt aminokwasowych [10, 11].

Stabilnos¢ peptydowych komplekséw ma fundamentalne znaczenie w pro-
jektowaniu biologicznie aktywnych komplekséw. Pozwala ona na zrozumienie
i wyjasnienie proceséw biologicznych [4]. Czynnikami wptywajacymi na trwalos¢
powstajacych kompleksow sa: rodzaj jonu metalu, zdolnos¢ do tworzenia trwatych
pierscieni chelatowych, a takze mozliwo$¢ tworzenia silnych wigzan koordynacyj-
nych jonu metalu z atomem donorowym reszty aminokwasowej [12].

Najbardziej efektywna w wigzaniu jonéw metali jest reszta histydylowa, ktorej
rola zostala szeroko opisana w literaturze [3]. Ponadto, lizyna, kwas glutaminowy
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i asparaginowy, cysteina czy metionina to przyklady innych aminokwaséw poten-
cjalnie wigzacych jony metali. Proces koordynacji rozpoczyna si¢ poprzez zako-
twiczenie jonu metalu przez atom donorowy reszty aminokwasowej, pochodzacy
z gléwnego badz bocznego tancucha peptydowego. Donorami moga by¢: atom
azotu, tlenu czy siarki. Co wazne, mozliwe jest wymuszenie deprotonacji azotéw
amidowych, pochodzacych z wigzan peptydowych przez wezesniejsze zwigzanie si¢
jonu metalu do innych ugrupowan i utworzenie 5- badz 6-czlonowych pierscieni
chelatowych. Blokada grup koncowych, obecnoé¢ tancuchéw bocznych zdolnych
do koordynacji, pozycja reszty aminokwasowej w sekwencji fanicucha peptydowego
oraz jej ilo§¢ moga wplywac na sposob wigzania jonéw metali do fragmentéw bia-
tek. Jesli peptyd posiada wolng grupe aminowa na N-koncu, to bierze ona udziat
w procesie koordynacji. Zablokowanie tej grupy, uniemozliwia ten proces [7].

2. RESZTY AMINOKWASOWE BIORACE UDZIAL W PROCESIE
KOORDYNACJI JONOW METALI

Peptydy zawierajace reszty aminokwasowe, takie jak histydyna, lizyna, kwas
asparaginowy, cysteina, posiadajace wiele atoméw donorowych (azot z pierScienia
imidazolowego, azot N-koncowej grupy aminowej, tlen grupy karboksylowej lub
karbonylowej, siarka z ugrupowania tiolowego) sg idealnymi ligandami dla jonow
metali przejsciowych, (m.in. Cu(Il), Ni(II), Zn(II)) [11, 13, 14]. Sposrdd wyzej
wymienionych, to wlasnie histydyna jest najefektywniejszym aminokwasem, maja-
cym az trzy miejsca donorowe zdolne do wigzania jonéw metali (azot grupy amino-
wej, tlen grupy karboksylowej oraz azot z pierscienia imidazolowego). Dzigki temu
mozliwe jest utworzenie dwoch trwaltych termodynamicznie pierscieni chelatowych
5- i 6-cztonowego [10]. Dzieki wystepowaniu zjawiska tautomerii jon metalu moze
by¢ wigzany zaréwno przez atom azotu: 8N, jak i eN, pochodzacy z pierscienia imi-
dazolowego (Rys. 1) [11].

Rysunek 1. Wzér strukturalny histydyny
Figure 1. Structural formula of histidine
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3. WPLYW ROZNYCH CZYNNIKOW NA SPOSOB KOORDYNAC]I

3.1. BLOKADA GRUPY AMINOWE] LUB KARBOKSYLOWE]
(N- LUB C-KONCOWE]J) PEPTYDU

Protekcja N-koncowej grupy aminowej badz C-koncowej grupy karboksylowe;j
ma istotny wplyw na przebieg procesu koordynacji jonu metalu do peptydu. Szcze-
golnie istotna okazuje si¢ N-koncowa grupa aminowa. Jesli jest ona wolna, bardzo
czesto dziala jako ugrupowanie kotwiczace jon metalu. Jesli zostanie zablokowana,
np. przez acetylacje (-COCH,), koordynacje musi rozpocza¢ donor tancucha bocz-
nego reszty aminokwasowej zdolnej do wigzania jonu metalu [5, 15]. Jak sie okazuje,
uczestnictwo wolnej grupy aminowej ma duzy wplyw na stabilnos¢ powstajgcych
kompleksow. Najbardziej stabilnymi kompleksami metali sg te, w ktérych w proces
wigzania zaangazowana jest wolna N-koncowa grupa aminowa. W literaturze opi-
sano model koordynacyjny dwoch fragmentdw biatka angiogeniny z jonami Cu(II).
Wybrane fragmenty r6znig si¢ jedynie tym, ze jeden posiada wolng grupe aminowa
na N-koncu (Ang(1-17)), a drugi N-blokujaca grupe acetylowa (Ac(Angl-17)).
Istotna roznica wystepuje w grupie kotwiczacej jon Cu(II). W Ang(1-17) to wolna
grupa aminowa z N-konca rozpoczyna proces koordynacji jonu metalu, nato-
miast azot z ugrupowania imidazolowego jest potencjalnym miejscem kotwicze-
nia w AcAng(1-17). Miareczkowanie potencjometryczne pozwolito na wyznacze-
nie stalych dysocjacji ligandow oraz stalych trwalosci dla obu kompleksow [16].
Poréwnanie wartosci statych jasno wskazuje, ze powstajace kompleksy dla peptydu
z niezablokowang terminalng grupg aminowg sa trwalsze, w poréwnaniu do tych z
zablokowang grupa [17]. Najczesciej wystepujace sposoby wigzania peptydowych
kompleksow Cu(II), Ni(II) z wolna grupa aminowg oraz zawierajacych reszte histy-
dyny to: 1) {NH,, N, } - model histaminowy, 2) {NH,, N_ , N, } - model Gly-His.
W przypadku peptydow o diuzszej sekwencji aminokwasowej zazwyczaj obserwuje
sie sposéb wigzania {NH,, N , N_ , N, } dla sekwencji Xaa-Yaa-His lub {N_ , N’ ,

am’

N, N. } dla peptydéw N-acylowych zawierajacych reszte histydyny [9].

am’

3.2. OBECNOSC NIEKOORDYNUJACYCH I KOORDYNUJACYCH EANCUCHOW
BOCZNYCH W SEKWENC]JI PEPTYDU

Aminokwasy posiadajg charakterystyczne tancuchy boczne réznigce sie roz-
miarem, ksztaltem, tadunkiem, zdolnos$cig do tworzenia wigzan wodorowych oraz
reaktywnos$cig chemiczng [18]. Ich sfunkcjonalizowane taiicuchy boczne sg szcze-
golnie wazne, poniewaz warunkuja aktywnos¢ centréw enzymow. W roztworze jony
metali przejsciowych, tj. Cu(II), PA(II) i Ni(II) reaguja z peptydami, ktére zawie-
rajg aromatyczne oraz alifatyczne tancuchy boczne. Jesli sa one rozgalezione tak
jak w leucynie, tryptofanie, tyrozynie oraz sa usytuowane w sasiedztwie pierécienia
chelatowego, moga oddzialywac z jonem metalu.
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W koordynacji jonéw metali przejsciowych moga bra¢ udzial zaréwno amino-
kwasy posiadajace koordynujacy, jak i niekoordynujacy tancuch boczny. Peptydy
z niekoordynujacymi tancuchami bocznymi majg tylko trzy lub cztery typy centrow
donorowych dostepnych dla jonu metalu. Sg to: aminowy lub amidowy atom azotu
i karbonylowy lub karboksylowy atom tlenu. Najwazniejszym z nich atomem dono-
rowym jest N-terminalny azot. Sasiadujacy tlen karbonylowy jest drugim atomem
donorowym uzupelniajacym pierscien chelatowy [13]. Wraz ze wzrostem wartosci
pH, jony Cu(II) sg zdolne do sukcesywnej deprotonacji azotéw peptydowych two-
rzac wigzania Cu-N-. Oligopeptydy skladajace sie z glicyny lub alaniny s3 dobrymi
przyktadami prostych peptydéw z niekoordynujacymi fancuchami bocznymi. Wig-
zanie jonéw Cu(II) lub Ni(II) do tych peptydéw zaczyna si¢ przez N-terminalng
grupe aminowsy, ktoéra dziala jako miejsce kotwiczace, chronigc jednoczesnie przed
hydrolizg jonu metalu. Peptydy oparte na motywie glicylowym tworzg silniejsze
kompleksy niz ich odpowiedniki alaninowe [10]. Peptyd NSFRY-NH, jest najbar-
dziej efektywnym ligandem dla jonéw Cu(II) sposrod wszystkich oligopeptydow
z niekoordynujacymi fancuchami bocznymi. Stale trwatosci dla kompleksow, w kto-
rych jon metalu skoordynowany jest przez cztery atomy azotu (4N), s3 prawie pig¢
rzedow wyzsze, w poréwnaniu do pentaalaniny [19]. Ponadto badania komplek-
séw Cu(Il) i Ni(II) z peptydowymi fragmentami biatka prionowego dowiodly, ze
obecnos¢ niekoordynujgcych fancuchdéw bocznych wplywa na stosunek izomeréow
koordynacyjnych. Aromatyczne pierscienie fenyloalaniny, tyrozyny lub tryptofanu
czy alifatyczne hydrofobowe lancuchy reszt aminokwasowych moga zwigkszacé
stabilno$¢ kompleksu przez bezposrednie interakcje elektronowe z jonem metalu,
»stacking” pomiedzy dwoma pier§cieniami aromatycznymi lub efekty hydrofobowe
[15, 19, 20, 21].

Wysokie powinowactwo peptydowych ligandéw do wigzania jondéw metali
wymaga obecnosci silnie koordynujacych lancuchéw bocznych zawierajacych
ugrupowania karboksylowe, karbonylowe, tiolowe lub imidazolowe. Peptydowe
fragmenty hormonu tymopoetyny dzialaja jako najprostsze modele do badania
wplywu grupy karboksylowej z fancucha bocznego reszty kwasu asparaginowego
na proces tworzenia komplekséw. Obecno$¢ grupy -COO- kwasu asparaginowego
w sekwencji aminokwasowej peptydu zawsze zwigksza termodynamiczng stabilnos¢
komplekséw. Ponadto, grupa f3-karboksylowa reszty kwasu asparaginowego (Asp)
chroni ligand przed deprotonacja kolejnych azotéw amidowych. Jesli kwas aspara-
ginowy jest usytuowany w trzeciej pozycji tancucha peptydowego (Xaa-Xaa-Asp-
-Xaa), wowczas tworzy si¢ w wysokich warto$ciach pH kompleks, w ktérym jony
Cu(II) koordynowane s3 przez trzy atomy azotu {NH,, N , N_ } oraz atom tlenu
grupy karboksylowej. Doniesienia literaturowe wskazuja na wigksza role stabilizu-
jaca grupy -COO- pochodzacej z kwasu asparaginowego niz kwasu glutamino-
wego [22].

Lancuch boczny reszty lizylowej odgrywa znaczaca role w procesie koordyna-
¢ji jonu metalu. Grupa e-NH, z taricucha bocznego reszty lizylowej jest potencjal-
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nym miejscem wigzacym jon metalu, jednak grupa ta nie moze wspoétzawodniczyé
z silnymi atomami donorowymi reszty histydylowej czy kwasu asparaginowego. Co
interesujace, wyniki uzyskane dla dipeptydow z resztg lizylowa (Gly-Lys, His-Lys,
Ala-Lys) pokazujg, ze grupa e-NH, moze miec istotne znaczenie w tworzeniu most-
kow w dijadrowych kompleksach. Badania potencjometryczne czesto wskazuja na
obnizenie wartoéci pK, reszty lizylowej w kompleksie w poréwnaniu z warto$cig
pK, tej grupy w wolnym ligandzie. Nie oznacza to jednak, Ze reszta ta bezposrednio
bierze udzial w wigzaniu jonu metalu, a jedynie znajduje si¢ ona blisko centrum
koordynaciji [23, 24].

Grupa tiolowa reszty cysteinylowej wykazuje najwigksze powinowactwo do
jonéw Zn(II). Takie kompleksy odgrywaja istotng role w zmianie struktury peptydu
iich aktywnosci biologicznej. Przykltadem kompleksu, w ktérym reszty cysteinylowe
wigzg jon Zn(II), jest palec cynkowy Cys,His,. Jest to szczegdlnie wazna klasa bia-
tek wigzaca jony tego metalu, oddzialujaca z DNA i kontrolujgca ekspresje genow.
W palcu cynkowym (Cys,His,) centrum koordynacyjne tworzg dwa wigzania jonu
Zn(II) z atomami siarki reszt cysteinylowych i dwa imidazolowe atomy azotu reszt
histydylowych [25].

3.3. POZYCJA RESZTY HISTYDYLOWE] W SEKWENCJI AMINOKWASOWE] PEPTYDU

Zdolno$¢ peptydu do wigzania jondéw metalu silnie zalezy od pozycji reszty
histydylowej w sekwencji aminokwasowej peptydu. Imidazolowy atom azotu dziata
zazwyczaj jako grupa kotwiczgca jon metalu. W peptydach z wolnym N-koncem
grupa aminowa czesto konkuruje z imidazolem o pierwszenstwo w wigzaniu jonu
Cu(II). Co wiecej, oba atomy azotéw tych grup, usytuowane blisko siebie, moga two-
rzy¢ efektywne makrochelaty [10].

Peptydy o diuzszym tancuchu gtéwnym, zawierajacym reszte histydylowa
w pierwszej pozycji (Hisl) sekwencji aminokwasowe,j moga tworzy¢ dimeryczne
kompleksy. Zablokowanie N-koncowej grupy powoduje jednoczesne rozpoczecie
procesu koordynacji przez imidazolowy atom azotu i dwa lub trzy azoty amidowe.
Prowadzi to do powstawania termodynamicznie mniej stabilnych 7-czlonowych
pierscieni chelatowych i jednego lub dwdch stabilnych 5-czlonowych pierscieni,
jesli koordynacja imidazolowego atomu azotu reszty histydyny zachodzi w kierunku
C-konca. Jesli koordynacja azotu imidazolowego zachodzi w kierunku N-konca,
wowczas tworzy sie stabilniejszy pierscien 6-cztonowy [10, 26].

Reszta histydylowa w drugiej pozycji (His2) tancucha peptydowego z nieza-
blokowang N-teminalng grupg umozliwia jednoczesne zaangazowanie azotu ami-
nowego, imidazolowego i amidowego w wigzanie jonu Cu(II). W zakresie pH od
4-9 dominujgcym kompleksem jest CuH L z nastepujgcym sposobem koordynacji:
{NH,, N__, N,_}. Bardzo wysoka trwalo$¢ tego kompleksu wynika z tworzenia 5-

am’

i 6-cztonowego pierscienia chelatowego [5].
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Peptydy zawierajace zablokowang grupe aminowa na N-koncu oraz reszte
histydylowa w trzeciej pozycji (His3) wykazuja szczeg6lne powinowactwo do jonow
Cu(II), wynikajace ze zdolnoséci do tworzenia trzech pierscieni chelatowych, beda-
cych wynikiem koordynacji Cu(II) do czterech atoméw azotu (4N) {N, ,N_ N’ ,
N’ }. Natomiast peptydy z wolng N-konicowg grupa aminowg dzialajg jak motyw
ATCUN. Sekwencje aminokwasowe oparte na tym motywie czgsto tworza kom-
pleksy o nastepujacym sposobie wigzania: 4N {NH,, N_ , N’ , N, .} z trzema ter-
modynamicznie stabilnymi pierscieniami chelatowymi (jeden pierscien 6-czlonowy
i dwa 5-czlonowe). Tworzone w ten sposéb czteroazotowe kompleksy {NH,, N,
N, N, } s3 najbardziej trwale sposr6d wszystkich komplekséw tworzonych przez
ligandy peptydowe. Kompleksy Ni(II) sg bardzo podobne do tworzonych przez jony
Cu(II) [5, 8, 10, 26].

Rysunek 2. Struktury kompleksow Cu(II) z peptydami zawierajacymi reszte histydyny w réznych pozycjach
sekwencji aminokwasowej A) His-Gly-Gly-Gly (CuL), B) Gly-His-Gly-Gly (CuH L), C) Gly-Gly-
His-Gly (CuH L)

Figure 2. Structures of Cu(II) complexes with peptides containing a histidine residue in different positions
of amino acid sequence A) His-Gly-Gly-Gly (CuL), B) Gly-His-Gly-Gly (CuH L), C) Gly-Gly-
His-Gly (CuH L)

3.4. WPEYW ILOSCI RESZT HISTYDYLOWYCH NA TRWALOSC TWORZACYCH SIE
KOMPLEKSOW

Peptydy zawierajace dwie lub wiecej reszt histydylowych wykazuja bardzo
wysoka roznorodnos¢ strukturalng w reakcjach tworzenia komplekséw z jonami
metali. Umozliwiajg one tworzenie si¢ makrochelatéw i/lub polijadrowych kom-
plekséw [5]. Multihistydynowe peptydy sa czesto obiecujgcymi modelami nasla-
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dujacymi strukture i aktywnos$¢ katalityczng réznych metalo-enzymoéw, (np.: Cu,
Zn-SOD i oksydazy zawierajgce miedz). Polihistydylowe regiony tworza stabilne
kompleksy z jonami metal, tj.: Cu(II), Ni(II) i Zn(II) [3, 26]. W blokowanych pep-
tydach na N-koncu z grupa acylowa z motywem His-His (Ac-GHHRHG i Ac-
-HHGHRG) koordynacja jonu Cu(II) rozpoczyna si¢ poprzez tworzenie kompleksu
zawierajacego imidazolowy atom azotu w sferze koordynacji jonu metalu (1N). Dla
peptydow typu His-Xaa-His (Ac-HRHGHG i Ac-HGHRHG) najpierw tworzy si¢
kompleks, w ktérym jony metalu wigzane sg przez dwa imidazolowe atomy azotu
reszt histydyny (2N).

His-His jest najprostszym peptydem posiadajacym wiecej niz jedng reszte
histydylowa. W pH 4 dominujaca formg jest CuHL z histaminowym typem koor-
dynacji {NH,, N, }. W zakresie pH 5-6 tworzy si¢ kompleks CuL z nastgepujacym
sposobem wigzania jonéw Cu(Il): {NH,, N__, N, }. W pH okolo 7 tworzy si¢ dimer
karnozynowy Cu,H L,. W peptydach z dwoma resztami histydylowymi acetyla-
cja grupy aminowej ma duzy wplyw na struktury tworzacych sie kompleksow [3].
W ligandzie Ac-11-16H (Ac-EVHHQK-NH,) imidazolowy atom azotu dziata jako
miejsce kotwiczace. W zakresie pH od 4-7 jon Cu(II) jest zwigzany przez dwa azoty
imidazolowe {N__, N, }, a wraz ze wzrostem pH azoty amidowe uczestnicza w pro-
cesie koordynacji jonéw metali. Rozdzielenie dwdch reszt histydylowych reszty
aminokwasowg (His-Xaa-His, Xaa-His-Yaa-His) zmienia zdolnosci koordynacyjne
tych peptydow. Dla His-Gly-His-Gly dominujgcg forma w roztworze jest czteroazo-
towy kompleks CuH L {NH,, N, , N, , N, _}. N-terminalna grupa aminowa wraz
z ugrupowaniem imidazolowym jest zaangazowana w tworzenie komplekséw mie-
dzi z pentadeka peptydami, zawierajacymi reszty histydylowe, rozdzielone mi¢dzy
soba dwoma resztami aminokwasowymi. Przykladem peptydu z takim sposobem
koordynaciji jest 114-128 fragment biatka SPARC- TLEDTKKGHKLHLDY oparty
na motywie His-Xaa-Yaa-His. Acetylacja grupy aminowej indukuje tworzenie si¢
komplekséw z zaangazowaniem dwoch reszt histydylowych [8].

4. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA PEPTYDOWYCH KOMPLEKSOW
Z JONAMI METALI PRZEJSCIOWYCH

Kompleksy metali przejsciowych odgrywaja istotng role w dziedzinach nauko-
wych, takich jak medycyna, biologia oraz farmacja. Jony metali moga miec¢ istotny
wplyw na strukture naturalnych i syntetycznych oligopeptydéw i ich aktywno$¢ bio-
logiczna [27, 28]. Ponadto, peptydowe kompleksy Cu(II) moga by¢ bardziej oporne
na enzymatyczng degradacje, w poréwnaniu do wolnych ligandow [29]. Kompleksy
Cu(II) z amyloidem S (Af}) maja istotne znaczenie w inicjowaniu choréb neurode-
generacyjnych (szczegdlnie choroby Alzheimera) [4]. A moze koordynowa¢ jony
metali przejsciowych, tj.: Cu(II), Fe(II), Zn(II) i tworzy¢ z nimi aktywne kompleksy.
Jak udowodniono, przyczyniaja si¢ one do generowania reaktywnych form tlenu
(RFT) w mozgu. Zaburzenie réownowagi pomi¢dzy produkcja RFT, a dziataniem
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przeciwutleniaczy moze prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego, ktory przyczynia si¢
do inicjowania choréb neurodegeneracyjnych [3].

Kompleksy Cu(II) z di-, tri i tetra- peptydami, zawierajagcymi tylko reszty gli-
cylowe (GG, GGG i GGGQG) i histydylowe w rdéznej pozycji (HGG, GHG, GGH
i GGHG), wykazuja aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej [30]. Wygaszaja one
toksyczny anionorodnik ponadtlenkowy produkowany w wielu uktadach biologicz-
nych.

Neb-kolostatyna jest peptydem o nastepujacej sekwencji aminokwasowej:
SIVPLGLPVPIGPIVVGPR, indukujagcym apoptoze w komoérkach Macznika mly-
narka. Jest to szkodnik powszechnie wystepujacy w Stanach Zjednoczonych, dodat-
kowo wywolujacy liczne alergie [31]. Kompleksy Cu(II) z Neb-kolostatyng wyka-
zujg silniejszg aktywno$¢ proapoptyczna na hemocyty owadéw, w pordwnaniu do
wolnych peptydow [32].

Fusobacterium nucleatum (Fn) jest beztlenowa Gram-ujemng bakteria, bytu-
jaca w jamie ustnej czlowieka. Jej obecnos¢ wigzana jest z wieloma chorobami,
takimi jak: choroby ptuc, przyzebia, syndrom Lemierra oraz nowotwory. Dowie-
dziono, ze istnieje zwiazek pomiedzy ta bakteria, a rakiem jelita grubego. Pepty-
dowe kompleksy Cu(II) z fragmentami bialek blony zewnetrznej Fn (FadA i FomA)
w obecnosci nadtlenku wodoru generujg reaktywne formy tlenu (RFT). Niszcza one
wazne biologicznie makromolekuly np. DNA, co moze przyczyniac si¢ do procesow
mutagenezy, a nastepnie prowadzi¢ do kancerogenezy [33, 34].

Peptyd ~-TESHHK- wigazac efektywnie jony Cu(II) i Ni(II) tworzy stabilne kom-
pleksy zdolne do generowania RFT. Poprzez generacje rodnika tlenowego dochodzi
do indukowania promutagennej 8-okso-2’-deoksyguanozyny. Badania te dostar-
czajg informacji na temat mechanizméw toksycznoséci peptydowych kompleksow
z jonami metali przej$ciowych [35].
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Zespol Chemii i Stereochemii Peptydow i Bialek Wydzialu Chemii Uniwer-
sytetu Wroclawskiego skupia chemikow, zajmujgcych si¢ projektowaniem i syntezg
biologicznie aktywnych peptydéw i ich pochodnych organicznych, poszukiwaniem
nowych metod syntezy peptydomimetykéw i koniugatéw peptydowych oraz wyko-
rzystaniem spektrometrii mas do badania struktury biopolimerdw.

Badania naukowe Kierownika Zespotu, prof. dr hab. Zbigniewa Szewczuka oraz
dr hab. Piotra Stefanowicza, prof. UWr. koncentruja si¢ wokot zastosowan zaawan-
sowanych metod spektrometrii mas do rozwigzywania problemoéw biochemicznych.
Dr hab. Mariola Kuczer specjalizuje si¢ w chemii peptydow owadzich, dr Alicja
Kluczyk zajmuje si¢ synteza koniugatéw peptydowych ze zwigzkami heterocy-
klicznymi, dr Monika Kijewska prowadzi prace nad wykrywaniem zaawansowa-
nych produktéw glikacji, dr Monika Biernat bada dimeryczne analogi biologicznie
aktywnych peptydow, dr Marek Cebrat syntezuje koniugaty peptydow z safirynami,
dr Remigiusz Bachor analizuje biblioteki kombinatoryczne peptydéw, dr Mateusz
Waliczek opracowuje nowe izobarycznne znaczniki jonizacyjne do analizy pepty-
doéw, mgr Magdalena Wierzbicka pracuje nad otrzymywaniem peptydéw o zlozo-
nych strukturach drugorzedowych, mgr Aneta Paluch studiuje zatezanie modyfi-
kowanych potranslacyjnie peptydéw na nosniku statym.
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ABSTRACT

High sensitivity, accuracy, and ability to provide structural information makes
mass spectrometry (MS) the method of choice for both qualitative and quantitative
analysis in proteome research. Peptide sequencing by tandem mass spectrometry
(MS/MS) was successfully applied to discover new peptide sequences and modi-
fications. Insufficient ionization of some peptides is one of the main limitations
of MS-based peptide identification. The development of sensitive detection tech-
niques for the efficient analysis of such samples is very important. Differences in
ionizability cause difficulties in quantification studies, which could be overcome
by derivatization of peptides to improve both the detectability and the selectivity
of an analysis. Incorporation of ionization markers and isotopic labels (particularly
the isobaric tags) is often used for this reason. Isobaric labeling reagents (including
commercially available iTRAQ, TMT, DiLeu and DiART) have found a wide appli-
cation in quantitative proteomics.

Mass spectrometry is a very good tool for the determination of posttransla-
tional modifications (PTMs), but the modified proteins are usually present in low
concentrations. The development of ionization tags specific to a particular PTM and
suitable for sensitive analysis of the modified proteins is required. For the analy-
sis of phosphorylated peptides, a combination of 3-elimination and the reaction of
resulting «,-dehydroamino acid residues with the nucleophilic thiol group could
be used to detect a labile PTM. Such reaction may be used to introduce derivatiz-
ing reagents at the original site of phosphorylation, to enhance ionization in MS
analysis. Glycation and glycosylation of proteins are other very important PTMs
associated with many natural processes as well as diseases. We have designed and
synthesized bifunctional quaternary ammonium salt derivatives of phenylboronic
acids for selective detection of carbohydrates and peptide-derived Amadori pro-
ducts by ESI-MS.

The attachment of a fixed charge (e.g. in a form of a quaternary ammonium
salt) to the amino groups in peptides leads to the enhancement of a precursor ion
signal in mass spectra. We have developed several new QAS-containing ionization
reagents including bicyclic tags with DABCO, ABCO or azoniaspiro groups. It is
worth noting that 2,4,6-substituted pyrylium salts react with amino groups in pepti-
des introducing a stable positive charge and improve peptide detection by MS.

The newly developed ionization tags were successfully applied for the analysis
of OBOC combinatorial libraries as well as for studying possible biomarkers of pre-
eclampsia, a pregnancy disorder.

Keywords: mass spectrometry, posttranslational modifications, ionization markers,
phosphorylation, glycation, combinatorial libraries

Stowa kluczowe: spektrometria mas, modyfikacje potranslacyjne, znaczniki joniza-
cyjne, fosforylacja, glikacja, biblioteki kombinatoryczne
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ABCO
AGE

CID

DABCO
DIiART, DiLeu

ESI, ESI-MS

FAB
HILIC

iTRAQ

LC-MS
MALDI
MRM
MS/MS
OBOC
ODS
PE
PTMs
QAS
SRM

TEA
T™MT

TOF

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

grupa 1-azoniabicyklo[2.2.2]oktyloamoniowa
zaawansowane produkty glikacji (ang. advanced glyca-
tion endproducts)

dysocjacja zderzeniowa (ang. collision induced disso-
ciation)

grupa 4-aza-1-azoniabicyklo[2.2.2]oktyloamoniowa
izotopowe znaczniki N,N-dimetyloleucynowe (ang.
Deuterium isobaric Amine-Reactive Tag)

jonizacja typu elektrosprej, spektrometria mas z elek-
trosprejowym zrodtem jonow (ang. electrospray ioni-
zation)

bombardowanie szybkimi atomami (ang. fast atom
bombardment)

chromatografia oddziatywan hydrofilowych (ang.
hydrophilic interaction liquid chromatography)
znaczniki izobaryczne do wzglednej i bezwzglednej
analizy iloSciowej (ang. isobaric Tag for Relative and
Absolute Quantitation)

chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig
mas (ang. liquid chromatography mass spectrometry)
jonizacja/desorpcja laserowa wspomagana matryca
(ang. matrix assisted laser desorption and ionization)
monitorowanie reakcji wielokrotnych, monitorowa-
nie reakcji prekursor/produkt (ang. multiple reaction
monitoring)

tandemowa spektrometria mas

biblioteki kombinatoryczne typu jedno ziarno jeden
zwigzek (ang. one-bead one-compound)

wypehienie krzemionkowe modyfikowane grupami
oktadecylowymi (ang. octadecylsilane stationary phase)
stan przedrzucawkowy, preeklampsja (ang. preeclamp-
sia)

modyfikacje potranslacyjne (ang. posttranslational
modifications)

czwartorzegdowe sole amoniowe (ang. quaternary
ammonium salts)

monitorowanie wybranych reakcji (ang. selected reac-
tion monitoring)

trietyloamina

izobaryczny znacznik fragmentacyjny (ang. tandem
mas tag)

analizator czasu przelotu (ang. time of flight)
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WPROWADZENIE

Spektrometria mas jest jedng z podstawowych metod badania biatek. Dostarcza
nie tylko informacji o ich budowie, ale pozwala na analiz¢ oddziatywan miedzy-
bialkowych oraz monitorowanie stezen bialek w réznych stanach fizjologicznych.
Prace prowadzone od wielu lat w Zespole Chemii i Stereochemii Peptydéw i Bia-
tek Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego koncentrujg si¢ na problemach
zwigkszania czuloéci pomiardéw poprzez chemiczna modyfikacje analizowanych
zwiazkow. Projekty badawcze dotycza poszukiwania metod selektywnej detek-
cji modyfikacji potranslacyjnych w biatkach, projektowania i syntezy znacznikow
jonizacyjnych i opracowania nowych metod znakowania analitow do oznaczen ilo-
$ciowych metodg rozcienczenia izotopowego za pomocg tandemowej spektrometrii
mas. Uzyskane wyniki, prezentowane w ponizszym opracowaniu, stanowig przeglad
nowoczesnych zastosowan spektrometrii mas w analizie peptydéw i bialek.

1. SPEKTROMETRIA MAS W BADANIU BIALEK I PEPTYDOW

Spektrometria mas jeszcze do konca lat siedemdziesigtych ubieglego stulecia
byla wykorzystywana gtéwnie do badania mato polarnych, lotnych substancji, kto-
rych masy czasteczkowe nie przekraczaly 2000 Da. Pierwsza metodg jonizacji, ktéra
pozwolita na uzyskanie widm mas bialek i polipeptydéw, byla technika FAB (ang.
fast atom bombardment). Zastosowanie tej metody pozwalalo na pomiary mas czg-
steczkowych peptydéw i niewielkich biatek, jednak czulos¢ detekeji byta niezado-
walajgca, a zakres pomiarowy ograniczony [1].

Rutynowe zastosowanie spektrometrii mas do analizy bialek stalo sie
powszechne dopiero w latach osiemdziesigtych XX wieku, po wprowadzeniu migk-
kich metod jonizacji ESI i MALDI. Opracowanie efektywnych technik jonizacji bia-
tek zostalo uhonorowane Nagroda Nobla, ktdrg w roku 2002 otrzymali John Fenn
i Koishi Tanaka [2].

Bezpos$rednia analiza biatek technikg spektrometrii mas jest obecnie powszech-
nie wykorzystywana w badaniach biochemicznych i biotechnologicznych [3]
(zgodne z oczekiwaniami widmo ESI-MS pozwala na potwierdzenie tozsamosci
biatka i okreslenie stopnia jego czystosci), jak rowniez w kontroli jakosci biatko-
wych preparatow farmaceutycznych, takich jak przeciwciata [4]. Obecnie, pomimo
duzych postepow, jakie dokonaly sie w spektrometrii mas biatek, uzyskanie dobrych
widm mas tych substancji napotyka trudnosci. Czestym problemem jest mikrohete-
rogeniczno$¢ probki, wynikajaca z czgdciowej hydrolizy bialek przez egzopeptydazy,
a takze obecnos¢ soli nieorganicznych, tworzacych addukty z badanymi biatkami,
co zmniejsza czuloé¢ ich detekeji. Uzyskanie danych dotyczacych sekwencji biatka
mozliwe jest dwiema metodami - przez bezposérednia fragmentacje w fazie gazo-
wej (top down) i z wykorzystaniem hydrolizy enzymatycznej polgczonej z analizg
uzyskanych fragmentow technikg LC-MS (bottom up) [5]. Ze wzgledu na trudno-
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$ci zwigzane z fragmentacjg bialek w fazie gazowej, obecnie dominuje podejscie
bottom up.

Poniewaz metoda ta jest obecnie powszechnie stosowna w proteomice, wykry-
wanie i oznaczanie peptydéw technikg LC-MS stalo si¢ bardzo istotne w badaniach
biochemicznych i klinicznych zaréwno w odniesieniu do produktéw proteolizy
bialek, jak i w analizie peptydéw endogennych. Wiele naturalnych peptydow wyka-
zuje aktywno$¢ biologiczng (neuropeptydy, hormony peptydowe) [6], tak wiec ich
wykrywanie i oznaczanie ma rosngce znaczenie w naukach przyrodniczych [7].
Zastosowanie techniki LC-MS pozwala analizowa¢ prébki o bardzo duzej ztozono-
$ci i wykrywac peptydy w ilosciach nano- a nawet attomolowych [8].

Pomimo bardzo szybkiego rozwoju spektrometrii mas, nadal istotny problem
stanowi niewystarczajaca czulo$¢ metody w analizie §ladowych iloéci substancji,
spowodowana niska wydajnoscia jonizacji analitow peptydowych. W eksperymen-
cie ESI-MS poziom jonizacji peptyddw zalezy od wlasciwosci kwasowo-zasadowych
tworzacych je reszt aminokwasowych. Jony powstaja gtéwnie w wyniku proto-
nowania lub deprotonowania odpowiednich grup funkcyjnych, a ich Zrédtem sa
przede wszystkim N-koncowa grupa aminowa peptydu oraz grupy aminowe fancu-
chéw bocznych aminokwaséw, a w przypadku deprotonacji - grupy karboksylowe.
Wyjatkowo podatne na protonacje sg peptydy zawierajace reszty lizyny (pKa 10)
lub argininy (pKa 12), a sygnaly odpowiadajace takim peptydom na widmie MS
sg wielokrotnie wyzsze od pochodzacych od peptydéw niezasadowych. Ponadto,
pordéwnujgc intensywnos¢ sygnaléw pochodzgcych od peptyddéw zawierajgcych
reszte argininy lub lizyny, mozna zaobserwowac ponad 10-krotnie wyzszg intensyw-
no$¢ tych pierwszych [9]. Obecnos¢ argininy powoduje supresje pozostatych jonow,
co sprawia, ze sygnaly pochodzace od innych peptyddw sa trudne do identyfikacji.
Na intensywno$¢ otrzymywanych sygnatéw ma réwniez wplyw dlugos¢ oraz struk-
tura drugorzedowa peptydow [10], a takze ich hydrofobowo$¢, ktéra determinuje
zdolnos¢ czasteczki do przemieszczania si¢ na powierzchnie tworzacej si¢ kropli
w procesie jonizacji ESI [11].

Chociaz masy czasteczkowe peptydow powstajacych w wyniku hydrolizy enzy-
matycznej biatka moga by¢ wykorzystane do jego identyfikacji, w bardziej skom-
plikowanych przypadkach nalezy uwzgledni¢ fragmentacje¢ peptydéw. Eksperyment
prowadzony technika MS/MS polega na wyodrebnieniu jonu prekursorowego pep-
tydu za pomocg kwadrupolowego filtra mas. W wyniku zderzenia z atomami gazu
obojetnego jon ulega aktywacji prowadzacej do otrzymania produktéw fragmen-
tacji (jondéw potomnych). Analiza uzyskanych fragmentéw umozliwia okreslenie
sekwencji badanego peptydu.

Fragmentacja peptydéw prowadzi do powstania kilku charakterystycznych
serii jondw [12], ktorych nazewnictwo przedstawiono na Rysunku 1. Ktora z tych
serii okaze si¢ dominujaca, zalezy nie tylko od sekwencji peptydu, ale takze od
zastosowanej metody fragmentacji. Najczesciej wykorzystuje si¢ metode CID (ang.
collision induced dissociation), w ktérej — po nadaniu jonowi energii kinetycznej -
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poddawany jest on kolizji z obojetnym gazem (zwykle z argonem) [13]. Powoduje
to wzrost energii oscylacyjnej zjonizowanego peptydu, a w konsekwencji rozpad
na jony potomne. Zastosowanie umiarkowanych energii kolizji (kilkadziesiagt eV)
prowadzi do utworzenia gléwnie serii jonéw b i y (Rys. 1). Zwigkszenie energii
kolizji do kilku tysiecy elektronowoltow sprawia, ze na widmie pojawia si¢ wiecej
serii jonéw (dodatkowo a, ¢, z oraz x). Odmiennie przebiega fragmentacja jonéw
peptydow z wykorzystaniem aktywacji elektronami. Metoda ta moze by¢ stosowana
wylaczne do jondéw o tadunku wigkszym niz 1+. Oddzialywanie wielokrotnie nata-
dowanego peptydu bezposrednio z niskoenergetycznymi elektronami (energia kilku
eV) lub z czasteczkami, ktore sg przeno$nikami elektronéw, prowadzi do aktywacji
peptydu i rozpadu na jony potomne. W metodzie tej powstaja glownie jony typu c
oraz nieparzystoelektronowe jony (z+1), o strukturze podobnej do jonow z [14].

N I~ B R~ HENs B B
b b by b by by | b
a, a, a, a, a, a, a,
8
ol |r? ol R* ol R° ol R
.
a0 U D I D I D L
8 Y NH \[T T NH \[r 1/ NH Tf T NH[ >COooH
7
R o |rR® ol | ol R
% %s %s Za %s %2 %1
Yz Ye Vs VYa Vs Y2 Y1
Xz X6 Xs X4 Xs X2 X1

Rysunek 1. Nomenklatura jondéw powstajacych w wyniku fragmentacji peptydéw (na podstawie [15, 16])
Figure 1. Nomenclature of peptide fragment ions (according to [15, 16])

Interpretacja widm fragmentacyjnych peptydéw o wysokich masach czgstecz-
kowych napotyka trudnosci, gdyz w widmach tych wystepuja rézne typy jonéow
fragmentacyjnych. Przebieg fragmentacji peptydu mozna jednak znaczaco zmieni¢
stosujac odpowiedniag modyfikacje chemiczng (np. umieszczenie grupy funkcyj-
nej o trwatym, dodatnim lub ujemnym tadunku na C- lub N-koncu peptydu. Taka
modyfikacja pozwala na uzyskanie widm, w ktérych przewaza seria jonéw y lub b,
co bardzo upraszcza przeprowadzenie analizy sekwencji.

Zaréwno bialka, jak i peptydy odgrywaja kluczowa role w réznych procesach
biologicznych, a wigkszos¢ dotychczas zidentyfikowanych biomarkeréw procesu
chorobowego to biatka lub ich fragmenty, ktore fizjologicznie wystepuja w surowicy
w wysokich stezeniach, jak na przyklad fibrynogen i fibrynopeptydy, hemoglobina,
amyloid A czy apolipoproteina A. Ich analiza moze ulatwi¢ wczesng diagnostyke
stanow chorobowych, pomdc w monitorowaniu procesu leczenia lub zapobieganiu
chorobom [17, 18].
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2. ZNACZNIKI IZOTOPOWE W PROTEOMICE ILOSCIOWE]

Pomimo znacznej czuto$ci pomiaréw metodg spektrometrii mas, wciaz wyste-
puja problemy z wykryciem i ilo§ciowym oznaczeniem bialek, zwlaszcza przy niskich
stezeniach. Jedna z mozliwych metod rozwigzania tego problemu jest chemiczna
modyfikacja peptydéw ukierunkowana na zwiekszenie intensywnosci sygnatu MS
tych zwiazkéw [19]. Podobne problemy pojawiaja si¢ przy analizie ilosciowej biatek.
Jednym z podstawowych zagadnien w badaniach proceséw biochemicznych jest
sledzenie zmian stezenia poszczegdlnych biatek w danym ukladzie biologicznym
pod wplywem okreslonych czynnikéw. Poréwnanie stezen biatek w stanie fizjolo-
gicznym i patologicznym pozwala na identyfikacje bialek bezposrednio zwigzanych
z rozwojem danej choroby, co z kolei moze wskaza¢ nowe kierunki poszukiwania
molekularnego podloza chordb i doprowadzi¢ do uzyskania nowych lekdw i terapii.

Zastosowanie spektrometrii mas do analizy ilosciowej biatek jest mozliwe
dzieki temu, iz intensywnos¢ sygnalu na widmie MS jest proporcjonalna do ilosci
danej substancji w probce. Badania ilociowe utrudnia jednak fakt, ze intensywnos¢
sygnalow zalezy takze od innych czynnikéw, na przyklad od efektywnosci jonizacji
lub sktadu badanej mieszaniny i oddzialywania jej skladnikéw. Najskuteczniejszym
sposobem na ograniczenie negatywnego wplywu tych czynnikéw na wyniki analizy
ilosciowej jest zastosowanie wzorcow wewnetrznych, a jedng z mozliwych strate-
gii jest znakowanie probki trwalymi izotopami (ang. stable isotope labeling), takimi
jak *H, "°C, "N lub "O. Czasteczki o zmienionym skladzie izotopowym doskonale
nadajg si¢ do roli wzorca wewnetrznego, gdyz z jednej strony majg praktycznie iden-
tyczne wlasciwosci fizykochemiczne (w tym parametry rozdziatu chromatograficz-
nego i efektywnos¢ jonizacji), a z drugiej strony, ze wzgledu na réznice mas analitu
i wzorca wewnetrznego, sa one tatwe do rozréznienia przez spektrometr mas [20].

Niektore strategie analizy ilo§ciowej wykorzystujace znakowanie trwatymi izo-
topami, przewidujg takie zaprojektowanie znacznikéw, by réznica ich mas ujawniata
sie dopiero po procesie fragmentacji, czyli na widmie MS/MS. Na takim zaloze-
niu opiera si¢ miedzy innymi strategia iTRAQ (ang. isobaric Tag for Relative and
Absolute Quantitation) [21]. Tego typu reagenty skladajg sie z dwdch zasadniczych
elementow: grupy reporterowej (ang. reporter group) i grupy réwnowazacej (ang.
balance group), potaczonych wigzaniem, ktore fatwo ulega rozpadowi w spektrome-
trze mas. Znacznik wystepuje w kilku wariantach rézniacych si¢ sktadem izotopo-
wym grupy reporterowej i rownowazacej, przy czym sumaryczna nominalna masa
calego znacznika jest w kazdym przypadku praktycznie taka sama, co oznacza, ze
zwigzek znakowany tymi znacznikami daje zazwyczaj pojedynczy sygnal na widmie
masowym. W wyniku fragmentacji, powstaja rézniace si¢ masa czasteczkowa jony
reporterowe, ktoérych stosunek intensywnosci pozwala na okreslenie réznic ilo$cio-
wych miedzy probkami znakowanymi réznymi wariantami znacznika. Obecna
wersja znacznikéw iTRAQ obejmuje zestaw 8 izobarycznych wariantéw (m/z dla
jonow reporterowych wynosi 113,114, 115,116, 117,118, 1191 121), a wiec pozwala
na réwnoczesne poréwnanie nawet osmiu réznych prébek (Rys. 2). Znaczniki te
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dostepne sa w postaci estréw N-hydroksysukcynimidowych, ktdére efektywnie
reagujg z pierwszorzedowymi grupami aminowymi peptydow i biatek.

Rysunek 2. Struktura znacznikéw iTRAQ (wersja oktapleks). Dzieki wykorzystaniu réznych izotopow wegla,
azotu i tlenu, wszystkie warianty znacznika majg t¢ sama mase catkowitg (305), ale rozne masy
grupy reporterowej i r6wnowazacej

Figure 2. Structure of iTRAQ reagents (octaplex version). The molecular weight of the whole marker is the
same (305), but the reporter and balance groups differ in mass due to the presence of different
isotopes of carbon, nitrogen and oxygen

Na podobnej zasadzie zbudowane sa znaczniki TMT (ang. tandem mas tag)
[22], ktére w obecnej wersji pozwalaja na rownoczesne badanie do 10 réznych
probek [23]. Podobnie jak znaczniki iTRAQ, TMT reaguja z pierwszorzedowymi
grupami aminowymi, co pozwala na efektywne znakowanie peptydéw powstatych
w wyniku enzymatycznej hydrolizy biatek (Rys. 3).

Rysunek 3. Struktura znacznikéw TMT
Figure 3. Structure of the TMT reagents

Inny znacznik izobaryczny, DiLeu, jest pochodng leucyny podwojnie mety-
lowanej na grupie w-aminowej [24]. Jony reporterowe, powstajace w wyniku
fragmentacji tego znacznika, w trakcie pomiarow MS/MS maja strukture jonow
immoniowych i posiadajg masy nominalne 115, 116, 117 i 118. Przy zastosowaniu
wysokorozdzielczego spektrometru mas, mozliwe jest rozréznienie jonéw izoba-
rycznych o tych samych masach nominalnych, co w przypadku znacznika DiLeu
pozwala uzyska¢ do 12 réznych jonéw reporterowych [25]. Podobnie jak iTRAQ



618 R. BACHOR, M. BIERNAT, M. CEBRAT, M. KIJEWSKA, A. KLUCZYK T IN.

i TMT, znaczniki DiLeu reaguja z grupami aminowymi, przy czym grupg aktywna
w tym przypadku jest ester dimetoksytriazynowy (Rys. 4).

znacznik
znacznik izobaryczny OMe -
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masa 146 )\ ) 0
| O N ™N | 0] 0O
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Rysunek 4.  Struktura znacznikéw DiLeu i DiART
Figure 4. Structure of the DiLeu and DiART reagents

Znaczniki iTRAQ, TMT i DiLeu wykorzystuja ci¢zkie izotopy wegla, azotu
i tlenu (°C, "N, "0), aby zapobiec separacji chromatograficznej izotopomerow,
zdarzajacej si¢, gdy w miejsce protonu podstawiony zostanie deuter. Ten nieko-
rzystny efekt podstawienia deuterem mozna jednak zminimalizowa¢ ograniczajac
liczbe wprowadzanych atoméw “H oraz umieszczajac je w obrebie grup hydrofi-
lowych. Na podstawie tej obserwacji, Zhang i in. opracowal znakowane deuterem
(a przez to tansze) znaczniki DiART (ang. Deuterium isobaric Amine-Reactive Tag)
[26]. Znacznik ten stosowany jest w postaci estru N-hydroksysukcynimidowego.
W wyniku fragmentacji MS/MS, uzyskuje si¢ jony reporterowe o masach 114-119,
co pozwala na réwnoczesng analize 6 probek.

Duzg zaleta metod wykorzystujacych opisane wyzej znaczniki izobaryczne jest
to, ze znakowanie nie ma wplywu na pozostate fragmenty czasteczki, co pozwala
na wykorzystanie tego samego widma MS/MS i do identyfikacji, i do ilosciowej
analizy peptydu. Interpretacja wynikéw ilosciowych jest bardzo prosta, gdyz polega
na bezposrednim pordéwnaniu intensywnosci sygnaléw dla jondéw reporterowych
uzyskanych dla danej czasteczki. Metody te nie s3 jednak pozbawione wad. Ponie-
waz analiza ilo§ciowa opiera si¢ na sledzeniu jonéw reporterowych, powstajacych
w wyniku fragmentacji MS/MS, metody te sa duzo wolniejsze od opartych o zwy-
kty pomiar MS, a ponadto wymagaja spektrometréw zdolnych do rejestracji widm
MS/MS z bardzo wysoka czestotliwosdcig. Niskie masy uzyskiwanych jonéw repor-
terowych, w poréwnaniu z masg calego peptydu, utrudniaja wykorzystanie do tego
typu pomiaréw powszechnie uzywanych spektrometréw z putapka jonows.
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3. MODYFIKACJE POTRANSLACY]JNE

Modyfikacje potranslacyjne (PTMs) sa to modyfikacje chemiczne, ktérym ule-
gaja bialka po procesie translacji. Polegaja na kowalencyjnym przytaczeniu okreslo-
nych grup funkcyjnych do tancuchéw bocznych reszt aminokwasowych budujacych
biatka, zmieniajgc ich wlasciwosci fizykochemiczne, stabilno$¢ oraz aktywno$é
biologiczng. PTMs wplywajg zatem na funkcje biatek, przez co pelnig wazng role
w wielu procesach biologicznych [27]. W ostatnich latach PTMs cieszg si¢ duzym
zainteresowaniem wsrdd biologéw i biochemikow [28], a do najczesciej badanych
modyfikacji nalezg fosforylacja, glikozylacja, glikacja, acylacja, amidacja, hydroliza
i utlenianie [29].

Spektrometria mas jest obecnie gléwng metoda analityczng stosowana do
identyfikacji i detekcji PTMs, poniewaz wprowadzenie nowej grupy funkcyjnej
powoduje zmiane masy czasteczkowej biatka, co mozna zaobserwowa¢ na widmie
masowym [30]. Niestety, metoda ta, pomimo wielu zalet, posiada réwniez pewne
ograniczenia podczas identyfikacji PTMs. Wynikaja one gtéwnie z niewielkiej ilosci,
w jakiej PTMs wystepuja w probkach biologicznych, w poréwnaniu z biatkami nie-
modyfikowanymi, co moze powodowa¢ efekt supresji w analizie MS. Dlatego tez
wcigz poszukiwane sg nowe metody ich wzbogacenia i analizy.

3.1. FOSFORYLACJA

Fosforylacja polega na przylaczeniu grupy y-fosforanowej z czasteczki ATP
do lancucha bocznego odpowiedniej reszty aminokwasowej, najczesciej seryny,
treoniny lub tyrozyny. Reakcja jest katalizowana enzymatycznie za pomocg kinaz
biatkowych. Odlaczenie grupy fosforanowej zachodzi na drodze reakcji hydrolizy
(defosforylacji), w wyniku dziatania enzymoéw zwanych fosfatazami.

Fosforylacja nalezy do jednej z najwazniejszych modyfikacji potranslacyj-
nych, jednak identyfikacja miejsca fosforylacji jest utrudniona, ze wzgledu na $la-
dowe ilosci fosforylowanych bialek w probkach biologicznych, niestabilnos¢ grupy
fosforanowej w warunkach pomiaru MS oraz tlumienie jonizacji w trybie jonow
dodatnich, spowodowane obecnos$cig anionowej grupy fosforanowej, co powoduje
zmniejszenie intensywnosci sygnaléw na widmach masowych [31].

Do identyfikacji fosforylowanych peptydéw i bialek stosuje si¢ modyfikacje
chemiczng, polegajaca na reakcji -eliminacji grupy fosforanowej w $rodowisku
silnie zasadowym. W wyniku tej reakcji, powstaje a,-dehydroaminokwas, ktory
nastepnie moze ulega¢ addycji Michaela ze zwigzkami zawierajagcymi grupe tiolowg
oraz znacznik umozliwiajacy zwiekszenie wydajnosci jonizacji w analizie MS. Taka
metode zastosowali miedzy innymi Ahn i in. [32]. Identyfikacji miejsca fosfory-
lacji dokonali przeprowadzajac reakcje f-eliminacji z jednoczesng derywatyzacja
za pomoca guanidynoetanotiolu (Rys. 5). Otrzymane zwiazki poddano analizie



620 R. BACHOR, M. BIERNAT, M. CEBRAT, M. KIJEWSKA, A. KLUCZYK T IN.

MALDI-TOF MS. Na uzyskanych widmach masowych zaobserwowano znacznie
intensywniejsze sygnaly dla tak zmodyfikowanych peptydow.

Rysunek 5. Reakcja -eliminacji grupy fosforanowej i addycja guanidynoetanotiolu do uktadu nienasyconego
reszty a,f3-dehydroaminokwasu [32]

Figure 5. Phosphate group f-elimination and addition of guanidinoethanethiol to the resulting a,3-dehydro
amino acid residue [32]

3.2. GLIKACJA I GLIKOZYLACJA

Glikozylacja jest jedng z najczestszych modyfikacji potranslacyjnych, ktdrej
ulega znaczna czes$¢ biatek powierzchniowych i wydzielniczych komérki [33]. Sktad
glikanow zalezy od aktywnosci enzymoéw (glikozylotransferaz i glikozydaz) odpo-
wiedzialnych za synteze oligosacharydéw oraz od stanu fizjologicznego komorek,
a takze dzialania czynnikéw zewnetrznych. Glikozylacji podlegaja kluczowe biatka
komorek ukladu odpornosciowego. Na istotne znaczenie tego procesu w ukladzie
odpornosciowym wskazujg wyniki licznych badan zmian glikozylacji w réznych
stanach patologicznych uktadu immunologicznego [34]. Analiza glikozylowanych
peptydow za pomoca wysokorozdzielczej spektrometrii mas, sprzezonej z chro-
matografiag cieczowa (LC-MS), jest utrudniona ze wzgledu na niewystarczajaca
jonizacje tych peptyddéw oraz niestabilnos¢ reszt cukrowych w warunkach pomia-
réw fragmentacyjnych (MS/MS). Niezwykle uzyteczne w analizie sacharydéw/
oligosacharydow za pomocg MS okazaly sie pochodne hydrazyny [35]. Dostepny
handlowo odczynnik Girarda T, jest rutynowo wykorzystywany jako odczynnik
derywatyzujacy do analizy matych oligosacharydéw metoda MALDI-MS [36].
Bereman i in. [37] opracowali nowy hydrazyd kationowy zwig¢kszajacy hydrofobo-
wos¢é, a tym samym ulatwiajacy jonizacje glikanéw w warunkach analizy ESI-MS.
Jednakze odczynniki hydrazydowe moga reagowac tylko z glikanami zawierajagcym
cukier redukujacy na koncu fancucha, co utrudnia bezposrednig analize wszystkich
glikozylowanych peptydéw wystepujacych w mieszaninie, nie mozna wiec uznac tej
metody za uniwersalna.

Przyktadem modyfikacji potranslacyjnej, zachodzacej bez udzialu enzymow,
jest reakcja glikacji. Glikacja jest wieloetapowa reakcja polegajaca na przytaczeniu
czasteczki cukru redukujacego do pierwszorzedowej grupy aminowej biomolekut
(bialek, peptydow) [38]. Sposrod bialek podlegajacych nieenzymatycznej glikacji
duze znaczenie w przypadku cukrzycy odgrywaja biatka krwi — hemoglobina, albu-
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mina oraz bialka o dlugim okresie zZycia - kolagen i krystalina. Analityczne oznacza-
nie glikowanych bialek (szczegdlnie albuminy i hemoglobiny) jest wykorzystywane
w diagnostyce hiperglikemii do monitorowania postepow leczenia cukrzycy, gdyz
moze dostarcza¢ informacji na temat wyréwnania metabolizmu cukréow [39, 40].
Ponadto, produkty reakcji glikacji moga by¢ takze przyczyna starzenia oraz choréb
neurodegeneracyjnych, w tym choroby Alzheimera [41]. Nasze badania skupialy si¢
na peptydowym produkcie przegrupowania Amadoriego (pochodne N-(1-amino-
-1-deoksyfruktozy), gdyz zwigzek ten jest kluczowym produktem posrednim w two-
rzeniu zaawansowanych produktéw glikacji (AGE). Analiza glikowanych bialek
osocza krwi jest trudna, ze wzgledu na niskie stezenie glikowanych peptydow, skom-
plikowang matryce oraz niedostateczny stopien jonizacji peptydow. Zaprojektowa-
lismy i zsyntetyzowaliSmy wigc znacznik, bedacy pochodng czwartorzedowej soli
amoniowej oraz kwasu fenyloboronowego [42], w celu selektywnej detekeji i mozli-
wosci wzmocnienia jonizacji glikowanych peptydéw (Rys. 6). Otrzymany znacznik
w niewielkim stopniu zwigksza jonizacje produktu Amadoriego, ale przede wszyst-
kim stabilizuje aminofruktoze w analizie fragmentacyjnej tych zwigzkéw. Charak-
terystyczne jony, powstajace w wyniku strat neutralnych podczas analizy MS/MS
majg znacznie mniejszg intensywnos¢, co zdecydowanie ufatwia sekwencjonowanie
i wskazanie miejsca modyfikacji w lancuchu peptydowym. Dodatkowo znaczniki te
zastosowano do detekeji oligosacharyddw, ktore wezesniej mozna bylo analizowa¢
tylko jako jony ujemne, co w analizie MS bywa klopotliwe. Wprowadzenie tadunku
dodatniego oraz wzmocnienie jonizacji zdecydowanie ulatwilo analize [43], o czym
bedzie mowa w kolejnym rozdziale.

p——

Analiza MS

B——©O
Y©/ PEPTYD

Rysunek 6. Zastosowanie bifunkcjonalnego reagentu do selektywnego wychwytu peptydowych produktow
przegrupowania Amadoriego
Figure 6. The application of bifunctional reagent for selective capture of peptide-linked Amadori products
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4. SYNTETYCZNE ZNACZNIKI JONIZACY]JNE

4.1. CZWARTORZEDOWE SOLE AMONIOWE

Jedna z metod zwigkszania jonizowalnosci probki jest derywatyzacja grup
aminowych, podczas ktérej analizowany zwigzek jest przeprowadzany w pochodne
czwartorzedowych soli amoniowych (ang. quaternary ammonium salts, QAS).
Obecno$¢ w czasteczce trwatego tadunku dodatniego powoduje wielokrotny wzrost
wydajnosci jonizacji, a tym samym wzrost czulosci analiz wykonywanych metoda
ESI-MS.

W pierwszej metodzie syntezy pochodnych QAS, Kidwell i in. zastosowali bez-
pos$rednia reakcje peptydu z jodkiem metylu, podczas ktorej grupe aminowa zmo-
dyfikowano do soli trimetyloamoniowej (Rys. 7A). Chociaz obecno$¢ stabilnego
fadunku dodatniego w badanym peptydzie pozwalata na analize pikomolowych
ilo$ci substancji za pomoca spektrometrii mas, ze wzgledu na niskg wydajno$¢ reak-
cji, metoda ta okazala sie malo uzyteczna [44].

Kolejna metoda syntezy byla oparta na reakcji dwuetapowej. W pierwszym
kroku, N-konicowa grupe aminowg acetylowano przy uzyciu chlorku chloroacetylu,
a w kolejnym - atom chloru podstawiano trietyloaming (Rys. 7B) [45]. Ogranicze-
niem w obu przypadkach byt brak selektywnosci wobec N-koncowej grupy amino-
wej.

W 1993 r. Stults i in. zaproponowali réwniez procedure dwuetapowa, z uzy-
ciem bezwodnika kwasu jodooctowego i amin trzeciorzedowych (Rys. 7C) [46].
W metodzie tej, wykorzystujac roznice w warto$ciach pKa, mozna bylo selektyw-
nie zmodyfikowaé N-koncowa grupe a-aminowa, w obecnosci grupy e-aminowe;j
tancucha bocznego lizyny. Ponadto, wprowadzenie ugrupowania dimetyloheksy-
loamoniowego lub dimetylooktyloamoniowego do peptydu powodowalo ponad
trzykrotny wzrost wydajnosci jonizacji, a takze ulatwilo analize danych uzyskanych
z eksperymentu MS/MS.

W 1997 r. Bartlet-Jones i in. opracowali jednoetapowa metode derywatyzacji,
polegajaca na bezposrednim przylaczeniu do peptydu pochodnej trimetyloamo-
niowej estru N-hydroksysukcynimidowego (Rys. 7D). Wykorzystujac te procedure,
mozna byto oznaczy¢ 50 femtomolowg ilo$¢ peptydu przy uzyciu MALDI MS [47].

Zaproponowana modyfikacja grup aminowych z wykorzystaniem pochodnych
estrow N-hydroksysukcynimidowych znalazla szerokie zastosowanie do modyfiko-
wania peptydéw w roztworze, przede wszystkim w badaniach proteomicznych, do
oznaczen ilo$ciowych [48, 49].

Inng procedure syntezy koniugatow peptydowych czwartorzedowych soli amo-
niowych opracowal Wasslen i in. (Rys. 7E) [50]. Derywatyzacje grup aminowych
peptydow immobilizowanych na zywicy kationowej przeprowadzono za pomoca
eterowego roztworu diazometanu. Zastosowana modyfikacja pozwolita na uzyska-
nie N,N,N-trimetylowanych pochodnych peptydowych, ktére zwigkszaly jonizacje
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analizowanych peptydow, ulatwiajac ich oznaczenie w rozpuszczalnikach aprotycz-
nych. Dodatkowo, ze wzgledu na powstawanie w eksperymentach MS/MS charak-
terystycznego fragmentu a,, zaproponowany sposéb derywatyzacji utatwial analize
danych uzyskanych z pomiaréw ilosciowych w trybie MRM (ang. multiple reaction
monitoring).

Rysunek 7. Wybrane reakcje otrzymywania pochodnych peptydowych zawierajacych czwartorzedowe sole
amoniowe. N- i C-koncowe grupy funkcyjne zostaly wyodrebnione w celu uproszczenia réwnan
reakeji

Figure 7. Selected methods of formation of quaternary ammonium salt derivatives of peptides. The termi-
nal functional groups were presented as separated to simplify the reaction schemes

Opracowalismy metode syntezy na no$niku staltym koniugatéw peptydowych
zawierajacych QAS (Rys. 7F i 7G) [51-53] i okredlilismy wplyw wydluzenia fan-
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cuchéw alkilowych przy czwartorzedowym atomie azotu na wydajno$¢ jonizacji
[51] oraz mechanizmy fragmentacji otrzymanych czasteczek [52]. Niestety, w trak-
cie eksperymentéw MS/MS pochodnych peptydowych zawierajacych alifatyczne
czwartorzedowe sole amoniowe zachodzifa eliminacja aminy trzeciorzgdowej lub
eliminacja Hofmanna, prowadzaca do powstania alkenu [52].

W kolejnych badaniach do derywatyzacji grupy aminowej w peptydach zapro-
ponowalis$my bicykliczne sole amoniowe: 4-aza-1-azoniabicyklo[2.2.2]oktyloamo-
niowg (DABCO) oraz 1-azoniabicyklo[2.2.2]oktyloamoniowa (ABCO) [51, 53].
Wyniki pomiaréw MS wykazaly, iz bicykliczne czwartorzedowe sole amoniowe nie
ulegaja rozpadowi podczas eksperymentow MS/MS [53]. Ponadto, przeprowadzone
na peptydach modyfikacje pozwolily na obnizenie granicy ich wykrywalnosci, co
umozliwilo oznaczenia substancji w ilosciach femtomolowych.

4.2. SOLE AZONIASPIRANOWE

Uktady azoniaspiranowe cechujg si¢ polaczeniem dwoch cyklicznych ukladéw
alkilowych za pomocg czwartorzedowego, dodatnio natadowanego atomu azotu.
Zgodnie z badaniami przeprowadzonymi dla znacznikéw bicyklicznych ABCO,
uklady te nie ulegaja eliminacji Hofmanna [53], a ponadto sa odporne na utrate
aminy trzeciorzedowej, obserwowang dla ukladéow ABCO w eksperymentach
MS/MS.

W chemii peptydéw tego typy uklady moga by¢ syntezowane jako pochodne
proliny [54]. Zsyntezowane zostaly uktady: 5-azoniaspiro[4.4]nonylowy (ASN*-CO)
i 7,8-benzo-5-azoniaspiro[4.4]nonylowy (BASN'-CO) z wykorzystaniem reakcji
substytucji nukleofilowej N-koncowej reszty proliny z 1,4-dibromobutanem lub
dibromoortoksylenem, w aprotycznym rozpuszczalniku organicznym na no$niku
stalym (Rys. 8). Podobnie, otrzymano znaczniki: 2-oksa-5-azoniaspiro[4.4]nony-
lowy (2-oxa-ASN*-CO) oraz 2-tia-5-azoniaspiro[4.4]nonylowy (2-thia-ASN*-CO)
[55], wychodzac od kwasu tiazolidyno-4-karboksylowego (Thz) oraz oksazolidyno-
-4-karboksylowego (Oxa), pochodnych odpowiednio tia- oraz oksaproliny (Rys. 8).
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Rysunek 8. Schemat syntezy znacznikow azoniaspiranowych
Figure 8. The synthesis of azoniaspiro derivatives
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Znaczniki ASN™-CO oraz BASN"-CO zwigkszaja od 10 do 100-krotnie efektyw-
no$¢ jonizacji peptydow. Za pomoca LC-ESI-MRM, dla znakowanych w ten sposdb
peptydéw wyznaczono granice wykrywalnosci na poziomie subfemtomolowym,
az do attomolowego [54, 55]. Sole azoniaspiranowe sg bardzo stabilne w ekspery-
mentach MS/MS, dzigki czemu moga by¢ potencjalnie stosowane do identyfikacji
i sekwencjonowania de novo $ladowych ilosci peptydéw i hydrolizatow bialek [56].
Znaczniki 2-oxa-ASN'-CO oraz 2-thia-ASN™-CO umozliwiajg réwniez powstanie
stabilnych jonéw reporterowych w ilosciowych eksperymentach SRM (ang. selected
reaction monitoring) [55].

Znaczniki azoniaspiranowe, podobnie jak inne pochodne betainy [57, 58] tatwo
ulegaja podstawieniu woddr-deuter na atomie a-C modyfikowanej reszty proliny,
w srodowisku 1% TEA w D,0, a wymiana ta jest trwata w $§rodowisku kwasowym,
natomiast wymiana zwrotna zachodzi przy uzyciu 1% TEA w H,O [59, 60]. Czyni
to z niej wiec szybka i tanig metode otrzymywania deuterowanych izotopologow
do celow proteomiki ilo§ciowej, tym bardziej ze zaobserwowano koelucje obydwu
analogéw podczas rozdzialu HPLC na kolumnach HILIC oraz ODS.

Badania nad wymiang wodoér-deuter pozwolily zaobserwowaé po raz pierw-
szy racemizacje modyfikowanej reszty proliny w warunkach wymiany [60]. Oby-
dwa izotopologi soli BASN"-CO-Abu-OEt-BPh, wykazuja odmienne skrecalnosci
optyczne. Mechanizm racemizacji poprzez plaska forme enolanu zostal zapropono-
wany na podstawie doniesien Richarda i in. [61].

Zalety znacznikéw azoniaspiranowych, ze wzgledu na wysoka wydajno$¢ joni-
zacyjna, stabilnos¢ w eksperymentach MS/MS, tatwo$¢ otrzymywania izotopologow
iich koelucje, zostaly wykorzystane do stworzenia nowej wersji odczynnika iTRAQ,
ktérego analogi: lekki oraz ciezki, zostaly przedstawione na Rysunku 9. Znacznik,
w formie pentafluorofenylowego estru aktywnego, mozna tatwo wprowadzi¢ do
grup aminowych i tiolowych peptydow [54, 55].
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Rysunek 9.  Pary lekkich i ciezkich izotopologow azoniaspiranowych do oznaczen ilosciowych
Figure 9. The pairs of heavy and light azoniaspiro isotopologues for quantitative analysis
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4.3. SOLE PIRYDYNIOWE

Sole piryliowe sg heterocyklicznymi czasteczkami, podobnymi do pirydyny,
i zawieraja sze$cioczlonowy pierécien aromatyczny, w ktérym jeden atom wegla
jest zastgpiony przez dodatnio naladowany atom tlenu. Pionierami w syntezie soli
piryliowych byli Balaban oraz Dimroth, ktérzy w latach szes¢dziesiagtych ubieglego
stulecia opublikowali metody syntezy soli piryliowych. Jedna z nich, pozwalajaca na
synteze¢ réznych symetrycznych soli piryliowych, polega na kondensacji chlorkow
acylowych z alkoholem tert-butylowym [62]. Dimroth i in. opublikowali metode
pozwalajaca na otrzymanie soli 2,4,6-trifenylopiryliowej w oparciu o dwuetapowg
synteze. Pierwszy etap polegal na kondensacji aldolowej acetofenonu i benzalde-
hydu [63]. Otrzymany benzaloacetofenon zostal w kolejnym etapie poddany kon-
densacji z acetofenonem, z uzyciem kwasu trifluorometanosulfonowego. Na szcze-
golng uwage zastuguje reakcja soli piryliowych z aminami. Produktem reakcji tych
zwigzkow z I-rzedowymi aminami sg sole pirydyniowe. 2,4,6-Tréjpodstawione sole
piryliowe reaguja z I-rzedowymi grupami aminowymi aminokwaséw, szczegdlnie
z grupami niezattoczonymi sterycznie, np. grupa a-aminows glicyny lub e-aminowa
lizyny. Prowadzone przez nas badania wykazaly, ze reakcja ta jest szczegdlnie selek-
tywna wzgledem grupy e-aminowej reszt lizyny. Skutkiem takiej modyfikacji jest
wprowadzenie stalego fadunku dodatniego do czasteczki peptydu, dzigki czemu
sole pirydyniowe znalazly zastosowanie jako wzmacniacze jonizacyjne w analizie
peptydow metodg spektrometrii mas [64]. Na Rysunku 10 pokazano schemat dery-
watyzacji amin za pomocg 2,4,6-tréjpodstawionej soli piryliowe;.
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Rysunek 10. Derywatyzacja peptydow za pomocg 2,4,6-tréjpodstawionej soli piryliowej
Figure 10.  The application of 2,4,6-trisubstituted pyrylium salt for derivatization of peptides

Derywatyzacje t¢ przeprowadza si¢ w obecno$ci nadmiaru 2,4,6-tréjpodsta-
wionej soli piryliowej, rownowaznikowej ilosci trietyloaminy (w stosunku do
odczynnika derywatyzujacego) przez 20 min, w N,N-dimetyloformamidzie (DMF),
w temperaturze 70°C. Ze wzgledu na opisang powyzej regioselektywnos¢ reakeji soli
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piryliowych, sa one szczegdlnie uzyteczne w derywatyzacji peptydéw pochodzacych
z hydrolizy enzymatycznej katalizowanej trypsyna, ktéra prowadzi do powstania
mieszaniny peptyddéw zawierajgcych reszty lizyny lub argininy na C-konicu. Bada-
nia wykazaly, ze peptydy zawierajace znacznik 2,4,6-trifenylopirydyniowy wykazuja
znaczacy wzrost intensywnosci sygnalow na widmie masowym, w poréwnaniu
z peptydami niemodyfikowanymi. Ponadto, dla dipeptydu glicyloleucyny zawiera-
jacego znacznik pirydyniowy zostalo zarejestrowane widmo masowe na poziomie
1 attomola (1 x 10™'*), w trybie MRM (ang. multiple reaction monitoring). Na wid-
mach MS/MS peptydéw zawierajacych znacznik jonizacyjny na C-koncu tancucha
peptydowego wystepuje charakterystyczna seria jonéw typu y, co znacznie ulatwia
sekwencjonowanie i analiz¢ widm masowych peptydow [43].

5. ZASTOSOWANIE ZNACZNIKOW JONIZACYJNYCH W ANALIZIE
BIBLIOTEK KOMBINATORYCZNYCH

Peptydowe biblioteki kombinatoryczne typu jedno ziarno jeden zwigzek (ang.
one-bead one-compound, OBOC), stanowig niezastapione narzedzie w analizie spe-
cyficznos$ci substratowej enzymow proteolitycznych, odgrywajacych kluczowa role
w funkcjonowaniu szlakéw sygnalizacyjnych, powstawaniu infekcji i stanéw zapal-
nych, apoptozie, krzepnieciu krwi oraz kontrolowaniu cyklu komoérkowego [65].
Dotychczas prowadzone badania umozliwily zaprojektowanie specyficznych sub-
stratow, inhibitoréw oraz markeréw pozwalajacych monitorowac¢ aktywnos¢ wielu
enzymow w testach in vivo i in vitro [66]. Synteze bibliotek peptydowych OBOC
przeprowadza si¢ na no$niku statym, a identyfikacji aktywnych produktéw doko-
nuje si¢ bezposrednio na ziarnach zywicy lub w roztworze.

Jedna z najczesciej wykorzystywanych metod analitycznych w chemii kombi-
natorycznej jest spektrometria mas ESI-MS [67]. Pomimo szybkiego rozwoju tej
techniki w ostatnich latach, jej podstawowym ograniczeniem jest sladowa ilos¢ sub-
stancji uwolnionej z pojedynczego ziarna zywicy, czesto niewystarczajaca do pelne;j
analizy. Z uwagi na zbyt mala wydajno$¢ jonizacji niektorych peptyddw, ich analiza
sekwencyjna metoda MS/MS wymaga zastosowania wigkszej ilosci peptydow od tej,
ktéra znajduje sie na pojedynczym ziarnie zywicy. Rozwigzaniem tego problemu
moze okaza¢ sie zaprojektowana przez nas [68, 69] wydajna derywatyzacja kom-
ponentéw bibliotek OBOC znacznikiem jonizacyjnym w postaci czwartorzedowej
grupy amoniowej, ktora zwieksza jonizowalnos¢ sladowych ilosci analitow uzyska-
nych z pojedynczych ziaren OBOC, ulatwiajac ich jednoznaczne sekwencjonowanie
metoda ESI-MS/MS. Wprowadzenie takiej modytfikacji wymagato zaprojektowania
nowego typu bibliotek kombinatorycznych OBOC, w ktdrych peptydy przylaczone
byly do zywicy za pomoca linkera, zawierajgcego grupe umozliwiajaca selektywne
uwolnienie zwigzku, wysiegnik zwickszajacy odlegltos¢ od powierzchni zywicy oraz
grupe funkcyjna umozliwiajacg wprowadzenie znacznika jonizacyjnego. Po syntezie
bibliotek peptydowych na zywicy wyposazonej w tak zaprojektowany linker, N-kon-
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cowe grupy aminowe sekwencji peptydowych zostaly zablokowane przez acetylacje.
Hydroliza enzymatyczna wigzania peptydowego powoduje utworzenie wolnych
grup aminowych. Do ich identyfikacji zaproponowali$my znany w chemii, barwny
test Kaisera, bazujacy na reakcji I-rzedowej grupy aminowej z ninhydryna i prowa-
dzacy do utworzenia purpury Ruhemana [70].

W celu potwierdzenia uzytecznosci zaproponowanej metody w analizie biblio-
tek kombinatorycznych OBOC, zsyntezowano modelowe biblioteki dla chymo-
trypsyny, katepsyny G oraz kaspazy 3 i 7 [71]. Po hydrolizie enzymatycznej i reak-
¢ji ninhydrynowej, ziarna zabarwione na kolor fioletowy (zawierajace aktywne,
hydrolizowane przez enzym sekwencje peptydowe) oddzielono od ziaren niezabar-
wionych, a nastepnie produkty uwolnione z pojedynczych ziaren zywicy poddano
analizie ESI-MS/MS. Uzyskane wyniki badan sa w pelni zgodne ze znanymi spe-
cyficzno$ciami substratowymi enzymoéw proteolitycznych zastosowanych w tych
eksperymentach, co wskazuje na uzyteczno$¢ zaproponowanej metody w analizie
kombinatoryczne;.

Z uwagi na niskg wydajnos¢ hydrolizy enzymatycznej peptydéw osadzonych
na noséniku stalym i acetylacje reszt aminokwasowych N-konca, w zaproponowa-
nych bibliotekach kombinatorycznych analiza fragmentu peptydu uwolnionego
do roztworu po hydrolizie enzymatycznej nie byla mozliwa. Dlatego w toku dal-
szych badan zaproponowaliémy nowy typ bibliotek peptydowych OBOC, w ktorych
znacznik jonizacyjny znajdowat si¢ na N-koncu peptydéw przylaczonych do zywicy
za pomocg odpowiedniego wysiegnika. Po hydrolizie enzymatycznej, do roztworu
uwalniany jest peptyd modyfikowany grupa zwigkszajaca jonizowalno$¢ i umozli-
wiajacg ultraczuly analize metodg ESI-MS. Dodatkowo, obecnos¢ znacznika joni-
zacyjnego we fragmencie uwalnianym do roztworu pozwala na monitorowanie
aktywno$ci enzymatycznej i szybko$ci hydrolizy wigzania peptydowego na no$niku
stalym. Przydatno$¢ tego typu bibliotek kombinatorycznych w badaniach enzyma-
tycznych zostala sprawdzona na przykladzie modelowych substratéw peptydowych
dla kaspazy 3 i 7. Uzyskane wyniki pozwolity potwierdzi¢ znang specyficzno$¢ sub-
stratowa tych proteaz i dowodzg, Ze zaproponowane biblioteki moga stanowi¢ nowe
narzedzie analityczne w badaniach szybkosci reakeji enzymatycznych na nosniku
stalym.

6. ZNACZNIKI JONIZACYJNE W BADANIU MARKEROW
CHOROBOWYCH

Stan przedrzucawkowy (preeklampsja, ang. preeclampsia, PE) jest zespotem
objawéw chorobowych, ktory moze sie pojawi¢ po 20 tygodniu cigzy, charakte-
ryzujagcym si¢ nadci$nieniem tetniczym oraz objawami uszkodzenia narzadow
wewnetrznych, zwlaszcza nerek i watroby [72, 73]. Dotyczy on duzej liczby kobiet
cigzarnych (3-7%) i bywa czesto przyczyng $mierci matki oraz jej nienarodzonego
dziecka. PE wigze si¢ z wysokim ryzykiem wystapienia komplikacji przedporodo-
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wych, przedwczesnego porodu, powaznych objawéw niedorozwoju fizycznego i psy-
chicznego a nawet §mierci noworodka. Dlatego tak wazna jest wczesna diagnostyka
PE oraz odpowiednia opieka przedporodowa, umozliwiajgca kobietom cierpigcym
na PE urodzenie zdrowego dziecka. Niestety, diagnoza PE na etapie bezobjawowym
jest niemozliwa, z uwagi na niedostateczng czulos¢ wspoélczesnych metod badaw-
czych. PE zwiazana jest z uszkodzeniem podocytéw, co w konsekwencji prowadzi
do uposledzenia funkcji nerek. Obecnie uwaza sig, ze wykrycie podocytéw w moczu
(podocytouria) u ciezarnych kobiet $wiadczy o PE, co umozliwia prognozowanie
dalszego rozwoju tej choroby.

W 2013 roku Garovic i in. zaproponowali zastosowanie spektrometrii mas
w trybie monitorowania reakcji wielokrotnych (MRM, ang. multiple reaction
monitoring), polaczonej z rozdzialem chromatograficznym mieszaniny peptydéw
tryptycznych uzyskanych po proteolizie prébek moczu pochodzacych od kobiet
cigzarnych ze zdiagnozowang preeklampsja [74]. Podejscie to bazowalo na oznacza-
niu tryptycznego fragmentu podocyny o sekwencji *H-QEAGPEPSGSGR-OH™,
w oparciu o identyfikacje powstatych z niego jonéw fragmentacyjnych w metodzie
MRM. Takie podejscie w analizie proteomicznej daje jednoznaczne potwierdzenie
obecnosci danego biatka w badanej mieszaninie, a dodatkowo przedstawiony tryb
pracy znacznie zwigksza czulo$¢ prowadzonych analiz. Zaproponowana sekwencja
peptydowa jest charakterystyczna dla ludzkiej podocyny, a dzigki obecnosci reszty
argininy na C-koncu, modelowy peptyd charakteryzuje si¢ wysoka wydajnoscia
jonizacji w analizie MS, co pozwala na jego czula identyfikacje. Przeprowadzone
badania wykazaty korelacje miedzy obecnosciag modelowego peptydu wybranego do
badan i wystepujacymi w moczu pacjentek podocytami, ktorych obecno$¢ potwier-
dzono metodami immunologicznymi.

W roku 2014 Simon i in. zasugerowali, Ze N-konicowa reszta aminokwasowa
(glutamina) w sekwencji peptydowej, zaproponowanej przez Garovic i in. [74],
moze w warunkach eksperymentu MS/MS ulega¢ cyklizacji do kwasu piroglutami-
nowego, co moze wplywa¢ na wiarygodnos¢ wykonanych analiz [75]. W zwigzku
z tym, zaproponowano kolejny tryptyczny fragment podocyny o sekwencji "H-APA-
ATVVDVDEVR-OH”!, mogacy sta¢ sie peptydem diagnostycznym umozliwiajg-
cym identyfikacje podocyny w prébkach moczu. Obecno$¢ modelowego peptydu
takze wykazano w probkach moczu pochodzacych od pacjentek ze zdiagnozowang
preeklampsja.

Zaproponowane podejscie do analizy peptydowych fragmentéw podocyny
w tryptycznych hydrolizatach moczu bazuje na identyfikacji peptydéw zawiera-
jacych silnie jonizujace si¢ reszty argininy, podczas gdy hydroliza enzymatyczna
przy udziale trypsyny prowadzi takze do utworzenia peptydéw zawierajacych na
C-koncu reszte lizyny. Peptydy takie czesto charakteryzujg sie nizsza wydajnoscia
jonizacji, przez co ich identyfikacja w ztozonych prébkach biologicznych jest utrud-
niona. Opracowalismy metode derywatyzacji tryptycznych hydrolizatéw osadow
moczu, polegajaca na wprowadzeniu znacznika jonizacyjnego w formie grupy
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2,4,6-trifenylopirydyniowej na tancuch boczny reszty lizyny (Rysunek 11). Taka
modyfikacja pozwolila na ultraczula analize peptydéw na poziomie attomolowym
[76]. Zaproponowali$my takze inne sekwencje peptydowe stanowigce fragmenty
tryptyczne podocyny, ktére moga okazac si¢ dobrymi peptydami diagnostycznymi,
ktorych identyfikacja w hydrolizacie osadu moczu pozwoli na stwierdzenie obec-
nosci podocyny we wczesnym etapie rozwoju preeklampsji. Metoda ta umozliwita
stwierdzenie obecnosci podocyny w badanych prébkach moczu, co zostalo takze
potwierdzone innymi technikami diagnostyki medyczne;.

Rysunek 11.  Schemat analizy proteomicznej biatek obecnych w moczu pochodzacym od tej samej pacjentki
w roznych stadiach PE. Probki pobrane w réznym czasie s3 modyfikowane znacznikami o réznym
skladzie izotopowym, taczone i analizowane technikg LC-MS

Figure 11.  Proteomic analysis of proteins present in patient's urine during various stages of preeclampsia.
The samples were labeled with isotopic markers, pooled and analysed using LC-MS

UWAGI KONCOWE

Znaczniki jonizacyjne wyraznie zwigkszaja czulo$¢ analizy peptydow za
pomoca spektrometrii mas [77]. Réznorodnos¢ obecnie stosowanych reagentow
pozwala na wprowadzenie znacznikéw jonizacyjnych do wielu grup funkcyjnych
analizowanych substancji. Mozna oczekiwa¢, ze znaczniki jonizacyjne umozliwig
zidentyfikowanie nowych biomarkeréw, do tej pory nieodkrytych z uwagi na niedo-
stateczng czulos¢ wspoltczesnych metod analitycznych.

Szczegdlne nadzieje mozna wigza¢ z izobarycznymi znacznikami jonizacyj-
nymi [78], gdyz umozliwiajg ilo§ciowe badania poréwnawcze analitow wystepuja-
cych w ilo$ciach §ladowych.
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Redakcja miesiecznika PTChem ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze
wysoko$¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomos$ci Chemicznych” za 2018 r. bedzie wyno-
sifa 231 z dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych. Dla
cztonkéw PTChem 20 zI. Nalezno$¢ za prenumerate prosimy przekazywac na konto:

Bank PEKAO SA
Oddziat we Wroctawiu
pl. Powstaiicéw Sl. 9, 50-950 Wroctaw
Redakcja ,Wiadomosci Chemiczne”
48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata ,Wiadomosci Chemicznych” dla cztonkéw PTChem, polaczona

z oplatg skladek czlonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia sie nastepujaco:

- prenumerata ,Wiadomos$ci Chemicznych” na rok 2018 wraz ze skladka

czlonkowska, w ramach ktdrej dostarczany jest ,Orbital”, wynosi 70 zi
(skfadka - 50 zt, prenumerata - 20 zl);

- emeryci, doktoranci oraz studenci placg 35 zt (sktadka - 15 zI, prenume-

rata — 20 zI); a nauczyciele szkél $rednich i podstawowych placg 40 zi
(sktadka - 20 zt, prenumerata - 20 zl).

Cztonkowie PTChem, ktorzy zechcg zaprenumerowac ,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sa o wnoszenie oplat na konto:

PTChem Warszawa, ul. Freta 16
Bank BGZ
542030 0045 1110 0000 0261 6290




636 INFORMACJE

PATRONAT MEDIALNY PUBLIKACJI KSIAZKOWYCH
WYDAWNICTWA NAUKOWEGO PWN SA
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John McMurry, z ang. ttumaczyli Henryk Koroniak, Jakub Grajewski,

Katarzyna Koroniak-Szejn, Jan Milecki
Chemia organiczna (tom 1-5)

Takemura Masaharu
Mangowy przewodnik. Biochemia
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Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemicznych” informuje, ze sg u nas do nabycia
nastepujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomosci Chemicznych”:

Nomenklatura chemii nieorganicznej. Zalecenia 1990, red. Z. Stasicka, cena 25 zt

Podstawowa terminologia stereochemii oraz Stownik podstawowych terminow
w nauce o polimerach. Zalecenia 1996, red. O. Achmatowicz, B. Szechner
i P. Kubisa, cena 12 zt

Nomenklatura weglowodanow. Zalecenia 1996, ttum. i red. T. Sokotowska
1 A. Wisniewski, cena 18 zt

I.Z. Siemion, Bronistaw Radziszewski i Iwowska szkota chemii organicznej, cena
18 zt

K. Maruszewski, Fizykochemia molekut zamknigtych w zeolitach i zol-Zelach,
cena 18 zt

Praca zbiorowa, Uporzgdkowane materialy mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 zt

Skorygowana nomenklatura rodnikéw, jonow, jonorodnikow i podobnych indywi-
duow chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokolowska i A. Wisniewski,

cena 15 zt

1.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes¢ pierwsza,
cena 18 zt

M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwosé¢ jonow w podwaojnych uktadach stopionych soli,
cena § zt.

Praca zbiorowa, Nanomateriaty, red. D. Hreniak, W. Lojkowski, W. Strek,
M. Suszynska, cena 25 zt.

Praca zbiorowa, Ogniwa paliwowe — nowe kierunki rozwoju, red. H. Drulis,
J. Hanuza, D. Hreniak, M. Miller, G. Pasciak, W. Strek, cena 20 zt

Glosariusz nazw klas zwigzkow organicznych i reaktywnych produktow posrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. Kazmierczak
1 J. Gawronski, cena 16 zt.

Od substacji prostych do zycia. Swiat RNA — poczqtki Zycia na Ziemi, Zdzistaw
Chilmonczyk — NAKELAD WYCZERPANY.

Profesor Bogustawa Jezowska-Trzebiatowska. 1908—1991 w setng rocznicg uro-
dzin, cena 12,00 zi.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czegs¢ I. Naktad wyczerpany, dostgpna wersja
elektroniczna.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ II. Naklad wyczerpany, dostepna wersja
elektroniczna

Chemosensory optyczne oraz materialy rozpoznawcze dla jonéow metali w roztwo-
rach, Krzysztof Kledzik, cena 22,00 zt.

Obliczenia teoretyczne stalej ekranowania magnetycznego i statych strzezen spi-
nowo-spinowych. Teobald Kupka cena 20,00 zt.

Ksigzki wysytamy na koszt zamawiajacego. Zamowienia prosimy kiero-
wac pod adresem: Redakcja ,,Wiadomo$ci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroctaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



REGULAMIN I INFORMACJE DLA AUTOROW PUBLIKUJACYCH
W CZASOPISMIE ,WIADOMOSCI CHEMICZNE”

1. Informacje ogolne

»Wiadomosci Chemiczne” s3 recenzowanym czasopismem naukowym Polskiego Towarzystwa Chemicznego,
ktore publikuje przede wszystkim artykuty przegladowe. Ponadto publikowane s3 tutaj inne warto$ciowe mate-
rialy o charakterze edukacyjno-informacyjnym takie jak: artykuty oparte na pracach doktorskich lub habilitacyj-
nych, ktére zostaly wyrdznione przez Rady Wydzialow, przed ktérymi toczyly sie odpowiednie procesy; mate-
rialy informacyjne na temat uczonych oraz jednostek naukowych/firm chemicznych lub pokrewnych chemii;
materialy o aktualnych osiggnieciach w szeroko pojetych naukach chemicznych.

Dodatkows oferte Wydawnictwa stanowi seria, ,, Biblioteka Wiadomosci Chemicznych’, gdzie publikowane sa
dluzsze artykuly przegladowe lub monografie po$wiecone waznym i aktualnym problemom wspoélczesnej che-
mii. Autorzy, ktérzy chcieliby takie prace napisa¢, powinni weze$niej skontaktowac si¢ z Redakcja, a nastepnie
przesta¢ wstepnie przygotowana publikacje (redagowang na wzor artykutéw w czasopismie ,Wiadomosci Che-
micznych”) lub informacje na temat przygotowywanej pracy - tytul przygotowywanej publikacji, przyblizona
liczbe stron, tabel, rysunkéw. W chwili obecnej Redakcja nie posiada srodkéw na finansowanie prac w serii
»Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” W zaleznosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa, Redakcja zastrzega
sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

»Wiadomosci Chemiczne” wydawane s3 zaréwno w wersji drukowanej jak i elektronicznej. Wersja elektro-
niczna udostepniana jest bezplatnie w Internecie.

Czasopismo jest indeksowane/abstraktowane w kilku bazach danych: Chemical Abstracts, Polska Bibliografia
Naukowa, BazTech, Polska Bibliografia Lekarska, Index Copernicus, Baza ARIANTA.

2. Informacje dla autoréw na temat wymagan i zasad publikowania prac

+ Prace nie byly wczeéniej publikowane, ani nie s3 zlozone w redakcji innego czasopisma.

« Autorzy prac stosujg si¢ do wymagan praw autorskich tzn. w przypadku zamieszczania rysunkow, tabel
itp., pochodzacych z opracowan opublikowanych w innych czasopismach lub publikacjach zwartych,
posiadaja pisemna zgode na ich przedruk.

o Opublikowana raz praca bez zgody Redakcji, nie moze by¢ wydawana gdzie indziej.

o Autorzy przysylajacy prace po raz pierwszy powinni poda¢ swoj numer telefonu oraz adresy poczty tra-
dycyjnej i elektronicznej. Jest to niezbedny warunek sprawnego przebiegu opracowania redakcyjnego
tekstu.

o Autorzy zobowigzani s3 do wykonania korekty tekstu. W pracach przyjetych do druku Redakcja ma
prawo dokonywania niezbednej korekty.

o Jezeli autorzy nie zastrzegg inaczej w momencie zgtoszenia pracy, wydawca nabywa ogélnych praw autor-
skich do wydrukowanych prac (w tym prawo wydawania na nosnikach elektronicznych oraz w Interne-
cie). Tytulem powyzszego wykorzystania utworéw autorom nie s3 wyplacane honoraria.

o Wszystkie nadsylane prace s3 poddawane wstepnej ocenie, ktora okresla czy odpowiadajg randze i pro-
filowi ,Wiadomosci Chemicznych” oraz czy zostaly przygotowane zgodnie z formalnymi wymogami
MNIiSW oraz Redakgji.

o Po uzyskaniu pozytywnej wstepnej oceny wszystkie prace s3 recenzowane przez co najmniej dwoch nie-
zaleznych recenzentéw, zgodnie ze wskazéwkami zawartymi w broszurze informacyjnej Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publika-
cje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf.

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

o Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyja¢ do
druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentéw moga by¢ powtérnie przestane do czaso-
pisma. W takim przypadku praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelng proce-
dure recenzowania.

« Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, ze tzw. ,,ghostwiting” (kto$§ wnidst znaczacy wkiad w powstanie
publikacji, a nie zostal przedstawiony jako wspotautor lub tez nie zostal wymieniony w podziekowaniu
zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udzial autora jest znikomy lub tez w ogéle nie miat
miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) sg przejawem nierzetelnosci naukowej. Wszelkie prze-
jawy nierzetelnosci naukowej, tamania i naruszania zasad etyki obowigzujacej w nauce beda ujawniane,
wlacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autoréw.

« Autorzy maja prawo do zaproponowania co najmniej trzech niezaleznych recenzentéw, jednak ostatecz-
nego wyboru anonimowych recenzentéw dokonuje Redakgja.



3. Koszty

Autorzy czasami moga ponosic¢ czesciowe koszty wydania swoich artykulow. Tak jest w przypadku tzw. stron
nadliczbowych tj. powyzej 25 stron. Za kazda rozpoczeta nadliczbowsg strong jest naliczana oplata w wysokosci
okoto 50 zl. Najczeéciej kwota ta pokrywana jest z funduszy pozyskiwanych przez Autoréw lub przez Wydziaty
ktore wspomagaja wydawanie ,Wiadomosci Chemicznych”. Niezaleznie od rodzaju pracy oplata pobierana jest
réwniez za strony drukowane w kolorze (zgodnie z faktycznym kosztem druku).

Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ zmiany wysokosci oplat, w zaleznosci od wielkoéci dofinansowania
z MNiSW oraz wypracowanych srodkéw wlasnych. Faktura wystawiana jest po ukazaniu si¢ pracy.

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych”, Redakcja nie posiada srodkéw na finanso-
wanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztéw druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

4. Informacje szczegétowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

Tekst nalezy napisa¢ zwigzle, prostym stylem, wedlug zasad pisowni polskiej, z zachowaniem poprawnego i
obowigzujgcego nazewnictwa fachowego. Nie nalezy zamieszcza¢ nadmiaru szczegélow odsylajac Czytelnika do
pi$miennictwa oryginalnego, ktére to powinno uwzglednia¢ najnowsze informacje, dotyczace napisanej pracy.
Literature nalezy cytowac ze zrédel oryginalnych.

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

o W przypadku prac wspotfinansowanych przez autoréw, liczba stron oraz forma kolorystyczna manu-
skryptu nie jest ograniczona (wymagane jest wczesniejsze uzgodnienie z Redakcja).

« Maszynopisy prac autoréw ktorzy nie chca ponosi¢ dodatkowych kosztéw, nie powinny przekracza¢ 25
stron calej pracy (po wydruku w czasopi$mie) oraz drukowane bedg w wersji czarno biatej.

o Glowny tekst nadsylanych prac powinien by¢ napisany w edytorze Word, czcionka Times New Roman,
12p z zachowaniem interlinii 1,5 oraz z 5 cm marginesem z prawej strony. Przy podziale tekstu nalezy sto-
sowaé numeracje cyfrowa wielorzedows. Numerujemy tylko tytuly rozdzialéw, nie numerujemy dzialow:
Abstract, Wykaz stosowanych skrotow, Wprowadzenie, Uwagi koncowe, Podzigkowanie, Pismiennictwo
cytowane. Jednolity sposéb numeracji konsekwentnie stosuje si¢ wewnatrz tekstu (w calym tekscie tj.
zar6éwno przy numerowaniu rozdzialéw, przy przytaczaniu pismiennictwa cytowanego oraz odwolywaniu
sie do tabel rysunkoéw itp., nie nalezy stosowa¢ odsylaczy hipertekstowych).

o Tekst powinien by¢ napisany poprawnym jezykiem, wszystkie skroty muszg by¢ wyjasnione, oznaczenia i
jednostki miar nalezy podawa¢ wedlug ukladu SI, pozycje cytowanej literatury nalezy oznacza¢ numerami
umieszczonymi w nawiasach kwadratowych, w kolejnosci cytowania wg wzoréw [1, 5, 7] (dla prac 1,51 7)
lub [1-5, 7] (dla prac od 1 do 5 oraz pracy 7).

o Jesli w artykulach znajduja sie przedruki rysunkow, czy innych elementéw prac cudzych, w opisach (pol-
skich i angielskich) nalezy zamiesci¢ stosowng informacje.

o Zaleca si¢ umieszcza¢ w tekscie pracy rysunki, tabele oraz podpisy (jesli sa przygotowane w edytorze
Word), jednak w przypadku plikéw o bardzo duzych rozmiarach nalezy zaznaczy¢ miejsca na ich umiesz-
czenie (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakgji).

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

- tytul pracy w jezyku polskim (Times New Roman, 14 p, pogrubiony, WERSALIKI), i angielskim
(Times New Roman, 14 p, WERSALIKI),

- pelne imig i nazwisko autora (autoréw) pracy (Times New Roman, 15p, pogrubione),

- pelne nazwy o$rodkéw przypisane do autoréw pracy (wraz z adresem osrodka i adresem e-mail autora
korespondujacego (Times New Roman, 10,5, kursywa),

- spis treci pracy z zastosowaniem nastgpujacego podziatu:

Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdziatu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pi$miennictwo cytowane

« Kolejne strony pracy powinny zawierac:

- notki o autorach pracy wraz z tytulami naukowymi (mozna dofaczy¢ osobno pliki z fotografiami
autor6éw (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakgji),



- obszerne streszczenie pracy w jezyku angielskim (od 1800 do 2700 znakéw ze spacjami) z uwzgled-
nieniem cytowanego pi$miennictwa oraz odsylaczami do tabel, rysunkéw zamieszczonych w tekscie
(Rys. 1, Tab. 1-2, Schemat 1) oraz stowa kluczowe - nie wiecej niz 6, uzyskane najlepiej z bazy haset
przedmiotowych podawane w jezyku angielskim i polskim,

- wykaz stosowanych skrétow - w przypadku niewielkiej liczby skrotéw lub akroniméw nie jest
konieczne zamieszczanie tej pozycji, wowczas, skroty wyjasniamy w tekscie przy pierwszym uzyciu.
Angielskie skroty nalezy podac¢ i wyjasni¢ wg ponizej podanego wzoru lub w oparciu o inne prace
zamieszczone w ,Wiadomo$ciach Chemicznych”. Przykiad: dla skrétu SSRI - selektywne inhibitory
zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. Selective Serotonin Reuptake Inhibitor),

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

Tabele i rysunki powinny by¢ zamieszczone w przesylanym tekscie oraz dodatkowo (po zatwierdzeniu

pracy do druku, na etapie przygotowywania szczotki) dotaczone w postaci osobnych plikow zapisanych

w formacie pdf, doc, jpg, tiff.

Tabele i rysunki powinny by¢ przejrzyste, zawiera¢ informacje niezbedne do zrozumienia treéci, bez

koniecznosci poszukiwania objasnien w tekscie pracy, nalezy je numerowac cyframi arabskimi oraz poda¢

tytul (polski/angielski, nad tabelg, pod rysunkiem, Times New Roman, 10 p).

Wszystkie fotografie — nalezy przesta¢ w postaci plikéw zapisanych w formacie tif, jpg lub podobnym,

kazda zapisa¢ w oddzielnym pliku o rozdzielczosci co najmniej 300 dpi.

o Pi$miennictwo cytowane

Pi$miennictwo nalezy zestawi¢ numerycznie wedlug kolejnosci cytowania w tekscie, nalezy cytowaé

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

W przypadku artykuléw z czasopism tradycyjnych, opis powinien zawiera¢ kolejno nastepujace ele-

menty: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw), skrét tytulu czasopisma zgodny z przyjetymi normami,

rok wydania, numer wolumenu zaznaczony pogrubiona czcionka, numer pierwszej strony cytowanej
pracy, np.

[1] J. Kowalski, Wiad.Chem., 2007, 61, 473.

[2] W. Kowalski, A. Nowak, Przem. Spoz. 2010, 51, 3.

W przypadku ksigzek najprostszy opis powinien zawieraé: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw),

tytul ksigzki, nazwe wydawcy, miejsce wydania, rok wydania, np.

[1] J. Malinowski, Tytut ksigzki, PWN, Warszawa, 2004.

[2] W. Kowalski, Tytut ksigzki, Volumed, Wroclaw, 1999

W przypadku zasobow Internetowych najprostszy opis powinien zawiera¢: inicjaly imion i nazwisko

autora (autoréw), tytul (artykulu) dokumentu online, [dostep], wydawca, [data dostepu]. Warunki

dostepu, np.

[7] J. Kowalski, Tytut artykutu. [online], wydawca, [dostep: 2010-05-20]. Dostepny w Internecie:

http://www...........

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowac w celu przeslania pracy do Redakcji

Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej nalezy przestaé
jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakgji.

Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag Recenzenta oraz Redakcji nalezy prze-
sta¢ ostateczng wersje pracy w nastepujacej postaci:

o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakji;

« 1 plik zawierajacy krétkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy (kazda notka do 150 wyra-
zOw powinna zawiera¢: tytul naukowy, miejsce pracy oraz inne wazne informacje o autorze);

« pliki zawierajace zdjecia portretowe autoréw, w nazwie powinny wskazywa¢ autora, ktérego zdjecie
dotyczy (dobrowolne, przestanie plikow jest jednoznaczne ze zgoda na jego opublikowanie);

o 1 plik zawierajacy: strong tytulowa, streszczenie (abstrakt), stowa kluczowe, podpisy pod rysunki,
tabele, schematy (wszystko w obu wersjach jezykowych); jesli zachodzi potrzeba to rowniez oddzielne
pliki z rysunkami, schematami, tabelami (zob. Tabele, rysunki, fotografie).

Prace nie odpowiadajace wyzej wymienionym wymaganiom nie bedg przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrétow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania
korekty artykutu i jego zwrotu do Redakgji w ciggu kilku dni od otrzymania.

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesytania prac z kolorowymi stronami prosimy o zaznacze-
nie stron, ktére w formie druku majg by¢ kolorowe Brak tej czynnos¢ bedzie skutkowat czarno-bialym wydru-
kiem wersji papierowej. W przypadku zmian w wersji drukowanej kolorowych rysunkéw na czarno-biate,
prosimy o przestanie dostosowanych do tego celu rysunkéw.



Prace prosimy przesyla¢ poczta elektroniczng na adres: beata.swiatek-tran@chem.uni.wroc.pl lub wchem@
chem.uni.wroc.pl, za§ dokumenty wymagajace podpisow autoréw (np. list intencyjny, o$wiadczenia autordw,
kopie zgody na przedruk potwierdzone za zgodnos¢ z oryginatem) poczta tradycyjng na adres Redakgji.

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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