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Wykorzystywanie kompleksow rutenu w terapii przeciwnowotworowej nie jest
pomystem nowym. W zwiazku z duza toksyczno$cia oraz ograniczong skutecznoscia
kompleksow  platyny, poszukiwano nowych zwigzkéw metali o aktywnosci
przeciwnowotworowej, ktore posiadatyby alternatywne mechanizmy dziatania. Kompleksy
rutenu ze wzgledu na dobrze poznang chemi¢ koordynacyjna, niska toksycznos¢ (taczong z
mozliwos$cig nasladowania jondw zelaza w uktadach biologicznych) sa przedmiotem badan
naukowcow z catego $wiata. Efektem tych badan s3 dwa kompleksy rutenu NAMI-A
([ImH][trans-Ru(DMSO)(Im)Cl4], Im — imidazol) oraz KP1019 ([IndH][trans-Ru(Ind).Cl,],
Ind — indazol) zakwalifikowane do drugiej fazy badan klinicznych. Oba te zwiagzki
stosunkowo tatwo ulegaja reakcjom substytucji i po wprowadzaniu ich do organizmu reagujac
z bioczasteczkami docelowymi, wywoluja efekt farmakologiczny. Jak do tej pory nie sg
poznane wszystkie mozliwe drogi aktywacji 1 reakcji testowanych zwigzkoéw, sa one wcigz
przedmiotem wielu badan. Obecnie zainteresowanie zyskuja zwigzki rutenu inertne na
substytucje — kompleksy z ligandami polipirydylowymi. Poczatkowo badane byty pod katem
wykorzystania jako znaczniki DNA, obecnie ro$nie zainteresowanie nimi w konteks$cie terapii

przeciwnowotworowej.

Gléwnym celem pracy doktorskiej byta synteza oraz zbadanie wlasciwosci
fizykochemicznych, fotofizycznych, jak rowniez i biologicznych serii polipirydylowych
kompleksow rutenu, zawierajacych dwa ligandy dip (4,7-difenylo-1,10-fenantrolina) oraz
zmodyfikowany ligand bpy (2,2’-bipirydyna) w kontekscie ich potencjalnego wykorzystania

w obrazowaniu zmian nowotworowych i terapii przeciwnowotworowe;j.

Cytotoksycznos¢  otrzymanych  kompleksow  jest znaczaco wigksza niz
cytotoksyczno$¢ zwigzku referencyjnego, powszechnie uzywanej obecnie cisplatyny.
Toksycznos¢ kompleksow Ru $cisle zwigzana jest z poziomem akumulacji tych kompleksow
w komorkach, na ktory z kolei znaczacy wplyw maja fadunek i lipofilowos¢ badanych
zwigzkow. Najwigkszg cytotoksycznosciag wsrdd przebadanych komplekséw zaréwno dla
komorek nowotworowych, jak 1 komoérek srodbtonka cechuje si¢ najbardziej lipofilowy
zwigzek wsrdéd kompleksow dwuwartosciowych. Po akumulacji, kompleksy rutenu zaburzaja
cykl komorkowy, hamujac rozwoj i podziat komorki, oraz powodujac jej $mier¢ na drodze
apoptozy. Jednym z czynnikow wywolujacych apoptoz¢ moze by¢é wzrost poziomu
reaktywnych form tlenu, spowodowany akumulacjg badanych kompleksow Ru w komorce.
Obserwowana apoptoza nie zachodzi natomiast na drodze szlaku mitochondrialnego, mimo ze

badane kompleksy rutenu preferencyjnie akumuluja si¢ w mitochondriach oraz siateczce



endoplazmatycznej. Wyzszy poziom retencji kompleksow Ru w komdérkach nowotworowych
raka piersi 4T1 niz w komorkach §rodbtonka MLUMEC FVB moze sugerowa¢ nizszg ogolna

toksyczno$¢ kompleksow rutenu oraz mniejsze efekty uboczne.

Poziom luminescencji komoérek po inkubacji z badanymi kompleksami rutenu nie jest
Scisle skorelowany z wydajnoscig kwantowg luminescencji wyznaczong dla kompleksow w
roztworach wodnych. Obserwowany sygnat luminescencyjny zalezy od poziomu akumulacji
kompleksow w komorkach, oraz od wydajnosci kwantowej i czaséw zycia luminescencji
kompleksow po akumulacji. Badania w uktadach modelowych z uzyciem ludzkiej albuminy
pokazaty, ze w wyniku tworzenia adduktow Ru-biatko zwigksza si¢ czas Zycia oraz
wydajno$¢ kwantowa luminescencji. Ten efekt, poprzednio opisany tylko w przypadku
oddziatywania z DNA, dowodzi znaczacego wplywu bialek na Iuminescencje
polipirydylowych kompleksow rutenu, zawierajacych ligandy dip (4,7-difenylo-1,10-
fenantrolina). Pokazano réwniez, ze oddzialywanie z DNA nie powoduje znaczacych zmian w
luminescencji badanych zwigzkéw. Dodatkowo, badania in vitro nie wykazaty akumulacji

kompleksow Ru w jadrze komorkowym.

Oceniajac potencjal komplekséw do znakowania komorek, konieczna jest nie tylko
ocena witasciwos$ci luminescencyjnych kompleksow Ru w roztworach wodnych, ale rowniez
wyznaczanie poziomu akumulacji kompleksow w komorkach oraz zbadanie wptywu
biomakroczasteczek (biatka i DNA) na wydajno$¢ kwantowg oraz czasy zycia luminescencji

badanych zwiazkow.

Waznym etapem badan byta ocena potencjalnych wlasciwosci przeciwprzerzutowych
polipirydylowych kompleksow rutenu. Akumulacja kompleksow Ru powoduje zmiang
wlasciwosci  adhezyjnych komoérek nowotworowych 1 komodrek $rodblonka. Badane
kompleksy rutenu skutecznie hamuja adhezje komoérek nowotworowych 4T1 na podtozu
komorek sroédbtonka MLUMEC FVB, jak rowniez na powierzchni pokrytej fibronektyna,
kolagenem czy zwyktym podlozu plastikowym. Z drugiej strony, komorki nowotworowe po
inkubacji z kompleksami rutenu gorzej si¢ odrywaja od podtoza plastikowego oraz pokrytego
kolagenem w testach adhezyjnych z trypsyna. Badane zwiagzki rutenu maja rowniez
wlasciwo$ci angiogenne, zwigzane z ich istotnych wplywem na organizacje komorek
srédblonka na podtozu plastikowym. Hamujg one rowniez ruchliwo$¢ komorek srédblonka w
tescie leczenia zadrapania. Obserwowane zmiany wiasciwosci adhezyjnych oraz

angiogennych zostaly potwierdzone zmiang poziomu ekspresji mRNA biatek biorgcych udziat



w procesach adhezji, angiogenezie oraz ruchliwosci w komodrkach nowotworowych oraz
srodbtonka. Opisane efekty wskazuja na istotny potencjat aplikacyjny badanych

polipirydylowych komplekséw Ru do zastosowania w terapii przeciwprzerzutowe;.

Szczegbdlna uwaga w rozprawie doktorskiej zostata poswigcona polipirydylowemu
kompleksowi rutenu zawierajagcemu ligand bipirydylowy z przytaczong grupg
nitroimidazolowa. Kompleks ten zostat przebadany pod katem mozliwego zastosowania jako
znacznika luminescencyjnego dla diagnostyki obszaro6w niedotlenionych, jak réwniez
efektywnego zwigzku cytotoksycznego. Wyniki przeprowadzonych badan pokazuja, ze
badany kompleks jest bardziej toksyczny w stosunku do komoérek w stanie niedotlenienia, jak
réwniez ma wigksza akumulacj¢ oraz wyzszy poziom retencji w komorkach hodowanych w
atmosferze obnizonego stezenia tlenu niz w warunkach normalnych. Obserwowana
selektywno$¢ nitroimidazolowej pochodnej kompleksu rutenu w stosunku do komorek
hodowanych w atmosferze obnizonego stezenia tlenu spowodowana jest prawdopodobnie
katalizowang przez nitroreduktaze redukcja grupy nitrowej w podstawniku 2-
nitroimidazolowym w warunkach obnizonego stezenia tlenu, ktéra zostata potwierdzona
spektroskopig emisyjna oraz spektrometria mass. Wiasciwosci biologiczne potaczone z
wyzsza wydajnoscig kwantowa oraz dtuzszym czasem zycia luminescencji nitroimidazolowej
pochodnej kompleksu rutenu wskazujag na mozliwo$¢ zastosowania tego zwigzku jako

selektywnego znacznika do obrazowania obszaréw niedotlenionych.

Wyniki wykonanych badan weszly w sktad trzech publikacji: J. Biol. Inorg. Chem.
2014, 19, 1305-1316, J. Inorg. Biochem. 2014, 134, 83-91 oraz Metallomics, 2015, 7, 553-
566.

Podsumowujac, zagadnienia omowione w przestawionej rozprawie doktorskiej
obejmuja syntez¢ oraz zbadanie wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych wybranych
polipirydylowych kompleksow rutenu. Przeprowadzone badania nad potencjalnym
zastosowaniem polipirydylowych kompleksoOw rutenu w diagnostyce 1 terapii nowotworow
obejmowaty poznanie oddzialywania kompleksow z wybranymi biopolimerami (biatka,
DNA), ustalanie mechanizmow $mierci komorkowej oraz zmian wlasciwosci adhezyjnych
komorek nowotworowych i organizacji komodrek s$rodbtonka, a takze zmian wilasciwosci

luminescencyjnych komplekséw w roztworach i po akumulacji w komorkach.



