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Nowotwér to choroba spowodowana nieprawidiowym wzrostem komoérek, ktora
charakteryzuje sie najwigksza $miertelnoscia na catym $wiecie. Najczesciej stosowanymi
metodami klinicznymi w leczeniu nowotworéw s3: chemioterapia, radioterapia, chirurgia,
hormonoterapia oraz terapia celowana z uzyciem lekow przeciwnowotworowych. Najczesciej
stosowanym cytostatykiem do zwalczania wielu rodzajow raka jest kompleks platyny(ll) znany
jako cis-platyna. Jednak leczenie nim jest nadal ograniczone przez niepozadane efekty
uboczne, takie jak ogdlnoustrojowa toksycznos$¢ oraz lekoopornos¢. Dlatego poszukuje sie
nowych, skutecznych i bezpiecznych lekéw, takie w postaci kompleksow réinych metali
przejéciowych. Obiecujace wtasciwosci cytostatyczne wykryto w przypadku zwigzkéw miedzi,

platyny, rutenu i ziota.

Celem pracy byto zbadanie przemian wybranych komplekséw ztota(l/111)
oraz rutenu(lll) w roztworze wodnym nasladujagcym warunki fizjologiczne oraz ich
oddziatywani ze sktadnikami serum krwi i cytozolu komérkowego. Badania realizowano
w ramach projektu "Opracowanie metod badania zaburzeri réwnowagi jonomicznej i ich
genezy w komérkach rakowych poddawanych dziataniu cytostatykéw" finansowanego przez

NCN numer 2013/09/B/ST4/00961.

Kompleksy metali przejSciowych naleza do prolekéw, ktére w warunkach
fizjologicznych ulegaja przemianom prowadzacym do uzyskania aktywnej formy zwigzku. Do
badan wybrano kompleksy zfota: (1) tetraAtgS-Au-tEP  znany jako auranofina,
(2) Bipy-Au"-ipB (AuBipyC), (3) Bipy-Au"-(OH), (AuBipy(OH)),
(4) [(2,9-diMe-biPy-Au"-0-),]** (AuOXOg) i (5) [(2,9-diMe-Phen-Au"-0-);]*" (AuPhen), gdzie
tetraAtgS — tio-2,3,4,6-tetraacetyloglukoza, tEP-trietylofosfina, Bipy — bipirydyny,



ipB — izopropylobenzen, Me - metylo, Phen - fenantrolina. Badano ich trwatos¢
i powinowactwo do glutationu oraz biatek transportujacych w warunkach nasladujacych
érodowisko krwi i w roztworze serum krwi. Badanie realizowano za pomoca tandemowej
spektrometrii mas z jonizacjq poprzez elektrorozpraszanie (ESI-MS/MS) oraz za pomocq
chromatografii wykluczania potaczonej ze spektrometria mas z jonizacja W plazmie
indukcyjnie sprzezonej (SEC-ICP-MS). Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze
kompleksy zfota ulegajg hydrolizie w stopniu znaczacym w ciggu pierwszych 5 godzin
inkubacji. Szybko$¢ hydrolizy zalezna jest od struktury zwiazku i zachodzi w kolejnosci:
AuBipyC > AuyPhen > AuOXOs > AuBipy(OH), > auranofina. Dla kazdego z komplekséow
zaproponowano takze struktury najbardziej prawdopodobnych produktéw hydrolizy. Badanie
powinowactwa komplekséw zfota do biatek w serum krwi za pomocg SEC-ICP-MS pokazato,
7e addukty metalokompleks-biatko powstawaly z szybkoscia odwrotng do ich hydrolizy.
Zmiany na chromatogramach wskazywaty jednak na powinowactwo produktéw hydrolizy do
biatek. Roznice te moga wskazywaé, ze oprécz hydrolizy kompleksy zfota ulegaja takze innym
przemianom.

Organizm, zaréwno w $rodowisku krwi jak i cytozolu ,broni sie” przez dziataniem
silnych utleniaczy odpowiedzialnych za wystgpowanie stresu oksydacyjnego. Dlatego reakcja
redukcji jest czesto wskazywana jako prowadzaca do aktywacji metalokompleksu
(np. w przypadku kompleksu KP1019 ((HInd)[trans—Ru"'Cl4(Ind)z]) - zwigzek, w ktérym Ru(lll)
tworzy kompleks zczterema jonami chlorkowymi, atakze dwoma indazolowymi
i ulega redukcji do Ru(ll)). Jest to istotne, ze wzgledu na fakt, ze w komaérce nowotworowej
panuja inne warunki utleniajaco-redukujace niz w komérce zdrowej. Wptyw Srodowiska
redukujacego na trwatoéé kompleksu zbadano dla auranofiny, Au'"BipyC oraz KP1019
(w celu zweryfikowania metody) w symulowanych warunkach fizjologicznych i przy
zmiennym potencjale utleniania i redukcji. Do tego celu zastosowano elektrochemiczng
komore reakcyjng Roxy (ECR) w pofaczeniu z detekcja ESI-MS, w poréwnaniu do
woltamperometrii fali prostokatnej (byto to pierwsze zastosowanie tej techniki w przypadku
komplekséw metali). Stwierdzono, ze kompleksy takie jak auranofina i KP1019 ulegaja
nieodwracalnemu utlenianiu. W przypadku redukcji dochodzito do zmiany stopnia utlenienia
metalu z Au(lll) i Ru(ill) na Au(l) i Ru(ll). Zmianie stopnia utlenienia towarzyszyta utrata lub
wymiana ligandu. Potencjat redukujacy wspierat takze proces odtaczania i wymiany ligandu w

przypadku auranofiny i powstawania Au(tEP), oraz tetraAtgS-Au-L, gdzie L to ligand bedacy



sktadnikiem krwi czy cytozolu komdrkowego. Pofaczenie komory elektrochemicznej z ESI-
MS/MS pozwolito na potwierdzenie redukcji rutenu w kompleksie KP1019 i wskaza¢ podobna
zmiane aktywujaca w przypadku kompleksu zfota(lll), a takie wskazac Au(tEP), jako
najbardziej prawdopodobng aktywna pochodng auranofiny.

Zbadano powinowactwo kompleksu KP1019 do sktadnikéw cytozolu komoérek raka
jelita grubego (HT-29) oraz wplyw auranofiny na skfad proteomu i metabolomu komorek raka
ptuc (A-549) w poréwnaniu do komérek prawidiowych (MRC-5). W przypadku auranofiny
zaktada sie aktywacje szlaku mitochondrialnego prowadzacego do apoptozy komérkowe;.
W celu zbadania tej hipotezy przeprowadzono badania oddzielonych poprzez ultrafiltracje
zwiazkéw wielkoczasteczkowych i matoczasteczkowych za pomoca chromatografi cieczowej
w odwréconym uktadzie faz oraz elektroforezy kapilarnej, sprzezonych ze spektrometrig mas
z jonizacja poprzez elektrorozpraszanie RPLC-ESI-MS/MS i CE-ESI-MS/MS.

Stwierdzono, ze sktad metabolomu komdrek rakowych (A-549) jest mniej
zréznicowany i zawiera zwigkszone ilosci kwaséw organicznych. W przypadku obu rodzajéw
komérek obecnoéé auranofiny w komérce zmniejsza zawartosci metabolitéw (na skutek
odpowiedzi komérkowej i/lub powstawania adduktéw). Wskazano zwiazki wykazujace
powinowactwo do auranofiny jak allantoina, dihydrouracyl i asymetryczna dimetyloarginina.

We frakcji zawierajacej zwiazki wielkoczasteczkowe, poprzez analize LC-MS peptydow
trypsynowych, wykryto 12 réznych biatek w komérkach HT-29 wykazujacych powinowactwo
do kompleksu KP1019. Byly to biatka odnowy DNA i hamowania apoptozy. W przypadku
komorek ptuc, znaczace zmiany zawartosci, na skutek obecnosci auranofiny, zaobserwowano
dla biatek  zwigzanych z organizacja  cytoszkieletu komorkowego oraz
z programowang $miercig komorki.

Otrzymane wyniki potwierdzily, ze auranofina jak i KP1019 ulegaja aktywacji
w organizmie ludzkim poprzez hydrolize lub redukcje oraz indukuja apoptozg komorek
poprzez szlak mitochondrialny.

Techniki rozdzielania oraz komora elektrochemiczna pofaczone z atomowa
i czasteczkowa spektrometrig mas stanowig skuteczny zestaw narzedzi do badania przemian
metalokomplekséw, o potencjalnych wtasciwosciach przeciwnowotworowych, w serum
i cytozolu komérkowym.
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