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uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskiej.
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Od 2001 - obecnie - adiunkt w Katedrze Fizyki i Biofizyki Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu.

1995-2001 - asystent w Katedrze Fizyki i Biofizyki Akademii Rolniczej (obecnie Uniwersytet
Przyrodniczy) we Wroctawiu.

Urlopy macierzynskie i wychowawcze: 15.12.1996 - 22.07.1997; 27.12.2001- 31.12.2002.
4. Wskazanie osiggni¢cia wynikajacego z art.16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca

2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

4a. Tytul osiagniecia naukowego.
Osiagnigcie naukowe stanowi cykl 9 publikacji pod wspolnym tytutem:
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Kopie publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego znajduja sie¢ W Zalgczniku 5,

a o§wiadczenia wspdtautoréw tych publikacji zawarte sg w Zalgczniku 4.

4b. Publikacje wchodzace w sklad zglaszanego osiagniecia naukowego
(autor/autorzy, tytul publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa).

Na osiggnigcie naukowe sktada si¢ 9 publikacji w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie

Journal Citation Reports (JCR), sumaryczny Impact Factor publikacji (wedlug roku

publikacji) wynosi IF=_22,076 Sumaryczna liczba punktow MNiSW dla wszystkich

publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego wynosi _260 (na podstawie listy

czasopism z grudnia 2016).
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H8.  Pruchnik H., Lis, T., Latocha M., Zielinska A., Pruchnik F.P. (2016) Palladium(Il)
complexes with tris(2-carboxyethyl)phosphine, structure, reactions and cytostatic
activity, Journal of Inorganic Biochemistry 156, 14-21. IF_3,205; 35 pkt. MNiSW

H9.  Pruchnik H. (2017) Influence of cytotoxic butyltin complexes with 2-sulfobenzoic
acid on the thermotropic phase behavior of lipid model membranes, Journal of
Thermal Analysis and Calorimetry 127(1), 507-514. 1F 1,781; 20 pkt. MNiSW

4c. Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiagnietych wynikow
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Zwiazki koordynacyjne i metaloorganiczne sa W coraz wigkszym stopniu stosowane w
medycynie, farmacji, rolnictwie i innych dziedzinach jako leki, $rodki kontrastowe do badania
pacjentow metoda rezonansu jadrowego, biocydy itd. [1-13]. Istnieje wcigz ogromne
zapotrzebowanie na  nowe, bardziej skuteczne $rodki  przeciwnowotworowe,
przeciwgrzybiczne i antybakteryjne. W zaleznosci od sktadu zwigzkéw mozna uzyskac
selektywne dzialanie na okreslony typ organizmu. Do najbardziej znanych zwigzkow metali
uzywanych w medycynie 1 farmacji naleza kompleksy platyny(Il) o strukturze kwadratowej
cis i trans, zwigzki platyny(IV), stosowane jako leki przeciwnowotworowe, litu (leki
przeciwdepresyjne). W radioterapii uzywane sg izotopy promieniotworcze zwiazkow
technetu, rodu i rutenu [1, 6, 8-11], natomiast zwigzki paramagnetyczne (Mn, Fe),
wykorzystywane sg jako srodki kontrastowe w diagnostyce lekarskiej. Bardzo intensywnie
badane sa tez wlasciwosci antyrakowe zwiazkéw roéznych metali. Zainteresowanie
aktywnoscig przeciwnowotworowa zwigzkow koordynacyjnych i metaloorganicznych
spowodowane zostalo odkryciem przez Rosenberga biologicznego dziatania Cis-
diaminadichloroplatyny(ll) - cis-[PtCI;(NHz3);]. Od lat siedemdziesigtych ubiegtego wieku
zwigzki platyny(II) sg szeroko stosowane w chemioterapii [1-8]. Jednakze, wysoka
cytotoksycznosc¢, lekoopornos¢ i niepozadane dziatania uboczne znanych analogoéw cisplatyny
sprawiaja, ze wcigz poszukiwane sg nowe kompleksy metali o rownie dobrej aktywnosci 1 by¢
moze lepszej selektywnosci wobec komorek nowotworowych. Okazuje si¢, ze szerszg
aktywno$¢ wykazuja kompleksy wielordzeniowe, zawierajace dwa lub wigcej atomow
centralnych, z ktorych kazdy ma mozliwo$¢ tworzenia wigzan kowalencyjnych z DNA [5,6].
Bardzo obiecujgce wiasciwosci cytostatyczne wykazujg zwigzki koordynacyjne Fe, Co, Rh,
Ir, Pd z ligandami azotowymi i fosfinowymi [1-12]. Do aktywniejszych cytostatykow niz
cisplatyna nalezg dwurdzeniowe kompleksy Rh(II) [Rh2(OOCR)2(N-N)2(H20)2] (OOCR), (N-
N = 2,2°-bipirydyna i 1,10-fenantrolina) [10-12] i zwiazki Rh(IIl) z tymi ligandami. Do
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zwigzkéw wykazujacych bardzo duza aktywno$¢ Dbiologiczng naleza polaczenia
metaloorganiczne cyny(IV) [SnRyXs.n] (n = 2, 3; R = metyl, etyl, n-propyl, n-butyl, fenyl, itp.;
X = Cl, Br, I, RCOQ, itp.), [SnRyX4x(L)] (L = zasada Schiffa, merkaptoamina, dipeptyd),
[SNRX4n(N-N)] (N-N=2,2’-bipirydyna, 1,10-fenantrolina i ich  pochodne),
[SnsO2(O0CR’)4Rg], [Sn(OOCR’)R3] [14-16]. Zwiazki cynooorganiczne sg intensywnie
badane ze wzgledu na ich bardzo interesujacg strukture i reaktywno$¢ oraz zastosowania w
syntezie organicznej, katalizie, chemii polimerow, a takze ich niezwykla aktywnos$¢
biologiczng, miedzy innymi przeciwnowotworowg. Wilasciwosci te spowodowane sg miedzy
innymi mozliwoscig tworzenia zwigzkow o bardzo rdéznych liczbach koordynacji
zmieniajacych si¢ najczes$ciej w granicach od 3 do 6, chociaz znane sg takze zwiazki
siedmiokoordynacyjne. Aktywnos$¢ biologiczna zwiazkoéw cynoorganicznych zalezy bowiem
nie tylko od liczby wigzan Sn-C 1 ich charakteru, ale rowniez od sposobu koordynacji
ligandow 1 ich wlasciwosci elektronowych. Najbardziej aktywnymi czynnikami
przeciwnowotworowymi sg zwigzki diorgano- i triorganocyny.

Wiele zwigzkow metali wykazujacych aktywno$¢ cytostatyczng jest stosunkowo stabo
rozpuszczalnych w wodzie. Dotyczy to przede wszystkim zwigzkoéw cynoorganicznych oraz
cisplatyny. Dlatego celowa wydawata si¢ synteza i wykonanie badan fizykochemicznych i
biofizycznych zwiazkow zawierajacych podstawniki hydrofilowe, np. grupy karboksylowe —
COOH i sulfonowe —SOsH. Ligandy zawierajace takie grupy (kwasy sulfokarboksylowe,
kwas 2,2’-bipirydyno-3,3°,6,6’-tetrakarboksylowy, fosfiny zawierajace podstawniki COOH,
SO3H, OH) moga tworzy¢ kompleksy o interesujacej strukturze i cennych wlasnosciach
fizykochemicznych i biologicznych [17, 18]. Ostatnio byly przeprowadzone badania
reaktywnosci tris(2-karboksyetylo)fosfiny P(CH,CH,COOH); (TCEP) z cisplatyng cis-
[PtCI2(NH3),] i oksaliplatyng [Pt{CgHio(NH2).}(C,04)] oraz modelowymi proteinami.
Stwierdzono, ze cis platyna w obecnosci TCEP reaguje z transporterami Cu(I): ATP7B i
ATOX1 [19, 20] oraz z palcem cynkowym Spl [21]. W potaczeniu Pt(ATOX1)(TCEP) jon
Pt(Il) ma koordynacje kwadratowa z dwoma atomami S cysteiny w potozeniu trans oraz
atomem N Cys i atomem P fosfiny [20]. Kompleksy metali z TCEP sg zwykle dos¢ dobrze
rozpuszczalne w wodzie, co ulatwia ich zastosowania w badaniach biofizycznych i
biochemicznych. Aktywnos$¢ biologiczna zwiazkow koordynacyjnych Pd(I1) i Pt(Il) z tris(2-
karboksyetylo)fosfing P(CH,CH,COOH)3;, bedacych rowniez przedmiotem tej pracy, nie
byta dotychczas badana.
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Cel i zakres badan.

Nowo otrzymane kompleksy cyny, platyny i palladu sg zwigzkami bardzo aktywnymi
biologicznie. Ze wzgledu na mozliwo$ci szerokiego wykorzystania tych zwigzkow,
niezwykle istotne byto okreslenie ich struktury i wiasciwosci fizykochemicznych, rownie
wazne Jest przyblizenie molekularnego oddziatywania otrzymanych kompleksow z
biomolekutami. Mechanizm biologicznego dzialania zwigzkéw cynoorganicznych |
koordynacyjnych wcigz jeszcze nie jest jasny. Jak wynika z literatury zwigzki te mogag
tworzy¢ kompleksy z roéznymi biomolekutami: biatkami, kwasami nukleinowymi,
aminokwasami, peptydami czy steroidami. Toksyczno$¢ zwigzkow metaloorganicznych moze
by¢ tez zwigzana z ich oddziatywaniem z lipidowymi skladnikami btony biologicznej, w
nastepstwie, ktorego moze dojs¢ do zmian w jej strukturze i funkcjonowaniu [16]. Zatem,

badania prowadzone w ramach osiagniecia naukowego mialy na celu:

1. Zbadanie struktury i fizykochemicznych wtasno$ci nowo otrzymanych kompleksow
metali: cyny, platyny i palladu.

2. Sprawdzenie  aktywnos$ci  biologiczne;j (antyproliferacyjnej)  zwigzkow
cynoorganicznych i koordynacyjnych.

3. Zbadanie molekularnych odziatywan wybranych komplekséw metali z
biomolekutami i lipidami blonowymi.

4. Zbadanie wptywu wybranych komplekséw metali na termotropowe parametry

lipidowej btony modelowe;.

Omowienie uzyskanych wynikow
Przedmiot badan - krotka charakterystyka zwigzkow (1).

Wszystkie metaloorganiczne i koordynacyjne zwiazki stanowigce przedmiot badan
zostaty zsyntetyzowane na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Czysto$é
kompleksow zostala potwierdzone na podstawie analizy ich widm NMR oraz na podstawie
analizy elementarnej. Metodami spektroskopii (IR, UV-VIS, *H, 3C, 3P, 1Sn, %Pt NMR -
w roztworach, *C, 3P, 1%Sn, *pt MAS NMR — w ciele statym) i rentgenografii zbadano ich
strukture 1 wlasciwosci fizykochemiczne. Wykonane zostaty rowniez obliczenia kwantowo-
mechaniczne metodg DFT (Density Funcional Theory) ich reaktywnosci i struktury

elektronowe;.
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Wybrane do badan zwigzki cynoorganiczne mozna przedstawi¢ w postaci ogolnego
wzoru: SnR4.n X, gdzie R oznacza butyl (C4Ho) , a X (ligand) oznacza nastgpujace aniony: 2-
sulfobenzoesan 2-HO3SC¢H,COO, 5-sulfosalicylan (5-HO3S)(2-HO)C¢H4COO, cytrynian,
winian oraz 2,2’-bipirydyno-3,3°,6,6’-tetrakarboksylan. Pierwsza grupg opisanych zwigzkow
stanowity trzy kompleksy cyny otrzymane w reakcji zwigzkow cynoorganicznych z kwasem
2-sulfobenzoesowym (Snsbz): [Sn(C4Hyg)2{O03SC¢H4,CO0O-2}(H,0)]-(C,HsOH) - DBTsbz,
[SN(C4Hg)3{O03SCeH,COOH-2}] — TBTshz oraz [Sny(CsHg)s{n-03SCeH4COO-2}] —
DTBTsbz [H1]. DBTsbz jest umiarkowanie rozpuszczalny w etanolu, tatwo rozpuszcza sie¢ w
DMSO i DMF. Zwiazki TBTsbz i DTBTsbz sg fatwo rozpuszczalne w EtOH, MeOH, DMF,
DMSO i innych polarnych rozpuszczalnikach, stabo natomiast w mieszaninie wody z
alkoholem (1:1). Struktur¢ zwigzku DBTsbz wyznaczono metoda rentgenograficzna, a
struktury pozostatych zwiazkow okreslono na podstawie widm IR oraz *H, **C i *%Sn NMR i
obliczen kwantowo chemicznych DFT. Na podstawic widm NMR i obliczeh metodg DFT
B3LYP/3-21G** wynika, ze w roztworach zwigzkéw Snsbz w rozpuszczalnikach polarnych
powstaje wiele kompleksow o dynamicznych wiasciwosciach. Obliczenia sugeruja, ze w
roztworze moze istnie¢ wiele izomeréw i konformerow  cztero- pigcio- i

szesciokoordynacyjnych. Ich struktury w roztworze przedstawiono na rysunku nr 1.

HsC

o o N
Sn n OH
Pl % ’
o~ ll OH,
TBTsbz o

HaC DBTsbz DTBTsbz

3 CHz

Rys. 1. Struktury kompleksow cyny z kwasem sulfobenzeosowym [H1].

Kolejng grupe zwigzkow stanowity pochodne cyny z kwasem sulfosalicylowym Hssal:
[Sn(C4Hg)3{03SCsH3(OH)COOH}] — TBTssal, [Sny(C4Hg)s(OOCCsH3;0HSO3)] — DTBTssal
I [Sn3(C4Hg)s(OOCCeH3(OH)S03),0] — TDBTssal2 [H2]. Zwiazki cynoorganiczne 2z
wymienionymi ligandami karboksylowymi sg latwo rozpuszczalne w metanolu i etanolu, a w
pewnym stopniu takze w roztworach wodno-alkoholowych. Strukture kompleksow Snssal w

stanie statym i w roztworach wyznaczono metodami spektroskopowymi i obliczeniowymi
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DFT. Strukture kompleksu DTBTssal optymalizowang metoda DFT B3LYP/3-21G**

przedstawia rys. 2.

@

Rys. 2. Molekularna struktura kompleksu tributylocynycyny z kwasem 5-sulfosalicylowym —
DTBTssal optymalizowana metodg DFT B3LYP/3-21G** [H2].

Zbadano takze struktur¢ i wihasciwosci kompleksow tri- i dibutylocyny z biologicznie
aktywnymi hydroksykwasami karboksylowymi: cytrynowym -
HOOCCH,C(OH)(COOH)CH,COOH [ (2R,3R)-(+)-winowym -
HOOCCH(OH)CH(OH)COOH: [Sn(C4Hq)2(CeHsO7)] (1cit), [Sn(CsHg)3(CsH;07)] (2cit),
(phenH)2[Sn(CaHo)3(CeHsO-)] (3cit), [Sn(C4Hg)2(CsH4O6)] (4W), [SN(CaHo)3(CaHsOg)] (5w),
(phenH)[SNn(C4Hg)3(C4H406)] (6W) 1 [{SN(C4Hg)3}2(C4H406)] (7w). Kompleksy 1cit i 4w sg
dos¢ dobrze rozpuszczalne w etanolu 1 metanolu, fatwo rozpuszczaja si¢ w DMSO 1 DMF.
Pozostate zwigzki (2cit, 3cit, 5w, 6w i 7w) sg tatwo rozpuszczalne w EtOH, MeOH, DMF,
DMSO i innych polarnych rozpuszczalnikach oraz stabo rozpuszczalne w roztworach wodno:
akoholowych (1:1). Z widm IR wynika, ze w stanie statym wszystkie kompleksy majg posta¢
polimerow z mostkujacymi ligandami karboksylowymi skoordynowanymi z atomami cyny
poprzez grupy COO (rys. 3a). Badania spektroskopowe (*H, 2C i **Sn NMR) oraz
obliczenia teoretyczne (DFT B3LYP/3-21G**) wskazuja, ze badane zwigzki w roztworach w

polarnych rozpuszczalnikach tworza kompleksy pigciokoordynacyjne (rys. 3b) [H3].
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Rys. 3 Propozycja struktury zwigzku [Sn(CsHo)2(CsHsO7)] (1cit) w stanie statym (a) i w
roztworze (b) — zoptymalizowana struktura metodg DFT (B3LYP 3-21G**) [H3].

Tlenek  tributylocyny  (SnBus),O  reaguje z kwasem  2,2’-bipirydyno-3,3°,6,6’-
tetrakarboksylowym (bptcH4) — (1bptc) w 96% EtOH, w podwyzszonych temperaturach, z
rozszczepieniem wigzan Sn-C. W wyniku tej reakcji powstaje polimeryczny zwigzek z
mostkowym ligandem bptc skoordynowanym przez wszystkie grupy karboksylowe i atomy
azotu pierscieni pirydylowych: [(H20)SnBu,(bptc)Sn,Bus]-H,O (2Snbptc) — rys.4a [H6].
Zbadano strukturg i wtasciwosci fizykochemiczne otrzymanych komplekséw butylocyny(1V)
z anionem bptc: [(DMF)SnBuy(bptc)Sn,Bug]-0.5DMF-0.5H,0 (3Snbptc),
[(CH30OH)SnBu,(bptc)Sn,Bug]-H,O (2aSnbptc) i [(DMF)SnBu,(bptc)Sn,Bus] (2bSnbptc).
Metoda rentgenografii strukturalnej wyznaczono strukture uwodnionego kwasu lbptc-H,O i
zwigzku 3Snbptc. Uwodniony zwigzek 1lbptc-H,O ma strukture znacznie r6zng od kwasu
bezwodnego. Dowodzi to, ze 1lbptc jest ligandem, ktory moze wykazywaé réznorodne
wlasnosci elektronowe 1 strukturalne w roznych zwigzkach koordynacyjnych. Zwigzek
3Snbptc jest zwigzkiem z pigcio- i siedmiokordynacyjnymi atomami cyny(lIV) potaczonymi
helisowymi (Srubowymi) mostkami CioHsN2(COO)s w wyniku czego powstaje wyjatkowy
chiralny polimer (rys. 4b). Dane eksperymentalne i teoretyczne wskazuja réwniez, ze t0
specyficzne whasciwosci liganda bptcH,., umozliwiajg powstanie zwigzkéw o roéznorodnej
strukturze i ciekawych witasciwosciach [H6]. Zwigzki 2Snbptc, 2aSnbptc, 2bSnbptc oraz
3Snbptc sa dobrze rozpuszczalne w DMSO i DMF, a nieszczeg6lnie w metanolu i etanolu. Z

analizy widm NMR i ESI- MS wynika, ze w roztworach, w rozpuszczalnikach polarnych,



Zatacznik 2a

Hanna Pruchnik

dysocjuja one dajac glownie dwurdzeniowe (dinuklearne) solwatowane kompleksy
[Sn,Bus(bptc)(solv)]” i [Sn.Bus(bptc)]* [H6].

n

A
EtOH ‘

[SnyBugOl + CqgH 4N o(COOH) 4
a) b)

Rys. 4. Schematyczna struktura powstatego kompleksu Sn z bptcH4 (dla przejrzystosci
pokazane zostaly tylko atomy Ca grup butylowych i atomy C, N i O liganda bptc) (a). Widok
o$miu komoérek elementarnych krysztalu 3Snbptc. Niebieskie pentagonalne i trygonalne
bipiramidy pokazujg, odpowiednio, sfery koordynacyjne atoméw Snl i Sn2 (b) [H6].

Przedmiotem badan byly takze kompleksy platyny 1 palladu z tris(2-
karboksyetylo)fosfing P(CH,CH,COOH); - TCEP. Tris(2-karboksyetylo)fosfina jest
szczegllnie interesujacym ligandem, poniewaz moze wigzaé si¢ z atomami centralnymi
zarowno przez atom fosforu jak i atomy tlenu grup karboksylowych, jest trwata w roztworach
wodnych na powietrzu. Bardzo czgsto jest uzywana w badaniach biochemicznych do redukcji
wigzan S-S, poniewaz tatwo przechodzi w odpowiedni siarczek fosfiny SP(CH,CH,COOH)3
[17]. Wyznaczono strukture i wlasciwosci nastepujacych zwigzkow Pd(11) i Pt(ll) z tris(2-
karboksyetylo)fosfing: trans-[PdCI{P(C,H,;COOH)s},] , trans-[{HOOCC,H,)sP}CIPd(u-
Cl),PdCI{P(C,H,COOH)3}], trans-[PtCl,{P(CH,CH,COOH)s},] - trans-PtTCEP) i cis-
[PtCI{P(CH,CH,COOH)},] - cis-PtTCEP — rysunek 5 [H5, H8]. W roztworach DMSO i
DMF kompleksy platyny sa stabilne, jednakze w roztworach wodnych ligandy CI sa
podstawione przez grupy COO fosfiny. W roztworach H,O+ DMSO i H,O+DMF zwigzek o
konformacji trans ulega czgsciowej izomeryzacji do kompleksu o konformacji cis
zawierajgcego ligand fosfinowy skoordynowany z Pt(II) poprzez atom fosforu i grupe COO:
cis-[PtCl{P(C,H4sCOOH)3-xP}-] [ cis-[PtCI{P(C,H,COOH)3-
kPHP(C,H4,COOH),(C,H4,CO0)-xCOO0,-xP}]. Ten ostatni kompleks powstaje takze w
roztworach cis-PtTCEP w DMSO+H,0 i DMF+H,0. W roztworze wodnym kompleks trans-
PtTCEP po  jednym  dniu ulega  catlkowitej izomeryzacji  dajac  cis-
[Pt{P(C;H4COOH),(C,H4C0O0)-xCO0,-xP},] [H5].

10
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Rys.5.Molekularna struktura zwigzku trans-[PtCI,{P(C,H,COOH)s},] (a) oraz molekularna
struktura kompleksu trans-[{(DOOCC;H,4)3P}CIPd(u-Cl),PdCI{P(C,H,COO0D)3}] (b)
[H5,H8].

Podobnie jak kompleksy platyny, zwigzki Pd(II): trans-[PdCI,(TCEP);] (1Pd) i trans-
[(TCEP)CIPd(u-Cl),PdCI(TCEP)] (2Pd) sa rozpuszczalne w H,O, DMSO, DMF oraz EtOH,
stabilne s3 w DMSO i DMF. W roztworach wodnych ligandy Cl tatwo zostaja zastgpowane
przez atomy tlenu z grupy COO fosfiny albo H,O. Wyniki uzyskane metodami NMR i ESI-
MS wskazujg, ze w wodnym roztworze zwiagzek 1Pd tworzy kompleksy [PdP,(C,HsCOO-
x0)2(C,H4C00)n(CoH,COOH),]" (rys. 6A). Podobnie zachowuje si¢ zwigzek 2Pd,

(HOOCC, H,) 4P ~=====-= cl
2 4 3|
I\P/i
rd
1
a - } ;:(C2H4COOH)3 o !
) R 0 e
2 E\Pd/ i \Pd/: =2 \Pd/O\Pg )\
|
CcH _o H ! ' NS o
HZC/ S~c= CZ'I{-->C|:|(--->P'R3HOT/\/P\\/(,)\ o
(HOOCC,H,) ,P.mm====== é 2 +H,0 AN
2P 2" TS 2 J'T ‘//' \
:/Pd\l —HClI o
(,) ---------- P(CoH4COOH), o 0\}/\ o A o\ _OH,
-0 O P C Pd
/ O
S AL o
N/ N\ OH N \
4 Ho~oF 97 a g A4
i N
+ _ N
b Ha0* + Cl o o d
A) B)

Rys. 6 Reakcja z wodg zwigzku 1Pd (A) oraz kompleksy powstate w wodnym roztworze
zwigzku 2Pd (B); R= C,H4,COOH [H8].
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po rozpuszczeniu w wodzie istniejg w rownowadze dwa gtoéwne produkty: [Pd,{P(C,H;COO-
kO-u-0")(C;H4CO0-x0)(C,H4COOH)},] 1 [PA{P(C,H4,COO-x0),(C,HsCOOH)}(H,0)] —
rys 6B. Stan réwnowagi zalezy od temperatury, wraz z jej wzrostem zwigksza si¢ zawartos$¢
zwigzkow mononulkearnych [H8]. Kompleks 2Pd po krystalizacji z wody daje zwigzek
polimeryczny  [PACI{P(C;H4COO-xO-u-0")( C,HsCOOH),-xP}] (3Pd), struktur¢ jego
wyznaczono metoda rentgenograficzna, podobnie jak pozostatych komplekséw: trans-
[PACI{P(C,H,COOD)3},] (1aPd), trans-[{(DOOCC;H,)sP}CIPd(u-
Cl),PdCI{P(C,H,COO0OD)s}] (2aPd) i [PACI{P(C,H4sCO0OD),(C,H4sCO0-u-0,0")], (3aPd).
Przyktadowa molekularna struktura otrzymanego zwigzku zostata przedstawiona na rysunku
5b [H8].

Podsumowujac, rezultaty uzyskane metodami eksperymentalnymi i na podstawie
obliczen kwantowych, pokazuja ze badane zwigzki W roztworach moga tworzy¢ wiele
izomerow i konformerow 0 podobnej energii. Otrzymane kompleksy majg struktury o bardzo
roznej liczbie koordynacji od 4 do 7. Modyfikacja ich struktur moze nastagpi¢ stosunkowo
tatwo, co prawdopodobnie ufatwia ich oddzialywanie z biomolekutami, co powinno

przyczynia¢ si¢ do duzej aktywnos$ci biologicznej nowo otrzymanych zwigzkow.

Aktywnosé biologiczna kompleksow cyny, platyny i palladu (2).

Przeprowadzone testy in vitro dla wybranych zwiazkdw cynoorganicznych i
koordynacyjnych wykazaly ich wysoka aktywnos$¢ przeciwbakteryjna, przeciwgrzybicza i
przeciwnowotworowa. Badania prowadzono w zespole prof. Stanistawa Utaszewskiego
(Wydziat Nauk Biologicznych, Uniwersytet Wroctawski) i w zespole prof. Malgorzaty
Latochy na Wydziale Farmaceutycznym (oddzial Sosnowiec) Slaskiego Uniwersytetu
Medycznego. Aktywno$¢ przeciwbakteryjng kompleksow cyny z kwasem sulfobenzoesowym
(Snsbz) i sulfosalicylowym (Snssal) przetestowano przeciw szczepom bakterii Gram-—
ujemnych i Gram-dodatnich: E. coli, K. pneumoniae, M. luteus i P. aeruginosa, S. aureus, E.
faecalis i S. epidermidis. Jedynie szczep Pseudomonas aeruginosa okazat si¢ odporny na
dziatanie zwigzkéw cyny DBTsbz (MIC>100) oraz TDBTssal2 (MIC>100). Rozwdj
pozostatych bakterii byt silnie lub catkowicie hamowany przy stezeniach 3 — 50 pg/cm?® dla
kompleksow cyny z kwasem sulfobenzoesowym [H1]. Interesujace jest, ze r6zng aktywnosc,
w zaleznosci od rodzaju bakterii, wykazuje kompleks cyny z kwasem sulfosalicylowym —
TBTssal: bardzo duzg w stosunku do bakterii Gram(+) (M.luteus i S.aureus) bo juz przy

stezeniu 2,4 ug/cm3 hamuje ich rozwdj i niska przeciwko E. coli (MIC>100). Natomiast drugi
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z badanych kompleksow — TDBTssal2 ma aktywno$¢ na takim samym poziomie (MIC=25
ug/em®) w stosunku do Gram(+) jak i Gram(-) bakterii z wyjatkiem P. aeruginosa [H2].
Zwiazki Snssal wykazuja tez aktywnos$¢ przeciw licznym szczepom grzybow: C. albicans, C.
famata C. glabrata, C. krusei, S. cerevisiae. Wyzsza aktywnoscig charakteryzuje si¢ TBTssal
w porownaniu z DTBTssal, poniewaz hamuje on rozwo6j badanych grzybéw w przedziale
stezen od 12,5 do 25 pg/lem® a MIC dla DTBTssal wynosi 50 pg/cm®. Znacznie bardziej
grzybostatycznie i grzybobojczo dziata zwigzek z kwasem sulfobenzoesowym - TBTsbz,
poniewaz MIC dla grzybow drozdzopodobnych i dermatofitow zawiera si¢ w przedziale 0,25
do 4,68 pg/cm® [A26, A27]. Wyniki te potwierdzaja ogélna obserwacje, ze aktywnosé
antybakteryjna jest wicksza dla kompleksow tributylocyny w porownaniu z dwubutylocyna.
Aktywnos¢ przeciwnowotworowa dla zwigzkow cynoorganicznych badano na wielu liniach
komorkowych, byty to m.in. gruczolakorak jelita grubego (Caco-2), gruczolakorak ptuc (A549),
glejak wielopostaciowy (SNB-19), czerniak (G-361, SH-4, C-32). Przyktadowe poroéwnanie
cytotoksycznosci w zalezno$ci od struktury danego kompleksu przedstawia tabela nr 1.
Widzimy, ze zwiazki Snssal sa znacznie bardziej aktywne w poroéwnaniu z Cis-
diaminadichloroplatyna(ll), co interesujace, sa mniej toksyczne w stosunku do linii
komorkowych zdrowych (NHDF).

Tabela 1. Aktywnos¢ cytostatyczna kompleksow cyny z kwasem sulfosalicylowym [H2].

ICso [ pmol/dm?]
TBTssal DTBTssal TDBTssal cis-[PtCl,(NHs),]
Caco-2 0.057 £ 0.004 0.032+ 0.005 0.057 £ 0.0086 9.17+ 0.04
A549 0.10£0.082 0.061+ 0.007 0.154£0.015 3.15£ 0.4
C-32 0.11+0.04 0.035+£0.008 1.05+0.09 16.66+ 0.6
SH-4 0.12+0.05 0.075 + 0.009 1.22+0.11 123+ 15
G-361 0.45+0.04 0.065 = 0.005 1.55+0.08
NHDF 10.5 +0.42 10.1 +£0.39 30.2 +0.94
Podobnie aktywnoscig charakteryzuje si¢ kompleksy cyny z kwasem

sulfobenzoesowym oraz z kwasem 2,2’-bipirydyno-3,3’,6,6’-tetrakarboksylowym (bptcH4).
Wszystkie trzy kompleksy cyny z bptcH4 sa znacznie bardziej aktywne w poréwnaniu z Cis-
diaminadichloroplatyna(ll), ICs dla tych kompleksow w stosunku do réznych linii zawiera
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sic w przedziale od 0,008 do 0,093 pg/cm™, a dla cisplatyny ICsp=5-8 pg/cm™. Najbardziej
toksyczne okazuja si¢ by¢ wzgledem linii  amelanotycznego czerniaka (C-32), szczegdlnie
aktywny byt kompleks: [(DMF)Sn(CsHg)2(C14HaN20g)SNo(CsHg)g] - 1C50=0,008 pg/em™
[H5]. Uzyskano tez bardzo obiecujgce wyniki w testach in vitro cytotoksycznosci zwigzkow
cyny z kwasem sulfobenzoesowym, prowadzonych w ramach wspotpracy z zespotem prof.
Bozeny Obminskiej-Mrukowicz w Katedrze Biochemii Farmakologii i Toksykologii
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Badania dotyczyty gtéwnie linii komorkowych
nowotwordw wystepujacych u psow. Jedng z gldwnych przyczyn $mierci tych zwierzat, obok
chorob zakaznych, sg witasnie choroby nowotworowe (chloniaki nieziarnicze, biataczka
limfocytarna, kostniakomigsaki). Weciaz poszukuje si¢ nowych, skutecznych $rodkow
przeciwrakowych bedacych alternatywa np. w stosunku do stosowanej karboplatyny.
Przeprowadzono badania aktywnosci zwigzkéw Snsbz wobec dwoch linii komorek
nalezacych do nowotwordéw uktadu limfatycznego: GL-1 (ostra biataczka B-komorkowa),
CLBL-1 (chloniak B-komorkowy), a takze wobec D-17 (kostniakomigsak psa) oraz
wzgledem Jurkat (linia biataczki T komorkowej cztowieka). Kompleksy z kwasem
sulfobenzoesowym wobec linii D-17 okazaty si¢ 100 krotnie bardziej aktywne niz
karboplatyna [H8].

Zwiazki palladu(ll) i platyny(Il) z P(CH,CH,COOH)3 réwniez wykazuja aktywnos¢
antyrakowg wzgledem wielu linii nowotworowych, np.: Sk-mel (czerniak ztosliwy), SH-4
(melanotyczny czerniak), Colo-829 (czerniak ztosliwy), C-32 (amelanotyczny czerniak),
MCF7 (potrojnie pozytywny rak piersi), T-47D (potrojnie pozytywny rak piersi), MDA-MB-
231 (potrdjnie negatywny rak piersi). Najwieksza aktywno$¢ wykazuja wobec komorek
MDA-MB-231. Efektywnos$¢ zwigzkow Pd i Pt wzgledem MDA-MB-231 jest znacznie
wigksza (ICsp = 8 — 10 uM) niz aktywno$¢ cis-diaminadichloroplatyny(ll) (ICsp = 61£7 uM).
ICsp w stosunku do pozostatych badanych linii nowotworowych przyjmuje wartosci w
przedziale 100 — 500 uM [H7].

Oddziatywanie wybranych zwigzkéw z biomolekutami oraz z lipidowymi modelami bton (3 i
4).

Badania prowadzone od wielu lat nad znang cisplatyng pozwolilty zrozumiec
mechanizm jej dziatania. Cisplatyna, nalezy do zwigzkow alkilujacych, tzn. jej dzialanie
polega na tworzeniu stabilnych wigzah z DNA, poprzez tworzenie wigzan

wewnatrzniciowych do atoméw N(7) sasiadujacych guanin, co uniemozliwia jego dalsza
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replikacje. Jednakze, kilka innych dodatkowych mechanizméw odgrywa role w
cytotoksycznosci lekow platynowych. Kompleksy platyny moga reagowaé z szeregiem
sktadnikow komorkowych, np. z glutationem albo z biatkami np. z albuming. To moze
wplywaé na skutecznos¢ zwigzkow platyny, poniewaz znaczna cz¢$¢ komplekséw Pt(ID)
zostaje wyeliminowana wlasnie na wskutek wigzania si¢ z biatkami osocza. Ponadto
cisplatyna ma sklonno§¢ do interakcji z fosfatydyloseryng i innymi fosfolipidowymi
sktadnikami bton komorkowych i w ten sposob moduluje jej funkcje [22-25]. Aktywnosé
biologiczna nowo otrzymanych kompleksow cyny, palladu i platyna moze by¢ zwigzana z
oddziatywaniem tych zwigzkéw z zasadami nukleotydowymi, biatkami czy tez fosfolipidami.
Przy uzyciu *H, 2°C, *P and "°Sn NMR zbadano oddzialywanie wybranych kompleksow
metali z zasadami nukleotydowymi DAMP, AMP i ATP. Dodatkowo metoda kwantowych
obliczen (DFT) przeanalizowano niektore struktury elektronowe powstatych komplekséw
zwigzek-nukleotyd [H1-H3, H6]. Ponadto, w ramach wspolpracy z dr Teresg Kral (zespot
prof. Martina Hofa, Instytut Chemii Fizycznej, Czeska akademia Nauk), przeprowadzono
badania oddziatywan wybranych zwigzkéw z plazmidowym DNA [H4, H7]. Sprawdzono
takze wpltyw wybranych kompleksow na lipidowe blony modelowe i1 molekularne
oddziatywania z fosfolipidami [H4, H7, H9].

Widma NMR kompleksow Snsbz w obecnosci AMP i ATP wskazuja, ze obie zasady
efektywnie oddzialuja ze zwigzkami cyny. Na podstawie uzyskanych danych mozna
stwierdzi¢, ze AMP jest skoordynowany z atomem cyny poprzez atom O z grupy POy i
najprawdopodobniej poprzez atom -N7 [H1]. Innym mozliwym wytlumaczeniem jest
tworzenie wigzania wodorowego czasteczki H,O z kompleksem cyny i atomem N7:
SnBup(03SC4H4,CO0)-HOH-N7 albo oddziatywanie grupy COOH z atomem N7 (rys.7).
Wyniki (*H, *3C, *'P i °Sn NMR) pokazaty, ze kompleksy cyny z kwasem sulfosalicylowym
(SnHssal) oddziatuja z DAMP i ATP tworzac wigzanie Sn-OP i O’-H’...O oraz wigzania
wodorowe N...H-O (nukleotyd-Hssal). Bardzo wazng role w interakcji zwigzek-nukleotyd
peli ligand Hssal. Dodatkowo, istniejgce temperaturowe zaleznosci w widmach NMR dla
uktadu nukleotyd-kompleks §wiadcza prawdopodobnie o tym, ze w roztworze sa kompleksy o
dynamicznych wlasciwosciach [H2]. Aktywnie z nukleotydami (AMP, DAMP i ATP) reaguja
tez zwigzki cyny z kwasem cytrynowym 1 winowym tworzac pigciokoordynacyjne
kompleksy, powstaja wigzania Sn-OP oraz wigzania wodorowe COOH:---N i OH---N (ligand
karboksylowy- nukleotyd) [H3].
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Rys. 7 Proponowana struktura kompleksu [SnBu3(O3SC¢H4sCOOH)(H,0)AMP] z AMP
skoordynowanym z atomem Sn przez atom O grupy fosforanowej obrazujaca oddziatywanie
COOH z atomem N7 AMP [H1].

a) b)

Rys. 8 Proponowana struktura [SnBuy(CsHeO7)(DAMP] (1cit-DAMP) obrazujaca
oddzialywanie pomiedzy grupg COOH a atomem N7 nukleotydu (a), proponowana struktura
SnBu2(CsHsO7)(ATP] (1cit-ATP) z ligandem ATP (b).

W zwiazku dibutylocyny (1cit) z DAMP cytrynian moze by¢ skoordynowany z atomem Sn
przez grupy COO i OH, a nukleotyd przez grup¢ fosforanowa, co umozliwia takze
oddziatywanie jednej z grup COOH cytrynianu z atomem N7 pierScienia purynowego (rys.
8a). W przypadku oddziatywania 1cit z ATP mozliwe jest skoordynowanie nukleotydu z

atomem Sn przez atom O grupy y-PO4 1 atom N7 z jednoczesnym utworzeniem wigzania
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wodorowego COOH---NH, (rysunek 8b) [H3]. Sprawdzono rowniez, ze kompleksy cyny z
kwasem 2,2’°-bipirydyno-3,3°,6,6’-tetrakarboksylowym oddzialuja z AMP. Widma *H, 3P i
BCNMR zwigzku 2Snbptc w obecnosci AMP wskazuja, ze najprawdopodobniej w roztworze
tworza si¢ wielordzeniowe i jednordzeniowe kompleksy zawierajace AMP. Trinuklearne i
dinuklearne kompleksy najprawdopodobniej sa skoordynowane z jedng albo dwiema
molekutami  AMP: [(AMP)SnBu,(bptc)SnBus(H,0)],, [(H20)SnBu,(bptc)SnBus(AMP)T],
[(AMP)Sn(C4Hg)2(bptc)SN(CaHa)s(AMP)]", [Sns(C4He)s(bptc)(AMP)], [SnBua(bptc)(AMP)]*.

H
Rys.9 Proponowana struktura dwurdzeniowego kompleksu
[(AMP)SnBu2{C10HsN2(COOQ)4}SnBu3(H20)] cyny z AMP skoordynowanym z
siedmiokoordynacyjnym atomem cyny poprzez grupe fosforanowa i poprzez wigzanie
wodorowe NH-Hee«OH,Sn [H6].

Prawdopodobng struktur¢ dwurdzeniowego kompleksu Snbptc z AMP przedstawia rys. 9.
Podsumowujgc, kompleks 2Snbptc oddzialuje z AMP poprzez grupe fosforanowa,
skoordynowane molekuty AMP tworza wigzania wodorowe pomigdzy grupami NH,, OH lub
atomem N7 adeniny a grupami OOC liganda bptc [H6].

Zbadano oddziatywanie nowo otrzymanych kompleksow platyny z TCEP ze
zredukowanym glutationem (GSH) [H5]. GSH jest niezwykle waznym przeciwutleniaczem
wystepujacym w kazdej komorce organizmu, reaguje on z platynowymi lekami
przeciwnowotworowymi. Badania przeprowadzono przy uzyciu ‘H, *C i *P NMR dla
wodnych roztwordéw cis-[PtCl,(TCEP),] i GSH. Na podstawie uzyskanych widm stwierdzono,
ze Cis-[PtCl(TCEP),] oddzialywa ze zredukowanym glutationem poprzez atom S i grupe
cysteinowa NH. Prawdopodobne powstate kompleksy zwigzek platyny—GSH przedstawia
rys. 10 [H5].
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Rys. 10 Prawdopodobna struktura komplekséw [Pt(SG-«N,xS){P(CH,CH,COOH)3},] (a) i
[Pt(SG-kN,xS){P(C,H4,COOH);3-xP}{P(C,H4sCOOH),(C,H4,CO0)-x0,xP}] (b) [H5].

Zbadano molekularne oddziatywanie wybranych komplekséw z plazmidowym DNA
przy uzyciu metody fluorescencyjnej TCSPC-FCS (Time-Correlated Single Photon Counting
Fluorescence Correlation Spectroscopy). Metoda ta pozwala obserwowaé ruchliwosé
pojedynczych molekul w roztworze, $ledzi si¢ przypadkowe ruchy znakowanych
fluorescencyjnie biomolekut w $cisle zdefiniowanej objgtosci, oswietlanej przez wiazke
lasera. Podstawowe parametry wyznaczane z FCS-TCEP to: czas dyfuzji, ktory zmienia si¢ w
zalezno$ci od tego czy DNA ulega zmianom konformacyjnym, czas zycia znacznika
(lifetime), ktory moze ulec zmianie wskutek zmian w otoczeniu czasteczki znacznika oraz PN
(particie number), ktory w przypadku matych molekut jest proporcjonalny do ich st¢zenia [26,
27]. Analiza wyznaczonych parametréw (czasu dyfuzji, czasu zycia i PN) pokazala, ze
kompleks dibutylocyny z kwasem cytrynowym ([Sn(CsHs)2(CeHsO7)] — DBTC) aktywnie
oddziatuje 1 powoduje kondensacje czyli formowanie si¢ upakowanej formy DNA.
Prawdopodobnie efekt ten zachodzi na wskutek interakcji DBTC z grupa fosforanowa DNA i
zoboje¢tniania tadunku, co prowadzi do zmian upakowania DNA [H4]. Z DNA oddziatywaty
rowniez kompleksy cyny z kwasem sulfobenzoesowym, efekt zalezat od struktury kompleksu
i zmniejszat si¢ w szeregu: DBTsbz > TBTsbz > DTBTsbz. Wszystkie trzy kompleksy

powodowaty dodatkowe “zgigcia” nici DNA, ale nie doprowadzily do jej ciasnego
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upakowania [H7]. Bardzo aktywnym, jesli chodzi o kondensacje DNA okazat si¢ zwigzek Cis-
[PtCI(TCEP),], powodowal on znacznie wigksze efekty anizeli cispaltyna (doniesienie
konferencyjne nr 49, zat. 3a).

Do badan oddziatywan wybranych kompleksow metali z lipidowymi btonami
modelowymi  wykorzystano metod¢ rdéznicowej kalorymetrii  skaningowej (DSC),
spektroskopie IR i NMR oraz fluorymetri¢. Celem tych badan bylo sprawdzenie wplywu
badanych zwigzkdéw na strukture i parametry termotropowe btony, sprawdzenie ich lokalizacji
W btonie oraz zbadanie molekularnych oddziatywan z lipidami.

Metodg DSC sprawdzono wplyw danego zwigzku na przejscia fazowe lipidow. Wiadomo, ze
lipidy moga tworzy¢ rézne rodzaje struktur, w zaleznosci od ich budowy, temperatury,
poziomu hydratacji itd. Typowe struktury ponizej temperatury gtéwnego przejscia fazowego
to dwuwarstwy w fazie zelu (Lp), lub w fazie krystalicznej pofatdowane;j ,,ripple phase” (Pp).
W temperaturze gtownego przejscia fazowego (Tm) faza uporzadkowana przechodzi w faze
ciektokrytalicza (L,). Zmienia si¢ konformacja tancuchéw alkilowych lipidow z ,,trans” w
,»gauche”, co prowadzi do zwigkszenia ich ruchliwosci rotacyjnej wzdhuz wigzan wegiel-
wegiel oraz do powstania zagig¢ powodujacych rozluznienie upakowania czgsteczek w
dwuwarstwie. Dalszy wzrost temperatury moze doprowadzi¢ do utworzenia, przez niektore
lipidy, faz heksagonalnych lub kubicznych [28]. Dla czystych lipidow glowne przejscie
fazowe jest bardzo wyrazne, ostre, kooperatywne o matej szerokosci potdéwkowej (ATyp).
Wartosci Szerokosci potdéwkowej piku moga byé zatem dobrym wskaznikiem zmian
zachodzacych w dwuwarstwie. Z pomiarow kalorymetrycznych wyznaczono nastgpujace
parametry: temperatur¢ przedprzejécia lipidu (T,) z fazy Lg do Pg, temperature gtéwnego
przejscia fazowego (Tm) z fazy Py do L, oraz zmiany entalpii (AH) i szerokosci potowkowej
piku dla temperatury glownego przejscia fazowego (ATip). Pomiary kalorymetryczne
wykonano dla liposoméw wielowarstwowych (MLVs) uformowanych z 1,2-dipalmitylo-sn-
glycero-3-fosfatydylocholiny (DPPC) lub z 1,2-dimirystylo-sn-glycero-3-fosfatydylocholiny
(DMPC) albo z 1,2-dimirystylo-sn-glycero-3-fosfatydyloetanolaminy (DMPE), ktore byty
modyfikowane wybranymi kompleksami matali [H4, H9]. Wyniki uzyskane tg technikg
pokazaty, ze badane zwiazki oddzialuja z dwuwarstwa lipidowa, najprawdopodobniej z jej
hydrofilowg czes$cig. Kompleks dibutylocyny z kwasem cytrynowym — [Sn(C4Hog)2(CsHsO7)]
— DBTC bardzo nieznacznie zmieniat Ty, zarowno dla DPPC, DMPC i DMPE w badanym
zakresie stezen (stosunek molarny DBTC/lipid = 0,01-0,20). Obserwowano za to likwidacje

przedprzejscia i zmniejszenie zmian entalpii glownego przejscia fazowego. Samo przejscie
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stawalo si¢ mniej kooperatywne, przy wyzszych st¢zeniach (DBTC/lipid >0,03) nastgpowato
wyrazne rozdzielenie piku (DPPC, DMPE) co moze by¢ wynikiem tworzenia si¢ obszarow
(domen) o rdznej zawartosci zwigzku albo zmian w strukturze dwuwarstwy (dla DMPE
wysokotemperaturowy pik) [H4]. Znacznie wieksze zmiany T, zaobserwowano dla
kompleksow cyny z kwasem sufobenzoesowym (Snsbz) i sulfosalicylowym (doniesienie
konferencyjne nr 42, 48, zat.3a). Wszystkie trzy kompleksy Snsbz powodowaty obnizenie
temperatury gtownego przejécia fazowego, zmniejszenie entalpii i likwidacj¢ przedprzejscia
(Snsbz/DPPC>0,017) [H9]. Dla zwigzkow TBTsbz i DTBTsbz bardzo znacznie wzrastata
wartos¢ ATy, pik gtownego przejs$cia fazowego stawal si¢ asymetryczny, a przy najwyzszych
stezeniach mozna byto wyodrebni¢ wyrazng cz¢s$¢ piku z maksimum przesunigtym w strong
nizszych temperatur i maty ,,garb” z maksimum oscylujacym okoto T, albo nieznacznie
przesunigtym powyzej tej temperatury (dla DTBTsbz). Moze to $wiadczy¢ 0 tworzeniu si¢
lokalnych niejednorodnosci w btonie przejawiajacych si¢ wlasnie powstaniem dodatkowych
sktadowych kalorymetrycznych, by¢ moze na wskutek nieréwnomiernej lokalizacji zwigzku.
Podsumowujac wyniki badan DSC mozna stwierdzi¢, ze kompleksy Snsbz i Snssal w
wiekszym stopniu zmieniaja parametry termotropowe dwuwarstwy w porOwnaniu z
kompleskem cyny z kwasem cytrynowym, jeszcze mniejsze zmiany byly obserwowane dla
cis-[PtCI(TCEP),] i cisplatyny (doniesienia konferencyjne nr 42 i 49, zat. 3a). Na podstawie
rezultatéw z DSC mozna przypuszczaé, ze zwigzki Snsbz sa czgsciowo zlokalizowane w
hydrofilowym obszarze dwuwarstwy, a by¢ moze rowniez polarno-apolarnym, powodujac
zmiany ptynnosci blony. W celu sprawdzenia lokalizacji zwiazkéw w blonie, a takze ich
wplywu na ptynnos$¢ i uporzadkowanie dwuwarstwy zastosowano metode fluorymetryczng.
Odpowiednio dobrane sondy fluorescencyjne pozwalaja na oceng¢ powyzszych parametrow
btony. Interakcja zwigzku ze sktadnikami blony wplywa na intensywnos$¢ fluorescencji
emitowanej przez fluorofor zlokalizowany w roéznych obszarach dwuwarstwy, zmianie
ulegnie zatem warto$¢ anizotropii fluorescencji (A) i wspotczynnika uogdlnionej polaryzacji
(GP). Badania przeprowadzono przy uzyciu kilku sond: DPH, Laurdan, Prodan i
merocyjanina (MC540). Pierwsza z nich zlokalizowana jest obrebie obszaru tancuchow
alkilowych, pozostate trzy w obszarze polarnym dwuwarstwy. Chromofor sondy Lauradan
znajduje si¢ na poziomie glicerolu, natomiast Prodan znajduje si¢ powyzej szKieletu
glicerowego, na granicy czeSci hydrofilowej dwuwarstwy i srodowiska wodnego. Sondy te sa
wrazliwe na zmiany upakowania i uwodnienia czastek lipidow [29, 30]. MC540 jest sonda

adsorbujaca si¢ na powierzchni btony. Jej wydajnos¢ kwantowa zalezy od polarno$ci o$rodka,
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intensywnos$¢ MC540 jest duza, gdy liposomy sg w fazie ciektokrystalicznej, natomiast w
fazie zelu jej intensywno$¢ znaczaco spada. Wydaje si¢ zatem, Ze jest to bardzo dobra sonda
do pomiaru stopnia powierzchniowej organizacji lipidow ze wzgledu na swoje wlasciwosci
adsorpcyjne, fluorescencyjne (brak emisji w wodzie) i fizykochemiczne (czasteczka
amfifilowa) [31]. Pomiary fluorymetryczne prowadzono w duzym zakresie temperatur,
ponizej 1 powyzej T danego lipidu, co pozwato wyznaczy¢ A 1 GP zarowno w fazie Zelu (L,
Pg) jak i cieklokrystalicznej (L) i jednocze$nie sprawdzi¢ temperature¢ gtéwnego przejscia
fazowego lipidu. Obiektem badan byly ,, czyste” MLVs uformowane z DPPC lub DMPC i
liposomy z odpowiednim zwigzkiem [H4, H9]. Uzyskane rezultaty pokazaty, ze DBTC
praktycznie nie wplywa na ptynnosci btony, wartosci anizotropii dla uktadu DBTC/lipid byty
porownywalne z A dla czystego lipidu. Pod wplywem zwiazku zmianie uleglty wartosci GP,
zarowno w fazie zelu jak i cieklokrystalicznej (dla Laurdanu), gtéwnie w fazie Pp i L, dla
Prodanu [H4]. Znaczace zmiany w intensywnosci MC540 zaobserwowano w obecno$ci
kompleksow Snsbz. Wszystkie trzy zwigzki spowodowaty wzrost intensywnosci sondy (w
fazie Lg i L,) oraz przesunigcie maksimum w strong¢ nizszych wartosci temperatur. Mozemy
wnioskowa¢, ze badane kompleksy zmieniajg organizacj¢ (upakowanie) DPPC w
dwuwarstwie, co moze byé¢ zwigzane réwniez ze stopniem uwodnienia btony. Swiadcza tez 0
tym zmiany wartosci GP dla Prodanu, i dla Laurdanu. Co interesujace nie zaobserwowano
istotnych zmian w ptynnosci obszaru hydrofobowego btony [H9]. Prawdopodobnie badane
kompleksy oddziatuja z polarnymi glowami lipidow, nie wnikaja w obszar hydrofobowy
blony. Aby uzyska¢ dokladniejsze informacje na temat molekularnego mechanizmu
oddziatywania komplekséw Snsbz z lipidami modelowej blony postuzono si¢ spektroskopia
w podczerwieni z transformacjg Fouriera z zastosowaniem metody catkowitego odbicia ATR-
FTIR (Attenuated Total Reflection — Fourier Transform Infrared Spectroscopy). Pomiary
wykonano dla liposoméw uformowanych z DPPC w H,0 [H9] i D,O [H7] oraz dla ,,suchego
filmu” DPPC i zwigzkow po odparowaniu rozpuszczalnika CD3OD [H7]. Badania IR
wykonane w temperaturze pokojowej dla filmu lipidowego i liposoméw (D,0) pokazaty, ze
najwigksze zmiany w widmie absorpcyjnym w podczerwieni sg dla liczb falowych
reprezentujacych drgania grup funkcyjnych zlokalizowanych w rejonie polarnym lipidow.
Zaobserwowano wzrost czestotliwosci drgan symetrycznych 1 asymetrycznych grupy
cholinowej ve{N(CH3)3} i vas{N(CH3)3s}, wzrost v(P-OC) i obnizenie dla grupy fosforanowe;j
Vs(PO2) 1 vas(PO2). Szczegodlnie duze zmiany byly obserwowane dla drgan niesymetrycznych

grupy fosforanowej v,5(PO;’). Oddziatywanie komplekséw z DPPC potwierdzaly tez zmiany
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warto$ci liczb falowych dla grupy SOjs liganda sulfobenzoesowego. Najbardziej wyrazny
efekt zaobserwowano dla DBTsbz. Dane uzyskane z IR wskazuja zatem, ze badane
kompleksy sg skoordynowane z grupg fosforanowg DPPC poprzez oddziatywanie grup COO i
SO3 z atomem O czasteczki lipidu [H7]. Dodatkowo sprawdzono oddziatywanie kompleksow
Snsbz z lipidowa blona modelowa w roéznych temperaturach (od 25 do 50°C). W widmach
absorpcyjnych analizowano m.in. pasma w zakresie 3000-2800 cm™ odpowiadajace drganiom
symetrycznym vs(CH,) i asymetrycznym v,s(CH,) tancuchéw alkilowych. Stwierdzono, ze
badane zwiazki nieznacznie obnizajg temperature gltownego przejScia fazowego, pasma
odpowiadajace drganiom grup CH; zostaly przesunigte w stron¢ wyzszych wartosci liczb
falowych [H9]. Lokalizacje kompleksow w polarnej czg¢$ci dwuwarstwy potwierdzity wyniki
uzyskane metoda magnetycznego rezonansu jadrowego ( 'H, *C i *'P NMR). Analiza
uzyskanych widm wskazuje, ze Snsbz oddziatuja z czasteczkag DPPC tworzac wigzanie Sn-
OP, z grupa fosforanowa, o czym $wiadcza duze zmiany przesunie¢ chemicznych w 3P NMR
(rys. 11). Mozliwe jest rowniez utworzenie wigzania wodorowego O-O-H ...O- P pomiedzy
czasteczka H,O przytaczong do atomu Sn zwigzku a atomem O grupy fosforanowej DPPC
[H7].
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Rys. 11. Widmo *P NMR dla uktadu Snsbz/DPPC w roztworze CD3OD.

Dodatkowo, przy uzyciu metody DFT na poziomie B3LYP/LanL2DZ obliczono najbardziej
prawdopodobne  struktury DPPC i DBTsbz/DPPC. Obliczenia dla  uktadu
[SnBu,(03SCsH,COO0)] — lipid pokazuja, ze DPPC z kompleksem cyny moze tworzy¢

wigzanie Sn-O-P pomiedzy atomem cyny a atomem tlenu grupy fosforanowej (dsp-o = 2,105
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A) (rys. 12a). Mozliwe jest takze utworzenie wigzania wodorowego O-H:--O-P pomigdzy
skoordynowang czasteczka wody kompleksu [SnBu,(03SCsH,COO)(H,0)] a atomem tlenu
grupy fosforanowej DPPC (rys. 12b), co jest zgodne z danymi do$wiadczalnymi.
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Rys. 12 Optymalizowane metoda DFT B3LYP/LanL2DZ struktury kompleksow
[SnBu3(03SCsH4COO)(DPPC)] (a) i [SnBu,(03SCsH4COO)(H,O)(DPPC)] (b).

Podsumowanie badarn — wnioski.
W  ramach doniesienia naukowego opisano struktur¢ 1 wlasciwosci 22 nowo

zsyntetyzowanych zwigzkow: 17 cynoorganicznych, dwa kompleksy platyny i trzy
kompleksy palladu. Dla kilku zwigzkow cynoorganicznych i dla kompleksow palladu i
platyny zostala wyznaczona struktura krystalograficzna. Dla wybranych kompleksow
sprawdzono aktywno$¢ biologiczna. Metodami spektroskopowymi (IR i H, °C, *'P i %S
NMR), DSC, fluorymetryczng i DFT zbadano oddziatywanie wybranych zwiazkow z
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zasadami nukleotydowymi, lipidami, DNA i GSH. Na podstawie uzyskanych rezultatow

mozemy stwierdzié, ze:

1.

10.

11.

Otrzymane zwiazki sg stabilne w rozpuszczalnikach polarnych, wigkszo$¢ z nich
rozpuszcza si¢ EtOH, MeOH, DMF, DMSO i w mieszaninie woda:alkohol oraz w
wodzie (kompleksy Pd(11) i Pt(I1)).

Zwiazki metaloorganiczne cyny i koordynacyjne palladu(ll) i platyny(ll) maja
interesujgce struktury o roznej liczbie koordynacji (4-7), charakteryzujg si¢
reaktywnos$cig umozliwiajgcg efektywne oddziatywanie z biomolekutami.

Badane zwigzki, szczegdlnie metaloorganiczne cyny, wykazujg bardzo obiecujace
wlasciwosci cytostatyczne i cytotoksyczne.

Kompleksy cyny z kwasem sulfosalicylowym i sulfobenzoesowym sa bardzo
aktywnymi czynnikami przeciwgrzybiczymi i antybakteryjnymi.

Badane zwiazki cynoorganiczne i koordynacyjne sg bardzo aktywnymi czynnikami
przeciwnowotworowymi, aktywnie hamujg (niszcza) rozwo6j réoznorodnych komorek
nowotworowych. Niektore z nich s3 znacznie bardziej aktywne niz cisplatyna i
karboplatyna, wartosci ICsp dla niektorych zwigzkow sg nawet 1000 razy mniejsze niz
dla cisplatyny.

Aktywno$¢ cytostatyczna zwigzkow cynoorganicznych SnRpXj, zalezy od zalezy
glownie od liczby wigzan Sn-C oraz wilasnosci elektronowych i struktury grup R, a
takze od rodzaju liganda X oraz od liczby koordynacji.

Zwiazki cynoorganiczne aktywnie oddzialuja z nukleotydami: ATP, AMP, DAMP
tworzac wigzania: Sn-OP i O’-H’...O oraz wigzania wodorowe N...H-O.

Kompleksy cyny z kwasem cytrynowym i sulfobenzoesowym oraz cis-[PtCl,(TCEP),]
powoduja kondensacj¢ plazmidowego DNA.

Kompleks platyny cis-[PtCl,(TCEP),] wiaze si¢ z GSH poprzez atom S i grupe
cysteinowg NH.

Zwigzki metaloorganiczne Cyny W znacznym stopniu zmieniajag parametry
termotropowe lipidowych bton modelowych. Wpltyw kompleksow Pd(II) i Pt(II) na te
parametry jest znacznie mniejszy.

Kompleksy cyny z kwasem cytrynowym oddzialuja z hydrofilowa czgscig blony
modelowej, nie wnikaja w obszar hydrofobowy. W fazie zelu praktycznie nie

zmieniajg ptynnosci btony.
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12. Kompleksy cyny z kwasem sulfobenzoesowym (Snsbz) oddziatuja z polarnymi
,»gtowami” lipidow btonowych, prawdopodobnie sa obecne w hydrofilowym obszarze
btony. Znaczaco zmieniajg upakowanie (uwodnienie) lipidow. Zmieniajg plynnos¢
btony.

13. Zwiazki Snsbz oddziatuja z DPPC tworzac wigzanie Sn-OP albo wigzanie wodorowe
O-H ...O- P pomigdzy czasteczka H,O przytaczong do atomu Sn zwigzku a atomem O
z grupy fosforanowej DPPC.

Mozliwosci praktycznego wykorzystania uzyskanych wynikow.

Wyniki przeprowadzonych badan powinny poméc w zaprojektowaniu sktadu bardziej
skutecznych $rodkow przeciwgrzybiczych, przeciwbakteryjnych i przeciwnowotworowych.
Badania wnoszg zatem istotny wklad w poszukiwania nowych, skutecznych i tanich
zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych. W planach, czes¢ w trakcie realizacji, sa badania
majace na celu okreslenie mechanizmu dziatania opisanych zwigzkoéw, m.in. zdolnosci do
wywotania apoptozy komoérek nowotworowych i wpltywu na cykl komoérkowy. Pierwsza
praca dotyczaca powyzszych zagadnien pt. ,,Complex of platinum(ll) with tris(2-
carboxyethyl)phosphine induces apoptosis in canine Ilymphoma/leukemia cell lines”
(autorzy: M. Henklewska, A. Pawlak, H. Pruchnik, B. Obminska-Mrukowicz) zostata przyjeta
do druku: Anticancer Research 37: 539-546 (2017).
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5. Omoéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

Tematyka badan realizowanych przed uzyskaniem stopnia doktora

Swoja praca naukowag rozpoczgtam w Katedrze Fizyki 1 Biofizyki, Akademii

Rolnicze; we Wroctawiu (obecnie Uniwersytet Przyrodniczy) we wrzesniu 1995 roku po

uzyskaniu tytulu magistra fizyki na Uniwersytecie Wroctawskim. W Katedrze zostalam

zatrudniona na stanowisku asystenta i przez pierwsze lata zajmowatam si¢ badaniem wptywu

metaloorganicznych zwigzkow cyny 1 otowiu na blony erytrocytow (w ramach projektow

badawczych realizowanych przez Katedre). Celem prowadzonych badan bylo sprawdzenie
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toksyczno$ci badanych zwigzkéw w zalezno$ci od ich budowy i wyjasnienie mechanizmu
dziatania tychze zwigzkéw na organizm. Obiektem badan byly krwinki czerwone, ktore
modyfikowano zwigzkami metaloorganicznymi cyny i otowiu. Jako miare toksycznosci
badanych zwigzkow przyjeto takie ich stgzenie, ktoére powodowato hemolize 50%
erytrocytow. Pomiary wykonywano metoda spektrofotometryczng dla rdznego czasu
inkubacji (0-4 h). Sprawdzono réwniez, jak i czy zmieni si¢ aktywno$¢ hemolityczna
badanych zwigzkow w obecnosci réznych kationow. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze sposrod badanych zwigzkow bardziej toksyczne sg metaloorganiczne zwiazki
otlowiu w poréwnaniu ze zwigzkami cyny, a w szeregu homologicznym zwigzkéw danego
rodzaju toksycznos$¢ hemolityczna wzrasta wraz z hydrofobowoscia zwigzku. Wykazano
takze, ze zwigzki metaloorganiczne zmieniaja ptynnos¢ blony erytrocytow (pomiary metoda
fluorymetryczng) a ochrona bton biologicznych przed ich toksycznym dziataniem jest
mozliwa dzigki obecno$ci odpowiednich kationéw, co Sprzyja ochronie bton biologicznych
przed toksycznym dzialaniem tych zwigzkéw. Wyniki powyzej opisanych badan zostaly
zaprezentowane na konferencji (doniesienie konferencyjne nr 1, zat. 3a) i opublikowane w
trzech pracach [A1-A3].

Od 1998 roku rozpoczetam badania wchodzace w zakres mojej pracy doktorskiej , pt.”
Wplyw wybranych metaloorganicznych zwigzkow cyny na przejscia fazowe i strukture bifon
modelowych”. Tematyka prowadzonych badan nadal byla zwigzana z projektami
realizowanymi w Katedrze, takimi jak: ,,Rola przeciwjonow w biologicznej aktywnosci
zwigzkow amfifilowych” (kierownik prof. Bozenna Rozycka-Roszak) i ,,Dziatanie zwigzkéw
organicznych cyny i olowiu na btony oraz zapobieganie toksycznym wplywem tych zwigzkow”
(kierownik prof. Stanistaw Przestalski). Przedmiotem moich zainteresowan pozostaty zwiazki
metaloorganiczne cyny, a dodatkowo wilaczone zostaty surfaktanty. Zmienit si¢ natomiast
obiekt badawczy 1 metody badawcze. Jako modelu blony uzyto liposomow, ktore byty
formowane z réznego rodzaju lipidéow 1 dodatkowo wzbogacone cholesterolem. Pomiary
zostaly wykonane przy uzyciu réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) 1 magnetycznego
rezonansu jadrowego (*H NMR, 1p NMR). Zwigzki cynoorganiczne uzyte do badan mozna
przedstawi¢ za pomoca ogolnej formuly: R,SnX,,, gdzie R- rodnik alkilowy (metyl, etyl,
propyl, butyl) lub arylowy (fenyl), X — Cl, a n=1, 2, 3, 4. Celem mojej pracy byto zbadanie
wpltywu wybranych metaloorganicznych zwigzkoéw cyny na przejscia fazowe modelowych
bton fosfolipidowych, a w szczegélnosci wyjasnienie ich lokalizacji w blonie oraz

wyjasnienie wptywu na struktur¢ blony. Zakres pracy obejmowal badania oddzialywan
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metaloorganicznych zwigzkéw cyny z modelowymi blonami w zalezno$ci od: struktury
zwigzku (rodzaju i liczby przytaczonych do metalu grup organicznych oraz dlugosci
tancuchow alkilowych); r6znego rodzaju bton; warunkoéw srodowiska (oddziatywanie z blong
bez 1 w obecnosci surfaktantow). Badania kalorymetryczne i spektroskopowe pokazaty, ze
metaloorganiczne zwigzki wplywaja na wlasciwosci i strukture modelowych bton lipidowych.
Alkilowe zwiazki cyny obnizaty temperatur¢ zarowno podprzejécia (Ts) i przedprzejscia (Tp)
jak 1 gtownego przejscia fazowego (Tn) DPPC. Efekty tych zmian zalezaly od struktury
zwigzku, tzn. od rodzaju i liczby grup organicznych oraz od dlugosci tancucha alkilowego.
Tetraalkilowe zwigzki cyny (TTAT) wykazywaly znacznie mniejszy wplyw na przejscia
fazowe anizeli trialkilowe (TAT), a zmiany ptynnosci blony byly tym wigksze im dtuzszy byt
rodnik alkilowy. Fenylowe zwigzki cyny (PhT) powodowaly obnizenie albo podwyzszenie Ts,
Ty oraz Tr, zaleznie od liczby grup fenylowych: trifenylochlorocyna (TPhT) znacznie bardziej
obnizala temperatur¢ glownego przejScia fazowego anizeli tetrafenylocyna (TTPhT),
natomiast difenylodichlorocyna (DPhT) nieznacznie podwyzszala temperature glownego
przejscia fazowego zarowno czystego DPPC jak i DPPC z cholesterolem. W obecnos$ci
surfaktantow (halogenkow dodecylotrimetyloamoniowych, DTAX; X= Cl, Br, J) efekt
dziatania zwigzkow metaloorganicznych zalezat od rodzaju i stezenia przeciwjonu. DTACI
obnizal temperatur¢ gtdéwnego przejscia fazowego bton modyfikowanych TPhT i DPhT, a
bromek i jodek DTABr i DTAI nieznacznie zmieniaty Ty, bton modyfikowanych TPhT i
DPhT. Na podstawie uzyskanych wynikow z DSC i NMR stwierdzono, ze TTAT stabo wigza
si¢ z btong i nie powodujg zaburzen w czesci hydrofobowej, a TAT prawdopodobnie
cze$ciowo lokuja si¢ w hydrofobowej czesci blony. TTPhT prawdopodobnie nie wbudowuje
si¢ w glagb dwuwarstwy ani nie zaburza jej struktury, DPhT prawdopodobnie lokuje si¢ na
powierzchni blony 1 powoduje powstawanie fazy grzebieniowej (,,interdigitated gel phase”), a
TPhT prawdopodobnie cze¢sciowo wbudowuje sie w glagb dwuwarstwy 1 indukuje
powstawanie odwroconych faz heksagonalnych. Ponadto, dodatek surfaktantéw moze
zmniejszy¢ zdolnos¢ PhT cyny do indukowania zmian strukturalnych w btonie (powstawanie
fazy grzebieniowej i odwroconej fazy heksagonalnej). Wyniki badan zostaly dokladnie
omoéwione w mojej rozprawie doktorskiej, przedstawione na kilku konferencjach (doniesienia

konferencyjne: 2-8, zat. 3a) i opublikowane w szesciu pracach [A4-A9].

Tematyka badan realizowanych po uzyskaniu stopnia doktora.
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Po uzyskaniu stopnia doktora nadal uczestniczytam w badaniach prowadzonych w
Katedrze (w ramach kolejnych grantow), ktorych wspolnym celem bylo sprawdzenie skutkow
dziatania r6znych substancji na btony biologiczne. Rownolegle, we wspotpracy z jednostkami
z innych uczelni (Wydzial Chemii oraz Wydzial Nauk Biologicznych - Uniwersytet
Wroctawski, Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej w Sosnowcu -
Uniwersytet Medyczny w Katowicach, Instytut Chemii Fizycznej - Czeska Akademia Nauk,
Wydzial Weterynarii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu), zajmowatam si¢ nowo
otrzymanymi kompleksami metali o wlasciwosciach cytostatycznych.

Pierwsza grupa zwiazkow, nad ktorg rozpoczetam badania jeszcze przed obrong pracy
doktorskiej byty surfaktanty z grupy czwartorzgdowych soli amoniowych. Zwiazki te sa
wykorzystywane w réznych dziedzinach gospodarki i przemystu, przy wytwarzaniu tkanin,
jako $rodki antyelektrostatyczne i zmiekczajace, w budownictwie i ochronie drewna, jako
biocydy. Powszechnie sg stosowane w gospodarstwie domowym, jako podstawowe sktadniki
srodkdw myjacych, pioracych i dezynfekujacych, a takze w rolnictwie, np. sktadniki
herbicydow, w farmacji, jako $rodki grzybo- glono- i bakteriobojcze. Badanymi przeze mnie
zwigzkami byly gtownie halogenki dodecylotrimetyloamoniowe (DTAX, X= CI, Br, I) i w
znacznie mniejszym stopniu: halogenki benzylododecylodimetyloamoniowe (DBzAX) oraz
krotkotancuchowe halogenki benzylotrimetyloamoniowe (BzTAX). Oddzialtywania tych
zwigzkow z modelowymi blonami lipidowymi i lipidowo-cholesterolowymi analizowano
przy uzyciu metod kalorymetrycznych i 'H NMR. Dodatkowo, aby uwypukli¢ wpltyw
przeciwjonéw na struktur¢ wody, surfaktanty dodawano badz do ,fazy wodnej” (po
uformowaniu liposomoéw) badz do ,fazy lipidowej” (liposomy formowano w obecnos$ci
surfaktantow). Metodg izotermicznego miareczkowania Kkalorymetrycznego (ITC)
obserwowano proces wbudowywania si¢ surfaktanta w dwuwarstwe lipidowa az do
solubilizacji blony. Metoda ta polega na dodawaniu jednego reagenta do drugiego i pomiarze
efektu cieplnego w funkcji dodanego czynnika miareczkujacego. Poczatkowa czes$¢ krzywe;j
kalorymetrycznej odpowiada procesowi wbudowywania si¢ zwigzku do liposomu, w
przyblizeniu w punkcie CMC (krytyczne st¢zenie micelarne) krzywe wykazuja zatamanie 1
rozpoczyna si¢ proces solubilizacji. Metodg réznicowej kalorymetrii skaningowej sprawdzono
wplyw tych zwiazkoéw na termotropowe parametry btony (Tm, Tp, Ts, i AH). Wyniki z DSC
pokazaty, ze DBzAX znacznie bardziej niz DTAX zaburzajg glowne przejscie fazowe DPPC.
Pomiary kalorymetryczne (DSC, ITC) i spektroskopowe wykazaly, Zze oddziatywania

surfaktantow z danej grupy z modelowymi btonami zalezg od rodzaju przeciwjonu, sposobu
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wprowadzenia zwigzku do liposomow oraz sktadu lipidowego dwuwarstwy. Rodzaj
przeciwjonu miat wptyw na powstawanie domen i glebokos¢ wbudowywania zwigzkow do
dwuwarstwy (szczegdlnie grupy benzylowej DBzAX). Zwigzki bromkowe powodowatly
destabilizacje btony przy stezeniach nizszych, anizeli te zawierajace chlorki jako przeciwjony.
Przyczyna tego jest prawdopodobnie rézny wptyw tych jonéw na struktur¢ wody. Wyniki
badan zostaty zaprezentowane na konferencjach (doniesienia konferencyjne nr 11 i 14; zal.
3a) i opublikowane w dwoch pracach [A10, A11].

Kolejnymi badanymi przeze mnie zwigzkami byly nowo otrzymane surfaktanty z grupami
cukrowymi. Zwigzki te zsyntetyzowano na Uniwersytecie w Parmie, w zespole prof. Emilii
Fisicaro oraz w zespole prof. Kazimiery Wilk na Wydziale Chemicznym Politechniki
Wroctawskiej.  Surfaktanty cukrowe wykazuja korzystne wiasciwosci, sa przyjazne dla
srodowiska, nisko toksyczne i biodegradowalne, co zwigksza ich potencjalne zastosowanie
farmaceutyczne, np. w terapii genowej. Prowadzone sg liczne badania w celu znalezienia nie-
wirusowych no$nikéw genoéw (non-viral vectors), poniewaz stosowanie wirusow do
transportu  DNA wigze si¢ z duzym ryzykiem wystagpienia niekorzystnych reakcji
immunologicznych. Wydaje si¢, co potwierdzily wstgpne badania prowadzone w ramach
wspoOtpracy z zespotem prof. Emilii Fisicaro z Wloch, ze kationowe surfaktanty zawierajace
grupy cukrowe moga wykazywaé zdolnos¢ do przenoszenia DNA. Okazato si¢, ze jeden z
surfaktantow z grupy amfifilowych pochodnych N,N dimetylo-1,2-etylenodiaminy jest zdolny
do transfekcji DNA. Pierwszy etap procesu transfecji DNA do komoérek zwigzany jest z
oddziatywaniem surfaktantow z DNA i tworzeniem przez nie agregatoéw na powierzchni
DNA. Agregaty te majg strukture podobng do miceli (micelle-like aggregates). Dlatego
badania nasze dotyczyly procesu micelizacji, wlasciwosci konformacyjnych czasteczek
surfaktantow w roztworach, a w dalszym etapie oddziatywania surfaktantow z btonami i
DNA. Badania prowadzono w ramach dwoch projektow, pierwszego, pt. ,,Badania nowo
zsyntetyzowanych surfaktantow cukrowych w aspekcie ich zastosowania do przenoszenia
DNA do komorek”, ktorego bytam kierownikiem (finansowany ze srodkéw wilasnych uczelni)
i grantu MNiISW: | Kationowe surfaktanty cukrowe otrzymywane w oparciu o odnawialng
baze¢ surowcowq” (kierownik prof. Rozycka-Roszak), gdzie bytam jednym z wykonawcow.
W ramach pierwszego grantu metoda ITC przeprowadzitam badania agregacji N-dodecylo-
N,N-bis[3-D-glukonyloamido)propylo]laminy (C;,DGA) oraz N-dodecylo-N,N-bis[3-D-
laktobionyloamido)propylo]aminy (C1,DLA) w roztworze wodnym wyznaczytam krytyczne
stezenie micelarne (CMC) dla tych zwigzkéw. Metoda DSC zbadatam oddziatywania
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C12DGA i C1,DLA z dwuwarstwami lipidowymi formowanymi z fosfatydylocholiny (DPPC,
DMPC), bez i z dodatkiem cholesterolu. Okazato si¢, ze zmierzone CMC dla C;,DLA i
C12DGA sg bardzo zblizone, prawdopodobnie obecnos¢ dwoch pierscieni w podwojnej
glowie C;2DLA utrudnia nieco proces agregacji micelarnej w pordéwnaniu z CoDGA.
Zwigzek C1,DGA wykazywal znacznie wigkszy wpltyw uplynniajacy na dwuwarstwe
fosfatydylocholinowa niz C;2DLA, co jeszcze bardziej bylo widoczne dla ukladu
DPPC/cholesterol. W ramach drugiego grantu, metodg fluorymetryczng, przy uzyciu trzech
znacznikow fluorescencyjnych (Laurdan, Prodan i DPH), zbadatam wptyw bromkéw 2-
(alkilodimetyloamonio)etyloglukonamidéow RMe,;N*CH,CH,NHC(=0)(CHOH)4CH,0H (R =
ChHan+1, n= 10, 12, 14 albo 16), w skrécie oznaczane C,GAB, na plynnos¢ i uporzadkowanie
dwuwarstwy lipidowej. Pomiary byly prowadzone w réznych temperaturach, ponizej i
powyzej glownego przejScia fazowego DPPC. Badane surfaktanty nieznacznie zmieniaty
ptynno$¢ obszaru hydrofobowego dwuwarstwy, efekt zalezal od dlugosci tancucha
alkilowego n=10<12<14<16. Okazalo si¢ rowniez, ze CnGAB bardzo efektywnie kondensuja
DNA, co sprawia, ze s3 one obiecujagcymi kandydatami do potencjalnego wykorzystania ich
w terapii genowej. Wyniki badan dotyczace surfaktantow cukrowych zaprezentowano na
czterech konferencjach (doniesienia konferencyjne: 18, 20, 22, 27; zat. 3a) i opisano w dwoch
publikacjach [A12, A13].

W latach 2004-2007 uczestniczytam w projekcie MNiSW pt: ,,Ochrona uktadow
biologicznych przed stresem oksydacyjnym przez nowe substancje z funkcjg antyoksydantu”
(kierownik prof. Halina Kleszczynska). Przedmiotem badan byty N-tlenki trzeciorzgdowych
amin, syntezowane na Wydziale Chemii Politechniki Wroctawskiej, jako potencjalnie
aktywne przeciwutleniacze biatek 1 tluszczow, ktéore mozna byloby wykorzystaé, np. w
przemysle kosmetycznym, zywieniowym. W celu przyblizenia molekularnego mechanizmu
oddziatywania N-tlenkow z btong biologiczng sprawdzitam wptyw wybranych zwigzkow na
przejscia fazowe DPPC. Rezultaty badan byly prezentowane na dwoch migdzynarodowych
konferencjach (doniesienia konferencyjne nr 13 i 15; zal. 3a) oraz przedstawione w trzech
publikacjach [A14-A16].

Bardzo duzg grupg badanych substancji o wiasciwosciach antyoksydacyjnych byty
zwigzki 1 ekstrakty polifenolowe uzyskane z réznych czgsci roslin, takich jak owoce, liscie
czy tez korzenie. Ekstrakty wyekstrahowano oraz przeprowadzono analizg iloSciowa i
jakosciowa frakcji zwigzkéw polifenolowych w nich zawartych w Katedrze Technologii

Owocow, Warzyw i Zboz Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, w zespole prof. Jana
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Oszmianskiego. Badania prowadzone byly w ramach trzech grantéw MNiSW, w latach 2008-
2014: ,,Ochronny wplyw ekstraktow roslinnych na uktady biologiczne narazone na dziatanie
promieniowania” i ,, Ochrona organizmow zywych przed wolnymi rodnikami przez naturalne
substancje polifenolowe”, pod kierownictwem prof. Haliny Kleszczynskiej oraz
,Oddziatywanie polifenoli roslinnych z modelowymi i naturalnymi btonami biologicznymi w
aspekcie nanotechnologii”, kierownik dr hab. Dorota Bonarska-Kujawa. Celem powyzszych
projektow bylo sprawdzenie wiasciwosci ochronnych, m.in. przeciwuleniajacych, nowo
otrzymanych ekstraktow roslinnych oraz wyjasnienie molekularnego oddziatywania polifenoli
z blong biologiczng na podstawie zmian jej wiasciwosci. W ramach mojego zadania
badawczego sprawdzitam wplyw ekstraktow 1 wybranych pojedynczych zwigzkéw
polifenolowych na lipidowe modele bton. Tym modelem byly liposomy wielowarstwowe i
jednowarstwowe utworzone z jednego rodzaju syntetycznego lipidu (DPPC, DMPC) z
dodatkiem lub bez cholesterolu albo z mieszaniny lipidow (lecytyna jajeczna). Przy uzyciu
metody kalorymetrycznej (DSC) i fluorymetrycznej analizowatam wplyw poszczegélnych
substancji na plynno$¢ i przejScia fazowe modelowych bton. Wykonatam pomiary dla
ekstraktow z owocow truskawki, aronii, borowki niskiej i wysokiej, jabtoni, z owocow wisni
w postaci nanoczgstek inkapsulowanych z dodatkiem maltodekstryny lub inuliny, a takze dla
ekstraktow z owocow 1 liSci czarnej porzeczki, jagody lesnej i1 jagody kamczackiej, z tusek 1
todygi gryki oraz z korzenia tarczycy bajkalskiej. Sprawdzilam rowniez wptyw kwasu
chlorogenowego (gltéwny skladnik ekstraktu z jabtek), pelargonidyno-3-O-glukozydu
(dominujacy sktadnik ekstraktu z owocow truskawki) i cyjanidyno-3-O-galaktozydu (sktadnik
ekstraktu z owocdw aronii) na przejscia fazowe DMPC, DPPC 1 DPPC/cholesterol. Uzyskane
wyniki pokazaty, ze badane ekstrakty i zwigzki nieznacznie zmieniaty parametry btony, takie
jak temperatura przedprzejscia (Tp), temperatura (Tm) | entalpia (AH) oraz kooperatywnos¢
(AT1p) glownego przejscia fazowego. Analiza tych zmian w powigzaniu z rezultatami z badan
fluorymetrycznych pozwala sadzi¢, ze polifenole zawarte w ekstraktach nie zmieniajg
znaczaco plynno$ci btony i nie wnikaja do jej hydrofobowej czg$ci. Zmieniaja natomiast
upakowanie gloéwek polarnych lipidow, czyli sa obecne w hydrofilowym obszarze
dwuwarstwy lipidowej zarowno w fazie zelu jak 1 w fazie ciektokrystalicznej. Interesujaca
jest korelacja pomiedzy wiasciwosciami przeciwutleniajacymi danej substancji, a jej
prawdopodobng lokalizacja w btonie. Ot6z, wicksze zmiany w hydrofilowej czeéci blony
powodowaty te zwiazki i1 ekstrakty, ktore sg dobrymi antyoksydantami (ich aktywnos$¢ byla

poréwnywalna albo wigksza w stosunku do Troloxu). Wyniki pomiarow zostaly opisane w 9
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publikacjach [A17-A25] i zaprezentowane na 24 konferencjach (doniesienia konferencyjne:
17,19, 21, 23-26, 28-35, 37, 39-41, 43-47; zal. 3a). Czes$¢ badan dotyczaca ekstraktow z gryki
oraz z tarczycy bajkalskiej zostata zawarta w pracy doktorskiej dr Aleksandry Wtoch, ktorej
bylam promotorem pomocniczym. Obrona pracy doktorskiej pt: "Wphw ekstraktow z
wybranych gatunkow roslin na wlasciwosci modelowych bton biologicznych” odbyta sie¢
24.11.2016 na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego 1 zostala
zatwierdzona przez Rade Wydziatu 22.12.2016.

Nie wszystkie moje badania dotyczace cytostatycznych kompleksow metali zostaty

wlaczone do rozprawy habilitacyjnej. Przykladem takich zwiazkow sa {2-[4-

(dimethyloamino)fenyloazo]benzoesano}tributylocyna(lV) [Sn(C4Hy-n);{O0OC-2--
CeHaN=NCsH;N(CHz3)2-4}] - TBTA oraz {2-[4-
(dimetyloamino)fenyloazo]benzoesano}trifenylocyna(1V), [Sn(CsH5)3{OO0C-2-
CsHisN=NCgH4N(CHj3),-4}] — TPhTA, przedstawione na rysunku nr 13.
TBTA TPhTA
HsC

CHj

NI’CHs

CH3

Rys.13 Struktury cynoorganicznych zwiazkow: TBTA i TPhTA

Zbadatam wptyw tych komplekséw nie tylko na lipidowe modele blon (DPPC, DMPC), ale
na erytrocyty i btony erytrocytow. Pomiary wykonano przy zastosowaniu kilku metod:
fluorymetrycznej, spektroskopii w podczerwieni, *H i 3P NMR, mikroskopii optycznej i
elektronowej oraz DSC. Na podstawie analizy ksztalttow krwinek modyfikowanych
cynoorganicznymi zwigzkami stwierdzono, ze kompleksy te lokujg si¢ gldwnie w zewnetrzne;j
monowarstwie dwuwarstwy lipidowej blony erytrocytow gdyz erytrocyty zmieniaja ksztatt z
dyskocytarnego na echinocytarny. Badane kompleksy cyny dziatajg destrukcyjnie na btong
erytrocytow, powoduja hemoliz¢ czerwonych krwinek dopiero w stezeniach okoto
dziesigciokrotnie wyzszych od tych, ktére powodowaly Smier¢ 50% komorek

nowotworowych (A549 i HCV29T). W stosunku do krwinek czerwonych bardziej toksyczny
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okazal si¢ TBTA w poréwnaniu z TPhTA [artykul w przygotowaniu]. Spektroskopia w
podczerwieni wykazata, ze zwigzki te lokalizujg si¢ gldéwnie w polarnej czgsci dwuwarstwy
lipidowej. Gtéwne zmiany sa widoczne dla drgan rozciagajacych w grupie C-O-P-O-C.
Praktycznie nie ma zmian w obszarze niepolarnym, poniewaz nie obserwujemy zmian ani
czestotliwosci drgan, ani intensywnosci sygnatu grup CH tancuchow alkilowych lipidu.
Podobne wnioski wynikaja z badan przy zastosowaniu metody *P i 'H NMR.
Prawdopodobne jest, ze powstaje wigzanic pomi¢dzy atomem tlenu grupy fosforanowej

fosfolipidu i atomem cyny TBTA, co schematycznie przedstawia rysunek nr 14.
Hsc:N_@—N:N@
H;C o~
H3C: T
RN CHs
HaC \/\/\/W\/\/\QO ;Sln\/\/
@) O
s
0 -g/ Yo
H c-/\/\/\/\/\/\/_/ Hs
? N &N;

Rys. 14 Schematyczne przedstawienie interakcji TPhTA-DPPC.

Ze wzgledu na bardzo szerokie spektrum dziatania przeciwgrzybicznego i dobre wlasciwosci
antyrakowe, warto wspomnie¢ o metaloorganicznych zwiagzkach cyny, takich jak: bromek
(tributylostannokso-4-oksobutylo)(trifenylo)fosfonowy

[Sn(C4Hg)3:{OOCCH,CH,CH,P(CgHs)3}]Br i chlorek (trifenylostannokso-4-
oksobutylo)trimetyloamoniowy [Sn(CgH5)3{ OOCCH,CH,CH,;N(CH3)3}]ClI. Badania
mikologiczne przeprowadzone przez zespot prof. Stanistawa Utaszewskiego (wydziat Nauk
Biologicznych, Uniwersytet Wroctawski) w odniesieniu do wybranych szczepow grzybow
plesniowych (U. chartarum, C. cladosporioides, T. viridae, P. notatum, A. alternata, A.
flavus, A. niger, R. nigricans, C. globosum), licznej grupy grzybow drozdzopochodnych (C.
neoformans, C. famata, T. cutaneum, G. candidum, R. rubra, C. albicans, C. glabrata, C.
krusi) 1 dermatofitow (S. brevicaulis, T. rubrum, T. tonsurans, T. mentagrophytes, E.
floccosum, A. fumigatus, M. plumbeus) wykazaly grzybostatyczne i grzybobodjcze dziatanie
badanych komplekséw cyny. Ich aktywnos$¢ przeciwgrzybiczna byla nizsza (dla bromku) lub
poréwnywalna (dla chlorku) od aktywnosci tributylo(2-sulfobenzoesano)cyny(1V) o wzorze
[Sn(C4Hg)3{03SCcH4,COOH-2}] (TBTsbz — opisany w pierwszej czgsci autoreferatu).
Zwigzek TBTsbz byt Znacznie bardziej aktywny niz
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[Sn(C4H9)3{OOCCHQCHQCH2P(06H5)3}]Br i

przeciwko szczepom grzybow drozdzopodobnych,

[Sn(CeH5)3{OOCCH,CH,CH,N(CHj3)3}ClI
a takze mial wyzsza aktywnos¢
przeciwgrzybiczg niz bromek w przypadku grzyboéw nitkowatych [A26, A27]. Widzimy, ze
biologiczna aktywno$¢ cynoorganicznych zwigzkéw zalezy gtownie od dodatnio natadowane;j
grupy [RsSn]”, a takze od rodzaju liganda X. Stad wieksza aktywno$¢ grzybobdjcza TBTsbz
mozna wyjasni¢ obecnoscig liganda X=0OOCCsH4SOsH. Przyktadem zwiazkéw, ktore nie
wykazywaly znaczgcej aktywnosci biologicznej byty bromek tris(2-cyjanoetylo)cyny(l1V) -
[Sn(CH,CH,CN)3Br] i jodek tris(2-cyjanoetylo)cyny(IV) - [Sn(CH,CH,CN)3l] opisane w
pracy [A28]. Interesujgce sg za to wlasciwosci nowo otrzymanych kompleksow rodu(IIl) i
irydu(111) z tris(2-karboksyetylo)fosfing P(CH,CH,COOH)3. Zwiazki te wykazuja aktywno$¢
przeciwnowotworowa wzgledem wielu linii nowotworowych, np.: Sk-mel (czerniak
ztosliwy), Colo-829 (czerniak ztosliwy), C-32 (amelanotyczny czerniak), MCF7 (potrojnie
pozytywny rak piersi), MDA-MB-231 (potrojnie negatywny rak piersi). Efektywnosc¢
zwigzkow Ir wzgledem MDA-MB-231 jest znacznie wigksza (IC50=7.8+1 uM) niz aktywno$¢
cis-diaminadichloroplatyny(ll)  (1Cs0=61+7 uM),
(IC50=67+7uM) [A29].

Zbadane zostaty struktura i wtasciwosci rzadkich kompleksow dwurdzeniowych Rh(IT)Rh(III)

a kompleksu rodu poréwnywalna

>* z mostkowymi ligandami
[Rha(p-

z bezposrednim wigzaniem Rh-Rh zawierajacych rdzen Rhy
atanoimidoamidanowymi: [Rh2(u-HN(HN=)CCHj3)4(H,0),]C1-H20 i
HN(HN=)CCHj3)4(DMSO0)]CI [A30].

CHs

i

CHjy

NH

T+

3C\

0
[l
s

CH;,

z;i«

Rys. 15. Struktura komplekséw dwurdzeniowych Rh(IT)Rh(I11).

CH,

CH3

T+

Zwigzki te mogg by¢ interesujgce, poniewaz majg strukture (rys. 15) analogiczng jak
kompleksy karboksylanowe Rh(Il) z rdzeniem [Rhy(u-OOCR)4L;] (R = alkil, aryl, L = ligand

skoordynowany przez atom O, N, S, P) wykazujace znaczng aktywnos$¢
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przeciwnowotworowa. Rezultaty badan dotyczace wspomnianych powyzej zwigzkéw metali

byly prezentowane na konferencjach (doniesienia konferencyjne: 9, 12, 44; zal. 3a) albo
opisane w publikacjach [A26-A30].

Publikacje niewchodzace w sklad doniesienia naukowego:

Al.

A2.

A3.

A4,

AS.

AG.

AT.

A8.

AO9.

Al0.

All.

Al2.

Al3.

Kleszczynska H., Htadyszowski J., Pruchnik H. and Przestalski S. (1997)
Erythrocyte hemolysis by organic tin and lead compounds. Zeitschrift fiir
Naturforschung 52c, 65-69

Kleszczynska H., Pruchnik H. and Przestalski S., (1998) Electrostatic inhibition of
hemolysis induced by organotin compounds. Biochem. Mol. Biol. Int. 44 (2) 305-313.
Langner M., Gabrielska J., Kleszczynska H. and Pruchnik H. (1998) Effect of
phenyltin compounds on lipid bilayer organization. Applied Organometallic
Chemistry, 12 (2), 99-107.

Roézycka-Roszak B., Pruchnik H. and Kaminski E. (2000) The effect of some
phenyltin compounds on the thermotropic phase behaviour and the structure of model
membranes. Applied Organometallic Chemistry, 14, 465-472.

Rozycka-Roszak B., Pruchnik H. (2000) Effect of Counterions on the Influence of
Dodecyltrimethylammonium Halides on Thermotropic Phase Behaviour of
Phosphatidylcholine Bilayers. Zeitschrift fiir Naturforschung 52c, 240-244.
Rozycka-Roszak B., Pruchnik H. (2000) Influence of dodecyltrimethylammonium
halides on thermotropic phase behaviour of phosphatidylcholine/cholesterol bilayers .
Zeitschrift fiir Naturforschung 52¢,753-757.

Rozycka-Roszak B., Pruchnik H. (2001) The effect of phenyltin chlorides on the
phase polymorphism of DPPC. Applied Organometallic Chemistry, 15, 233-235.
Roézycka-Roszak B., Pruchnik H., Mucha A. (2000) Oddziatywanie halogenkow
dodecylotrimetyloamoniowych z  liposomami lecytynowymi i lecytynowo-
cholesterolowymi, Prace Naukowe Instytutu Technologii Organicznej i Tworzyw
Sztucznych Politechniki Wroctawskiej, nr 48, Seria : Konferencje, Surfaktanty i
uktady zdyspergowane w teorii i praktyce, nr 22, 233-236.

Rozycka-Roszak B., Pruchnik H. (2001) Oddziatywanie czwartorzedowych soli
amoniowych z blonami modelowymi, Czwartorzgdowe sole amoniowe 1 obszary ich
zastosowania w gospodarce, wyd. Instytut Technologii Drewna, 179-187, Poznan
2001.

Roézycka-Roszak B., Pruchnik H. (2001) Influence of dodecyltrimethylammonium
halides on interaction of phenyltin compounds with model membranes. Zeitschrift fiir
Naturforschung 56 ¢, 623-628

Rozycka-Roszak B., Przyczyna A., Misiak P., Pruchnik H. (2006) The influence of
cholesterol on the interaction between N-Dodecyl-N,N-dimethyl-N-benzylammonium
halides and phosphatidylcholine bilayers. Zeitschrift fiir Naturforschung 61c (3-4),
302-308.

Fisicaro E. , Compari C. , Biemmi M., Duce E., Peroni M., Donofrio G., Sansone F.,
Rozycka-Roszak B., Pruchnik H., Barbero N., Viscardi G. and Quagliotto P. (2008)
Thermodynamics and Biological Properties of the Aqueous Solutions of New
Glucocationic Surfactants. Journal of Physical Chemistry B 112 (31), 9360-9370
Misiak P., Wilk K.A., Kral T., Wozniak E., Pruchnik H., Frackowiak R., Hof M.,
Rozycka-Roszak B. (2013) New gluconamide-type cationic surfactants: Interactions
with DNA and lipid membranes. Biophysical Chemistry 180-181, 44-54.

36



Zatacznik 2a

Al4.

Al5.

AlG6.

Al7.

Al8.

Al9.

AZ20.

A21.

A22.

A23.

A24.

A25.

A26.

Hanna Pruchnik

Kleszczynska H., Bonarska D., Pruchnik H. (2005) Krzysztof Bielecki, Andrzej
Piasecki, Jacek Luczynski, and Janusz Sarapuk, Antioxidative Activity of New N-
Oxides of Tertiary Amines: Membrane Model and Chromogen Studies. Zeitschrift fiir
Naturforschung 60c, 567-571.

Kleszczynska H., Bielecki K., Sarapuk J., Bonarska-Kujawa D., Pruchnik H., Trela
Z. and Luczynski J. (2006) Biological activity of new N-oxides of tertiary amines.
Zeitschrift fiir Naturforschung 61c, 715-720.

Bonarska-Kujawa D., Kleszczynska H., Pruchnik H., Luczynski J. and Sarapuk J.
(2007) Influence of structural features of some novel N-oxides on their biological
activities. Surfactants and Dispersed Systems in Theory and Practice 407-410.
Bonarska-Kujawa D., Pruchnik H., Dudra A., Sarapuk J., Oszmianski J.,
Kleszczynska H. (2008) Oddziatywanie polifenolowych ekstraktow owocowych z
btonami naturalnymi i lipidowymi. Blony Biologiczne. Monografia pod red. J.
Gabrielskiej i P. Misiaka, Oficyna Wydawnicza PWr, ISBN 978-83-926758-0-8, 331-
336.

Bonarska-Kujawa D., Pruchnik H. (2011) Oszmianski J., Sarapuk J., Kleszczynska
H., Changes Caused by Fruit Extracts in the Lipid Phase of Biological and Model
Membranes. Food Biophysics 6 (1) , 58-67.

Bonarska-Kujawa D., Pruchnik H. and Kleszczynska H. (2012) Interaction of
selected anthocyanins with erythrocytes and liposome membranes. Cellular and
Molecular Biology Letters 17, 289-308.

Bonarska-Kujawa D., Pruchnik H. Oszmianski J., Bagkowska-Barczak A. (2013) The
interaction effects of cherry extracts microencapsulated with maltodextrin or inulin
with biological membrane. Monografia: “Ziotolecznictwo, Biokosmetyki, Zywno$é
funkcjonalna”. red. I. Wawer, T. Trziszka, ISBN:978-83-64457-00-5, 97-114.
Pruchnik H., Bonarska-Kujawa D., Kleszczynska H. (2014) Effect of chlorogenic
acid on the phase transition in phospholipid and phospholipid/cholesterol membranes.
Journal of Thermal Analysis and Calorimetry 118 (2), 943-950

Cyboran S., Bonarska-Kujawa D., Pruchnik H., Zylka R., Oszmianski J.,
Kleszczynska H. (2014) Phenolic content and biological activity of extracts of
blackcurrant fruit and leaves. Food Research International 65, 47-58.
Bonarska-Kujawa D., Pruchnik H., Cyboran S., Zytka R., Oszmiafski J.,
Kleszczynska H. (2014) Biophysical Mechanism of the Protective Effect of Blue
Honeysuckle (Lonicera caerulea L. var. kamtschatica Sevast.) Polyphenols Extracts
Against Lipid Peroxidation of Erythrocyte and Lipid Membranes. Journal of
Membrane Biology 247 (7), 611-25.

Pruchnik H., Wtoch A., Zytka R., Oszmianski J., Kleszczynska H. (2015) Interaction
of skullcap (Scutellaria baicalensis Georgi) and buckwheat (Fagopyrum esculentum
Moench) extracts with lipid bilayers. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry
121 (1), 475-484.

Wioch A., Strugata P., Pruchnik H., Zytka R. Oszmianski J., Kleszczyfiska H. (2016)
Physical Effects of Buckwheat Extract on Biological Membrane In Vitro and Its
Protective Properties. Journal of Membrane Biology, 249 (1-2), 155-170.

Dylag M., Bien M., Pruchnik H., Pruchnik F., Ulaszewski S. (2009) Ocena
mikologiczna wybranych pomieszczen uzytkowych z okresleniem wrazliwosci na
zwigzki cynoorganiczne wyizolowanych szczepow grzybow. Notes Konserwatorski
13, 89-112.

37


http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-79651473773&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=pruchnik&st2=h.&nlo=1&nlr=20&nls=count-f&sid=YgfcJ1llx3a1IuhZdrDRiuL%3a103&sot=anl&sdt=aut&sl=35&s=AU-ID%28%22Pruchnik%2c+Hanna%22+7801451125%29&relpos=2&relpos=2&searchTerm=AU-ID%28%5C%22Pruchnik,%20Hanna%5C%22%207801451125%29
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-79651473773&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=pruchnik&st2=h.&nlo=1&nlr=20&nls=count-f&sid=YgfcJ1llx3a1IuhZdrDRiuL%3a103&sot=anl&sdt=aut&sl=35&s=AU-ID%28%22Pruchnik%2c+Hanna%22+7801451125%29&relpos=2&relpos=2&searchTerm=AU-ID%28%5C%22Pruchnik,%20Hanna%5C%22%207801451125%29
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=4700152504&origin=resultslist
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-84857682596&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=pruchnik&st2=h.&nlo=1&nlr=20&nls=count-f&sid=YgfcJ1llx3a1IuhZdrDRiuL%3a103&sot=anl&sdt=aut&sl=35&s=AU-ID%28%22Pruchnik%2c+Hanna%22+7801451125%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=AU-ID%28%5C%22Pruchnik,%20Hanna%5C%22%207801451125%29
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-84857682596&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=pruchnik&st2=h.&nlo=1&nlr=20&nls=count-f&sid=YgfcJ1llx3a1IuhZdrDRiuL%3a103&sot=anl&sdt=aut&sl=35&s=AU-ID%28%22Pruchnik%2c+Hanna%22+7801451125%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=AU-ID%28%5C%22Pruchnik,%20Hanna%5C%22%207801451125%29
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=13902&origin=resultslist
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=13902&origin=resultslist
https://www.researchgate.net/researcher/2088057549_Aleksandra_Wloch
https://www.researchgate.net/researcher/2054268894_Paulina_Strugala
https://www.researchgate.net/researcher/2058292493_Romuald_Zylka
https://www.researchgate.net/researcher/12764056_Jan_Oszmianski
https://www.researchgate.net/researcher/38907145_Halina_Kleszczynska
https://www.researchgate.net/publication/284186238_Physical_Effects_of_Buckwheat_Extract_on_Biological_Membrane_In_Vitro_and_Its_Protective_Properties?ev=auth_pub
https://www.researchgate.net/publication/284186238_Physical_Effects_of_Buckwheat_Extract_on_Biological_Membrane_In_Vitro_and_Its_Protective_Properties?ev=auth_pub

Zatacznik 2a

Hanna Pruchnik

A27. Dylag M., Pruchnik H., Pruchnik F., Majkowska-Skrobek G., Utaszewski S. (2010)
Antifungal activity of the organotin compounds with functionalized carboxylates
evaluated by the microdilution bioassay in vitro. Medical Mycology 48(2), 373-383.

A28. Pruchnik F.P., Pruchnik H., Ostropolska L., Ciunik L. Z. (2008) Tris(2-
cyanoethyl)tin(IV) bromide and tris(2-cyanoethyl)tin(IVV) iodide, their structure,
properties and reactions with adenosine, AMP and ATP. Polyhedron 27, 1093-1101.

A29. Pruchnik H., Latocha M., Zielinska A., Pruchnik F.P. (2016) Rhodium(Ill) and
iridium(l) pentamethylcyclopentadienyl complexes with tris(2-
carboxyethyl)phosphine, properties and cytostatic activity. Journal of Organometallic
Chemistry 822, 74-79.

A30.  Pruchnik F. P., Pruchnik H., A. Kochel A. (2009), Structure and properties of tetra-u-
ethanimidamidato-N:N-dirhodium(1+) complexes, Polyhedron 28, 769-774.

6. Dalsze plany badawcze

W najblizszej przysztosci zamierzam nadal prowadzi¢ badania nad nowo zsyntetyzowanymi
kompleksami metali. W ramach wspdtpracy z innymi o$rodkami sprawdzimy, na poziomie
molekularnym, oddziatywania wybranych zwigzkéw metali z biatkami, z DNA, z lipidowymi
modelami bton i z naturalnymi btonami lipidowo-biatkowymi oraz z komoérkami. Tego typu
pomiary pozwolg zrozumie¢ sposob oddziatywania wybranych kompleksow metali nie tylko z
btonami, ale przyblizony zostanie mechanizm ich cytotoksyczno$ci. Planowane sa rowniez
badania, w celu zwigkszenia efektywnosci dziatania badanych zwigzkow, stworzenia
odpowiednich formulacji liposomowych - zwiazek/lipid i przeprowadzenie pomiaréw in Vvitro

z takimi uktadami w odniesieniu do wybranych komorek.

7. Podsumowanie dorobku naukowego

Na moj dotychczasowy dorobek naukowy sktada si¢ 41 publikacji, z czego 35 ukazato si¢ w
czasopismach z listy JCR. Sposrdéd tych prac, dziewie¢ wchodzi w sktad osiggnigcia
naukowego 1 stanowi rozprawe habilitacyjng (IF=22,076; 260 pkt. MNiSW). Sumaryczny
Impact Factor wszystkich publikacji wynosi 63,631, a liczba punktow MNiSW= 851. Wedtug
bazy Web of Science z dnia 23.12.2016, liczba cytowan publikacji wynosi 181 (z
autocytowaniami 231), a indeks Hirscha, H=10. Oprécz publikacji, w moim dorobku znajduje
si¢ 51 komunikatow konferencyjnych, 16 zaprezentowanych na konferencjach o zasiegu
krajowych i 35 na konferencjach migdzynarodowych. Caty dorobek naukowy Szczegdtowo

zostal opisany w zatgczniku nr 3, a jego podsumowanie przedstawia ponizsza tabela.
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Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora

Liczba

Liczba

-8 : b
publikacji | komunikatow IF Eumkgy MBS
Publikacje w czasopismach z [F p 7,792 165
Publikacje bez IF 5 ) 3
Komunikaty konferencyjne 6
Komunikaty konferencyjne _
opublikowane w czasopismach z IF 1 2.188" 20°
Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora
Publikacje w czasopismach z [F 27 55,839 670
Publikacj '
ublikacje bez IF 4 ) 13
Komunikaty konferencyjne 29
Komunikaty konferencyjne - L
3 ; 15 22,883 265
opublikowane w czasopismach z [F
Caly dorobek naukowy +l al {f\?{?} : ]‘?il]_.___

“Impact Factor (IF) podany jest dla roku opublikowania artykutu
"Liczba punktéw za publikacje podana zostata zgodnie z wykazem czasopism Ministerstwa

Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego z grudnia 2016 r.
- IF i punkty MNiSW czasopism;  publikacje + komunikaty konferencyjne

Wroctaw, 13.02.2017
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