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|. Autoreferat

1. Stopnie naukowe

06/2001 magister chemii, Wydziat Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu
09/2005 doktor nauk chemicznych, Wydziat Chemii Uniwersytetu

Gdanskiego, rozprawa doktorska pt. ,,Polgczenia koordynacyjne
Cr(111) typu cis-[Cr(L-L)2(OH,); 1" jako modelowe uklady do
badania  Kkinetyki reakcji wychwytu reagentow  gazowych
spektrofotometryczng metodq stopped-flow”, Kierownik naukowy:
Prof. dr hab. inz. Lech Chmurzynski

2. Zatrudnienie w jednostkach naukowych

2004-2005 asystent, Wydzial Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
Od 2006 adiunkt, Wydziat Chemii Uniwersytetu Gdanskiego

3. Osiagniecie wynikajace 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.).
3.1. Tytul osiagni¢cia naukowego
Zastosowanie w uktadach biologicznych opracowanych i przetestowanych w uktadach

chemicznych nowych metod oznaczania tlenku wegla(IV), nadtlenku wodoru i tlenku
azotu(lV)



3.2. Wykaz publikacji stanowiacych osiggniecie naukowe (wraz z IF, liczbg cytowan i
oSwiadczeniami autora).

H1l. D. Jacewicz, A. Lapinska, A. Dabrowska, A. Figarski, M. Wozniak, L. Chmurzynski,
"Reactions of NO, with chromium(lI1) complexes with histamine and pyridoxamine ligands
studied by the stopped-flow technique", Analytical Biochemistry, 350, 256-262 (2006).

IF5006 = 2.948 IF>008-2012 = 3,034 Liczba cytowan: 6

Bytam pomystodawcg tych badan. Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na
zaplanowaniu  badan, zsyntezowaniu zwigzkow  koordynacyjnych chromu(lll) z
pirvdoksaming oraz histaming jako ligandem biologicznie czynnym, opracowaniu i
interpretacji otrzymanych danych fizykochemicznych oraz przygotowaniu manuskryptu
publikacji. Moj udziat procentowy szacuje na 60%.

H2. D. Jacewicz, A. Chylewska, A. Dabrowska, L. Chmurzynski, "Stopped-flow
spectrophotometric study on the reaction between carbon dioxide and [Co(NHs)s(H-0),]**
ion in aqueous solution”, Zeitschrift fur anorganische und allgemeine Chemie (ZAAC),
633, 1494-1499 (2007).

|F2007 = 1,26 |F2008-2012 = 1,197 Liczba cytowaﬁ: 3

Bytam pomystodawcqg tych badan. Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na
zaplanowaniu  badan,  zsyntezowaniu  zwigzku  koordynacyjnego  kobaltu(lll),
przeprowadzeniu badan kinetycznych, opracowaniu i interpretacji otrzymanych danych
fizykochemicznych oraz przygotowaniu manuskryptu publikacji. Moj udzial procentowy
szacuje na 60%.

H3. D. Jacewicz, A. Chylewska A. Dabrowska, L. Chmurzynski, "Acid-catalysed hydrolysis
of cis-[Cr(C,04)(AaraNH;)(OH,)(0S0,)] (where AaraNH, denotes methyl 3-amino-2,3-
dideoxy-a,D-arabino-hexopyranoside)”, Transition Metal Chemistry, 32, 1030-1034
(2007).

|F2007 = 0,838 |F2008-2012 = 1,118 Liczba cytowaﬁ: 1

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zsyntezowaniu zwiqzku koordynacyjnego
chromu(lll) z aminocukrem jako ligandem biologicznie czynnym, opracowaniu i
interpretacji - otrzymanych danych fizykochemicznych oraz przygotowaniu czesci
manuskryptu do publikacji. M¢j udziat procentowy szacuje na 30%.

H4. D. Jacewicz, A. Chylewska, A. Dabrowska, L. Chmurzynski, "Kinetics and the
mechanism of formation and acid—catalyzed decomposition of [Co(NH3)4CO3]" complex
cation in aqueous solution”, Zeitschrift fur anorganische und allgemeine Chemie (ZAAC),
634, 137-141 (2008).

|F2008 = 1,102 |F2008-2012 = 1,197 Liczba Cy'[OW&le 1
Bytam pomystodawcqg tych badan. Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na

zaplanowaniu  badan,  zsyntezowaniu  zwigzku  koordynacyjnego  kobaltu(Ill),
przeprowadzeniu badan kinetycznych, opracowaniu i interpretacji otrzymanych danych



fizykochemicznych oraz przygotowaniu manuskryptu publikacji. Moj udzial procentowy
szacuje na 60%.

H5. D. Jacewicz, M. Szkatuta, A. Chylewska, A. Dgbrowska, M. Wozniak, L. Chmurzynski,
"Coordinate cis-[Cr(C,04)(pm)(OH,),]" cation as molecular biosensor of pyruvate’s
protective activity against hydrogen peroxide mediated cytotoxity”, Sensors, 8, 4487-4504
(2008).

|F2008 = 1,070 |F2003-2012 = 1,671 Liczba CytOW&le 5

Bytam pomystodawcg tych badan. Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na
zaplanowaniu  badan, zsyntezowaniu zwigzku koordynacyjnego chromu(lll) z
pirydoksaming jako ligandem biologicznie czynnym, opracowaniu i interpretacji
otrzymanych danych fizykochemicznych oraz przygotowaniu manuskryptu publikacji z
czesci chemicznej. Moj udzial procentowy szacuje na 60%.

H6. A. Dabrowska, D. Jacewicz, A. Chylewska, M. Szkatula, N. Knapp, J. Kubasik-
Juraniec, M. Wozniak, L. Chmurzynski, "Nitric Dioxide as biologically Important Radical
and its Role in the Molecular Mechanisms of Pancreatic Inflammation”, Current
Pharmaceutical Analysis, 4, 183-196 (2008).

|F2008 :1,033 |F2008-2012 = 1,279 Liczba cytowaﬁ: 6

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na zebraniu literatury dotyczqcej tlenku
azotu(lV) jako rodnika i napisaniu 2 podrozdzialow z tego materiatu. Moj udzial
procentowy szacuje na 20%.

H7. D. Jacewicz, A. Dabrowska, D. Wyrzykowski, J. Pranczk, M. Wozniak, J. Kubasik-
Juraniec, N. Knap, K. Siedlecka, A.J. Neuwelt, L. Chmurzynski, "A Novel Biosensor for
Evaluation of Apoptotic or Necrotic Effects of Nitrogen Dioxide during Acute Pancreatitis in
Rat", Sensors, 10, 280-291 (2010).

IFo010=1,774 IF5008-2012 = 1,671 Liczba cytowar'l: 6

Bylam pomystodawcqg tych badan. Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na
zaplanowaniu  badan, zsyntezowaniu  zwigzku  koordynacyjnego  chromu(lll) z
pirydoksaming jako ligandem biologicznie czynnym, opracowaniu i interpretacji
otrzymanych danych fizykochemicznych oraz przygotowaniu manuskryptu publikacji z
czesci chemicznej. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.

H8. D. Jacewicz, A. Dabrowska, L. Chmurzynski "Kinetic studies of aquation reaction of
oxalato ligands in coordination complex ions of [Cr(C,04)2(L-L)]" and [Cr(C,04)(L-
L)(H20).]" type induced by Fe** ions", Journal of Coordination Chemistry, 64, 2834-
2847 (2011).

IFo011 = 1,547 IF>008-2012 = 1,369 Liczba cytowar'l: 0
Bylam pomystodawcqg tych badan. Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na

zaplanowaniu  badan, zsyntezowaniu zwigzkow koordynacyjnych chromu(lll) z
aminocukrami jako ligandami biologicznie czynnymi, wykonaniu badan kinetycznych,



opracowaniu i interpretacji otrzymanych danych fizykochemicznych oraz przygotowaniu
manuskryptu publikacji z czesci chemicznej. Moj udziat procentowy szacuje na 60%.

H9.  D. Jacewicz, D. Wyrzykowski, K. Zamoj¢, D. Czerwinska, P. Czaja, L. ChmurzynsKki,
"Thermal properties of potassium bis(oxalato)diaquochromates(l11) in solid state. Trans-
cis isomerization of the [Cr(C,04)2(OH,)2]" complex ion in aqueous solutions”, Structural
Chemistry, 23, 333-340 (2012).

|F2012 = 1,772 |F2003-2012 = 1,673 Liczba CytOWﬁle 4

Bytam pomystodawcg tych badan. Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na
zaplanowaniu badan, zsyntezowaniu zwigzku koordynacyjnego chromu(IIl), opracowaniu
I interpretacji otrzymanych danych fizykochemicznych oraz przygotowaniu manuskryptu
do publikacji z czesci chemicznej. Moj udzial procentowy szacuje na 50%.

H10. D. Jacewicz, K. Zamoj¢, L. Chmurzynski; "Analytical methods for determination of
NO and NO; and their applicability in biological studies” Current Pharmaceutical
Analysis, 8, 115-134 (2012).

|F2012 = 1,333 |F2008-2012 = 1,279 Liczba cytowaﬁ: 0

Bytam pomystodawcq tej pracy. Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na zebraniu
literatury dotyczqgcej metod oznaczania tlenku azotu(1V) i tlenku azotu(ll) oraz znaczgcego
udziatu w napisaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 60%.

H11. D. Jacewicz, K. Zamojé, D. Wyrzykowski, L. Chmurzynski; "Analytical methods for
determination of CO and CO, and their applicability in biological studies” Current
Pharmaceutical Analysis, 9, 226-235 (2013).

|F2013 = 0,771 |F2008-2012 = 1,279 Liczba cytowaﬁ: 2

Bylam pomystodawcq tej pracy. Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zebraniu
literatury dotyczqcej metod oznaczania tlenku wegla(lV) i tlenku wegla(ll) oraz
znaczgcym udziale w napisaniu manuskryptu. Moj udzial procentowy szacuje na 60%.

H12. D. Jacewicz, K. Siedlecka-Kroplewska, J. Pranczk, U. Popowska, A. Kuban-
Jankowska, N. Knap, D. Wyrzykowski, K. Zamojé, M. Wozniak, L.Chmurzynski,
"Protective effect of a-ketobutyrate on survival of hippocampal neurons challenged with
hydrogen peroxide chemistry mimicking brain ischemia”, Current Pharmaceutical
Analysis, 10, 87-91 (2014).

IF5013=0,771 IF5008-2012 = 1,279 Liczba cytowar'l: 0

Bylam pomystodawcqg tych badan. Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na
zaplanowaniu  badan, a nastepnie na zsyntezowaniu zwigzku koordynacyjnego
chromu(lll), opracowaniu i interpretacji otrzymanych danych fizykochemicznych oraz
przygotowaniu manuskryptu publikacji z czesci chemicznej. Moj udzial procentowy
szacuje na 30%.



H13. D. Jacewicz, K. Siedlecka-Kroplewska, J. Pranczk, D. Wyrzykowski, M. Wozniak, L.
Chmurzynski, "Coordination cis-[Cr(C,0,)(pm)(OH,),]" ion as a specific molecular
biosensor in H,0, detection in HT22 cells", Molecules, 19(6), 8533-8543 (2014).

IF5013 = 2,095 IF>008-2012 = 1,958 Liczba cytowan: 0

Bytam pomystodawcg tych badan. Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na
zaplanowaniu badan, zsyntezowaniu zwigzku koordynacyjnego chromu(IIl), opracowaniu
I interpretacji otrzymanych danych fizykochemicznych oraz przygotowaniu manuskryptu
publikacji. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.

H14. D. Jacewicz, J. Pranczk, D. Wyrzykowski, K. Zamojé, D. Czerwinska, L.
Chmurzynski, "Thermal properties of [Co(en),Cl;]JCl in solid state. Cis-trans
isomerization of the [Co(en),Cl,]* complex ion in methanol”, Reaction Kinetics
Mechanisms And Catalysis, 113, 321-331, (2014).

IF5013 = 0,983 IF5011-2012 = 0,967 Liczba cytowafl: 0

Bylam pomystodawcqg tych badan. Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na
zaplanowaniu badan, opracowaniu i interpretacji otrzymanych danych kinetycznych oraz
przygotowaniu manuskryptu publikacji z czesci dotyczqcej kinetyki chemicznej. Moj udziat
procentowy szacuje na 50%.

H15. D. Jacewicz, J. Pranczk, D. Wyrzykowski, K. Zamojé and L. Chmurzynski, “Trans-Cis
isomerization of the [(C¢Hs)3P]2PtCl, complex in dimethylformamide solutions”, Journal
of Molecular Structure, 1075, 620-624 (2014).

|F2013 = 1,599 |F2008-2012 = 1,556 Liczba cytowaﬁ: 0

Bytam pomystodawcqg tych badan. Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na
zaplanowaniu badan, opracowaniu i interpretacji otrzymanych danych fizykochemicznych
oraz przygotowaniu manuskryptu do publikacji. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.

H16. J. Pranczk, D. Jacewicz, D. Wyrzykowski, L.Chmurzynski, “Analytical methods for
determination of reactive oxygen species”, Current Pharmaceutical Analysis, 10(4), 293-304
(2014).

IF5012=0,771 IF5008-2012 = 1,279 Liczba cytowar'l: 0

Bytam pomystodawcq tej pracy. Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na napisaniu
czesci publikacji. Moj udzial procentowy szacuje na 30%.

Publikacja spoza listy filadelfijskiej

H17. D. Jacewicz, L. Chmurzynski "The application of spectrophotometric stopped-flow
method in studies of gas uptake reaction mechanism”, Global Journal of Physical
Chemistry, 2, 302-323 (2011).

Bytam pomystodawcq tej pracy. Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zebraniu
literatury dotyczqcej metod oznaczania gazoéw oraz napisaniu czesci manuskryptu. Moj udzial
procentowy szacuje na 50%.


http://www.bioxbio.com/if/html/REACT-KINET-MECH-CAT.html
http://www.bioxbio.com/if/html/REACT-KINET-MECH-CAT.html

Sumaryczny IF dla 16 publikacji:

“IF (impact factor) publikacji naukowych wedtug listy Journal Citation Reports (JCR),
zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 24,33

- pigcioletni (2008-2012) IF (impact factor) publikacji naukowych wedtug listy Journal
Citation Reports (JCR) wynosi 23,81

Sumaryczna liczba cytowan dla 16 publikacji wynosi: 34
Dane z Web of Science z dnia 14.01.2015
Indeks Hirscha: 6

W 13 publikacjach, ktore wchodzg w sktad rozprawy habilitacyjnej (razem 17 prac), jestem
autorem korespondencyjnym, a w 14 pracach autorem pierwszym.

3.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania

3.3.1. Cel naukowy podjetych badan

W ostatniej dekadzie XX w. wzroslo zainteresowanie badaniami dotyczacymi
oddziatywan jondéw metali przejSciowych z substancjami wchodzacymi w sktad komorki
[1-3]. Wiele publikacji naukowych poszerzylo wiedzg¢ na temat metabolizméw jonéw metali
przejsciowych w aspekcie biochemicznym i toksykologicznym [4], jak réwniez, cho¢ w
Znacznie mniejszym stopniu, bionieorganicznym [5]. Jednym z jonoéw metali zastugujacych
na szczegdlna uwage jest jon Cr'*. Udowodniono, ze jego niedobor powoduje zaburzenia
tolerancji glukozy, a zwigzek zawierajacy jon Cr(IIl) wptywa dodatnio na terapeutyczne
dzialanie insuliny 1 nazwano go czynnikiem tolerancji glukozy GTF [6, 7].

W trakcie realizacji badan, w jego pierwszym etapie, zamierzatam otrzymac inertne
zwigzki koordynacyjne, zawierajace w centrum koordynacji jony Cr®*, Co** oraz Pt* z
biologicznie czynnymi ligandami organicznymi oraz innymi pomocniczymi ligandami
organicznymi i nieorganicznymi. Pomiary kinetyczne z wykorzystaniem inertnych zwigzkow
koordynacyjnych moga zosta¢ wykorzystane do badania proceséw biologicznych, a reakcje z
ich udziatem stanowi¢ moga modele reakcji enzymatycznych biegnacych w uktadach
biologicznych. Z kolei badania nad uktadami modelowymi zawierajagcymi ukiad metal —
biologicznie czynny ligand moga dostarczy¢ odpowiedzi na pytanie, w jakim stopniu
wigzanie z bioligandem modyfikuje reaktywno$¢ chemiczng badanych uktadow w odniesieniu
do ich funkcji biologicznych.

W nastgpnym etapie, zamierzatam przeanalizowac aktualne metodologie stosowane do

oznaczania nadtlenku wodoru 1 tlenku azotu(IV) w uktadach biologicznych 1 kolejno,



opracowa¢ nowe, biochemiczne i1 fizykochemiczne sposoby oznaczania tych indywidudéw
chemicznych, ktadac szczegdlny nacisk na obnizenie kosztoéw oraz uproszczenie procedur
metodologicznych.

Istotnym elementem moich badan byto wyselekcjonowanie z przebadanej grupy
zwigzkow tych, ktore moga by¢ wykorzystane jako czute biosensory molekularne do
oznaczania reaktywnych form tlenu i azotu, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem nadtlenku
wodoru. Badania te miaty doprowadzi¢ do ustalenia kryteriow jakie musza by¢ spetnione, aby
rozwigza¢ problem oznaczania reaktywnych form tlenu i azotu w uktadach biologicznych na
roznych poziomach organizacji 1 trudnosci.

Jednym z moich osiggni¢¢ naukowych bylo zastosowanie w uktadach biologicznych
metod oznaczania tlenku wegla(IV), nadtlenku wodoru i tlenku azotu(IV), ktore
przetestowalam wczesniej na uktadach chemicznych. W metodzie oznaczania tlenku
wegla(IV) wykorzystatam m. in. pirogronian, ktory jest bezpos$rednim zrédlem COj, co
mozna zobrazowaé¢ ponizszym réwnaniem reakcji:

pirogronian + H,O, — octan + CO, + H,0

Jak wynika z powyzszej reakcji stosunek stechiometryczny tlenku wegla (IV) do
nadtlenku wodoru jest jak 1:1 zatem obliczona ilo§¢ CO, jest rownowazna ilosci nadtlenku
wodoru, ktéry znajduje si¢ w badanym ukladzie. Zatem stosujac t¢ metod¢ oznaczam W
sposob ilosciowy bezposrednio tlenek wegla(VI) oraz posrednio nadtlenek wodoru.

Z kolei w metodzie oznaczania tlenku azotu(IVV) w modelu chemicznym, rodnik NO,

generowany byl m. in. z SIN-1, jako bezposredniego zrodta 'NO,. Uzycie akurat tego

reagenta umozliwito zblizenie warunkéw eksperymentu do warunkéw generowania ‘NO; w
uktadach biologicznych.

Szczegodlng uwage poswiecitam na opracowanie i1 przetestowanie metody pozwalajace;j
na oznaczenie nadtlenku wodoru generowanego w trakcie sygnalizacji komorkowej (dziatanie
czynnikow wzrostu) 1 w mechanizmach patofizjologii komorki, np. apoptoza, nekroza, ostry 1
przewlekty stan zapalny. Metoda ta zostata wykorzystywana do oceny udzialu H,O, w
sygnalizacji komorkowej. Komodrki poddane dzialaniu czynnikéw wzrostu generuja stres
oksydacyjny pod wptywem endogennie generowanego nadtlenku wodoru. Podkresli¢ nalezy,
ze do chwili obecnej nie udato si¢ jednoznacznie opracowa¢ metody ilo§ciowego oznaczania
H,0, w komorkach.

Cel aplikacyjny moich badan polegat na:

1) opracowaniu nowej, metody oznaczania nadtlenku wodoru uzytecznej do okreslenia



roli tej reaktywnej formy tlenu w schorzeniach neurodegeneracyjnych (zwierzgce
modele ALS) myszy wykazujacych przyspieszony proces starzenia (SAM),

2) wykorzystanie opracowanej metody do oceny ilosci nadtlenku wodoru w strukturze
hipokampa myszy ulegajacych przyspieszonemu starzeniu (SAM),

3) wyselekcjonowanie za pomocg powyzszej metody o-ketokwasu dziatajgcego
najefektywniej in vivo,

4) opracowaniu nowej, metody oznaczania rodnika tlenku azotu(IV), ktérg zastosowano

w badaniach biologicznych.

3.3.2. Najwazniejsze wyniki
3.3.2.1 Metody oznaczania reaktywnych form tlenu i azotu

Stres oksydacyjny i nitrozacyjny towarzyszy naturalnym procesom fizjologicznym,
takim jak lignifikacja czy starzenie si¢ komodrek. Najczesciej jednak wywolywany jest pod
wptywem réznych czynnikéw biotycznych i abiotycznych, powodujac zachwianie rownowagi
miedzy wytwarzaniem reaktywnych form tlenu (ROS) i azotu (RNS) a ich usuwaniem
poprzez odpowiednie systemy antyoksydacyjne. Do podstawowych reaktywnych form tlenu
nalezg: nadtlenek wodoru (H;O,), anionorodnik ponadtlenkowy (O,") oraz rodnik
hydroksylowy, zas do reaktywnych form azotu: tlenek azotu(Il), tlenek azotu(IV) oraz anion
nadtlenoazotanowy(l1l) [8-10]. Toksyczno$¢ ROS i RNS w komorkach wynika z ich
ogromnej reaktywnosci z réznymi sktadnikami komorki takimi jak: lipidy, biatka (w tym
enzymy), kwasy nukleinowe i cukry. Prowadzi to do wielu uszkodzen w obrgbie komorki
(oksydacja lipidow, inaktywacja enzymdw, bialek transportujacych, receptorow i1 kanatdw
jonowych, uszkodzenie struktury kwasow nukleinowych, depolimeryzacja polisacharydow)
[11-14]. Stres oksydacyjny oprocz wyzej opisanego wplywu na organizm czlowieka ma
réwniez negatywne znaczenie dla ro$lin: stymuluje opadanie liSci, hamuje rozwdj
chloroplastow, ogranicza wzrost korzeni, zmniejsza zywotno$¢ nasion i zwigksza czgstos¢
wystepowania nieprawidtowego wzrostu.

H10, H17 \ materiatach

Metodologia dotyczaca ilo§ciowego oznaczania tlenku azotu(II)
biologicznych rozwija si¢ stosunkowo szybko, jednak metody stosowane do tej pory nie sa
doskonate. W literaturze naukowej obserwuje si¢ polemike poszczegdlnych grup badawczych
na temat metod oznaczania tlenku azotu(Il) w materiale biologicznym. Naukowcy szukaja

coraz to nowych rozwigzan, ktore zapewniajg bardziej czule 1 specyficzne metody oznaczania



stezenia tlenku azotu(Il) w uktadach biologicznym. Wickszo$¢ badan biomedycznych z
udziatem tlenku azotu(Il) prowadzi si¢ w warunkach in vitro.

Z kolei identyfikacja tlenku azotu(IVV) (‘"NO;) jako biologicznie aktywnej czasteczki
ma ogromne implikacje w badaniu chemii utleniajacego stresu komorkowego. Powoduje go
wzajemna reakcja silnych utleniaczy "NO i anionorodnika nadtlenowego (O, ") prowadzaca
do powstania anionu nadtlenoazotanowego(Ill) OONO™ na drodze dyfuzji. Jego sprz¢zony
kwas (pK, ~ 7) ulega gwaltownie dysocjacji, ktora prowadzi do otrzymania tlenku azotu(IV) i
rodnika hydroksylowego. Anion nadtlenoazotanowy(lll) reaguje alternatywnie z CO,
prowadzac szybko do utworzenia '‘NO, i rodnika weglanowego. Inng mozliwg droga
wytwarzania ('NO;) sa enzymatyczne reakcje przy udziale peroksydazy Kkatalizujacej
utlenianie anionoéw azotanowych(IIl) [15-16]. Podczas gdy powstawanie ‘NO, z 'NO i O,
jest czgsto z biologicznego punktu widzenia nieznaczne ilo$ciowo, to jego zwigkszone
wydzielanie w warstwach lipidowych lub w domenach biatek hydrofobowych stanowi
dodatkowg droge wytwarzania "NO, [17].

Pomimo faktu, ze powstawanie biologiczne i reakcje, jakim ulega anion
nadtlenoazotanowy(Ill) sa faworyzowane kinetycznie i termodynamicznie, to jednak detekcja
tego anionu w uktadach biologicznych jest bardzo utrudniona, m.in. z powodu:

- natury anionu nadtlenoazotanowego(Ill), ktora wyklucza jego bezposrednie wyodrebnianie
I wykrywanie,

- konieczno$ci znalezienia detektora innych czastek, skutecznie konkurujacych w reakcjach,
jakim ulega réwniez anion nadtlenoazotanowy(IIl),

- trudnos$ci w odroznieniu biologicznych skutkow dziatania anionu nadtlenoazotanowego(I1I)
od jego prekursorow "NO i O, "czy innych utleniaczy, pochodnych "NO.

Ostatnie badania jednakze poddaja w watpliwo$¢ znaczaca role anionu
nadtlenoazotanowego(lll) w reakcjach nitrowania. Sugeruja one inny mechanizm
powstawania 3-nitrotyrozyny w miejscach zapalnych. Polega on na utlenianiu NO;™ za
pomoca peroksydazy do silnego utleniacza "NO,. Tak wigc anion azotanowy(IIl) uwazany za
koncowy i inertny produkt metabolizmu "NO moze uzyskiwa¢ wlasciwosci cytotoksyczne w
obecnosci mieloperoksydazy, enzymu wystepujacego obficie 1 wydzielanego z komorek
fagocytujacych [18].

Udziat tlenkéw azotu w procesach biochemicznych zachodzacych w naszych

organizmach jest znaczacy. Z tego wzgledu potrzebne sg metody, dzigki ktorym mozliwe



bedzie oznaczenie tych tlenkow w naszych organizmach. W literaturze opisane sg metody
oznaczania tlenkdéw azotu, dzigki ktorym mozna wykry¢ te gazy bezposrednio albo posrednio
w materiale biologicznym. Jednakze nalezy zauwazy¢, ze jakosciowe i ilo§ciowe pomiary NO
i NO, w uktadach biologicznych sg bardzo skomplikowane. Wynika to przede wszystkim z
ich wysokiej reaktywnosci. W Tabeli 1 zebralam i poréwnatam informacje na temat
najczesciej uzywanych metod oznaczania tlenkow azotu, co zostato opisane przeze mnie w

pracach przegladowych™0 H7 He,

Tabela 1. Metody ilo$ciowego oznaczania NO and NO,

Maksymalne st¢zenie Zakres zaleznoSci liniowej
Metoda
[mol/l] [mol/l]
- o o 0-50-10° NOy
Chromatografia i elektroforeza kapilarna jonow: > 107 NO,/NO;
NO, i NOy 0-400 - 10° NOy
Metoda
~10°NO ~10°-10? NO
chemiluminescencyjna
Metoda EPR ~10° HbNO 2-10°-1HbNO
Metoda Griessa > 10" NO, >5-10°NO,
Metody elektrochemiczne ~107- 10" NO ~10°/10°-10° NO
Oznaczanie cGMP ~10” NO 5-80 - 10° cGMP
. . . >5 - 10" mol L-cyt/mg
Oznaczanie L-cytruliny ~ 107~ L-cyt o
tkanki/ min
Metoda
~10° NO, ~ 107 - 10* NO,
chemiluminescencyjna
Metoda zatrzymanego przeptywu stopped-flow >107 NO, ~107-107 NO,

Z kolei metody dotyczace oznaczania reaktywnych form tlenu takich jak:
anionorodnik ponadtlenkowy/rodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru, tlen singletowy oraz
rodnik wodorotlenkowy zostaly opisane przeze mnie w pracy przegladowej 0znaczonej
numerem™®.  Gtowne zalety 1 wady sposobow wykrywania reaktywnych form tlenu

zestawitam w Tabeli 2.




Tabela 2. Podstawowe metody oznaczania reaktywnych form tlenu

Metoda

Zalety

Wady

Spektroskopia elektronowego
rezonansu paramagnetycznego
(EPR)

Dostarcza informacji na temat
przestrzennego rozktadu wolnych rodnikow
w probee, bada mozliwe wolne rodniki w
substancji czynnej biologicznie

Nieczuta na probki zawierajace
duze ilosci wody, duze stgzenie
putapek spinowych

Jadrowy rezonans
magnetyczny
(NMR)

Grupa sygnatow ( lub jeden sygnat)
charakterystyczna tylko dla jednego jadra w
czasteczce

Niska czutosé, stosunkowo
duza ilos¢ probki

Chromatografia gazowa (GC)

Wysoka rozdzielczos$¢, mata ilos¢ probki

Ograniczona pojemnos$¢ pikow
—w przypadku
skomplikowanych probek

Chemiluminescencja
(CL)

Wysoka czutosé

Zalezno$¢ od pH

Wysokosprawna
chromatografia cieczowa
(HPLC-UV)

Mozliwo$¢ wykrywania rozdzielonych
substancji , analiza jako$ciowa i iloSciowa,
fatwy w stosowaniu gradientow

Probki muszg wykazywaé
absorpcje¢ w ultrafiolecie

Fluorescencja (FL)

Wysoka czutosé i selektywnosé

Bardzo wrazliwa na
srodowisko

Elektroforeza kapilarna

Kroétki czas analizy, wysoka wydajnosc¢ i
selektywno$¢, analiza zwiagzkow niezalezna
od masy czasteczkowe;j

Staba odpornos$¢ mechaniczna
zeli, trudnosci z utrwalaniem
zeli

Niektére z metod wykrywania ROS sa takze stosowane w celu okreslenia aktywnosci

przeciwutleniajgcych roznych substancji. W celu okreslenia dziatania substancji chemicznych

jako potencjalnych przeciwutleniaczy mozna stosowa¢ metody alkalicznego DMSO 1 metode

redukcji DPPH (rodnik 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl).

3.3.2.2 Metody oznaczania tlenku wegla(Il) i tlenku wegla(IV)

Pomimo wielu znanych metod oznaczania tlenku wegla(Il) 1 ditlenku wegla w

materiale biologicznym, wcigz nie ma takich technik, ktore nie miatyby wad. OkreSlanie

stezenia tlenkéw wegla w probkach biologicznych jest bardzo istotne z punktu widzenia zycia

ludzi na ziemi, dlatego tez naukowcy szukaja coraz to lepszych i tanszych rozwigzan

dotyczacych oznaczania tych gazow. W tabelach 3 i 4 zestawilam zalety i wady metod, ktore

sg najczesciej uzywane w oznaczaniu CO (Tabela 3) i CO, (Tabela 4).

H11




Tabela 3. Zalety i wady metod oznaczania CO w materiale biologicznym

Metoda

Zalety

Wady

Chromatografia

gazowa

1) Nieczuta na chemiczne i
spektralne interferencje

2) Precyzyjna i bardzo czuta
(granica wykrywalnosci
0,005%)

3) Mata objg¢tos¢ probki

1) Wymaga uwaznego i bardzo doktadnego
przygotowania probki

2) Znacznie wyzszy koszt analizy— mato przydatna
do rutynowych, szybkich analiz

3) Pochodne hemoglobiny trzeba oznaczy¢ przy

uzyciu innych metod

Spektroskopia

absorpcyjna

1) Latwe i szybkie
przygotowanie probki do
analizy

2) Krotki czas analizy

3) Akceptowana dla potrzeb
toksykologii sadowej czutosé
(granica wykrywalnosci 1%)
4) Daja mozliwos$¢
rownoleglego pomiaru innych
pochodnych

hemoglobiny

1) Czute na spektralne i chemiczne interferencje
2) Mato doktadne w przypadku niskich stezen (< 5%
COHb)

3) Preferowana czysta, Swieza krew

Metoda

kalorymetrczna

1) Bardzo szybki pomiar
2) Nie przeszkadzaja pigmenty

obecne w krwi

1) Brak doktadnos$ci pomiaru z powodu reakcji

pomiedzy palladem i tlenem

3) Latwy w uzyciu i

powszechnie dostgpny sprzet

4) Mate ilosci probki
Metoda straceniowa | 1) Wysoka precyzja i 1) Wptyw pH i stezenia buforu na efekt wytrgcania

doktadnos¢ osadu

2) Preferowana czysta, Swieza krew

Spektroskopia w 1) Wysoka doktadnos¢ 1) Wymagana kalibracja na podstawie sporzadzonych
podczerwieni oznaczen mieszanin gazowych zawierajacych znane stezenia

2) Nie przeszkadzaja w ditlenku wegla

0znaczeniu inne gazy




Tabela 4. Zalety i wady metod oznaczania CO, w materiale biologicznym

Metoda

Zalety

Wady

Metoda

chemiluminescencyjna

1) Mozna okresli¢ iloSciowo
stezenie CO, w oddechu cztowieka
2) Szybka i prosta

3) Mozliwos$¢ oznaczenia niskich i

wysokich stezen CO,

1) Wpltyw pH na obserwowane sygnatly
chemiluminescencyjne

2) W oznaczeniu przeszkadzajg jony:
bromkowe i wegglanowe

3) Staba selektywno$¢ i czutos§é

Metoda elektrochemiczna

1) Szybki czas reakcji (okoto 10
sekund) w przypadku zmian st¢zen
CO, w roztworze

2) Szybka i prosta

3) Niskie koszty oznaczen

1) Zmienne ci$nienie osmotyczne
roztworu spowodowane obecnoscig w
roztworze soli

2) W oznaczeniu przeszkadzajg inne gazy

3) Dhtugi czas oczekiwania na wynik

Metoda enzymatyczna

1) Bardzo mate ilo$ci surowicy

potrzebne do analizy (okoto 10 ul)

2) Waski zakres oznaczen CO, (8-65

mmol /1)

Metody miareczkowe

1) Szybka i czuta (mozna oznaczy¢

0,0001% CO,)

1) Probka nie moze zawiera¢ jonow:
zelaza(1ll) i glinu
2) Punkty koncowe miareczkowania nie sg

Zawsze ostre

Metoda manometryczna i

wolumetryczna

1) Szeroki zakres oznaczania CO,

1) Wysoki koszt analizy

2) Stosunkowo dtugi czas pomiaru

Metoda stopped-flow

1) Wysoka czutos¢

2) Mikrometoda (bardzo mate ilo$ci
probki potrzebne sa do analizy)

3) Pomiar prowadzony w

warunkach beztlenowych

1) Granica pomiaru st¢zenia

> 107 M CO,

3.3.2.3 Badania chemiczne

W pierwszej kolejnosci zsyntezowatam nastepujace zwiazki koordynacyjne:
- typu Cis-[Cr(C204)(L-L)(OH,)2]", cis-[Cr(C204)(L-L)(OCO,)]" gdzie L-L’ oznacza
pochodne witaminy Bg (pirydoksaming (pm), pirydoksal (pl), pirydoksyng (pn), histaming

(hm), 1,10-fenantroline (phen) i 2,2-bipirydyl (bpy), oraz izomeryczne pochodne 3-amino-

2,3-dideoksyheksopiranozydow  tzn.

3-amino-2,3-dideoksy-A-D-arabino-heksopiranozyd

metylu (AaraNH,) i 3-amino-2,3-dideoksy-p-D-arabino-heksopiranozyd metylu (BaraNH,)
- [Co(NH3)4(H20),]**,[Co(NH3)4CO3]*, [Co(en).Cl,]*, gdzie en oznacza etylenodiamine
- trans/cis-[(CgHs)3P],PtCl.,.




Do oczyszczenia otrzymanych zwigzkow koordynacyjnych zastosowatam metode
chromatografii kolumnowej. Otrzymane polaczenia koordynacyjne scharakteryzowatam pod
katem:

- sktadu (metoda analizy elementarne;j)

- stechiometrii (metody spektroskopowe UV-Vis wyznaczania stosunku metal/ligand
organiczny: metoda nasycenia, metoda nachylef prostych)

- struktury kompleksu i jego zachowania wzglgdem zmian $rodowiska, w ktérym si¢ znajduje
(pH, rozpuszczalniki) w stanie podstawowym oraz po protonowaniu i deprotonowaniu
(metodami analizy spektroskopowej UV-Vis)

- wilasciwosci kwasowo-zasadowych potaczen koordynacyjnych - na podstawie dwoch
niezaleznych, mikro-ilosciowych metod miareczkowania potencjometrycznego i1 pH-
metryczno-spektroskopowego zastosowanych w celu wyznaczenia wartosci pK,

- wyznaczenia charakterystyk termicznych przy zastosowaniu metod TG-FTIR, TG-DSC-MS.
3.3.2.3.1 Wiasciwosci fizykochemiczne zsyntezowanych zwiazkow kompleksowych

W celu zbadania reakcji wychwytu CO, wykorzystatam zsyntezowane potgczenia
koordynacyjne typu cis-[Cr(C204)(L-L’)(OH,),]* gdzie L-L oznacza pirydoksamine,
histaming,  3-amino-2,3-dideoksy-A-D-arabino-heksopiranozyd  metylu,  3-amino-2,3-
dideoksy-p-D-arabino-heksopiranozyd metylu oraz cis-[Cr(L-L)2(OH.),]** gdzie L-L’
oznacza 1,10-fenantroling i 2,2’-bipirydyl. Reakcja pomiedzy tlenkiem wegla(IV) a
zsyntezowanymi wczesniej zwigzkami kompleksowymi doprowadzita do otrzymania
weglanowych potaczen koordynacyjnych, ktére powstaty na skutek wprowadzenia do
wewnetrznej sfery koordynacyjnej jonu metalu czasteczki CO,. Badania kinetyczne procesu
wychwytu tlenku wegla(IV) wykonane technika zatrzymanego przeptywu (stopped-flow)
pozwolity na okreslenie mechanizmu reakcji substytucji ligandow w poszczegolnych
zwigzkach koordynacyjnych w roztworze wodnym, dajac odpowiedz na pytanie, czy badane
uktady moga stanowi¢ modele reakcji enzymatycznych biegnacych w ukladach
biologicznych.

W dalszych badaniach przebadatam zwigzek [Co(NH3)4(H20),]** pod katem
wychwytu tlenku wegla(IV), a takze przeprowadzono badania hydrolizy kwasowej

uzyskanego potaczenia koordynacyjnego [Co(NH3)4CO3]".



A) Reakcja wychwytu CO, przez jon koordynacyjny [Co(NHs)s(H20).]*" w

roztworze wodnym'*?

Reakcja pomiedzy tlenkiem wegla(IV), a jonem koordynacyjnym [Co(NH3)a(H.0),]**

zachodzi w 2 etapach. Mechanizm powyzszej reakcji zostat przedstawiony na Schemacie 1.
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Schemat 1. Proponowany mechanizm reakcji wychwytu CO, przez [Co(NH3)4(H,0),]**



| ETAP reakcji - wychwyt CO, przez [Co(NHs)4(H20),]**

Wyjsciowy jon koordynacyjny (1) istnieje w roztworze w postaci trzech form
protolitycznych (1,2,3), ktorych stezenia uwarunkowane sg warto$ciami statych kwasowosci
Ky 1 Kj. Ze wzrostem pH stezenie zwigzku koordynacyjnego zawierajgcego dwie grupy
hydroksylowe [Co(NH3)4(OH),]" rosnie. W pierwszym etapie (szybkim) nastepuje wychwyt
CO; i powstaja posrednie zwigzki koordynacyjne (4, 5, 6), w ktorym anion weglanowy wiaze
si¢ z kationem kobaltu(IIl) za pomoca jednego atomu tlenu. Reakcja wychwytu CO, zachodzi
bardzo szybko poniewaz w jej trakcie nie nastepuje rozerwanie wigzania metal — tlen grupy
hydroksylowej, natomiast tworzy si¢ nowe wigzanie pomiedzy atomem wegla z CO», a
atomem tlenu z grupy —OH oraz tworzy si¢ wigzanie wodorowe pomigdzy atomem wodoru

grupy OH (donor) i atomem tlenu z CO, (akceptor) (Rysunek 1).

Rysunek 1. Wychwyt CO, przez badane potaczenie koordynacyjne [Co(NH3)a(H,0),]*"

Il ETAP reakcji - zamykanie pierscienia weglanowego

W drugim etapie tej reakcji powstaje produkt koncowy (7) z produktow przejsciowych
(4, 5). Ten etap reakcji badano dla dlugosci fali, przy ktorej wystepuje maksymalna roznica
absorbancji pomiedzy substratem a produktem. Produkt przejsciowy (4) istnieje w roztworze
w postaci trzech zwigzkéw kompleksowych (4, 5, 6). Stezenia poszczegdlnych form zaleza od
wartos$ci statych kwasowosci K3 i Ky, a szybkos$ci tych reakcji wyznaczajg state szybkosci ks i
ks. W okreslonej temperaturze dla przebadanego kompleksu, wraz ze wzrostem pH,
obserwowalna stala szybkosci koops Maleje. W drugim etapie tej reakcji powstaje produkt
koncowy (7). Etap ten jest zaklocany przez reakcje hydrolizy jonu koordynacyjnego (7). W
zwigzku z tym faktem wartosci statych szybkosci ks, K4 oraz warto$ci statych kwasowosci Ks
oraz K4 nie mozna wyznaczy¢ eksperymentalnie. Reakcja zamknigcia pierscienia (etap 2) jest
znacznie wolniejsza w przeciwienstwie do reakcji wychwytu CO; (etap 1), zatem o szybkosci

tej reakcji decyduje etap 2.



B) Badania Kkinetyczne reakcji hydrolizy kwasowej polaczenia koordynacyjnego
[Co(NH3),CO5]

Reakcja hydrolizy kwasowej kationu [Co(NH3)sCOs]” w roztworze wodnym
przebiega zgodnie z nast¢pujacym rownaniem stechiometrycznym:

[CO(NH3)4CO3]" + 2H" + H,0 — [Co(NH3)a(H20)]*" + CO;

Mechanizm reakcji hydrolizy kwasowej przedstawilam na Schemacie 2. Reakcja

hydrolizy kwasowej [Co(NH3)4CO3]" zachodzi w dwoch etapach:
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Schemat 2. Proponowany mechanizm reakcji hydrolizy kwasowej [Co(NH3),COs]"

| ETAP reakcji - otwieranie pierscienia weglanowego

Pierwszy etap reakcji jest etapem wolnym, w ktérym nastepuje otwarcie pierscienia
weglanowego, jest zalezny od stezenia jonow [H']. Zwickszanie szybkosci, czyli wzrost
warto$ci stalej szybkosci reakcji otwierania pierScienia chelatowego wraz ze wzrostem

stezenia jonow H' jest zwigzane z protonowaniem grupy COs> a nastepnie rozrywaniem



wigzania M — OCO;H 1 podstawianiem w jedno miejsce koordynacyjne czasteczki wody

obecnej w Srodowisku reakcji.

Il ETAP reakcji - reakcja akwatacji

Drugi etap reakcji jest znacznie szybszy od etapu pierwszego. Zachodzi tutaj reakcja
akwatacji. Szybko$¢ tego etapu nie zalezy od stezenia jonow H™ w badanej temperaturze,
natomiast zalezy od temperatury. Niezalezno$¢ etapu drugiego, reakcji akwatacji, od st¢zenia
jonow H' wynika z tego, iz jest to reakcja wymiany liganda wodoroweglanowego na
czasteczke wody. Tego typu wymiana zachodzi zdecydowanie szybciej w wyzszej
temperaturze, stad zalezno$¢ temperaturowa dla etapu drugiego.

Widmo absorpcyjne produktu koncowego, [Co(NH3)4COs]", pokrywa si¢ z widmem

substratu podczas wychwytu CO, przez badane potaczenie koordynacyjne.

C) Kinetyczne badania reakcji uwodnienia ligandéw szczawianowych indukowanych
jonami Fe(III) w polaczeniach koordynacyjnych typu [Cr(C,0,4),(L-L)] (gdzie
L-L oznacza AaraNH, and BaraNH,)™®
Reakcja uwodnienia ligandow szczawianowych indukowanych jonami Fe(Ill) w
potaczeniach koordynacyjnych typu [Cr(C,04)2(L-L)]" zachodzi wedlug reakcji podanych

ponizej:
[Cr(C,04)2(L-L)] + 2H,0 + Fe* - [CI’(C204)(L-L)(HQO)2]+ + FeC204+ 1)
[Cr(C,04)(L-L)(H20),]" + 2H,0 + Fe** — [Cr(L-L)(H,0)4]*" + FeC,04* (2)

W pierwsze] kolejnosci  zbadatam reakcje uwodnienia jednego ligandu
szczawianowego w zwigzkach koordynacyjnych: [Cr(C204)2AaraNH,] [
[Cr(C,04),BaraNH;]". Na podstawie uzyskanych przebiegéw kinetycznych stwierdzitam, ze
badana reakcja przebiega jednoetapowo, z poprzedzajagcym etapem réwnowagowym

protonowania heterodwurdzeniowego zwigzku posredniego (Schemat 3A).
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Schemat 3. Proponowane mechanizmy reakcji uwodnienia ligandow szczawianowych indukowanych jonami
Fe(III) w potaczeniach koordynacyjnych: A) [Cr(C,04),(L-L)]; B) ) [Cr(C,0,4)(L-L)(OH,),]"

Jak wynika ze Schematu 3A w roztworze wodnym podczas indukowania jonami Fe**
badanych potaczen koordynacyjnych typu [Cr(C,04)2(L-L)] tworzy si¢ produkt posredni —
kompleks heterodwurdzeniowy. Produkt posredni istnieje w réwnowadze z jonami
[Cr(C204)2(L-L)], ktorych stezenia sag uwarunkowane wartosciami statych kwasowych.
Nastepnie zachodzi rozktad dwurdzeniowego zwiazku przejSciowego z przeniesieniem
liganda szczawianowego od chromu(Ill) do zelaza(Ill). Reakcja ta powinna zachodzi¢ w
dwoch etapach, podczas ktorych powinny ulega¢ rozerwaniu kolejno 2 wigzania chrom(I1I) —
tlen pochodzacy z anionu szczawianowego. Jednakze na postawie otrzymanych wynikow nie
mozna rozrozni¢ tych etapow, ani nie jest mozliwe rozstrzygnigcie problemu, ktory z tych
etapow decyduje o szybkosci catego procesu. Z kolei autorzy w jednej z prac [19] o podobne;j
tematyce dowiedli, ze szybciej nastepuje otwarcie pierScienia chelatowego chrom(I1I) —anion
szczawianowy, niz zerwanie drugiego wigzania chrom — tlen pochodzacy od anionu
szczawianowego. Produktem koncowym w tej reakcji jest zwigzek koordynacyjny typu
[Cr(C204)(L-L)(H20)2]".

Ze wzgledu na duzg réznice szybkosci podstawienia pierwszego 1 drugiego liganda
szczawianowego molekutami wody reakcje (1) i (2) badano oddzielnie. Tak samo jak w
przypadku reakcji pierwszej, reakcja uwodnienia ligandow szczawianowych indukowanych
jonami Fe(IIl) w potaczeniach koordynacyjnych typu [Cr(C204)(L-L)(OH,),]" przebiega
jednoetapowo, z poprzedzajagcym etapem rOwnowagowym protonowania

heterodwurdzeniowego zwiazku posredniego (Schemat 3B).



D) Badania kinetyczne reakcji hydrolizy katalizowanej jonami wodorowymi jonu
kompleksowego cis-[Cr(C,04)(AaraNH,)(OH,)(0SO,)]

W  konsekwencji wykonanych pomiaréw kinetycznych 1 uzyskanych danych
zaproponowatam mechanizm reakcji hydrolizy katalizowanej jonami wodorowymi jonu
kompleksowego  cis-[Cr(C,04)(AaraNH2)(OH2)(0OSO,)].  Przebieg badanej  reakcji
zaprezentowany zostat na Schemacie 4. Uwolnienie jonu siarczanowego(IV) w postaci tlenku
siarki(IV) poprzedzone jest roéwnowaga protonowania kompleksu wyjSciowego
cis-[Cr(C,04)(AaraNH;)(OH2)(0S0,)]” uzytego do badan. Protonowanie jest gwattowne, a
powstajacy w ten sposdb anion wodorosiarczanowy(IV) potaczony jest poprzez tlen do jonu
chromu(I1l), ktory nastepnie zostaje usuniety z uktadu. W jego miejsce wprowadzona zostaje,
ze Srodowiska reakcji, czasteczka wody. W ten sposob liczba koordynacyjna kompleksu
chromu(Ill) nie ulega zmianie (L.K. = 6). Usunigty anion wodorosiarczanowy(IV) ulega

reakcji przytaczenia kolejnego protonu, tworzac tlenek siarki(IV) oraz wodg.
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Schemat 4. Proponowany przebieg reakcji hydrolizy jonu koordynacyjnego cis-

[Cr(C,04)(AaraNH,)(OH,)(0S0,)] katalizowanej kwasem HCIO,

E)  Wiasciwosci termiczne K[Cr(C,04)2(OH,)>]™ i [Co(en),Cl,]CIH*

Przeprowadzone zostaly badania chemiczne dzieki ktérym  wyznaczono
charakterystyki termiczne [Co(en),Cl]JCI™* i K[Cr(C,04)-(OH,),]"® przy zastosowaniu
metod TG-FTIR, TG-DSC-MS. Na podstawie wynikow badan termograwimetrycznych
wykazane zostalo, ze zwiazek koordynacyjny trans-K[Cr(C,04)2(OH,),] otrzymany zostat w



postaci trojhydratu, natomiast Cis-K[Cr(C,04)2(OH2),] w postaci nieuwodnionej. Tym
samym, rozklad termiczny trans-K[Cr(C,04),(OH,),] nastgpowal w trzech etapach, a cis-
K[Cr(C204)2(0OH,),] w dwoch etapach.

Rozktad [Co(en),Cl;]CI badanego zwigzkow jest procesem ztozonym i przebiega w
trzech etapach. Zwiagzek cis-[Co(en),Cl,]Cl w temperaturze okoto 1000°C ulega rozktadowi
czemu towarzyszy ubytek masy ok. 4%. Na podstawie wykonanej analizy mozna
wywnioskowaé, iz badany zwigzek ma wiasciwosci higroskopijne i w jego strukturze
wystepuje czasteczka wody koordynacyjnej. Powyzej 2200°C dla formy cis nast¢puje drugi
etap rozktadu. Ubytek masy rowny jest ok. 16 %. Z uwagi na obecno$¢ efektow egzo- i
endotermicznych nalezy zauwazy¢, ze jest to proces ztozony. W temperaturze rownej 2900°C
rozpoczyna si¢ trzeci etap rozktadu. Zarowno forme cis jak i trans kompleksu [Co(en),Cl,]ClI
w tym etapie charakteryzuje podobny ubytek masy, forma cis traci w trzecim etapie 43%

masy.

F) Reakcje izomeryzacji trans-cis zwiazkéw koordynacyjnych K[Cr(C,04)2(OH,),]™*
w roztworze wodnym, [(CeHs)sP].PtCL™ w dimetyloformamidzie oraz

[Co(en),Cl,]" w metanolu™*

Reakcja izomeryzacji trans-cis zwigzku koordynacyjnego K[Cr(C204)2(OH,),]
przebiega zgodnie z mechanizmem dysocjacyjnym. Na podstawie wykonanych pomiarow
stwierdzitam, Ze  reakcja  izomeryzacji  cis-trans  zwigzku  koordynacyjnego
K[Cr(C,04)2(0OH,),] jest reakcja pierwszego rzedu, a jej szybkos¢ wzrasta wraz ze wzrostem
stezenia 1 temperaturyHg.

Reakcja izomeryzacji trans-cis [(CgHs)sP].PtCl, jest katalizowana przez 4 kationy
metali Be”*, Mg®*, Ca?* , Sr*" i przebiega wedlug mechanizmu dysocjacyjnego. Wraz ze
wzrostem temperatury wzrasta szybkos¢ reakcji izomeryzacji. Badana reakcja izomeryzacji
jest reakcja pierwszego rzedu. W przypadku obecno$ci jondéw magnezu w roztworze state
szybkosci reakcji sg okoto 1,5 raza nizsze niz w przypadku zastosowania pozostatych trzech
kationow Be?", Ca®* oraz Sr2*H%°,

Reakcja izomeryzacji trans-cis zwiazku koordynacyjnego [Co(en).Cl,]"* w metanolu
zachodzi zgodnie z mechanizmem dysocjacyjnym. Stala szybkos$ci reakcji kops rosnie wraz ze
wzrostem temperatury. Zjawisko to zgodne jest z teorig kompleksu aktywnego, gdyz w
wyzsze] temperaturze wigksza iloS¢ czastek osigga energie potrzebng do zajsScia reakcji.

Badana reakcja jest reakcja pierwszego rz¢duH14.



3.3.2.4 Badania biologiczne
3.3.2.4.1 Metoda oznaczania tlenku wegla(IV) i nadtlenku wodoru w ukladach
biologicznych

Wykorzystanie zsyntezowanych potgczen koordynacyjnych umozliwito wykonanie
badan dotyczacych reakcji wychwytu CO, przez otrzymane potaczenia koordynacyjne, a
nastepnie pozwolito na stworzenie modelowego uktadu typu Cr(IIl) — ligand organiczny. W
tego konsekwencji przebadatam zsyntezowane uprzednio zwigzki koordynacyjne pod katem
oznaczania tlenku wegla(IV) 1 nadtlenku wodoru w materiale biologicznym i na ich podstawie
stwierdzitam, ze tylko jeden z nich nadaje si¢ do badan biologicznych jako biosensor (cis-
[Cr(C204)(pm)(OH,)2]"). Dzieki zastosowaniu tego zwigzku koordynacyjnego chromu(Ill) z
pirydoksaming zaobserwowatam znaczace spowolnienie bardzo szybkich reakcji
zachodzacych w ukladach biologicznych. W konsekwencji tej obserwacji przeprowadzitam
standaryzacj¢ otrzymanego biosensora. W kolejnym etapie badan opracowatam metode
oznaczania nadtlenku wodoru poprzez pomiar szybkosci reakcji wychwytu uwalnianego
tlenku wegla(IV) 1 zarazem okre$litam st¢zenia nadtlenku wodoru w uktadach biologicznych.

Stosujac metod¢ oznaczania CO; i H,0, w uktadach biologicznych zbadatam wplyw
nadtlenku wodoru na komoérki hipokampa w obecnoéci i nieobecnosci a-ketokwasow'™.
Ocena cytotoksycznosci H,O, wzgledem komorek linii HT22 wykazala, ze obniza on
przezywalnos¢ komorek (Rysunek 2). Po 24 godzinnej inkubacji komoérek HT22 z 0.1 mM 11
mM H0; ilo$¢ zywych komorek wyniosta odpowiednio 19.3% i 2.1% (Rysunek 2). Na
podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzitam, ze w dalszych badaniach biologicznych bede

stosowala HyO, w stezeniu 1 mM.
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Rysunek 2. Wplyw nadtlenku wodoru na komérki linii HT22. Komorki HT22 inkubowano z H,0, przez 24
godziny. Przezywalnos¢ komoérek okre§lono w oparciu o test MTT. Przezywalno$¢ komoérek w prébkach
traktowanych H,O, przedstawiono jako % kontroli (kontrola - komorki nietraktowane H,0O,). Na wykresie
przedstawiono wartosci srednie z uwzglednieniem odchylen standardowych z trzech niezaleznych doswiadczen.



Po 24 godzinach inkubacji z 0.5 mM pirogronianem sodu przezywalnos$¢ komorek
HT22 wynosita 100.9% (Rysunek 3). Inkubacja komorek z 1 mM i SmM pirogronianem sodu
prowadzita do obnizenia przezywalnosci komorek (Rysunek 3). Ilos¢ zywych komorek
wyniosta woéwczas odpowiednio 93.2% 1 78%. Prawdopodobnie moze to by¢ zwigzane Ap- z
efektem zakwaszenia srodowiska wewnatrzkomorkowego/zewnatrzkomorkowego
wywoltywanym przez wyzsze stezenia pirogronianu. W poroéwnaniu do probek traktowanych
tylko 1 mM H,0,, 30 minutowa preinkubacja komoérek z pirogronianem sodu poprzedzajaca
24-godzinng inkubacje z 1 mM H,0, prowadzita do podwyzszenia przezywalno$ci komorek
(Rysunek 3). Efekt ten byt najbardziej wyrazny w przypadku 1 mM pirogronianu sodu. Ilo$¢
komoérek zywych wynosita wowczas 94.1%. W przypadku wickszego - 5 mM stgzenia
pirogronianu sodu obserwowano nieco stabszy efekt ochronny niz w przypadku 1 mM
pirogronianu sodu - ilo§¢ komoérek zywych wynosita wowczas 79.5%. Prawdopodobnie moze
to by¢ zwigzane np. z efektem zakwaszenia $rodowiska wewnatrzkomérkowego

/zewnatrzkomorkowego.
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Rysunek 3. Wplyw nadtlenku wodoru na komorki linii HT22 w obecno$ci/nieobecnosci pirogronianu.
Komérki HT22 inkubowano z 1 mM H,0, lub z 0.5 mM, 1 mM, 5 mM pirogronianem sodu przez 24 godziny.
Dodatkowo, komorki inkubowano przez 30 minut z odpowiednio 0.5 mM, 1 mM, 5 mM pirogronianem sodu i
nastepnie inkubowano z 1 mM H,0, przez kolejne 24 godziny. Przezywalno$¢ komorek okreslono w oparciu o
test MTT. Przezywalno$¢ komoérek w probkach traktowanych zwigzkami (pirogronian, H,0,) przedstawiono
jako % kontroli (kontrola - komorki nietraktowane zwigzkami). Na wykresie przedstawiono wartosci $rednie z
uwzglednieniem odchylen standardowych z trzech niezaleznych do$wiadczen.

Kolejne badania biologiczne zostaly przeprowadzone w oparciu 0 wykorzystanie
o-ketokwasow i zwigzku koordynacyjnego cis-[Cr(C,04)(pm)(OH,),]", z zastosowaniem

HI3  Wykorzystatlam dwa o-ketokwasy:

techniki zatrzymanego przeptywu (stopped-flow)
pirogronian i a-ketomaslan. W badanym modelu eksperymentalnym ilo§¢ mierzonego CO,

koreluje z ilo$cig powstajacego H,05.



Poziom CO, okreslono w lizatach komoérkowych i supernatantach. Kazdy z
wymienionych prezentuje rozny sktad chemiczny i moze by¢ traktowany jako odrebny model

badawczy.

a) Poziom CO; w lizatach komérkowych

Na Rysunku 4A i 4B przedstawitam poziom CO; w lizatach komoérkowych wyrazony
odpowiednio w uM (4A) i umol/mg bialtka (4B). W przypadku stezen pirogronianu
mieszczacych si¢ w zakresie 0.5 - 4 mM, poziom CO; stopniowo wzrastal (Rysunek 4A, 4B),
natomiast w przypadku stezen pirogronianu 5 — 10 mM, poziom CO, w probkach badanych
utrzymywatl si¢ mniej wigcej na statym poziomie (Rysunek 4A, 4B) . W wykorzystanym
modelu badawczym gtownym zréodlem CO, w lizatach komodrkowych jest reakcja

pirogronianu z H,O, powstajacym w komorkach HT22 traktowanych 5 mM glutaminianem
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Rysunek 4. Poziom CO, w lizatach komorkowych wyrazony w pM (A) oraz pmol/mg bialka (B). Komorki
HT22 inkubowano przez 24 godziny z 5 mM glutaminianem sodu. Kontrola — komorki nietraktowane 5 mM
glutaminianem sodu. Po zakonczeniu inkubacji komoérki zwirowano i odebrano supernatanty (pozywke znad
osadu komorek). Przeprowadzono liz¢ komoérek. Przed pomiarem CO, do lizatéw komoérkowych dodano
pirogronian sodu, uzyskujac jego ste¢zenie koncowe od 0.5 do 10 mM. Do probek kontrolnych nie dodano
pirogronianu sodu. Poziom CO, okreslono wykorzystujac kation koordynacyjny cis-[Cr(C,04)(pm)(OH,),]",
przy uzyciu techniki zatrzymanego przeptywu (stopped-flow). Na wykresie przedstawiono wartosci $rednie z
uwzglednieniem odchylen standardowych z trzech niezaleznych doswiadczen.



b) Poziom CO, w supernatantach

Na Rysunku 5 przedstawitam poziom CO, w supernatantach. Po dodaniu pirogronianu
w zakresie st¢zenia 0.5 — 6 mM do supernatantow oddzielonych od komorek traktowanych 5
mM glutaminianem sodu, poziom CO, stopniowo wzrastal (Rysunek 5). Przy st¢zeniach
pirogronianu 7 - 10 mM, stezenie CO, w probkach badanych utrzymywat si¢ na mniej wigcej
na stalym poziomie (Rysunek 5). Gtownym zrodtem CO, w supernatantach jest reakcja
pirogronianu z H,O, uwolnionym przez komoérki HT22 traktowane 5 mM glutaminianem
sodu (H,0; posiada zdolno$¢ do przenikania przez blony biologiczne). Dodatkowym Zrédtem
CO;, moze by¢ rowniez utlenienie sktadnikow pozywki hodowlane;.

Na podstawie powyzszych danych stwierdzitam, ze stezenie pirogronianu mieszczace
si¢ w zakresie 5 — 10 mM moze by¢ stosowane w okreslania poziomu CO, (H,0;) w lizatach
komorek traktowanych 5 mM glutaminianem sodu. Stezenie pirogronianu mieszczace si¢ w
zakresie 7 — 10 mM moze by¢ stosowane w okreslania poziomu CO, (H,O>) w supernatantach

oddzielonych od komorek traktowanych 5 mM glutaminianem sodu.
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Rysunek 5. Poziom CO, w supernatantach. Komoérki HT22 inkubowano przez 24 godziny z 5 mM
glutaminianem sodu. Kontrola — komorki nietraktowane 5 mM glutaminianem sodu. Po zakonczeniu inkubacji
komorki zwirowano i odebrano supernatanty (pozywke znad osadu komorek). Przed pomiarem stezenia CO,
dodano pirogronian sodu, uzyskujac jego stezenie koncowe od 0.5 do 10 mM. Do prébek kontrolnych nie
dodano pirogronianu  sodu. Poziom CO, okreSlono wykorzystujac kation koordynacyjny  cis-
[Cr(C204)(pm)(OH,),]", przy uzyciu techniki zatrzymanego przeptywu (stopped-flow). Na wykresie
przedstawiono wartosci srednie z uwzglednieniem odchylen standardowych z trzech niezaleznych doswiadczen.

c) Detekcja CO; i obliczenie ilosci H,O, w obecnosci i nieobecnosci a-ketomaslanu sodu
Poziom CO; okreslitam rowniez w lizatach komoérek HT22 (Rysunek 6A, 6B). Przed

pomiarem CO, dodano a-ketomaslan sodu w odpowiednim st¢zeniu.
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Rysunek 6. Detekcja poziomu CO, wyrazonego W pM (A) oraz pmol/mg biatka (B) (Kontrola — lizaty
komoérkowe do ktérych przed pomiarem CO, nie dodano o-ketomaslanu sodu. Poziom CO, okreslono
wykorzystujac kation koordynacyjny cis-[Cr(C,0,)(pm)(OH,),]", przy uzyciu techniki zatrzymanego przeptywu
(stopped-flow). Na wykresie przedstawiono wartosci $rednie z uwzglednieniem odchylen standardowych z
trzech niezaleznych doswiadczen.

Na podstawie powyzszych danych stwierdzilam, ze poziom CO; w probkach
kontrolnych, mierzony w nieobecnosci a-ketomaslanu, wyniést 1.04 uM (£0,05) (Rysunek
6A), a w przeliczeniu na 1 mg biatka 0.06 pmol/mg biatka (+0,01) (Rysunek 6 B). W
przypadku stezen a-ketomaslanu sodu mieszczacych si¢ w zakresie 0.5 - 4 mM, poziom CO;
w probkach badanych stopniowo wzrastal, natomiast w przypadku st¢zen a-ketomaslanu sodu
5 — 10 mM, poziom CO; utrzymywat si¢ na mniej wigcej na statym poziomie (Rysunek 6A,
6B). Sugeruje to, ze stezenie a-ketomaslanu mieszczace si¢ w zakresie 5 — 10 mM moze by¢
stosowane w okreslaniu poziomu CO; (H202) w lizatach komérkowych w badanym modelu

doswiadczalnym?
3.3.2.4.2 Metoda oznaczania tlenku azotu(IV) w ukladach biologicznych.

Druga metoda ktérg opracowalam, byta to metoda oznaczania tlenku azotu(IV) w
materiale biologicznym. Badania rozpoczgty si¢ od poszukiwania biosensora. W pierwszej
kolejnosci zsyntezowatam modelowe potaczenia koordynacyjne typu
Cis-[Cr(C,04)(L-L)(OHy)2]", ktoére otrzymane zostaly z dostepnych handlowo odczynnikow.
W pozycje liganda wprowadzono histaming, pirydoksaming, 1,10-fenantroling i 2,2-bipirydyl.
Nastepnie zaproponowalam mechanizmy wychwytu NO; przez zsyntezowane zwiazki

koordynacyjne, co pozwolito na stworzenie modelowego uktadu typu Cr(III) — ligand




organiczny™. Jednak przeprowadzone przy ich udziale wstepnie badania biologiczne na
obecnos¢ ‘NO, w cytozolu izolowanego z trzustek szczura zatrutego ‘NO, nie daty
oczekiwanych rezultatéw. W konsekwencji tego rozpoczgtam poszukiwania innego typu
liganda organicznego. W nastgpnym etapie przeprowadzono syntez¢ izomerycznych
pochodnych  3-amino-2,3-dideoksycukrow jako ligandow Zsyntezowanie potgczen
koordynacyjnych ~ Cr(Ill) z  serig  izomerycznych  pochodnych  3-amino-2,3-
dideoksyheksopiranozydow i kolejno wykorzystanie ich do detekcji "NO, uwalnianego z
badanego materiatu biologicznego dato zaskakujaco pozytywne wyniki. Dzigki zastosowaniu
potaczen koordynacyjnych inertnego Cr(Ill) z pochodnymi 3-amino-2,3-dideksycukrow,
zaobserwowalam znaczace spowolnienie bardzo szybkich reakcji zachodzacych w uktadach
biologicznych. W konsekwencji tego mozliwym bylo $ledzenie kinetyki wychwytu
uwalnianego ‘NO;.

W nastepnym etapie zastosowatam opracowang metod¢ oznaczania tlenku azotu(IV) w
materiale biologicznym. Do tego celu wykorzystalam zsyntezowany uprzednio zwigzek
koordynacyjny cis-[Cr(C,04)(AaraNH,)(OH,);]*. Do badan biologicznych zastosowano
model zwierzgcy zapalenia trzustki, gdzie stres nitrozacyjny wywotano stosujac dawki
L-argininy 3g/kg lub 1,5 g / kg masy ciala. Obserwowano rowniez zmiany morfologii
komorek przebiegu ostrego zapalenia trzustki jak rdwniez poziom glutationu w komoérkach.
Dzigki zastosowaniu metody oznaczania rodnika tlenku azotu(IV) mozliwe bylo oznaczenie
nanomolowych ilosci tego rodnika w materiale komorkowym. Wyniki moich badan sugeruja,
ze NO; bezposrednio, a nie na skutek przebiegu ostrego zapalenia trzustki, powoduje
obnizenie poziomu glutationu. Dodatkowo wykazatam réwniez role ochronng akceptora
rodnikow 4-OH-TEMPO w stosunku do toksycznych wolnych rodnikéw w eksperymencie

trzustkowym™’,
3.3.3. Podsumowanie

Zsyntezowatam zwiazki koordynacyjne, zawierajagce w centrum koordynacji jon cr¥,
Co® oraz Pt*" z biologicznie czynnymi ligandami organicznymi oraz z innymi
(pomocniczymi) ligandami organicznymi i nieorganicznymi. Wszystkie zsyntezowane
zwigzki kompleksowe przebadatam pod katem wtasciwosci fizykochemicznych.

Nastepnie zaproponowatam dwie metody: oznaczania st¢zenia nadtlenku wodoru oraz

tlenku azotu(IV), ktoére wykorzystatam w badaniach biologicznych. Oznaczanie nadtlenku



wodoru przeprowadzitam przy wykorzystaniu techniki zatrzymanego przeptywu (stopped-
flow). Zaskakujaco dobre rezultaty uzyskatam, wykorzystujac zwigzek koordynacyjny typu
(cis-[Cr(C204)(pm)(OH,)2]") do oznaczania nadtlenku wodoru w materiale biologicznym. Do
przeprowadzenia pomiarow dotyczacych wyznaczenia stg¢zenia nadtlenku wodoru, uzytam
spektrofotometru Applied Photophysics, SX-17MV, a obserwowalne state szybkosSci
policzylam za pomocg programu ,,Glint” opartego na analizie globalnej. Na podstawie
otrzymanych danych kinetycznych okreslitam w pierwszej kolejnosci mechanizm reakcji
wychwytu CO,, generowanego na drodze prostej reakcji chemicznej weglanu sodu z kwasem
solnym. Uzyskatam w ten sposob model kinetyczny, ktory odtworzylam w kolejnych
badaniach, w ktorych do generowania CO, wykorzystatam pirogronian bedacy bezposrednim
zrédtem CO,. Poniewaz stosunek stechiometryczny tlenku wegla (IV) do nadtlenku wodoru
jest jak 1:1 (pirogronian + H,0O, — octan + CO; + H,0), obliczona ilos¢ CO; jest rowna ilosci
nadtlenku wodoru. Zastosowanie tego odczynnika pozwolito zblizy¢ warunki eksperymentu
do warunkoéw oznaczania nadtlenku wodoru w ukladach biologicznych. W celu ustalenia
stezenia ditlenku wegla powstajacego w nastepstwie metabolicznej konwersji CO3;
porownatam ilos¢ ditlenku wegla uwalniang z metabolicznie aktywnego (pirogronian) i
inertnego (a-ketomaslan) a-ketokwasu. W badaniach biologicznych okreslitam wptyw H,0,
(dodawanego egzogennie lub generowanego endogennie w nastepstwie ekspozycji komoérek
na glutaminian) na przezywalno$§¢ komorek linii HT22 w obecno$ci i1 nieobecnos$ci
pirogronianu, o-ketomaslanu i glutaminianu. Jako metode oceny cytotoksyczno$ci wyzej
wymienionych zwigzkéw zastosowano test MTT, opierajacy si¢ na przebiegajace] w
mitochondriach zywych komorek redukcji soli tetrazolowej MTT do formazanu. W celu
okreslenia rodzaju $mierci komoérkowej, jakiej ulegaja komorki linii HT22 pod wplywem
nadtlenku wodoru 1 glutaminianu, przeprowadzono analiz¢ cytometryczna komorek
barwionych jodkiem propidyny i aneksyng V-FITC (Annexin V-FITC Apoptosis Detection
Kit), umozliwiajaca ocene integralnosci btony oraz wykrycie utraty asymetrii rozmieszczenia
fosfolipidow blonowych (ekspozycja fosfatydyloseryny w zewngtrznej warstwie btony).
Ponadto, przeprowadzono analiz¢ cyklu komoérkowego komorek tej linii przy uzyciu metody
barwienia jodkiem propidyny, z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;.

Zsyntezowatam réwniez potencjalne biosensory do oznaczania stg¢zenia rodnika tlenku
azotu(lVV) w materiale biologicznym — zwiazki koordynacyjne chromu(Ill) zawierajace
anomery 3-amino-2,3-dideoksy-D-arabino-heksopiranozydow metylu (Aara i Bara). W
aspekcie biologicznym wykazatam, Zze biosensory zawierajgce w swoim sktadzie 3-amino-

2,3-dideoksy-a-D-arabinoheksapiranozyd metylu (Aara) wychwytujg tlenek azotu(IV)



powstajacy w reakcji anionorodnika ponadtlenkowego i tlenku azotu (I1). Biosensory te nie
reaguja z tlenkiem azotu (II) i1 anionem nadtlenoazotanowym(lll), co potwierdza
selektywno$¢ detekeji tlenku azotu(IV) jako jedynego rodnika w uktadzie eksperymentalnym.

Zsyntezowane uprzednio przeze mnie biosensory molekularne oraz opracowany model
chemiczny dotyczacy oznaczania st¢zenia rodnika ditlenku azotu pozwolily na
zaproponowanie modelu biologicznego oznaczania poziomu NO, w makrofagach (RAW
264.7) Oznaczajac iloSciowo produkty nitrowania w linii RAW 264.7) zasugerowatam
wylaczny udziat rodnikow NO, w reakcji z wykluczeniem wudzialu anionu
nadtlenoazotynowego (Schemat 5). Na schemacie przedstawitam wspoétdziatanie indukowane;j
syntazy NO (INOS) oraz lipoksygenazy (LOX) w dostarczaniu substratow NO; i
wodorotlenkow kwasoéw ttuszczowych dla cyklooksygenazy konwertujacej NO,  do tlenku
azotu(lV) (LOOH).

Schemat 5. Szlaki enzymatyczne prowadzace do powstawania rodnika NO, w komérkach RAW 264.7

3.3.4. Charakter aplikacyjny badan

Przeprowadzone badania chemiczne i biologiczne pokazaly nowe kierunki w
projektowaniu zwiazkow koordynacyjnych 0 pozadanych wlasciwosciach
fizykochemicznych, ktore w dalszych etapach badan beda mogly znalez¢ zastosowanie w
nowoczesnej medycynie diagnostycznej jako biosensory molekularne reaktywnych form tlenu
i azotu.

Opracowanie nowej ilo$ciowej metody rownoczesnego oznaczania CO, i nadtlenku
wodoru powstajacego w uktadach biologicznych pozwoli na zrozumienie roli sygnalizacyjnej
tej reaktywnej formy tlenu w uzyskiwaniu odpornosci struktur podwzgorza na sygnalizacyjna
anorektyczng regulacje leptyny prowadzaca do cukrzycy typu II lub schorzen
neurodegeneracyjnych. Ponadto dzieki takiej metodzie mozliwe bedzie opracowanie analizy

molekularnej §ciezek sygnalizacyjnych stresu oksydacyjnego w komorkach hipokampa.



Z kolei opracowanie czutych biosensoréw molekularnych (o czulo$ci wystarczajacej
do oznaczania w ukladach biologicznych stezen rzedu 10™° M) selektywnie ,,wylapujace”
rodnik tlenku azotu(IV) i ich zastosowanie do ewaluacji poziomu tej reaktywnej formy azotu
generowane] w stanach zapalnych pozwoli na ocen¢ dynamiki stresu oksydacyjnego i
nitrozacyjnego inicjujacych szlaki sygnalizacyjne prowadzace do nekrozy 1 apoptozy

komorek pecherzykowych trzustki.
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4. Omowienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo — badawczych po osiagnig¢ciu stopnia
doktora.

Pozostale moje osiggniecia naukowe dotyczylty przede wszystkim problematyki
poszukiwania potencjalnych biosensoréw molekularnych reaktywnych form azotu i tlenu
(RNOS) z wykorzystaniem rdznych technik, wsrod ktoérych wymieni¢ nalezy gtownie
spektrofotometrie  UV-Vis,  spektroskopi¢  fluorescencyjng oraz  wysokosprawng
chromatografi¢  cieczowa sprzezong ze spektrometriag mas. Wstepne  wyniki
przeprowadzonych badan dowodza, ze 1,3-difenyloizobenzofuran moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywany w badaniach biologicznych w celu okreslenia w materiale biologicznym
nat¢zenia stresu komorkowego, spowodowanego obecnoscig reaktywnych form tlenu i

azotu®?.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9450756

Innym aspektem prowadzonych badan jest opracowanie posredniej metody
ilosciowego oznaczania catkowitej zawartosci reaktywnych form azotu i tlenu w badanej
probce. W tym celu skupiono si¢ na okresleniu rodzaju oddziatywan pomigdzy wybranymi
zwigzkami wykazujgcymi fluorescencje a 4-hydroksy-TEMPO, najszerzej przebadang pod
katem oddziatywan z reaktywnymi formami azotu i tlenu pochodng rodnika nitroksylowego,
wykorzystywang jako ,,zmiatacz” wolnych rodnikow powstatych w organizmie w wyniku
réznych procesow fizjologicznych. Pod katem oddziatywan z
4-hydroksy-TEMPO udato si¢ przebada¢ kompleksowo 16 fluoroforow:

— 4 wiclopier$cieniowe weglowodory aromatyczne™
— 8 pochodnych kumaryny*’
— 4 antybiotyki fluorochinolonowe®®

Przeprowadzone - z wykorzystaniem spektroskopii absorpcyjnej i fluorescencyjnej,
zarOwno stacjonarnej, jak i czasowo-rozdzielczej - badania miaty na celu znalezienie zwigzku
wykazujacego fluorescencje, ktéry oddziatywalby z pochodng rodnika nitroksylowego w
sposob selektywny lub specyficzny. W przypadku wszystkich przebadanych w ten sposob
zwigzkow zaobserwowano spadek intensywnosci ich fluorescencji pod wptywem 4-hydroksy-
TEMPO. Dalsze badania wykazaly, ze oddziatywania tych fluoroforow ze ,,zmiataczem”
majg charakter czysto fizyczny, a zanik fluorescencji jest wynikiem jej wygaszania zgodnie z
mechanizmem dynamicznym.

Jedno z pozostatych osiggnie¢ naukowych polegato na otrzymaniu formy krystalicznej
nowego zwigzku kompleksowego zelaza(III), tj. tetrachlorozelazianu(II)
2-metylopirydyniowego, [2-Me(Py)H][FeCl,] gdzie 2-Me(Py)H® oznacza kation
2-metylopirydyniowy. Na podstawie pomiardOw rentgenograficznych wyznaczona zostata
réwniez struktura tego zwiazku®. Ponadto, metodami analizy termicznej (TG, DTG oraz DSC)
okreslone zostaly charakterystyki termiczne serii soli tetrachlorozelazianowych(Ill) z
kationami 2-, 3- oraz 4-metylopirydyniowym. Badania wykazaty, ze badane kompleksy
wykazujg wysoka stabilno$¢ termiczng w fazie ciektej. Ich temperatury topnienia sg bliskie
100°C, a rozktad kompleksow nastepuje dopiero w temperaturze o 100 stopni wyzszej. Z tego
powodu analizowane zwigzki stanowig potencjalnie atrakcyjne, stabilne termicznie,
paramagnetyczne ciecze jonowe.

Kolejne badania, w ktorych bralam czynny udzial dotycza metod miareczkowania
kalorymetrycznego oraz potencjometrycznego, ktore zostaly wykorzystane do zbadania
oddziatywan jonéw kobaltu(II), niklu(Il) oraz cynku ze sktadnikami roztworéw buforowych,

powszechnie wykorzystywanymi do badan biologicznych, tj. z kwasem 2-(N-morfolino)-



etanosulfonowym (bufor MES), z kwasem 1,4-piperazynodietanosulfonowym (bufor PIPES)

oraz z kwasem kakodylowym (bufor Caco)'®*®

. Z uwagi na stabe oddziatywania badanych
jondéw ze sktadnikami roztworéw buforowych, zastosowana zostata metoda miareczkowania
konkurencyjnego, w ktorej staby ligand (sktadnik buforu) obecny w sferze koordynacyjnej
jonu metalu byt podstawiany (wymieniany) w reakcji kompleksowania przez silny ligand tj.
anion kwasu nitrylotrioctowego. Zmiana entalpii badanej reakcji byta nastepnie obliczana na
podstawie rownania opartego na prawie Hess’a. Zaproponowane podej$cie umozliwito
wyznaczenia funkcji termodynamicznych badanych reakcji niezaleznych od pH srodowiska
reakcji. Otrzymane dane pozwoli wyciggna¢ wnioski odnos$nie zaleznosci migdzy strukturg
powstajacych potaczen a wyznaczonymi wartosciami funkcji termodynamicznych.

Uczestniczylam rowniez w badaniach dotyczacych oddziatywan jonéw miedzi(Il) z
glicyloglicynqg. W tym celu wykorzystano wzajemnie si¢ uzupetniajace techniki, tj.
kalorymetryczng oraz potencjometryczng. Zastosowanie w pomiarach kalorymetrycznych
trzech roztworéw buforowych o réznej wartosci entalpii jonizacji umozliwito obliczenie
liczby moli protonéw wymienianych miedzy glicyloglicyng a sktadnikiem buforu na skutek
tworzenia si¢ polaczenia kompleksowego. Wyniki badan dostarczyty istotnych danych
odnos$nie sposobu oddziatywania jonéw miedzi(ll) z badanym dipeptydem.

Z moim udzialem zbadana zostata trwalo$¢ termodynamiczna oraz kinetyczna
trojsktadnikowych zwigzkow koordynacyjnych kobaltu(Il) oraz niklu(Il) z ligandem
diglikolanowym oraz z ligandami pomocniczymi, tj. fenantrolina oraz bipirydyna™. State
trwato$ci kompleksOw zostaly obliczone na podstawie pomiaréw potencjometrycznych,
natomiast trwato$¢ kinetyczng zwigzkéw zostala zbadana dzigki wykorzystaniu metody
spektroskopowej stopped-flow. Otrzymane dane pozwolily na wyciagniecie wnioskow
odnos$nie wptywu rodzaju liganda w sferze koordynacyjnej kompleksu na trwatos¢ badanych
polaczen.

W innej grupie badan przy wykorzystaniu metody miareczkowania kalorymetrycznego
oraz potencjometrycznego“ wyznaczone zostaly wilasciwosci kompleksotworcze ligandow
diglikolanowego oraz tiodioctanowego wzgledem jondw cynku. Wyniki badan zostaly
uzupetnione obliczeniami teoretycznymi (ab initio, metoda MP2). Opisano zalezno$¢ migdzy
sposobem koordynacji liganda a warto$ciami wyznaczonych funkcji termodynamicznych.

Oszacowana zostata rowniez reaktywnos¢ diglikolanowych kompleksow wanadylu,
kobaltu(Il) oraz niklu(Il) wzgledem anionorodnika ponadtlenkowego przy wykorzystaniu
metody elektrochemicznej (woltamperometria cykliczna)™®. Ponadto, przy wykorzystaniu

testow MTT oraz LDH zostata zbadana aktywno$¢ cytoprotekcyjna tych zwigzkow wzgledem



komorek neuronowych myszy (HT22) poddanych stresowi oksydacyjnemu, generowanemu
egzogennie za pomocg nadtlenku wodoru,. Testy wykazaly, ze wszystkie badane kompleksy
wykazuja wlasciwosci ochronne, ale ich aktywno$¢ cytoprotekcyjna wyraznie zalezy od
stezenia zwigzku. Najnizszg aktywnoscig cytoprotekcyjng charakteryzowat si¢ kompleks
niklu(Il). Mozna przypuszczac, ze wlasciwosci antyutleniajgce diglikolanowego kompleksu
niklu(ll) sa z nadmiarem kompensowane jego toksycznym wplywem na komorki, szczeg6lnie
przy wyzszych stezeniach zwigzku.

Dodatkowo swoje zainteresowania naukowe poszerzytam o zwigzki koordynacyjne
platyny(Il) i  palladu(Il), ktére wykorzystywane sg jako potencjalne leki
przeciwnowotworowe. W publikacji'® zostaty opisane metody okreslania cytotoksycznosei
tych zwigzkow.

Inne kierunki prowadzonych przeze mnie badah wigza si¢ z moimi szerokimi
zainteresowaniami dotyczacymi problematyki syntezy, charakterystyki oraz badan Kinetyki i
ustalania mechanizmow reakcji wychwytu gazéw oraz ich uwalniania przez zwiazki

koordynacyjne metali przejsciowych zawierajace organiczne, aktywne biologicznie ligandy
1,267

Przeprowadzitam rowniez syntez¢ grupy zwiazkow koordynacyjnych, gdzie w sferze
koordynacyjnej byly jony zelaza(II)®, chromu(Ill) oraz kobaltu(IIl), synteze biologicznie
czynnych ligandéw organicznych® jak rowniez przebadatam nowo otrzymane zwiazki pod

wzgledem whasciwosci fizykochemicznych®”,
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5. Plany na przyszlosé

Aktualnie kontynuuje opisane w autoreferacie badania naukowe, a ich spektrum jest
stopniowo poszerzane. Jestem gtownym wykonawcg w grancie NCN kierowanym przez
Profesora Lecha Chmurzynskiego pt. ,,Struktura a wlasciwosci fizykochemiczne
i cytoprotekcyjne heteroligandowych komplekséw metali przejsciowych”. Tematyka tego
grantu dotyczy wptywu struktury oraz wiasciwosci fizykochemicznych matoczasteczkowych
zwigzkow koordynacyjnych na ich wtasciwosci cytoprotekcyjne. Kolejny cykl badan dotyczy
okreslenia wptywu na komorki roslinne Arabidopsis thaliana L. egzogennie deponowanych
zwigzkow: nadtlenku wodoru, pirogronianu 1 glutaminianu, bedacych w warunkach
biologicznych zrodtami reaktywnych form tlenu, w obecnosci nowo zsyntezowanych
zwigzkow kompleksowych.

Réwnoczesnie biore udziat w drugim projekcie badawczym kierowanym przez dr
Dariusza Wyrzykowskiego pt.” ,,Maloczasteczkowe zwiazki cytoprotekcyjne - struktura oraz
fizykochemiczna 1 biomedyczna charakterystyka polikarboksylanowych zwigzkéw
koordynacyjnych”, w ktérym réwniez jestem gtownym wykonawcg. Tematyka grantu
dotyczy istotnych problemdéw zwigzanych z ochrong zdrowia cztowieka. Gtownych jej celem

jest znalezienie cech strukturalnych i fizykochemicznych jakimi musza charakteryzowac si¢



zwigzki koordynacyjne, majace pelni¢ role efektywnych mimetykéw dysmutazy

ponadtlenkowe;j.

Dodatkowo rozpoczelam badania naukowe nad tematyka dotyczaca syntezy
zwigzkéw, ktore beda mialy za zadanie pobudzaé prace enzymu, biorgcego udzial w
procesach prowadzacych do obnizenia poziomu glukozy we krwi. Prace swoje rozpoczegtam
od syntezy zwigzkéw koordynacyjnych chromu(lll) zawierajacych biologicznie czynne
ligandy organiczne. Dlaczego akurat zwiagzki koordynacyjne chromu(lll)? Dowiedziono, ze
jon chromu(lll) wspomaga dziatanie insuliny, dlatego tez pierwiastek ten ma znaczace
dziatanie biologiczne dla organizmu.

Obecnie badam wlasciwosci fizykochemiczne nowo otrzymanych polaczen. W
najblizszej przysztosci planuje rozpocza¢ badania biologiczne majace na celu sprawdzenie
nowo zsyntezowanych zwigzkéw kompleksowych na liniach komoérkowych pod katem

regulacji poziomu cukru, a tym samym ulatwiania przemiany materii i proceséw trawiennych.




