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Streszczenie

Celem niniejszej dysertacji bylo zbadanie procesu kompleksowania w uktadach
zawierajacych cukrowe pochodne urydyno-5’-difosforanu z jonami metali bloku d o znaczeniu
biologicznym  oraz = przeprowadzenie  pelnej  charakterystyki  termodynamicznej
1 spektroskopowej wyznaczonych form kompleksowych. Ponadto przeprowadzono badania
aktywnosci biologicznej wybranych form kompleksowych.

Pierwszy etap badan obejmowal wyznaczenie statych protonacji analizowanych
ligandéw:  kwasu  urydyno-5’-difosfoglukuronowego,  urydyno-5’-difosfo-N-acetylo-
glukozaminy oraz urydyno-5’-difosfoglukozy z wykorzystaniem analizy potencjometrycznej
prowadzonej w $cisle okreslonych warunkach: statej sity jonowej (0,1 mol/dm?), temperatury
(20£1°C) oraz w atmosferze gazu obojgtnego, ktérym byt hel. Dla kazdej z otrzymanych form
wyznaczono state protonacji (logf) oraz state réwnowag tworzenia (logK.), a takze
sporzadzono krzywe dystrybucji form, na podstawie ktorych okreslono procentowy udziat
kazdego z ligandow w tworzeniu danej formy. Nastepnie przeprowadzono badania
potencjometryczne dla uktadéow Cu(Il)/UDP-GluA, Cu(Il)/UDP-GIcNAc, Co(II)/UDP-
GlcNAc, Ni(II)/UDP-GIcNAc, Cu(Il)/UDP-Glc, Co(II)/UDP-Glc oraz Ni(II)/UDP-Glc
w stosunkach molowych metalu do ligandu 1:1 oraz 1:2. Na podstawie otrzymanych danych
okreslono typy form kompleksowych wystepujace w badanych uktadach oraz przeprowadzono
ich charakterystyke termodynamiczng. Dla kazdej z form kompleksowych wyznaczono og6lne
state trwatosci (logf) oraz stale rownowag tworzenia (logK.) oraz zaproponowano reakcje
otrzymywania tych form kompleksowych. Sporzadzono krzywe dystrybucji form, na podstawie
ktorych wyznaczono pH dominacji analizowanych kompleksow oraz okreslono procentowa
zawarto$¢ jonéw metali w ich strukturach.

Kolejnym etapem badan byta analiza spektroskopowa 1 badania aktywnosci biologicznej
wyznaczonych zwigzkoéw kompleksowych. Badania spektroskopowe UV-Vis, EPR, NMR oraz
CD prowadzono w pH dominacji poszczegdlnych form. Na podstawie otrzymanych wynikow
badan wyznaczono sktad wewngtrznej sfery koordynacyjnej oraz okreslono typy chromoforu
wystepujace w analizowanych uktadach. Badania spektroskopowe NMR prowadzone byty we
wspolpracy z Instytutem Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Wstepne
badania aktywnos$ci biologicznej prowadzone byly we wspotpracy z Collegium Medicum
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Bydgoszczy dla wybranych form kompleksowych
zawierajacych w swojej strukturze jony miedzi(Il). Do przeprowadzenia badan wykorzystano
linie A549 (komorki raka ptuc), T2H (komorki raka pecherza moczowego) oraz SV HUC-1

(komorki nabtonka urotelialnego — zdrowe komorki pecherza moczowego). Komorki
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indukowano z analizowanych zwigzkami kompleksowymi oraz ligandami przez 24 oraz 72
godziny. Na podstawie otrzymanych wynikow okreslono wtasciwosci cytotoksyczne
otrzymanych kompleksow wzgledem wolnych ligandow.

Wykonane pomiary poszerzg wiedze na temat zwigzkow kompleksowych cukrowych

pochodnych urydyno-5’-difosforanu oraz ich wtasciwosci spektroskopowych i biologicznych.

Stowa kluczowe: cukrowe pochodne urydyno-5’-difosforanu, jony metali bloku d,
zwigzki kompleksowe, badania potencjometryczne, badania spektroskopowe, badania

biologiczne.



Abstract

The aim of this dissertation was to investigate the complexation process in systems
containing sugar derivatives of uridine-5'-diphosphate with biologically relevant d-block metal
ions, as well as to conduct a thermodynamic and spectroscopic characterization of the identi fied
complex forms. In addition, the biological activity of selected complex species was examined.

The first stage of the study included determining the protonation constants of the analyzed
ligands: uridine-5'-diphosphoglucuronic acid, uridine-5'-diphospho-N-acetylglucosamine, and
uridine-5'-diphosphoglucose, using potentiometric analysis under strictly defined conditions:
constant ionic strength (0.1 mol/dm?), temperature (20+£1°C), and an inert gas atmosphere. For
each of the obtained forms, protonation constants (logf) and equilibrium constants of the
formation reaction (logKe) were determined. Distribution curves were plotted to assess the
percentage contribution of each ligand to the formation of a given species. Subsequently,
potentiometric measurements were conducted for the Cu(Il)/UDP-GluA, Cu(II)/UDP-GIcNAc,
Co(II)/UDP-GlcNAc,  Ni(Il)/UDP-GIcNAc,  Cu(Il)/UDP-Glc, Co(II)/UDP-Glc, and
Ni(II)/UDP-Glc systems at metal-to-ligand molar ratios of 1:1 and 1:2. Based on the obtained
data, the types of complex species present in the studied systems were identified, and their
thermodynamic characteristics were established. For each complex species, overall stability
constants (logf) and equilibrium constants of the formation reaction (logKe) were calculated,
and the corresponding formation reactions were proposed. Distribution curves were plotted to
determine the pH ranges in which the analyzed complexes dominate, as well as the percentage
content of metal ions within their structures.

The next stage of the research included spectroscopic analysis and biological activity
assays of the selected complex compounds. UV-Vis, EPR, NMR, and CD spectroscopic studies
were carried out at the pH values where each form predominates. The results allowed for the
determination of the composition of the inner coordination sphere and identification of the
chromophore types present in the analyzed systems. NMR spectroscopy was conducted in
collaboration with the Institute of Bioorganic Chemistry of the Polish Academy of Sciences in
Poznan. Preliminary biological activity studies were carried out in collaboration with the
Collegium Medicum of the Nicolaus Copernicus University in Bydgoszcz on selected
complexes containing copper(Il) ions. Lines A549 (lung cancer cells), T2H (bladder cancer
cells), and SV HUC-1 (normal urothelial bladder epithelial cells) were used for the study. Cells
were incubated with the analyzed complex compounds and ligands for 24 and 72 hours. On the
basis of the results obtained, the cytotoxic properties of the complexes obtained against free

ligands were determined.



The performed measurements will extend the knowledge of complex compounds of sugar

uridine-5'-diphosphate derivatives and their spectroscopic and biological properties.

Keywords: sugar derivatives of uridine-5'-diphosphate, d-block metal ions, complex

compounds, potentiometric studies, spectroscopic studies, biological studies.
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1.  Wstep

Nukleotydy 1 nukleozydy to czasteczki kluczowe do prawidtowego funkcjonowania
organizméw zywych. Zwiazki te sa nie tylko elementami budulcowymi kwasoéw nukleinowych
(DNA 1 RNA), ale rowniez petnig istotne funkcje w procesach energetycznych (ATP, GTP),
sygnalizacji komdrkowej oraz regulacji enzymatycznej. Udziat nukleotydow i1 nukleozydow
w wielu r6znych procesach biologicznych zachodzacych w organizmie sprawia, ze zwiazki te
znalazty si¢ w kregu zastosowan roznych gatezi medycyny, jako potencjalne S$rodki
terapeutyczne. Sa podstawa licznych lekow przeciwwirusowych 1 przeciwnowotworowych,
takich jak rybawiryna acyklowir, czy cytarabina. Cytotoksyczno$¢ tych zwigzkéw zostala
potwierdzona, m.in.: na liniach komoérkowych raka piersi czy jelita grubego.

Prace nad =znalezieniem skutecznego chemoterapeutyku charakteryzujacego si¢
jednoczesnie niewielkim wplywem na organizm cztowieka trwaja od wielu lat. Coraz wigksze
zainteresowanie, oprocz zwigzkéw nieorganicznych, wzbudzaja pochodne makromolekut,
ktore wystepuja w organizmie cztowieka. W tej grupie znajdujg si¢, m.in.: cukrowe pochodne
fosforanéw urydyny oraz ich zwigzki kompleksowe z jonami metali.

Cukrowe pochodne urydyno-5’-difosforanu, takie jak UDP-glukoza,
UDP-N-acetyloglukozamina, czy UDP-galaktoza odgrywaja kluczowe rol¢ w prawidlowym
funkcjonowaniu organizmoéw zywych. Uczestniczag w procesach syntezy glikolipidow,
glikoprotein oraz proteoglikanéw, gdzie pelnig role donorow jednostek cukrowych.
Monitorowanie stg¢zenia tych zwigzkOw w organizmie jest szczegdlnie istotne, z uwagi na ich
znaczenie w przebiegu, np.: choréb nowotworowych czy neurodegeneracyjnych. Enzymy,
zaangazowane w synteze tej grupy zwigzkow u bakterii, uwazane sa za potencjalne cele
terapeutyczne w procesach projektowanie lekow przeciwbakteryjnych. Charakter hydrofilowy
oraz wystepowanie licznych atomow donorowych w czasteczkach cukrowych pochodnych
nukleotydow czyni z nich doskonate ligandy w zwigzkach kompleksowych.

Istotng role w procesach biologicznych, ktore zachodza w organizmach zywych odgrywaja
jony metali przej$ciowych, takie jak Cu*", Zn*', Fe?'/Fe**, Co*", Mn?* czy Ni?*. Jony te petnig
funkcje kofaktoréw wielu enzymow, a takze stabilizujg struktury biatkowe 1 wplywaja na
prawidtowa prace komodrek migsniowych czy nerwowych. Zaburzenia st¢zenia jondw metali
W organizmie zwigzane jest z wystgpowaniem wielu stanow patologicznych, w tym anemii,
cukrzycy 1 choréb przewleklych. Zwiazki metali przejsciowych wykazuja wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe 1 przeciwnowotworowe, co przyczynia si¢ do ich szerokiego
zastosowania w medycynie 1 farmacji. Duzym zainteresowaniem cieszy si¢ rOwniez znaczenie

jonoéw metali bloku d w indukowaniu $mierci komorek, m.in.: poprzez mechanizm apoptozy.
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Kompleksy  zawierajace  cukrowe  pochodne  urydyno-5'-difosforanu,w  tym
urydyno-5’-difosfoglukoze, kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy i urydyno-5’-difosfo-N-
acetyloglukozaming, sprz¢zone z d-elektronowymi jonami metali s3 bardzo obiecujace
w dziedzinie biochemii i medycyny. Wynika to z ich zaangazowania w procesy enzymatyczne
oraz metabolizm weglowodandéw. Potaczenie wilasciwosci jonéw metali o znaczeniu
biologicznym z cukrowymi pochodnymi urydyno-5’-difosforanu moze przyczyni¢ si¢ do
rozwoju nowych metod terapeutycznych, np.: w leczeniu choréb nowotworowych. Moga one
dziata¢ jako inhibitory enzymow, ktére biorg udziat w procesach glikozylacji lub by¢
wykorzystywane jako czasteczki sygnatowe w terapii celowanej. Ponadto moga petni¢ role
transporteréw lekéw do okreslonych komoérek organizmu.

W ponizszej dysertacji zestawiono wyniki badan potencjometrycznych, spektroskopowych
oraz biologicznych kompleksow cukrowych pochodnych urydyno-5’-difosforanu (kwasu
urydyno-5’-difosfoglukuronowego, urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozaminy oraz urydyno-
5’-difosfoglukozy) z jonami metali bloku d (Cu?*, Co?*, Ni?").
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2.  Spis stosowanych skrotow i symboli

UDP-GIluA kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy
UDP-Glc urydyno-5’-difosfoglukoza

UDP-GIcNAc urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina
UDP urydyno-5’-difosforan

GDP guanozyno-5’-difosforan

CMP cytydyno-5’-monofosofran

UDP-Gal urydyno-5’-difosfogalaktoza
UDP-GalNAc urydyno-5’-difosfo-N-acetylogalaktozamina
UDP-Xyl urydyna-5’-difosfoksyloza

GDP-Fuc guanozyno-5’-difosfofruktoza

GDP-Man guanozyno-5’-difosfomannoza
CMP-Neu-5-Ac kwas cytydyno-5’-monofosfo-N-acetyloneuraminowy
GTs glikozylotransferazy

NDP nukleotydo difosforan

NMP nukleotydo monofosofran

NTP nukleotydo trifosforan

Sia kwas sialowy

Gal galaktoza

Gle glukoza

Fuc fukoza

Xyl ksyloza

Man mannoza

GlaNAc N-acetylogalaktozamina

GlcNAc N-acetyloglukozamina

S serotonina

T treonina

UGD dehydrogenaza UDP-glukozy

UXS synteza UDP-Xyl

UGT UDP - glukuronozylotransferazy

NSTs transportery cukréw nukleotydowych
UGTrel7 biatko 7 zwiazane z transporterem UDP-galaktozy
GAGs glikozaminoglikany

GImU urydylotransferaza N-acetyloglukozamino-1-fosforanu
HK keksokinaza

Pgm fosfoglukomutaza

UDPG pirofosforylaza UDP-glukozy

A dhugos¢ fali

€ wspolczynnik esktynkcji

%T transmitancja

A absorbancja

SEM sita elektromotoryczna

HA kwas hialuronowy

A549 komorki raka phluc

T2H komorki raka pecherza moczowego
F-12K podtoze do hodowli komorek

SV HUC1 komorki nabtonka urotelialnego
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3.  Czgs¢€ teoretyczna

3.1. Analogi nukleotydow i nukleozydéw w ujeciu terapeutycznym

W ostatnich latach coraz wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ preparaty stosowane
w leczeniu chorob nowotworowych oraz infekcji wirusowych. Obecnie stosowane zwigzki
terapeutyczne charakteryzuja si¢ jednak pewnymi ograniczeniami, przede wszystkim
wynikajacymi z ich toksyczno$ci, co przeklada si¢ na obnizenie skuteczno$ci stosowanego
leczenia. Z tego wzgledu istotne jest opracowanie skutecznych srodkéw terapeutycznych
o niskiej toksyczno$ci. Zsyntetyzowane analogi nukleozydoéw, stosowane w medycynie od
ponad 50 lat, otrzymywane sg przez modyfikacj¢ nukleozydow purynowych i pirymidynowych.
Mimo dtugoletniego zastosowania, ich biodostgpnos¢ po podaniu doustnym jest ograniczona
[1-3].

Europejska Agencja Lekéw (EMA) oraz Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow
(FDA) zatwierdzity szereg pochodnych nukleozydéw jako substancje czynne w lekach
przeciwnowotworowych. Pierwsza zatwierdzong substancja byta cytarabina, wykorzystywana
gléwnie w hematologii do leczenia ostrej bialaczki szpikowej. Cytarabina jest analogiem
cytydyny , w ktérym ryboza zostala zastapiona przez arabinozg. Do innych waznych
pochodnych nukleozydéw nalezg gemcytabina, floksurydyna, kladrybina oraz klofarabina
(Tabela 1). Zwiazki te s3 pochodnymi deoksycytydyny, deoksyadeniny i deoksyguanozyny.
Modyfikacje grupy cukrowej w ich czasteczkach czgsto obejmuja podstawienie fluorowcow
takich jak chlor czy fluor. Cytotoksyczno$¢ tych zwigzkoéw byta badana na r6znych liniach

komorek nowotworowych, m. in.: raka jajnika, raka piersi czy raka jelita grubego [1,4,5].

Tabela 1. Wzory strukturalne analogéw nukleozydow [1,6].

Nazwa Wzor strukturalny Wilasciwosci
i czynnik
f‘\/’t Przeciwnowotworowy
Cytarabina ) N0
00
OH
NH2 czynnik
. /N Ny przectwnowotworowy
Kladrybina < | /L
HO N N el
(o]
OH
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czynnik
fl\jl\i Przeciwnowotworowy

Gemcytabina o N o
O-F
OH F
Q czynnik
F\EA\J\: Przeciwnowotworowy
Floksurydyna HO N So
:O:
OH
e czynnik
</N | SN przeciwnowotworowy
Klofarabina Ho N N/ACI
OF

T
NH
. ////I/L

HsC (:H3

czynnik
. pPrzeciwwirusowy
Sofosbuwir I /j\

CHs

czynnik
CHy(CH,),CHy CH, PrzeCciwwirusowy
Tunikamycyna

Zwiazki te, oprocz aktywnoS$ci przeciwnowotworowej, moga by¢ rowniez stosowane
w leczeniu choréb watroby, zakazen wirusowych, a takze malarii. Ponadto znajduja
zastosowanie s jako leki immunosupresyjne w terapii choréb autoimmunologicznych oraz
w transplantologii [1]. Dodatkowo wykazano, ze pochodne cukrowe urydyny oraz ich analogi,
zawierajace modyfikacje zarbwno w obrebie zasady azotowej, jak i czgsci cukrowej, moga
stanowi¢ podstawe nowych terapii w leczeniu zakazen wirusem grypy typu A oraz wirusem
zapalenia watroby typu C [6-8]. Leki oparte na analogach nukleotydow i nukleozydow,
podobnie jak inne leki antymetaboliczne, cechuja si¢ krotkim okresem pottrwania, waskim

zakresem terapeutycznym oraz duzg zmiennoscig parametréw farmakokinetycznych [4].
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3.2. Cukrowe pochodne urydyno-5’-difosforanu

Cukrowe pochodne mono- oraz difosforanéw nukleozydow odgrywaja istotng role
w procesach niezbednych do prawidlowego funkcjonowania organizmow zywych. Petnig one
funkcje donoroéw glikozylowych, m.in.: w syntezie glikolipidoéw i glikoprotein oraz uczestnicza
w reakcjach katalizowanych przez glikozylotransferazy (GTs) [9-11]. Enzymy te
zaangazowane sg w wiele kluczowych proceséw biologicznych, dlatego tez stanowig podmiot
zainteresowania jako potencjalne $rodki farmaceutyczne. U cziowieka wystepuje jedynie
dziewig¢ donoréw glikozylowych (Rys. 1), okre§lanych mianem donoréw Leloir [12].
Czasteczki te zbudowane s3 z nukleozydéow (cytydyno-5’-monofosforanu (CMP),
guanozyno-5’-difosforanu (GDP) oraz urydyno-5’-difosforanu (UDP)), monosacharydow:
aldopentoz (ksylozy), aldoheksoz (fukozy, mannozy, glukozy, galaktozy), aldoheksozamin
(glukozaminy, galaktozaminy), kwasow uronowych (kwasu D-glukuronowego) oraz kwasow

sialowych (kwasu N-acetyloneuraminowego) [10,13].
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Rys. 1. Cukrowe pochodne nukleotydow wystepujacych w organizmie cztowieka [10,13].

Metody syntezy nukleotydow cukrowych dzielg si¢ na chemiczne i enzymatyczne
[10,11,14]. Chemiczna metoda syntezy cukrowych pochodnych nukleotydow zachodzi poprzez
bezposrednie sprzeganie difosforanu nukleotydu z aktywowang czasteczka cukru, zazwyczaj
w postaci bromku monosacharydu. Alternatywny szlak chemicznej syntezy cukrowych

pochodnych nukleotydéw obejmuje reakcje kondensacji aktywowanego monofosforanu
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nukleotydu z fosforanowa pochodna monosacharydu, w obecnosci heterocyklicznych

katalizatorow zawierajacych atom azotu, np.: imidazolu (Schemat 1) [11, 14-16].

e N ] N” NT
1 '|° o A O\g/o\g/ N o
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Schemat 1. Chemiczna synteza UDP-Xyl wykorzystujaca mechanizm kondensacji
aktywowanego NMP [11,15].

Enzymatyczna synteza cukrowych pochodnych difosforanow nukleotydéw moze
przebiega¢ dwoma gtownymi szlakami: biosyntezy ratunkowej (salvage biosynthesis pathway)
oraz biosyntezy de novo. Schemat ratunkowy (Schemat 2) obejmuje przeksztalcenie
monosacharydu do jego pochodnej fosforanowej w reakcji z NTP, katalizowanej przez kinazg,
a nastepnie sprzgganie z odpowiednim NTP w obecnosci pirofosforylazy. Z kolei synteza de
novo obejmuje m.in. procesy aminowania, acetylacji, dehydratacji, czy izomeryzacji

istniejgcych nukleotydéw cukrowych [14,17,18].

o , 0
o kinaza -~ HO o Pirofosforylaza _ Q
- ~ HO P| N\ H%0
OH ~ NTP  NDP M UTP OH
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Schemat 2. Enzymatyczna synteza UDP-Xyl wykorzystujaca szlak biosyntezy ratunkowej
[18].

Procesy glikozylacji z udzialem urydyno-5’-difosforanowych pochodnych cukrowych
stanowig jedne z najwazniejszych mechanizmoéw modyfikacji biatek w organizmie. Wplywaja
one na komunikacje migdzykomoérkowa, stabilno$¢ czasteczek oraz ich immunogenno$¢
[19,20]. Mutacje wplywajace na synteza glikanow podczas procesu glikozylacji moga
prowadzi¢ do powaznych zaburzen funkcjonowania organizmu takich jak choroby tkanki
tacznej 1 uktadu kostnego, a takze do rozwoju schorzen neurodegeneracyjnych, np. choroby
Alzheimera [9]. Wiele glikoprotein i glikolipidéw pelni role¢ markeréw diagnostycznych
(Tabela 2) wykorzystywanych w rozpoznawaniu zmian patologicznych oraz monitorowaniu
terapii, m.in.. w chorobach nowotworowych i cukrzycy [9,21,22]. Nieprawidtowosci
w procesach glikozylacji potwierdzono dla wielu typow nowotwordéw, a zmienione glikany

oraz glikoproteiny odgrywaja istotne role w rozwoju i progresji nowotwordw, np.: piersi,
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prostaty, tarczycy, jader czy jajnikow [20,23,24]. Obecno$¢ obcych lub zmodyfikowanych
sekwencji glikanow w organizmie moze aktywowa¢ mechanizmy obronne, co stato si¢
podstawa badan nad wykorzystaniem glikanéw w szczepionkach przeciwko infekcjom

bakteryjnym [25,26], grzybiczym [27] oraz nowotworom [26,28].

Tabela 2. Najczesciej stosowane biomarkery nowotworowe oraz ich zastosowania w terapii

klinicznej [21,23,24,29-31].

Biomarker nowotworowy Rodzaj nowotworu Zastosowanie
tyreoglobulina tarczyca monitorowanie
antygen rakowo-plodowy okreznica badania przesiewowe

monitorowanie

wykrywanie przerzutow
okreslenie rokowania

specyficzny antygen prostaty prostata diagnostyka
badania przesiewowe
alfa-fetoproteina watroba diagnostyka
monitorowanie
Mucyna 1 (CA15-3) piersi terapia monitorujaca
Mucyna 16 (CA125) jajniki okreslenie rokowania

wykrywanie nawrotow
terapia monitorujaca

Receptor 2 ludzkiego piersi terapia celowana

naskorkowego czynnika wzrostu

(HER2)

Ludzka gonadotropina jadra wykrywanie nawrotow

kosmowkowa (hCG) terapia monitorujaca
diagnoza

CA19-9 trzustka terapia monitorujaca
okreslenie rokowania

CA72-4 zotadek okreslenie rokowania
monitorowanie

Przylaczenie tancuchéw bocznych cukrow do biatek i peptyddéw za pomocg wigzan N- i O-
glikozydowych umozliwia tworzenie specyficznych sekwencji N-glikanow
1 O-glikanow. N-glikany sa zazwyczaj przylaczane do grupy y-aminowej w czasteczce
asparaginy. Wyréznia si¢ trzy gléwne podtypy N-zwigzanych glikanow: typ
wysokomannozowy (Rys. 2a), typ dwuantenowy (Rys. 2b) oraz typ hybrydowy (Rys. 2c).
O-potaczone glikany wiazg si¢ z grupa hydroksylowa (—OH) seryny lub treoniny. Ich
klasyfikacja zalezy od rodzaju cukru przylaczonego do aminokwasu. Do najwazniejszych
typow O-glikanéw nalezg: O-mucyny/O-GalNAc (Rys. 2d), O-glukozy (Rys. 2¢), O-mannozy
(Rys. 2f), O-fukozy (Rys. 2g) oraz O-GlcNAc (Rys. 2h). Proces biosyntezy zar6wno
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N- 1 O-glikanéw zachodzi w aparacie Golgiego oraz w retikulum endoplazmatycznym

[10,32,33].
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Rys. 2. Dwa gtowne typy glikozylacji bialek (2a-typ wysokomannozowy, 2b-typ
dwuantenowy, 2c-typ hybrydowy, 2d- O-mucyny/O-GalNAc, 2e- O-glukozy, 2f- O-mannozy,
2g- O-fukozy, 2h- O-GlcNAc) [10,21].

Cukrowe pochodne nukleotydow (NDP) odgrywaja réwniez istotng role
w funkcjonowaniu receptoréw P2Y sprzezonych z biatkami G (GPCR) ktére biorg udziat m.in.
w terapii przeciwzakrzepowej, regulacji uktadu krwionos$nego i odpornosciowego, a takze
w leczeniu standw zapalnych, cukrzycy oraz chorob ptuc, takich jak mukowiscydoza. Jednym
z wazniejszych przedstawicieli tej grupy jest receptor P2Y 14, aktywowany przez urydyno-5’-
difosfoglukoz¢ oraz inne pochodne urydyno-5’-difosforanu, np.: UDP-galaktoz¢ oraz
UDP-N-acetyloglukozaming. Receptor ten wystgpuje on w takich tkankach organizmu jak:
tozysko, pluca, $ledziona czy mézg oraz odgrywa istotng role we wspolnym funkcjonowaniu

uktadu odpornosciowego 1 nerwowego [34-36].
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3.2.1. Kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy

Kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy (UDP-GluA) (Rys. 3) to cukrowa pochodna
urydyno-5’-difosforanu =~ zbudowana z  urydyno-5’-difosfoglukozy = oraz  kwasu
D-glukuronowego, ktéry zaliczany jest do grupy kwasow uronowych, a w swojej strukturze

zawiera grupy hydroksylowe oraz grupe karboksylowa [37,38].

OH OH
Rys. 3. Wzor strukturalny kwasu urydyno-5’-difosfoglukuronowego [37].

Synteza UDPGIuA polega na utlenieniu grupy hydroksymetylowej (—CH2OH)
w czasteczce UDP-Glukozy (UDP-Glc) do grupy karboksylowej (—COOH) w obecnosci
enzymu dehydrogenazy UDP-glukozy (UGD). Reakcja ta zachodzi z jednoczesng redukcja
dwoch czasteczek NAD™ do NADH (Schemat 3) [39-41].
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Schemat 3. Reakcja otrzymywania UDP-GluA w obecnosci UGD jako katalizatora [41].

Glukuronidacja to jeden z kluczowych procesow detoksykacji, umozliwiajacy eliminacje
z organizmu endogennych zwigzkow, lekow oraz toksyn takich jak hormony steroidowe,
bilirubina, ksenobiotyki czy utlenione kwasy tluszczowe. Reakcje te zachodzg w watrobie 1 sa
katalizowane przez enzymy z rodziny UDP-glukuronozylotransferaz (UGT), ktorych
niezbednym substratem jest kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy. UGT katalizuja
przeniesienie kwasu D-glukuronowego z czasteczki UDP-GIuA na zwiazki przeznaczone do

eliminacji [38,42-44]. Transport UDP-GIuA z cytozolu, miejsca syntezy, do retikulum
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endoplazmatycznego, odbywa si¢ z udzialem transporterow cukréw nukleotydowych (NSTs).
Do tej grupy =zalicza si¢ transporter UGTrel7 (biatko zwigzane z transporterem
UDP-galaktozy) odpowiedzialny za transport zarowno UDP-GluA, jak i UDP-Gal [43,45].
Zaburzenia ekspresji lub aktywnosci UGT moga prowadzi¢ do wystepowania zespotu Gillberta,
zespotu Criglera-Najjara typu I i II, a takze do nieprawidlowego metabolizmu niektérych
lekow, np.: acetaminofenonu, atanazawiru czy tamoksifenu [46,47].

Kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy odgrywa takze istotng rol¢ w biosyntezie
glikozaminoglikanow (GAGs), takich jak: kwas hialuronowy (HA) oraz heparyna. Zwiazki te
petnig istotng rolg w sygnalizacji komdrkowej oraz regeneracji tkanek. Oprocz UDP-GIluA
bedacego donorem kwasu D-glukuronowego, w biosyntezie HA 1 heparyny uczestniczy
réwniez UDP-GIcNAc, jako donor N-acetyloglukozaminy. W procesie tworzenia heparyny,
reszta kwasu glukuronowego jest przeksztatcana do kwasu idurowego, z udziatem
odpowiednich enzyméw [48-51]. Ponadto kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy uczestniczy
w biosyntezie polisacharydow, takich jak pektyny, oraz monosacharydow, np.: ksylozy lub
kwasu galaktouronowego, ktore nastgpnie wchodza w sklad polisacharydow $cian
komoérkowych, a takze jest donorem kwasu D-glukuronowego w szlaku syntezy kwasu
askorbinowego u ssakow [52-54]. Dodatkowo, UDP-GIuA moze by¢ przeksztatcany do
UDP-ksylozy (UDP-Xyl) w obecnosci enzymu syntazy UDP-Xyl(UXS). Reakcja ta przebiega
poprzez dekarboksylacje grupy karboksylowej (-COOH) przy atomie wegla C(6) w czasteczce
kwasu D-glukuronowego [39,53].
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3.2.2. Urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina
Urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina (UDP-GIcNAc) (Rys. 4) to cukrowa pochodna
urydyno-5’-difosforanu, niezb¢dna w wielu procesach biologicznych, np.: syntezie
glikoprotein, glikolipidow, proteoglikanow, a takze w bakteryjnych szlakach biosyntezy, m.in.:
kanamycyny, gentamycyny czy neomycyny. Obecnos¢ UDP-GIcNAc w organizmie wigze si¢
rowniez z niektorymi stanami patologicznymi, np.: kardiomiopatia cukrzycowg oraz

insulinoopornos$cia [55-57].

OH OH
Rys. 4. Wzo6r strukturalny urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozaminy [56].

Metody otrzymywania UDP-GlcNac, obejmujag metody chemiczne, enzymatyczne,
chemoenzymatycznie, a takze fermentacyjne. Biosynteza UDP-GIcNAc zachodzi w kilku
etapach enzymatycznych (Schemat 4): synteza glukozamino-6-fosforanu z fruktozo-6-
fosforanu i1 glutaminy lub alternatywnie — fosforylacja glukozaminy przez heksokinazy;
konwersja glukozamino-6-fosforanu do glukozamino-1-fosforanu; acetylacja glukozamino-1-
fosforanu do N-acetyloglukozamino-1-fosforanu; synteza UDP-GIcNAc z N-acetylo-
glukozamino-1-fosforanu oraz UTP w obecnosci fosforylazy UDP-GIcNAc. Istniejg rowniez
uproszczone warianty biosyntezy, w ktorych jako substrat wyjsciowy stosuje si¢ bezposrednio

N-acetyloglukozaming [57-59].

20



Synteza UDP-

Acetylacja GleNAC

glukozamino-1-
fosforanu do N-
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A

Schemat 4. Etapy biosyntezy urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozaminy.

Synteza
Glukozamino-6-
fosforanu

UDP-GIcNac to aktywna forma aminocukru, N-acetyloglukozaminy, stanowigca
prekursor elementéw strukturalnych $ciany komodrkowe bakterii 1 grzybow. Enzymy
zaangazowane w jej biosyntez¢ u mikroorganizmow sg interesujagcym celem w projektowaniu
lekow przeciwbakteryjnych. Enzym GImU, katalizujacy ostatni etap szlaku, czyli
przeksztatcanie glukozamino-1-fosforanu w UDP-GIcNAc, uznawany jest za potencjalny cel
terapeutyczny w leczeniu gruzlicy. Inhibicja enzymow biorgcych udzial w tym szlaku prowadzi
do utraty integralnosci $ciany komorkowej, a w konsekwencji do $mierci komorki [60,61].
Podobnie jak UDP-GluA, UDP-GIcNAc jest donorem  N-acetyloglukozminy
glikozaminoglikanéw, takich jak kwas hialuronowy (HA) i1 heparyna [49]. Podwyzszone
stezenia HA obserwuje sie¢ w wielu typach nowotworéw m.in. w raku piersi, gdzie zwigkszony
poziom UDP-GIcNAc koreluje z przyspieszong synteza HA oraz progresja choroby. [62].

UDP-GIcNAc jest niezbednym substratem procesow O-GlcNAcylacji, potranslacyjnej
modyfikacji biatek, ktore moga by¢ zaburzone podczas standw chorobowych takich jak,:
cukrzyca, choroby nowotworowe, czy choroby neurodegeneracyjne [63-65]. Stezenie
UDP-GIcNAc stanowi jeden z gtownych czynnikéw regulujacych glikozylacje. Zwigkszone
rozgatezie oligosacharydow zaobserwowano w komorkach czerniaka B16, ktore inkubowane
byly w obecnosci N-acetyloglukozaminy [66]. Mutacje w gldwnym transporterze
UDP-GIcNAc (SLC35A3) wykryto u pacjentdéw z zaburzeniami ze spektrum autyzmu,
padaczka oraz artogrypoza [67]. Rola, jaka odgrywa UDG-GIcNAc w metabolizmie,
sygnalizacji komoérkowej oraz w przebiegu wielu schorzen, wskazuje na potrzebg opracowania

skutecznych metod monitorowania jego poziomu w organizmach zywych [63].
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3.2.3. Urydyno-5’-difosfoglukoza

UDP-glukoza (UDP-Glc) (Rys. 5) jest kluczowym zwigzkiem, ktory pelni istotng role jako
donor glikozylu w licznych procesach biologicznych. Bierze udzial w biosyntezie glikogenu,
glikolipidow, proteoglikanow czy glikoprotein, a takze w syntezie wielocukréw takich jak
sacharoza, celuloza i kaloza. Ponadto stanowi prekursor innych cukrowych pochodnych UDP,
np.: UDP-galaktozy oraz kwasu UDP-glukuronowego. UDP-glukoza odgrywa rowniez istotng

role w kontroli nowo zsyntetyzowanych glikoprotein w retikulum endoplazmatycznym [68,69].

Rys. 5. Wzor strukturalny urydyno-5’-difosfoglukozy.

Synteza UDP-Glc odbywa si¢ z udzialem trzech enzyméw: heksokinazy (HK),
katalizujgcej przemiange glukozy w glukozo-6-fosforan; fosfoglukomutazy (Pgm),
przeksztalcajacej glukozo-6-fosforan w glukozo-1-fosforan; pirofosforylazy UDP-glukozy
(UDPG), ktoéra katalizuje otrzymywanie UDP-Glc z glukozo-1-fosforanu oraz UTP (Schemat
5) [68,70].

Synteza UDP-Glc

AN

HK Pgm

Schemat 5. Etapy syntezy UDP-Glc w obecnosci odpowiednich enzymow [67,69].
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Analogicznie jak w przypadku UDP-GIcNAc, podwyzszone stezenie UDP-Glc
zaobserwowano u pacjentow z rakiem piersi [62]. Zwiekszona aktywnos$¢ pirofosforazy UDPG
zostata zaobserwowana w niektorych typach nowotwordéw, np.: w gruczolaku przewodow
trzustkowych, co koreluje z gorszym rokowaniem oraz nasileniem progresji choroby [70].
Dodatkowo, wysoki poziom dehydrogenazy UGD, enzymu katalizujagcego konwersje UDP-Glc
do UDP-GluA, jest zwigzany z zaawansowanym stadium raka prostaty, ptuc czy piersi [71].
Urydyno-5’-difosfoglukoza moze rowniez pelni¢ role zewnatrzczasteczkowej czasteczki
sygnatowej, dzialajac jako agonista receptorow P2Y 4, nalezagcych do rodziny receptoréw
sprz¢zonych z biatkiem G. Receptory te moga by¢ rowniez aktywowane przez inne cukrowe
pochodne  UDP, np.: UDP-galaktozg, kwas UDP-glukuronowy, a takze
UDP-N-acetyloglukozaming. Ekspresj¢ receptora P2Y14 wykazano w ptucach, sercu, grasicy,
tozysku oraz mozgu 1 jelitach, co wskazuje na jego potencjalne znaczenie terapeutyczne

w leczeniu bolu, chorob uktadu oddechowego, a takze cukrzycy [34, 72,73].
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3.3. Jony metali o znaczeniu biologicznym

Jony metali odgrywaja kluczowa rol¢ w prawidlowym funkcjonowaniu organizmu (Rys.
6) i klasyfikowane sg jako makroelementy i mikroelementy, w zaleznosci od zapotrzebowania
organizmu. Do najwazniejszych naleza: sod, potas, magnez, wapn, zelazo, cynk, miedz,
mangan, nikiel i kobalt. Wspomniane pierwiastki uczestnicza w szeregu procesow
biologicznych, takich jak transport tlenu, aktywno$¢ enzymatyczna i integralno$¢ strukturalna
biomolekut. Przyczyniaja si¢ do prawidtowego funkcjonowania komodrek nerwowych,
mig¢sniowych, mézgu czy serca. Jony metali stanowig centra aktywne wielu enzymow 1 biafek,
w tym hemoglobiny i witaminy Bi,. W medycynie wykorzystywane sa m.in. jako $rodki
kontrastowe w rezonansie magnetycznym (MRI) oraz jako sktadniki lekéw stosowanych
w terapii chorob przewlektych, takich jak reumatoidalne zapalenie stawow (np.: auranofin) czy

nowotwory (np.: cisplatyna) [74-78].

Wspiera uktad RegL{Iujg rc’;wngwage '
odpornosciowy i gojenie ptynoéw i funkcje nerwéw
ran
=
Zelazo \
Transportuje tlen we Kluczowy dla funkcji

krwi komérek i skurczéw
@ / miesni

Niezbedny dla zdrowia Uczestniczy w reakcjach
kosci i funkcji miesni enzymatycznych

Rys. 6. Rola wybranych jonéw metali w organizmie cztowieka.

Zwiazki metali przej$ciowych takich jak: cynk, ztoto oraz srebro wykazuja wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe oraz przeciwnowotworowe (Tabela 3) co warunkuje ich zastosowanie
w leczeniu infekceji i choréb nowotworowych. Srebro oraz jego zwigzki ze wzgledu na swoje
wlasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe stosowane sa w masciach do dziatania miejscowego na,

m.in.: rany po oparzeniach [79].

24



Tabela 3. Wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i przeciwnowotworowe wybranych metali
bloku d [79-82].

Metal Wlasciwosci Zastosowanie

Srebro Przeciwdrobnoustrojowe: Masci 1 kremy  antybakteryjne,
vibro cholera, Escherichia coli, Preparaty pielegnacyjne z nanoczgstkami
Pseudomonas aerugions, Candida srebra
albicans
Przeciwnowotworowe

Zloto  Przeciwdrobnoustrojowe: Wypehienia dentystyczne,
Pseudomonas aerugionsa, Antybiotyki z nanoczastkami ztota

Staphylococcus aureus,  Escherichia
coli, Aspergillus flavus, Bacillus

subtilis

Cynk  Przeciwdrobnoustrojowe: Balsamy i kremy przeciwstoneczne,
vibro cholera, Escherichia coli, Dezodoranty, Ptyny do ptukania jamy
Streptococcus pneumonia, ustnej,
Campylobacter jejuni
Przeciwnowotworowe

Znaczaca rol¢ terapeutyczng odgrywaja kompleksy metali, ktore w potaczeniu z lekami
wykazuja zwigkszong skutecznos¢ dziatania. Ich zastosowanie pozwala na:
e redukcje dawek terapeutycznych 1 zwigzanych z tym dzialah niepozadanych,
e obnizenie kosztow leczenia,
e przeciwdziatanie rozwojowi opornosci patogenow,
e zwickszenie aktywnosci biologicznej zwigzkow terapeutycznych.

Zwigzki  kompleksowe metali charakteryzuja sie¢ wyzsza aktywnoscia
przeciwdrobnoustrojowa niz wolne ligandy. Skutecznos¢ takich kompleksow wykazano wobec
bakterii: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, a takze grzybow: Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius,
Aspergillus niger 1 Aspergillus fumigates [79].

Jony metali coraz cz¢sciej wykorzystywane sa w diagnostyce oraz terapii chorob
nowotworowych. Zwigzki kompleksowe miedzi(Il), kobaltu(Il), czy manganu(Il)
z molekulami organicznymi wykazuja wlasciwosci przeciwnowotworowe wobec linii
komorkowych raka ptuc (A549), raka okreznicy (HT29) oraz taka piersi (MCF-7). Metale bloku
f, takie jak gadolin, wykorzystywane sa jako $rodki kontrastujagce w badaniach MRI [75,83].
Metale bloku d takie jak: Zelazo, srebro, czy mangan cieszg si¢ duzym zainteresowaniem

naukowcow, z uwagi na indukowanie $mierci komorek (Tabela 4) [81].
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Tabela 4. Mechanizmy indukowania $mierci komorek nowotworowych przez wybrane jony

metali [81].

Jony Mechanizm indukowania Zasada dzialania
metalu smierci komorki
Fe?t, Fe3* Ferroptoza Peroksydacja lipidow
Apoptoza Biokataliza
Mn?* Apoptoza Biokataliza
Aktywacja uktadu odporno$ciowego
Ag* Apoptoza i autofagia Biokataliza
Zn** Apoptoza Hamowanie procesu glikolizy
Ca?* Kalcykoptoza Nadmierne obcigzenie jonami wapnia
Na* Piroptoza Zaktocenia cisnienia osmotycznego
Ir3* Apoptoza i autofagia Hamowanie cyklu komorkowego
Pt>* Apoptoza i autofagia Hamowanie syntezy DNA
Mgt Apoptoza Aktywacja uktadu odpornosciowego

Promowanie sieciowania DNA

Szczegblne zainteresowanie budzi mechanizm ferroptozy — programowanej $mierci
komorki zaleznej od obecnosci zelaza (Rys. 7). Ferroptoza polega na utlenianiu lipidéw bion
komorkowych 1 moze by¢ wykorzystywana w terapii nowotworow opornych na inne formy
leczenia [81,84]. Innym nowo opisanym mechanizmem jest kuproptoza, czyli $mier¢ komorki
indukowana przez jony miedzi. Proces ten zachodzi w wyniku zaburzen w oddychaniu
mitochondrialnym i stanowi alternatywe dla klasycznych mechanizméw, takich jak apoptoza,

nekroptoza czy piroptoza [81].

Ferroptoza
Transferyna Glutaminian ?
zwiazana z Fe3* \
/ \’\ (‘)
| ] :
,/ Fe' SLC7TAN1T & \‘JSLC3A2 Peroksydacja lipidow
é -\‘\ } 59 Cystyna
Receptor Cysteina I~ __IZ
Transferyny ¢ ¥ %OS iy
GSH 0 D
.z G|
® {, ) ; ;‘*PUFA-PEs
06 & % —
D Fe® O PUFAs

Rys. 7. Schematyczna ilustracja mechanizmu ferroptozy opartego na peroksydacji lipidow [81].
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Zastosowanie jonow metali w terapii onkologicznej wigze si¢ z mniejszg toksycznos$cia
ogolnoustrojowg w porownaniu z tradycyjnymi lekami przeciwnowotworowymi. Szczeg6lnie
obiecujace s3 nanoczasteczki oparte na metalach, ktorych zdolno$¢ do selektywnej akumulacji
w komorkach nowotworowych zwigksza skutecznos¢ terapii celowanej. Ze wzgledu na niska
odporno$¢ komorek nowotworowych na jony metali, ich wykorzystanie w diagnostyce

1 leczeniu moze znaczgco poprawi¢ efektywnos$¢ terapii [81,85].
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3.3.1.Metale bloku d — miedz, nikiel i kobalt

Jony metali, takie jak miedz (Cu), kobalt (Co) i nikiel (Ni), odgrywaja kluczowa rolg
w wielu procesach biologicznych zachodzacych w organizmach zywych (Rys. 8). Te
mikroelementy sg niezbedne do prawidlowego funkcjonowania organizmu cztowieka, a ich
niedobdr lub nadmiar moze prowadzi¢ do rozwoju powaznych zaburzen fizjologicznych
i chordb. Zrozumienie ich roli biologicznej, jak réwniez potencjatu terapeutycznego, jest

istotne z punktu widzenia zdrowia publicznego oraz rozwoju terapii farmakologicznych.

~‘
(o

Oddychanie -1

Produkcja energii - - r - Synteza neuroprzekaznikdw

Synteza hemoglobiny -+ ' ~- Tworzenie krwinek czerwonych

Ochrona antyoksydacyjna =
:-- Metabolizm lipidéw
- Stabilizacja biatek

Rys. 8. Rola mikroelementéw w organizmie czlowieka.

Jony miedzi(IT) sa niezbedne w podstawowych procesach komorkowych, takich jak
oddychanie, produkcja energii, synteza hemoglobiny oraz ochrona antyoksydacyjna.
Odpowiadajg rowniez za utrzymanie elastycznos$ci naczyn krwionosnych i skory [86-88].
Ponadto wspierajg prawidlowe funkcjonowanie ukladéw: odpornosciowego, krwionosnego
oraz nerwowego. Jony miedzi stanowi takze centrum aktywne wielu enzymow i biatek, takich
jak oksydaza lizylowa, dysmutaza ponadtlenkowa czy peroksydaza [88-90]. Jony miedzi(II)
mogg by¢ wykorzystywane w zwalczaniu takich patogendéw jak: gronkowiec zlocisty
(Staphylococcus aureus), escherichia coli oraz bakterie legionelli, a takze wykazuja aktywnos¢
przeciwwirusowa wobec wirusa grypy typu A [79].

Oksydaza lizylowa (LOX) (Rys. 9) to zewnatrzkomorkowy enzym wigzacy jony
miedzi(II), bioracy udziat w sieciowaniu kolagenu i elastyny w macierzy pozakomoérkowej. Do
rodziny oksydaz lizylowych (LOX) zaliczamy: LOX oraz LOX-Like (LOXL) 1-4. Enzymy te
uczestniczg w regulacji transkrypcji, adhezji komorkowej oraz modulacji szlakow sygnalizacji
komorkowej. Wzmozona ekspresja LOX koreluje z patologiami serca, m.in. zwigkszong
sztywnoscig mig¢snia sercowego oraz niewydolnoscig lewej komory [91-94]. Obecnos¢ LOX
w obrebie macierzy nowotworowej czyni go potencjalnym celem terapeutycznym, szczegdlnie

ze wzgledu na jego zdolno$¢ do akumulacji w guzie. Wysoka ekspresja LOX wigze si¢
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z niekorzystnym rokowaniem i u pacjentdw z rakiem piersi, pluc prostaty, a takze okreznicy
[92].

Rys. 9. Struktura krystaliczna ludzkiej oksydazy lizylowej 2 (hLOXL2) w stanie
prekursorowym [95].

Do grupy enzymow zawierajacych jony miedzi(Il) nalezy réwniez dysmutaza
ponadtlenkowa miedziowo-cynkowa (Cu, ZN-SOD) (Rys. 10). Do tej grupy enzymoéw
zaliczamy rowniez: SOD zelazowe (Fe-SOD), SOD magnezowe (Mg-SOD) oraz SOD niklowe
(Ni-SOD). Enzymy te sa szeroko rozpowszechnione w przyrodzie i odgrywaja fundamentalng
role w neutralizacji reaktywnych form tlenu (ROS). Katalizujg one przeksztatcanie rodnika
anionu ponadtlenkowego (O2¢) do wolnego tlenu (O>) oraz nadtlenku wodoru (H20.) [96,97].
Enzymy SOD wykazujg potencjat terapeutyczny jako srodki przeciwzapalne oraz czynniki
prewencyjne wobec zmian przednowotworowych [96,98]. Doniesienia literaturowe wskazuja
na istotny zwigzek SOD z wieloma schorzeniami, m.in.: mukowiscydoza, stwardnieniem
zanikowym bocznym, AIDS, apoptoza neuronow, a takze choroba nowotworowa [96,99-101].
Dzigki wlasciwosciom antyoksydacyjnym SOD stosowane sa stosowane rowniez kosmetologii
jako sktadniki przeciwstarzeniowe i ochronne, wspierajace gojenie ran, redukujgce blizny oraz

chronigce przed promieniowaniem UV [96,102].
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Rys. 10. Struktura krystaliczna Cu, Zn-SOD [103].

Kolejnym istotnym enzymem miedziowym jest oksydaza cytochromowa ¢ (COX),
bedaca koncowym enzymem mitochondrialnego fancucha transportu elektronow (ETC) (Rys.
11). Enzym ten katalizuje utlenianie cytochromu c oraz redukcje tlenu czasteczkowego (O2) do
wody (H20), co umozliwia transport protonéw z macierzy mitochondrialnej do przestrzeni

miedzyblonowej (IMS) [104,105].

1000000200000 000000000000000000000000C002000200000000000000000000000!

Rys. 11. Schematyczne przedstawienie procesu fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS). (ETC-
tancuch transportu elektronéw, OMM- zewnetrzna btona mitochondrialna, IMM- wewngtrzna
btona mitochondrialna, CoQ- koenzym Q, cyt c- cytochrom c) [104].
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Enzym ten nalezy do oksydaz hemowo-miedziowych i zawiera dwie czasteczki hemu
oraz centra miedziowe: jednojadrowe (zwigzane z MT-CO1) 1 dwujadrowe (zwigzane z MT-

CO2) (Rys. 12) [104,106].

MT-CO1

Rys. 12. Organizacja strukturalna trzech enzymatycznych podjednostek rdzeniowych COX,
MT-CO1, MT-CO2, MT-CO3 [104].

Niedobor oksydazy cytochromowej ¢ (COX) to zaburzenie fosforylacji oksydacyjnej,
prowadzace do uposledzenia biogenezy i1 funkcji enzymu. Zidentyfikowano cztery gléwne
postaci niedoboru COX:

1. Lagodna dziecigca posta¢ mitochondrialna, giéwnie wplywajagca na migsnie

szkieletowe,

2. Smiertelna dziecigca miopatia mitochondrialna z cigzka kwasica metaboliczna,

3. Zespo6t Leigha — choroba OUN prowadzaca do $miertelnej encefalopatii,

4. Francusko-kanadyjski wariant zespotu Leigha, obejmujacy miesnie szkieletowe, mozg

i watrobe [104,107,108].

Dotychczas zidentyfikowano ponad 30 genéw zwigzanych z niedoborem COX, z ktérych
13  koduje podjednostki mitochondrialnego tancucha oddechowego [104,107,108].
Szczegolowe informacje dotyczace tych gendw oraz ich konsekwencji klinicznych zestawiono

w Tabeli 5.
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Tabela 5. Lista genéw zwigzanych z niedoborem COX oraz ich konsekwencje kliniczne

w organizmie cztowieka [104].

Gen/Bialko Funkcja Opisywane fenotypy
kliniczne
MT-CO1 Podjednostka rdzenia katalitycznego 1 ataksja, hipotonia, padaczka
MT-CO2 Podjednostka rdzenia katalitycznego 2 zanik nerwu wzrokowego,
ataksja, kardiomiopatia
MT-CO3 Podjednostka rdzenia katalitycznego 3 kwasica mleczanowa,
encefalopatia, miopatia
TACOL1 Aktywacja translacji MT-CO1 zespot Leigha, zanik nerwu
wzrokowego, hipotonia
COX10 Biogeneza hemu A kwasica mleczanowa, utrata
stuchu, zespot Leigha
PET117 Nieznana regresja neurorozwojowa,
nietolerancja wysitku
fizycznego
COX20 Stabilizacja MT-CO2 opoznienie wzrostu, hipotonia,
ataksja mozdzkowa
SCO1 Biogeneza centrum CuA choroby watroby, przerost
miegsnia sercowego
COX412 Podjednostka 4 izoforma 2 wrodzona
zewnatrzwydzielnicza
niewydolnos$¢ trzustki
COXSA Podjednostka 8A nadcisnienie ptucne,
matoglowie, opodznienie
rozwoju

Jony kobaltu(Il) stanowig glowny skladnik witaminy B2 (Rys. 13) 1 odgrywaja istotng
role w syntezie aminokwasow i bialek, a takze s3 podstawowym koenzymem w procesach
mitozy komorkowej. Ponadto sg niezbedne w tworzeniu krwinek czerwonych (hematopoezie)
oraz syntezie neuroprzekaznikow [109-112].

Witamina B to koenzym zawierajacy jon Co** w centrum swojej struktury. Poniewaz
cztowiek nie jest w stanie samodzielnie jej syntetyzowaé, musi by¢ ona dostarczana
z pozywieniem, gtownie w produktach pochodzenia zwierzgcego. Witamina B, petni funkcje
kofaktora, m.in.: w procesie syntezy metioniny, a jego odkrycie zwigzane byto z badaniami nad
niedokrwistoscig ztosliwg [113-115]. Jej niedobor moze prowadzi¢ do licznych zaburzen
hematologicznych, zotadkowo-jelitowych, neurologicznych i psychiatrycznych. Do objawéw
deficytu witaminy Bi2 nalezg m.in.: zaburzenia pamieci, deficyt uwagi, demencja, zanik nerwu
wzrokowego, zwigkszenie $redniej objetosci krwinek, obrzek kostek, dtawica piersiowa oraz

zastoinowa niewydolnos¢ serca [113].
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CONH,
CH,

Rys. 13. Wz6r strukturalny Witaminy B2 (kobalaminy).

Sole kobaltu sg rowniez wykorzystywane w syntezie erytropoetyny (EPO) (Rys. 14),
biatka kluczowego dla powstawania erytrocytoéw w szpiku kostnym. Hormon ten zbudowany
jest z czterech tancuchow oligosacharydow oraz czternastu reszt kwasu sialowego [110, 116].
Po rozwoju ptodowym gléwnym zrédtem EPO jest watroba, natomiast u dorostych — nerki.
Erytropoetyna dziata za posrednictwem receptora EPOR, ktory wykazuje preferencyjng
ekspresje¢  w komorkach $rodbtonka naczyniowego oraz niektorych komorkach
nowotworowych [117]. Badania wskazuja, ze EPO odgrywa istotnag rol¢ w ochronie
i regeneracji tkanek — w odpowiedzi na niedotlenienie, stan zapalny lub uraz wiele tkanek
produkuje EPO lokalnie w miejscu uszkodzenia Ponadto hormon ten oraz jego pochodne moga

bezposrednio oddziatywa¢ na komorki uktadu odpornosciowego [118].

Rys. 14. Struktura ludzkiej erytropoetyny [119].
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Jony niklu(Il), podobnie jak jony kobaltu i miedzi, odgrywaja istotne role
w prawidtlowym funkcjonowaniu organizmow zywych. Sg one niezbedne do stabilizacji
struktury biomolekul, np.: biatek oraz stanowiag centra aktywne wielu enzymow
uczestniczagcych w  metabolizmie lipidow 1 bialek. [120]. Do najwazniejszych
mikrobiologicznych enzymow zawierajacych jony niklu(Il) zaliczamy: ureazg, hydrogenazg,
dehydrogenaze CO oraz niklowg dysmutaze ponadtlenkowa [121].

Ureaza to enzym istotny w cyklu azotowym, obecny u bakterii, roslin i grzybow.
Katalizuje ona hydrolize mocznika do amoniaku 1 kwasu karbaminowego (Schemat 6)
[121,122]. Jej centrum aktywne zawiera dwa jony Ni%* potaczone mostkiem utworzonym przez
karbamylowang reszte lizyny i czasteczke wody. Kazdy jon Ni%* jest dodatkowo koordynowany

przez dwie reszty histydynowe, a jeden z nich réwniez przez kwas asparaginowy [122].

0] o
HO" NH; HO" NH;
N~ /> N~ />
Ureaza _ -
HoN NH, H,oN 0 HO O

Schemat 6. Enzymatyczna reakcja rozkladu mocznika [121].

Hydrogenaza katalizuje odwracalng redukcje protonu do czasteczki wodoru. Enzym ten
wystepuje zaréwno u bakterii, jak i eukariontéw. [NiFe]-hydrogenazy (Rys. 15) sktadajg si¢
zwykle z co najmniej dwoch podjednostek: duzej podjednostki katalitycznej zawierajacej
miejsce aktywne NiFe oraz malej podjednostki odpowiedzialnej za transfer elektronow,

zawierajacej jeden lub wiecej klastréw zelazowo-siarkowych (Fe-S) [122,123].

Rys. 15. Struktura nieutlenionej formy [NiFe]-hydrogenazy [124].
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Zaburzenia stezenia mikroelementow takich jak: jony miedzi(Il), jony kobaltu(Il) oraz
jony niklu(Il), mogg prowadzi¢ na petnione przez te jony funkcje w organizmach zywych, co

skutkuje wystepowaniem zmian patologicznych oraz chorob (Tabela 6).

Tabela 6. Przyktady schorzen i chordb zwigzanych z zaburzeniami stezenia jonéw miedzi(II),

kobaltu(II) oraz niklu(Il) w organizmie cztowieka [37,88,90,109,110,120].

Jon metalu Przyklady schorzen lub chorob

Cu?* choroby tarczycy, choroby kosci 1 stawoéw, anemia, tetniaki, zespot

Menkesa, choroba Parkinsona, choroba Alzheimera, choroba Wilsona,
biataczka
Co?* Anemia, choroby tarczycy, astma, nadprodukcja erytrocytow,
zwloknienie pluc

Ni?* uszkodzenie nerek i watroby, zmiany w strukturze DNA, choroby

dermatologiczne, zaburzenia metabolizmu lipidow 1 biatek, nowotwor
drog oddechowych

Ze wzgledu na swoje wlasciwosci biologiczne, jony te ciesza si¢ duzym
zainteresowaniem jako skladniki potencjalnych lekow, m.in.: przeciwnowotworowych.
Zwiazki kompleksowe jonéw Co?" i Ni?* z lidokaing wykazuja zwigkszong cytotoksyczno$é
wzgledem wybranych linii komoérek nowotworowych, a takze wykazujg wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe wzgledem takich patogenow jak: Pseudomonas aerugninosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis, czy Streptococcus pyogenes [125]. Dodatkowo,
podobnie jak inne jony metali, jony miedzi(II), kobaltu(II) i niklu(IT) moga indukowac apoptoze
komorek. Zwigzki niklu wykazujg zdolnos¢ do wywotywania apoptozy m.in. w komorkach
raka piersi (MCF-7), komoérkach skory, komorkach watroby (HepG2), a takze w neutrofilach
[81,112,126].
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3.4. Charakterystyka metod badawczych
3.4.1. Miareczkowanie potencjometryczne

Jednymi z najstarszych metod wykorzystywanych w analizie chemicznej sa metody

potencjometryczne, do ktorych — oprocz miareczkowania potencjometrycznego — zaliczamy

réwniez pH-metri¢ oraz potencjometri¢ bezposrednia. Techniki te opierajg si¢ na pomiarze sity

elektromotoryczne; (SEM) ogniwa, begdacego ukladem dwodch elektrod zanurzonych

w analizowanym roztworze. Jednym z pierwszych historycznych przyktadoéw takiego uktadu

jest ogniwo Daniella, zbudowane z poélogniwa miedzianego 1 cynkowego, zanurzonych

w roztworach swoich soli. Podstawg dziatania metody jest zmiana potencjatu elektrod, na ktora

wptywaja procesy elektrodowe oraz aktywnos$¢ jondw obecnych w analizowanym roztworze

[127].

Ze wzgledu na sposob dziatania elektrody dzieli si¢ na:

Elektrody I rodzaju — odwracalne wzgledem kationu (np. elektroda wodorowa),
Elektrody II rodzaju — odwracalne wzgledem wspolnego anionu (np. elektroda
kalomelowa, elektroda chlorosrebrowa),

Elektrody III rodzaju — odwracalne wzgledem wspdlnego kationu,

Elektrody utleniajaco-redukujgce — chemicznie obojetny metal zanurzony
w roztworze zawierajagcym jony w réznych stanach utlenienia (np. elektroda

chinhydrynowa) [127].

Ze wzgledu na petniong funkcje analityczng wyrdzniamy:

Elektrody wskaznikowe, ktorych potencjal zmienia si¢ w odpowiedzi na
obecnos¢ specyficznych jonéw w roztworze. Ich potencjat zalezy od aktywnosci
analizowanych jonow w roztworze. Do elektrod wskaznikowych zaliczamy m.in.
jonoselektywne elektrody membranowe, w tym elektrody szklane. Specyficznym
rodzajem elektrody szklanej jest elektroda szklana kombinowana, ktora zawiera
w jednym korpusie elektrod¢ wskaznikowa (elektrode szklang) oraz elektrode
odniesienia (elektrod¢ chlorosrebrowg) (Rys. 16).

Elektrody poréwnawcze (odniesienia), ktore cechujg si¢ stabilnym, niezaleznym
od stezenia roztworu potencjatem. Pomiar oparty jest na pordwnaniu potencjatu
elektrody wskaznikowej i1 elektrody odniesienia. Przykladem sa elektrody II
rodzaju: chlorosrebrowa i kalomelowa — reagujace na obecno$¢ jondw

chlorkowych w roztworze [127].
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Rys. 16. Budowa elektrody szklanej kombinowanej: 1-membrana elektrody szklanej, 2-roztwor
wewnetrzny elektrody szklanej, 3-potaczenie elektrolityczne elektrody porownawczej, 4-
elektrody chlorosrebrowe, 5-roztwor wewnetrzny elektrody odniesienia [127].

Jednym z gltéwnych zastosowan metody potencjometrycznej jest miareczkowanie
potencjometryczne. Metoda ta polega na pomiarze sily elektromotorycznej ogniwa po dodaniu
kazdej porcji odczynnika miareczkujacego (titranta). W poczatkowej fazie miareczkowania
zmiany stezenia sg niewielkie, a SEM zmienia si¢ w nieznacznym stopniu. W punkcie
rownowaznikowym (koncowym) obserwuje si¢ gwaltowny skok wartosci SEM, wynikajacy
z nagtego spadku stezenia jondw analitu. Na podstawie otrzymanych danych sporzadza si¢
krzywa miareczkowania, przedstawiajaca zalezno$¢ SEM [mV] od objetosci dodawanego
titranta [cm?]. Punkt koncowy miareczkowania mozna wyznaczy¢ metodami graficznymi,
pierwszej lub drugiej pochodnej, badz przy uzyciu metod numerycznych [127].

Metody  potencjometryczne z  wykorzystaniem  jonoselektywnych  elektrod
membranowych znajduja zastosowanie w:

e pH-metrii — do precyzyjnego oznaczania pH w laboratoriach przemystowych,
klinicznych 1 analitycznych

e analizie anionéow (np. F-, Cl, CN") — wodzie pitnej, Sciekach, glebie oraz
materiatach biologicznych,

e oznaczaniu stezenia kationow (np. Na*, Ca’" oraz NHs") — w plynach
ustrojowych,

e oznaczaniu substancji biologicznie czynnych, np.: lekéw na bazie alkaloidow

[127].
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3.4.2.Spektroskopia UV-Vis

Spektroskopia UV-Vis to jedna z najstarszych metod i najbardziej rozpowszechnionych
stosowanych w analizie chemicznej. Zaliczana jest do metod instrumentalnych, a przedmiotem
jej badan sg widma elektronowe. Widma te, szczegodlnie w przypadku kompleksow metali
przejsciowych, zwigzane sg z przejsciami elektronéw d-d [127,128].

Metale 1 jony metali bloku d posiadaja pig¢ rownocennych energetycznie orbitali, ktore
moga ulegaé rozszczepieniu w polu liganda. W polu liganda ulegaja one rozszczepieniu na dwie
grupy orbitalne (Schemat 7), r6znigce si¢ energig, W geometrii teraedrycznej lub oktaedrycznej
wyrodznia sig:

* Grupe I: orbitale d 2 oraz d,2_,2,

o Grupg II: orbitale d,,, dy, 1 d,y,.

Xy»
Roznica energii miedzy rozszczepionymi poziomami zalezy od geometrii powstajacych

zwiazkow kompleksowych, a takze od rodzaju i sity ligandéw [127].

tag 9
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Schemat 7. Rozszczepienie orbitali d w polu o symetrii oktaedrycznej (a), tetraedrycznej (b)
oraz regularnej (c) [127].

W zwiazkach kompleksowych metali przejSciowych moga wystepowac przejscia d-d,
w ktorych elektron z orbitalu o nizszej energii zostaje przeniesiony na orbital o energii wyzszej,
pochtaniajac przy tym foton o dlugosci fali A odpowiadajacej roznicy energii mi¢dzy tymi
orbitalami. Przejscia te s3 odpowiedzialne za charakterystyczne barwy zwigzkéw metali bloku
d, np.: miedzi, chromu, niklu czy kobaltu [127].

Badania  spektroskopowe UV-Vis przeprowadzane s3 z  wykorzystaniem

spektrofotometréw UV-Vis, ktorych podstawowe elementy to:
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e Zrédlo promieniowania: np. lampa deuterowa lub wysokocisnieniowa lampa

ksenonowa,

e Monochromator: skladajacy si¢ ze szczelin (wejSciowe] 1 wyjsciowej),

kolimatora oraz siatki dyfrakcyjnej rozpraszajacej wigzke swiatta,

e Miejsce na kuwete pomiarowg: wykonana z materiatow optycznych takich jak

kwarc, szkto optyczne czy stopiona krzemionka,

e Detektor: np. fotodioda, fotopowielacz lub fotokomorka,

e Uklad wzmacniajacy i rejestrujacy: , komputer z oprogramowaniem, ktory

przetwarza i wyswietla wyniki [127,128,129].

Spektrofotometry UV-Vis mozna podzieli¢ ze wzgledu na:

a) Sposob rejestracji widma:

Spektrofotometry samorejestrujace — rejestruja widma w postaci
wykresow A =f(A), %T=f(A) lube=1f(X)
Spektrofotometry punktowe — dziatajace w trybie kompensacyjnym

lub wychyleniowym.

b) Budowe:

Spektrofotometry  jednowigzkowe  (Schemat 8a)—  wigzka
promieniowania przechodzi kolejno przez roztwor odniesienia,
a nastepnie przez analizowang probke,

Spektrofotometry dwuwigzkowe (Schemat 8b) — wigzka jest dzielona na
dwie czegsci: jedna przechodzi przez probke, druga przez roztwor

odniesienia [127,128].
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Schemat 8. Schemat blokowy budowy spektrometru UV-Vis: (a) jednowigzkowego, (b)
dwuwiazkowego.

Podstawg analizy spektroskopowej UV-Vis jest pomiar wartos$ci absorbancji A badanej

probki przy okreslonej dlugoscei fali . Nowoczesne spektrofotometry umozliwiaja jednoczesny

pomiar absorbancji w szerokim zakresie fal, tworzac pelne widmo [127,128]. Spektroskopia

UV-Vis wykorzystywana jest do analizy zwigzkoéw absorbujacych promieniowanie w zakresie

ultrafioletowym i widzialnym, m.in.:

Bezbarwnych substancji organicznych 1 nieorganicznych, absorbujacych

promieniowanie w zakresie bliskiego nadfioletu, np.: krzemionki, ozonu,

aldehydow, ketonow oraz wegglowodordw aromatycznych,

Zwiazkow powstajacych w wyniku reakcji chemicznych, np.: zwigzki
kompleksowe kationéw metali,
Barwnikéw organicznych oraz barwnych soli metali, absorbujacych

promieniowanie w zakresie widzialnym [127].

W analizie jakosciowej spektroskopia UV- Vis pozwala na identyfikacj¢ obecnych

w probce grup funkcyjnych (chromoforéw), czyli atoméw lub grup atoméw absorbujacych

promieniowanie w okreSlonym zakresie dlugosci

fali (Tabela 7). Obecno$¢ grup

chromoforowych wptywa na maksimum absorbcji wywolujac:
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e Przesuniecie batochromowe — maksimum absorbancji przesuwa si¢ w kierunku
fal dtuzszych,

e Przesuniecie hipsochromowe — maksimum absorbcji przesuwa si¢ w kierunku
fal krotszych,

o Efekt hiperchromowy — wzrost absorbcji promieniowania,

o Efekt hipochromowy — spadek absorbcji promieniowania [127,128,129].

Tabela 7. Przyktadowe typy chromoforow [127,129].

Chromofor Przyklad zwigzku Ao, [NM]

N e etylen 165

cC—=~C

e ™~

\ aceton 166

/CZO 189

279

0 acetamid 178

|| 220
——C—NH,

0 kwas octowy 204
.,

——C=—24N acetonitryl 167

benzen 184
204
254

Ponadto spektroskopia UV-Vis znalazta zastosowanie w analizie ilosciowej do

oznaczania aniondw nieorganicznych, takich jak: F~, NOs~, NO2", PO+*", SiOs*, a takze do
oznaczania kationOw metali, m.in.: Fe3*, Co*", Pd?', Bi*" oraz Mo®". Metoda ta
wykorzystywana jest takze do badania rownowag reakcji chemicznych, w tym do wyznaczania

statych trwatosci zwigzkéw kompleksowych [127].
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3.4.3. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) to dziat spektroskopii
jadrowej, wykorzystujacy wlasciwosci magnetyczne jader atomowych pierwiastkow
chemicznych. Metoda ta znajduje szerokie zastosowanie przede wszystkim w identyfikacji
1 badania struktury zwigzkéw organicznych [127,128].

Jadro atomowe, jako czgstka posiadajaca tadunek elektryczny, wykazuje réwniez wlasny
moment p¢du, zwanym spinem jadrowym. Spinowy moment pedu jadra wyrazany jest wzorem:

M, =TT+ 1) (1)
gdzie: M; — moment pedu jadra, / — liczba kwantowa spinu jadrowego, h — stata Plancka
[127,128].

Spin jadrowy jest wynikiem wektorowej sumy spindow wszystkich czastek elementarnych

tworzacych dane jadro atomowe. Liczba kwantowa spinu jadrowego przyjmuje warto$ci od 0

do 9/2. Warto$ci magnetyczne wybranych jader atomowych zestawiono w Tabeli 8 [127,128].

Tabela 8. Wiasciwosci magnetyczne wybranych jader atomowych [127].

Izotop Liczba spinowa 1

'H 1/2

’H 1

12C 0

13C 1/2

160 0

328 0
3501 3/2

YR 1/2

Aparatura (Schemat 9) do badan magnetycznego rezonansu jadrowego sklada sie

z nastgpujacych elementow:
e Zrobdla jednorodnego pola magnetycznego, ktorym moze byé elektromagnes,
magnes staty lub elektromagnes nadprzewodnikowy,
¢ Generator promieniowania o czestosci radiowej (RF),
¢ Sonda z préobka umieszczona w polu magnetycznym,
e Urzadzenie do przemiatania widma,
e Detektor i wzmacniacz,
e Rejestrator oraz komputer stuzace do obrobki i wizualizacji danych,
e Oscylograf,

e Potencjometr samopiszacy [127].
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Schemat 9. Budowa spektrometru NMR [127].

Badania przeprowadza si¢ dla roztworéw, przygotowanych w odpowiednim
rozpuszczalniku, np.: D20, CCls, CS; lub CDCI3. Pomiar probki przeprowadza si¢ wzgledem
odpowiedniej substancji wzorcowej, m.in.: dioksanu lub tetrametylosilanu [127]. Jednym
z podstawowych parametréow analizowanych w spektroskopii NMR jest przesunigcie
chemiczne (0), bedace roznicg polozenia sygnalu probki wzgledem wzorca. Oprocz
przesunigcia chemicznego charakterystycznym elementem widma NMR s3 réwniez
powierzchnia sygnatu oraz sprzgzenie spinowo-spinowe [127,128,129].

Badania spektroskopowe NMR przeprowadza si¢ najczesciej dla izotopdéw: 'H, 13C, 1B, “N,
31p, 28Si oraz !°F. Analiza ta wykorzystywana jest gtownie do identyfikacji i badania struktury
zwigzkéw chemicznych [127,128]. Spektroskopia NMR wykorzystywana jest gtéwnie do:
¢ Identyfikacji zwigzkow chemicznych i okreslenia ich struktury,
e Analizy rozmieszczenia atoméw w czasteczce (analiza konformacyjna
1 stereochemiczna),

e Wyznaczania zawartosci iloSciowej badanej substancji w probee [127].
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3.4.4.Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)

Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) wykorzystywana
jest dla analizy substancji paramagnetycznych, czyli takich, ktére posiadaja niesparowane
elektrony. Jest to technika spektroskopii atomowej, w ktorej absorbcja promieniowania
zachodzi w obecnosci zewngtrznego pola magnetycznego. Mechanizm dziatania spektroskopii
EPR jest analogiczny do spektroskopii NMR, z tg rdznica, ze dotyczy elektrondw zamiast jader
atomowych. Orientacja jednego niesparowanego elektronu w polu magnetycznym moze by¢
rownolegta (ms = -%) lub anty roéwnoleglta (ms = %), co odpowiada réznym poziomom
energetycznym [128].

Ze wzgledu na wigkszy moment magnetyczny elektronu w porOwnaniu z protonem oraz
jego mniejsza masg, w spektroskopii EPR stosuje si¢ znacznie stabsze pole magnetyczne niz
w spektroskopii NMR.

Analiza probek odbywa si¢ z wykorzystaniem spektrometru EPR (Schemat 10), a w sktad
aparatury wchodzi:

e Kilinstron — Zrodto promieniowania mikrofalowego,

e Falowody — przewody doprowadzajace fale do komory rezonansowej,

e Komora rezonansowa — umieszczona pomiedzy biegunami elektromagnesu,
e Detektor — rejestrujacy sygnat absorpcii,

e Wzmacniacz — rejestrujacy sygnal absorpcji,

e Rejestrator — odpowiedzialny za obrobke oraz prezentacje danych.

Rejestrator
Oscylator
modulacyjny @
S
Komora N Przesuwnik g _f
rezonansows, T ] o falowy
Falowdéd ™\

Klistron

Detektor Wzmacniacz

Kontrola
mocy

Schemat 10. Schemat blokowy spektrometru EPR [128].

Widmo EPR przedstawia wykres zaleznos$ci wartosci intensywnos$ci od natezenia pola

magnetycznego, rz¢du 0,1-10 mT. Rejestracja widma odbywa si¢ poprzez umieszczenie probki
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migdzy biegunami silnego elektromagnesu, stosujac stalg czgstotliwo$¢ promieniowania
elektromagnetycznego i zmienne nat¢zenie pola magnetycznego [128]. Ksztatt uzyskanego
widma jest charakterystyczny dla danego jonu metalu, z uwagi na jego oddzialywanie nie tylko
z zewnetrznym polem magnetycznym, ale rowniez polem magnetycznym wytwarzanym przez
otoczenie substancji. Podobnie jak w spektrometrii NMR, w analizie EPR stosowane s3
substancje wzorcowe, m.in.: etylenodiamina (en) lub 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazal (DPPH)
[128].

Elektronowy rezonans paramagnetyczny wykorzystywany jest do badan substancji
paramagnetycznych tj.: jony metali bloku d i f lub wolne rodniki. Metoda ta umozliwia rowniez
badanie nietrwalych zwigzkoéw w niskich temperaturach, np.: temperaturze wrzenia ciektego
azotu -196°C (77K). Zamrazanie probek wykorzystywane jest w badaniach kinetyki reakcji
chemicznych. Do substancji badanych za pomocg spektroskopii EPR zaliczamy:

e Polimery syntetyczne,

e Kauczuki,

e Katalizatory,

e Zwiazki kompleksowe metali przejsciowych i ziem rzadkich.

Metoda ta znajduje coraz szersze zastosowanie w analizie uktadéw biologicznych. Do
uktadéw niebgdacych paramagnetykami wprowadza si¢ sondy spinowe (np.: rodniki)

umozliwiajgce przeprowadzenie pomiaru [128].
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3.4.5. Spektroskopia dichroizmu kolowego (CD)

Spektroskopia dichroizmu kotowego (CD) jest technikg analityczng umozliwiajaca
analizowanie struktur chiralnych, gtéwnie czasteczek biologicznych, takich jak biatka btonowe.
Metoda ta znajduje zastosowanie m.in. w analizie struktur drugorzedowych, $ciezek faldowania
1 stabilnosci biatek, oddziatywan mig¢dzyczasteczkowych 1 wigzania ligandow, a takze
wykorzystana zostala w badaniach zaburzen biatek. Spektroskopia CD stanowi uzupeinienie
informacji uzyskiwanych przy pomocy innych metod spektroskopowych, takich jak
spektroskopii NMR [130-132].

Podstawa techniki CD jest absorpcja prawoskretnego i lewoskretnego swiatta spolaryzowanego
kolowo przez czasteczke chiralng. Chiralnos¢ uktadu powoduje, ze $wiatto spolaryzowane
w roznych kierunkach jest pochlaniane w odmiennym stopniu, co prowadzi do powstania
eliptycznie spolaryzowanej fali §wietlnej. Zjawisko to opisuje wzor:

0= l(nzn—nr) @

gdzie: @- eliptycznos¢ (w radianach) powstajacej fali $wietlnej, n; 1 1,- wspotczynniki absorpcji

$wiatta spolaryzowanego kotowo lewo- 1 prawoskretnie o dtugosci fali A [132, 133].

Gdy przez probke biologiczng przechodzi spolaryzowane §wiatto, réznice w absorpcji
wynikajgce z chiralnosci struktury molekularnej powoduja powstanie charakterystycznego
widma dichroizmu kotowego, zawierajacego piki dodatnie i ujemne. W przypadku biatek,
sygnaly CD wystepuja giéwnie w dalekim zakresie nadfioletu (UV) (180-250 nm), co jest
zwigzane z obecno$cig wigzania peptydowego. W tym zakresie mozna identyfikowac
1 analizowa¢ strukture drugorzgdowg biatek. Za gtdwne przejscia elektronowe odpowiedzialne
za sygnaty CD uznaje si¢: przejscie n - p* przy okoto 222 nm oraz przejscia p - p* (zar6wno
w orientacji rownolegtej, jak 1 prostopadfej) przy okoto 240 i 190 nm. [130,132]. Zmiany
wynikajace z absorpcji §wiatla przez zasadg urydynowa obserwowane sg w zakresie dtugosci
fali 250-280 nm [37].

Typowy spektropolarometr CD (Schemat 11) sktada si¢ z nastepujacych elementow:
o Zrédla $wiatla UV (najczesciej lampa deuterowa),
e Monochromator — wybor dtugosci fali,
e Polaryzator — wytwarzajacy liniowo spolaryzowane $wiatto,
e Modulator polaryzacji — zamieniajacy liniowa polaryzacje na kotowa,
e Komora pomiarowa z prébka,

e Detektor — mierzacy roznicg w absorpcji promieniowania [ 134].
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Schemat 11. Schematyczne przedstawienie uktadu optycznego typowego spektrometru CD

[134].
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3.4.6. Badania biologiczne — badania MTT

Testy biologiczne oparte na hodowlach komoérek (in vitro) coraz czesciej
wykorzystywane do oceny cytotoksycznosci substancji i stanowig istotne uzupetnienie
tradycyjnych metod chemicznych. Wspotczesnie stanowia réwniez one alternatywe dla testow
prowadzonych na zwierzetach [135]. Cytotoksycznos¢ jest jedng z podstawowych wlasciwosci
ocenianych w kontekscie potencjalnej toksycznosci nowych zwiazkéw. W tym celu
wykorzystuje si¢ rézne metody badajace wptyw substancji na procesy fizjologiczne zachodzace
w komorkach. Testy biologiczne umozliwiajg m.in.:

e Pomiar liczby zywych lub martwych komorek,
e Oznaczenie aktywno$ci enzymow zwigzanych z metabolizmem komorkowym,
e Okreslenie zdolnosci komodrek do podziatu [135,136].

Testy cytotoksycznosci, ze wzgledu na zastosowang metod¢ mozna podzieli¢ na dwie
gléwne grupy.

a) Grupa I — testy oparte na pomiarze catkowitej zawartosci biatka w komorkach:
e Test Kenacid Blue

e Barwienie sulforhodaming B
b) Grupa II — testy oparte na aktywnosci metabolicznej komorek:

e Test Alamar Blue

e Test MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy)

o Test XTT (2,3-bis-(2-metoksy-4-nitro-5-sulfenylo)-(2H)-tetrazol-5-
karboksanilid) [135]

Jedng z najczesciej stosowanych metod oceny aktywnosci komorek jest test MTT.
Metoda ta oparta jest na redukcji odczynnika MTT (zo6tty barwnik) do nierozpuszczalnego
w wodzie niebieskiego formazanu (Schemat 12). Zdrowe i1 szybko rozwijajace si¢ komorki
wykazuja wysokie tempo redukcji MTT do formazanu, w przeciwienstwie do komodrek
martwych lub nieaktywnych. Istnieje liniowa zalezno§¢ miedzy wytwarzang barwa, a liczba
komorek aktywnych metabolicznie. Metoda ta wykorzystywana jest m.in.: do oceny
zywotnos$ci komorek oraz cytotoksyczno$ci w badaniach przesiewowych nowych lekow

[37,135,137,138].
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Schemat 12. Redukcja MTT do formazanu [135].
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4.  Cel pracy

Celem rozprawy doktorskiej jest zbadanie procesu kompleksowania w uktadach
zawierajacych cukrowe pochodne urydyno-5’-difosforanu z jonami metali bloku d o znaczeniu
biologicznym  oraz  przeprowadzenie  pelnej  charakterystyki  termodynamicznej
i spektroskopowej wyznaczonych form kompleksowych.

Zakres badan obejmuje zaro6wno aspekty chemiczne, jak i biologiczne, a gtowne etapy

realizacji projektu badawczego zostaty przedstawione na Rysunku 17.

Identyfikacja

Dob6r jonu kompleksow i ich Okreslenie sktadu
centralnego i charakterystyka wewnetrznej sfery
ligandow termodynamiczna koordynacyjnej Analiza wynikow

Badania Analiza Badania biologiczne
potencjometryczne spektroskopowa

Rys. 17. Gltowne etapy projektu badawczego.
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5.  Cze¢$¢ eksperymentalna

5.1. Badane ligandy

W ponizszej pracy zbadano trzy cukrowe pochodne urydyno-5’-difosforanu: kwas
urydyno-5’-difosfoglukuronowy (UDP-GluA), urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozaming
(UDP-GlcNACc) oraz urydyno-5’-difosfoglukoze (UDP-Glc). Wzory wykorzystanych ligandow

wraz z zaznaczonymi potencjalnymi miejscami koordynacji zestawiono w Tabeli 9.

Tabela 9. Wzory strukturalne badanych ligandéw (kolorem zaznaczono potencjalne miejsce

koordynacji)

Nazwa liganda Wzér strukturalny

Kwas urydyno-5’-
difosfoglukuronowy

Urydyno-5’-difosfo-N-
acetyloglukozamina

Urydyno-5’-difosfoglukoza
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5.2. Badane uklady

W ponizszej pracy przeprowadzono badania potencjometryczne analizowanych ligandow
z jonami metali o znaczeniu biologicznym w stosunkach molowych 1:1 oraz 1:2.
W stosunku rownomolowym badania prowadzono dla uktadow:
e Jony miedzi(Il)/kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy
e Jony miedzi(Il)/urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina
e Jony kobaltu(IT)/urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina
e Jony niklu(IT)/urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina
e Jony miedzi(II)/urydyno-5’-difosfoglukoza
e Jony kobaltu(Il)/urydyno-5’-difosfoglukoza
e Jony niklu(Il)/urydyno-5’-difosfoglukoza

W stosunku 1:2 badania prowadzono dla uktadow:

e Jony miedzi(Il)/urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina
e Jony kobaltu(Il)/urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina
e Jony niklu(IT)/urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina

e Jony miedzi(Il)/urydyno-5’-difosfoglukoza

e Jony kobaltu(Il)/urydyno-5’-difosfoglukoza

e Jony niklu(Il)/urydyno-5’-difosfoglukoza
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5.3. Spis stosowanej aparatury

W niniejszej pracy wykorzystano aparatur¢ potencjometryczng i spektroskopowa
dostepna w Zaktadzie Chemii Koordynacyjnej Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Do badan spektroskopowych NMR wykorzystano aparaturg
dostepna w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Badania
biologiczne prowadzono we wspotpracy z grupa badawcza Prof. dr hab. Anny Bajek. Do
przeprowadzenia badan cytotoksycznosci wykorzystano aparature dostgpng w Katedrze
Onkologii Wydziatu Nauk o Zdrowiu Collegium Medicum w Bydgoszczy.

Pelny spis wykorzystywanej aparatury pomiarowej z nazwg producenta zestawiono

w Tabeli 10.

Tabela 10. Wykorzystywana aparatura pomiarowa.

Aparatura pomiarowa Kraj produkcji Producent
Titrando 702 Methrom Szwajcaria Methrom AG
Elektroda 6.0233.100 Methrom Szwajcaria Methrom AG
SE/X 2457 Radiopan Polska Radiopan
NMR 500 MHz (11.74 T) AVANCE 111 Niemcy Bruker
Bruker
NMR 700 MHz (16.44 T) AVANCE III Niemcy Bruker
Bruker
Shimadzu UV-1900 Japonia Shimadzu
Multiskan GO USA Thermo Scientific
Inkubator do hodowli komorek USA Thermo Scientific
SAFE 2020 Class 11 USA Thermo Scientific
Spektropolarymetr JASCO J810 Japonia Jasco
Millipore Simplicity UV Niemcy Merck
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5.4. Spis stosowanych odczynnikow

Spis stosowanych odczynnikow wraz z ich wzorami sumarycznymi oraz nazwa

producenta zamieszczono w Tabeli 11.

Tabela 11. Spis stosowanych odczynnikow.

Nazwa systematyczna Wz0r sumaryczny Producent
S6l disodowa urydyno-5’-difosfoglukozy C15H2o0NoNaxO17P2 Merck
Sol sodowa urydyno-S’-t.ilfosfo-N- C17H25N3Na,017P» Merck
acetyloglukozaminy
Sol tris-odowa kwasu urydyno-5’- C1sH1oN;NazO 1P Merck
difosfoglukuronowego
Azotan(V) miedzi(Il) Cu(NO3)2 - 3H,O Merck
Azotan(V) kobaltu(II) Co(NO3)2 - 6H2O Merck
Azotan(V) niklu(Il) Ni(NO3)2 - 6H20 Merck
Woda deuterowana DO Merck
Etylenodiamina C2HsN2 Merck
Azotan(V) potasu KNO;3 Eurochem
Kwas chlorowodorowy (nawazka HCl POCH S.A.
analityczna)
Wodorotlene!( sodu (nawazka NaOH POCH S.A.
analityczna)
Wodoroftalan potasu CsHs5KOq4 POCH S.A.
Tetraboran sodu Na»B407:10HO POCH S.A.
Hel 5.0 He Linde Gaz
Glikol etylenowy HOCH>,CH,OH Merck
Ciekly azot N» Linde Gaz
Deuterotlenek sodu NaOD Merck
Chlorek deuteru DC1 Merck
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5.5. Miareczkowanie potencjometryczne

Badania potencjometryczne protonacji ligandéw oraz badanych uktadéw podwdjnych
prowadzono w $cisle okreslonych warunkach z wykorzystaniem zestawu Titrando 702
Methrom wyposazonego w autobiurete szklang kombinowana 6.0233.100 Metrom (Metrohm
AG, Herisau, Szwajcaria):

e Temperatura: 20°C=1

e Sita jonowa: roztwor KNOs o st¢zeniu 0,1 mol/dm?

e Atmosfera gazu obojetnego — Hel 5.0, 200 bar; 9,1 m? (Linde Gaz, Krakow,
Polska)

e Zakres pomiarowy pH 2,5-11,0 [37,126]

Przed kazda serig pomiarowa przeprowadzono kalibracje pH-metru stosujac roztwory
buforowe o pH=4,02 (ftalan) i pH=9,22 (boraks). Roztwory buforowe przygotowano

nastepujaco:

a) Ftalan - w kolbie miarowej na 100 cm? rozpuszczono w wodzie demineralizowanej
nawazke tetraboranu sodu o masie 1,021 g. Uzyskany roztwor miat stezenie 0,02
mol/dm?3

b) Boraks - w kolbie miarowej na 100 cm? rozpuszczono w wodzie demineralizowanej
nawazke wodoroftalanu potasu o masie 0,3814 g. Uzyskany roztwdr mial st¢zenie
0,05 mol/dm?3

Dodatkowo przed kazda serig pomiarowa wykonano kalibracj¢ elektrody stosujac probke

kalibracyjng zawierajaca kwas solny (HCI), azotan(V) potasu (KNO3) oraz wodg¢ (Tabela 12).
Tak przygotowang probke miareczkowano roztworem titranta (NaOH). Wykorzystane
roztwory przygotowano w nastepujacy sposob:

a) KNOs — nawazke KNO3 o masie 10,1100 g rozpuszczono w wodzie
demineralizowanej w kolbie na 100 cm3. SteZenie przygotowanego roztworu
wynosito 0,1 mol/dm?

b) HCIl — dwie odwazki analityczne HCI przeniesiono ilosciowo do kolby miarowej
o pojemnosci 2000 cm?, a nastepnie rozpuszczono w wodzie demineralizowanej

c) NaOH - dwie odwazki analityczne HCI przeniesiono ilosciowo do kolby miarowej

o pojemnosci 2000 cm?, a nastepnie rozpuszczono w wodzie demineralizowanej
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Tabela 12. Sktad probki kalibracyjnej.

Odczynnik Objetos¢ [cm?]
Kwas solny 1,5
Azotan(V) potasu 3,0
Woda 25,5

Uktady podwdjne jonow metali z ligandami badano w stosunku molowym 1:1 1 1:2.
Nawazki analizowanych ligandow przygotowywano bezposrednio przed kazda serig
pomiarowa. St¢zenia analizowanych ligandow wynosity odpowiednio: 0,001 mol/dm3 dla
UDPGIuA oraz 0,0005 mol/dm? dla UDP-Glc i UDP-GlcNAc.

Badania potencjometryczne dla uktadu Cu/UDPGIuA prowadzono w stosunku molowym
1:1, a st¢zenie metalu w przygotowanych probkach wynosito 0,001 mol/dm?.

Dla pozostatych analizowanych ligandow przeprowadzono badania w uktadach
zawierajacych jony miedzi(Il), kobaltu(Il) oraz niklu(Il). Badania prowadzono w stosunkach
molowych 1:1 oraz 1:2. Stezenia jondw metali w analizowanych ukladach wynosity
0,0005 mol/dm?3. Dla kazdego z analizowanych uktadéw pomiar powtdrzono 8-razy. Sktad

wszystkich analizowanych probek przedstawiono w Tabeli 13.

Tabela 13. Sktad analizowanych probek.

Odczynnik Masa [g] Objeto$é¢ [cm3)
1:1 1:2 1:1 1:2
Uklad 1
Jony miedzi(II) 0,0072 - - -
Kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy 0,0194 - - -
HCl - - 1,50 1,50
KNOs3 - - 3,0 3,0
H20 - - 25,50 25,50
Uklad 2
Jony miedzi(IT) 0,0036 0,0036 - -
Urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina 0,0098 0,0196 - -
HCl - - 1,50 1,50
KNOs3 - - 3,0 3,0
H20 - - 25,50 25,50
Uklad 3
Jony kobaltu(II) 0,0044 0,0044 - -
Urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina 0,0098 0,0196 - -
HCl - - 1,50 1,50
KNOs3 - - 3,0 3,0
H20 - - 25,50 25,50
Uklad 4
Jony niklu(II) 0,0044 0,0044 - -

Urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina 0,0098 0,0196 - -
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HCl - - 1,50 1,50

KNO:3 - - 3,0 3,0
H20 - - 25,50 25,50
Uklad 5
Jony miedzi(Il) 0,0044 0,0036 - -
Urydyno-5’-difosfoglukoza 0,0092 0,0184 - -
HCl - - 1,50 1,50
KNO3 - - 3,0 3,0
H20 - - 25,50 25,50
Uklad 6
Jony kobaltu(IT) 0,0044 0,0044 - -
Urydyno-5’-difosfoglukoza 0,0092 0,0184 - -
HCl - - 1,50 1,50
KNO:3 - - 3,0 3,0
H20 - - 25,50 25,50
Uklad 7
Jony niklu(II) 0,0044 0,0044 - -
Urydyno-5’-difosfoglukoza 0,0092 0,0184 - -
HCI - - 1,50 1,50
KNO:3 - - 3,0 3,0
H20 - - 25,50 25,50

Otrzymane wyniki analizowano z wykorzystaniem programu komputerowego
HYPERQUAD2008 (Hyperquad Limited, Leeds, UK), okreslajac state protonacji ligandow,
ogolne stale trwatosci (logf) form kompleksowych wystepujacych w badanych uktadach
[37,139]. State rownowagi reakcji tworzenia (logK.) oM + pL + qH 2 M,L,Hq obliczono

z wykorzystaniem ponizszego réwnania [135]:

__ MoLyHq
B = [M]°[L]P [H]4 )

Poprawno$¢ przyjetych modeli potwierdzono na podstawie zbiezno$ci krzywej
doswiadczalnej i1 krzywej teoretycznej wygenerowanej komputerowo oraz analizy wartosci
odchylen standardowych wartosci logf [38,139,140].

Wykorzystane w obliczeniach stale hydrolizy jonow metali (logBcyon),= -13,13;
logBcoomy,= -17.89; logBnicom),= -17,79) oraz wartos¢ iloczynu jonowego wody
(pKw=-13,78) wykorzystano z opublikowanych wczesniejszych danych [140,141]. Krzywe
dystrybucji form dla kazdego z analizowanych ukladow sporzadzono z wykorzystaniem

programu komputerowego HySS (Hyperquad Simulation and Speciation) [37,139].
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5.6. Spektroskopia UV-Vis

W celu przeprowadzenia badan spektroskopowych UV-Vis przygotowano probki
o objetosci 15 cm3. Stgzenia jonéw metali w przygotowanych probkach byty takie same jak
stezenia wykorzystane w badaniach potencjometrycznych: 0,001 mol/dm3 dla ukfadu
Cu(IT)/UDPGIuA oraz 0,0005 mol/dm3 dla pozostatych analizowanych uktadéw. Badania
prowadzono w stosunku molowym 1:1 dla ukladu Cu(II))UDPGIuA oraz w stosunkach
molowych 1:1 1 1:2 dla uktadow Cu(II)/UDP-Glc, Cu(Il)/UDP-GIcNAc, Co(II)/UDP-Glc,
Co(II)/UDP-GIcNAc, Ni(II)/UDP-Glc, Ni(II))UDP-GleNAc. Wszystkie probki
przygotowywano poprzez rozpuszczenie odpowiednich nawazek soli jonéw metali i ligandow

w wodzie demineralizowanej (Tabela 14).

Tabela 14. Sktad masowy probek do pomiardéw spektroskopowych UV-Vis.

Odczynnik Masa [g]
Cu(II)/UDPGIluA
Jony Cu?* 0,0036
UDPGIuA 0,0096
M(II)/UDP-Glc 1:1
Jony Cu?* 0,0018
Jony Co?* 0,0022
Jony Ni?* 0,0022
UDP-Glc 0.0045
M(II)/UDP-Gle 1:2
Jony Cu?* 0,0018
Jony Co?* 0,0022
Jony Ni?* 0,0022
UDP-Glc 0,0090
M(II)/UDP-GleNAc 1:1
Jony Cu?* 0,0018
Jony Co?* 0,0022
Jony Niz* 0,0022
UDP-GIcNAc 0,0049
M(II)/UDP-GleNAc 1:2

Jony Cu?* 0,0018
Jony Co?* 0,0022
Jony Niz* 0,0022
UDP-GIcNAc 0,0098

Badania prowadzono z wykorzystaniem spektrofotometru dwuwiazkowego SHIMADZU
UV-1900 (Shimadzu, Japonia) z wykorzystaniem kuwety Plastibrand PMMA (Brand,
Wertheim, Niemcy) o dlugosci drogi optycznej wynoszacej 1 cm. Pomiary prowadzono

w temperaturze pokojowej (25°C) w pH dominacji poszczegdlnych form kompleksowych
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wyznaczonych na podstawie dystrybucji form kompleksowych. Badania prowadzono

w zakresie dhugosci fali od 350 nm do 900 nm, z wykorzystaniem programu UVProbe [37,139].
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5.7. Spektroskopia NMR

Badania spektroskopowe NMR przeprowadzono dla ukladu jony miedzi(II)/kwas
urydyno-5’-difosfoglukuronowy dla kompleksow o pH dominacji 5,0 i 8,0. Probki
przygotowywano poprzez rozpuszczenie odpowiednich reagentow w D20, a wartos¢ pD kazdej
z analizowanych probek ustalono z wykorzystaniem roztworéw NaOD i DCI wykorzystujac
zaleznos¢ [37,142]:

pD=pH+ 0,4 4)

Stezenie liganda w analizowanych probkach wynosito 0,05 mol/dm?, a stosunek metalu
do liganda wynosit 1:100 [37].

Badania spektroskopowe 2C NMR i 3'P NMR prowadzono za pomocg spektrometru
NMR 500 MHz (11.74 T) AVANCE III oraz NMR 700 MHz (16.44 T) AVANCE III Bruker
Bruker (Bruker, Karlsruhe, Niemcy) we wspolpracy z pracowniag NMR Instytutu Chemii

Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.
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5.8. Spektroskopia EPR

Probki do badan spektroskopowych EPR przygotowywano w mieszaninie woda:glikol
w stosunku molowym 3:1. Objetos¢ molowa przygotowanych probek wynosita 10 cm?,
a stezenie jonow miedzi(Il) wynosito 0,005 mol/dm? dla uktadu Cu(II)/UDPGIuA oraz 0,001
mol/dm? dla uktadéw Cu(II)/UDP-Glc oraz Cu(II)/UDP-GIcNAc. Badania prowadzono
w stosunku molowym 1:1 dla uktadu zawierajacego kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy oraz
w stosunkach molowych 1:1 i 1:2 dla uktadoéw zawierajacych urydyno-5’-difosfoglukozg¢ oraz
urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamine. Probki przygotowano w pH dominacji
poszczegdlnych form kompleksowych.

Przygotowane probki umieszczono w szklanych rurkach kapilarnych o pojemnosci
130 pl, a nastgpnie wprowadzono do komory pomiarowej. Badania prowadzono za pomoca
spektrometru SE/X 2457 Radiopan (Radiopan, Poznan, Polska) w temperaturze wrzenia

ciektego azotu -196°C [37,139].
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5.9. Spektroskopia CD

Widma CD 1 odpowiadajace im widma UV zarejestrowano na spektropolarymetrze
JASCO J810 (JASCO, Japonia) w temperaturze otoczenia. Widma rejestrowano w zakresie
185-400 nm w roztworach wodnych i kumulowano z czterema skanami zarowno dla
UDP-GIuA, jak i jego komplekséw z jonami miedzi(Il). Woda do eksperymentow byta
dodatkowo oczyszczana za pomoca aparatu Merck Millipore Simplicity UV (Merck,
Darmstadt, Niemcy) w celu obnizenia absorbancji, szczeg6lnie w krotkofalowej czesci zakresu
pomiarowego. Pomiary przeprowadzono w atmosferze gazu N (przeptyw 10 1/min), a dtugos¢
drogi optycznej wynosita 0,1 cm [37].

Stezenia mierzonych roztworéw wynosity 1 x 10 mol/dm?, co pozwolito na utrzymanie
absorbancji na akceptowalnym poziomie. Badania prowadzono przy pH 3,0 oraz 10,0 dla UDP-
GluA oraz przy pH dominacji poszczegolnych form kompleksowych dla uktadu Cu(UDP-
GluA) [37].
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5.10. Badania biologiczne

Wstepne badania biologiczne przeprowadzono dla uktadow Cu(Il)/UDPGIuA oraz
Cu(Il)/UDP-GlcNAc w stosunku molowym 1:1. Do badan wykorzystano kompleksy
0 najwyzszej procentowej zawartosci jonéw miedzi(Il), ktére wytypowano na podstawie
analizy krzywych dystrybucji form.

Do badan cytotoksycznosci wykorzystano linie komoérkowe A549 (komorki raka pluc)
oraz linie komoérkowe T24 (komorki raka pgcherza moczowego [37]. Komorki te byly
rutynowo hodowane w pozywce F-12K uzupetnionej ptodowa surowica bydleca do koncowego
stezenia 10%. Utrzymywano je w temperaturze 37°C w nawilzanym inkubatorze do hodowli
komoérkowych (Thermo Fisher Scientific) z 5% CO2 w stezeniu od 6x103 do 6x10* komoérek na
cm?. Standardowa pozywka byta zmieniana dwa lub trzy razy w tygodniu [37].

Komorki zostaty odlaczone od powierzchni wzrostu, policzone i przeniesione do
96-dotkowych ptytek w gestosci 4,5x103 komoérek na cm?. Po 24-godzinnej preinkubacji
w standardowych warunkach, dodawano badane zwigzki i hodowano komorki przez 24 lub 72
godziny. Pozywke usuwano, a komoérki inkubowano z roztworem MTT (1 mg/ml) przez
1 godzing w temperaturze 37°C. Utworzone fioletowe krysztaly formazanu rozpuszczono
w DMSO (StanLab). Absorbancje¢ odczytano przy OD 570 nm oraz 650 nm przy uzyciu
czytnika mikroptytek Multiskan Sky (Thermo Fisher Scientific) [37].

Przeprowadzono rowniez badanie cytotoksycznosci analizowanych zwigzkow wzgledem
prawidtowych komorek organizmu. W tym celu komorki nabtonka urotelialnego (SV HUCI)

poddano dziataniu analizowanych ligandow i zwigzkoéw kompleksowych przez okres 24 h.

63



6.  Wyniki i Dyskusja

6.1.1.Protonacja ligandow

Poczatkowym etapem prowadzonych badan bylo wyznaczenie statych protonacji dla
badanych ligandow: kwasu urydyno-5’-difosfoglukuronowego (UDP-GluA), urydyno-5’-
difosfo-N-acetyloglukozaminy (UDP-GIcNAc) oraz urydyno-5’-difosfoglukozy (UDP-Glc).
Warto$ci te zostaly okreslone metoda potencjometryczng, a uzyskane wyniki zestawiono

w Tabeli 15.

Tabela 15. Stale protonacji (logf) oraz stale réwnowag tworzenia (logK.) dla UDP-GIuA

(odchylenia standardowe podano nawiasach) [37].

Forma (logp) (logK.) Reakcja
kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy (UDP-GluA)
(H;UDP-GluA) 13,85(5) 2,17 (HUDP-GluA)* + H" = (HUDP-GIluA)
(H2UDP-GluA) 11,67(4) 3,01 (HUDP-GluA)3- + H" & (HUDP-GIluA)*
(HUDP-GluA) 8,66(2) 8,60 (UDP-GluA)* + H" & (HUDP-GIluA)3-

urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozamina (UDP-GIcNAc)

H4UDP-GlcNAc 18,18(5) 5,41 (H,UDP-GIcNAc)* + 2H" 2 H4UDP-GIcNAc

H.UDP-GIcNAc  12,77(6) 3,16  (HUDP-GIcNAc)>* + H* 2 (H,UDP-GIcNAc)>

HUDP-GleNAec  9,62(5) 9,62 (UDP-GlcNAc)* + H* 2 (HUDP-GIcNAc)>

urydyno-5’-difosfoglukoza (UDP-Glc)

HUDP-Glc 9,69(6) 9,69 (UDP-Glc)* + H* 2 (HUDP-Glc)*

Badania termodynamiczne wykazaly, ze analizowane ligandy posiadaja réznorodne

potencjalne miejsca koordynacyjne, w tym:

o UDP-GluA: grupa karboksylowa (—COOH), grupa aminowa pierscienia urydyny
(-N(3)H) oraz dwie reszty fosforanowe (—O-PO3H),

e UDP-GIcNAc: dwie reszty fosforanowe (-O-POsH), atom azotu w pierscieniu
urydyny (-N(3)) w pierScieniu urydyny oraz atom azotu grupy acetylowej
(-NH-CO-CH3),

e UDP-Glc: dwie reszty fosforanowe (-O-POsH) oraz atom azotu (-N(3)H)

w pierscienia urydyny.

Dla kwasu urydyno-5’-difosfoglukuronowego (UDP-GluA) deprotonacja grupy
(-O-POsH) (logp=13,85, logK.~2,17) 1 grupy -COOH (logf=11,67, logK~3,01) rozpoczyna si¢
przy wartosci pH ponizej 2,5. Forma H;UDP-GluA wystepuje w uktadzie do wartosci pH okoto
4,0. H,UDP-GIuA swoje maksimum osigga przy pH okoto 3,0 stanowigc ponad 55%
wszystkich gatunkéw 1 wystepuje w ukfadzie do wartosci pH okoto 5,5. Przy wyzszych
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wartos$ciach pH nastepuje deprotonacja atomu azotu z grupy (-N(3)H) (logs=8,66, logK.~=8,66).
Forma HUDP-GIuA dominuje w roztworze do pH okoto 9,5 1 w swoim maksimum stanowi
okoto 100% wszystkich form w uktadzie. Przy pH powyzej 9,5 uklad jest zdominowany przez
catkowicie zdeprotonowang forme¢ liganda, ktora przy pH 10,5 jest jedyng formg dost¢pna
w uktadzie. (Rysunek 18a).

Deprotonacja formy HsUDP-GIcNAc (logh=18,18; logK.=5,41) rozpoczyna si¢ poza
analizowanym zakresem pH. Przy pH okolo 2,5 forma ta stanowi okoto 70% wszystkich form
dostepnych w uktadzie. Przy pH 3,0 dominuje czg¢$ciowo sprotonowana forma liganda H,UDP-
GlcNAc (logp=12,77; logK~3,16), obejmujaca blisko 50% ogdtu specjacji. W catym
analizowanym zakresie pH w roztworze obecna jest forma, HUDP-GIcNAc (logf=9,62;
logK.~=9,62), ktéra dominuje w uktadzie w przedziale pH 3,5-9,5, a w przedziale pH 5,5-7,0
jest jedyng obecng w uktadzie forma. Catkowicie zdeprotonowana forma liganda,
UDP-GIcNAc, staje si¢ dominujgca przy pH powyzej 9,5, osiagajac maksymalny udziat
siegajacy 85% (Rys. 18b).

Proces deprotonacji urydyno-5’-difosfoglukozy (UDP-Glc) rozpoczyna si¢ ponizej
poczatkowego zakresu pH (Rys. 18c). Forma HUDP-Glc dominuje w uktadzie do wartosci pH
okoto 9,5. W przedziale pH od 2,5 do 7,5 stanowi ona 100% obecnych w roztworze form. Przy
pH 7,0 obserwowana jest deprotonacja atomu azotu w pier§cieniu urydyny, a od pH 9,5
catkowicie zdeprotonowana czgsteczka (UDP-Glc)3- jest formg dominujaca, ktora przy pH 10,5

stanowi blisko 90% wszystkich form obecnych w uktadzie.
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Rys. 18. Krzywe dystrybucji form dla protonacji: a) UDP-GluA (1-H3;UDP-GluA,
2-H,UDP-GluA, 3-HUDP-GIuA, 4-UDP-GluA) [43], b) UDP-GlcNAc (1-HsUDP-GIcNAc, 2-
H>UDP-GIcNAc, 3-HUDP-GIcNAc, 4-UDP-GIcNAc), c¢) UDP-Gle (1-HUDP-Glc,
2-UDP-Glc).
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6.2. Uklad jon metalu/kwas urydyno-5’-difsfoglukuronowy

Analiza komputerowa danych otrzymanych z miareczkowania potencjometrycznego
w uktadzie jony miedzi(Il)/kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy w stosunku molowym
wynoszacym 1:1wykazala wystepowanie w ukladzie czterech form kompleksowych:
Cu(HUDP-GluA), Cu(HUDP-GluA), Cu(UDP-GIluA)(OH) oraz Cu(UDP-GluA)(OH)s.
Wyznaczone dla tych form kompleksowych ogolne state trwatosci (logp) oraz state rownowag

reakcji tworzenia (logK.) zestawiono w tabeli (Tabela 16) [37].

Tabela 16. Ogolne stale trwalosci (logf) i stale rownowag reakcji tworzenia (logKe)

kompleksow utworzonych w badanym uktadzie (odchylenia standardowe podano w nawiasach)

[37].
Forma kompleksu logf logK, Reakcja
Cu(H,UDP-GluA) 15,61(3) 3,94 Cu?* + (H,UDP-GluA) = Cu(H,UDP-GluA)
Cu(HUDP-GluA) 12,52(2) 3,86 Cu?' + (HUDP-GluA) = Cu(HUDP-GluA)

Cu(UDP-GIuA)(OH)  -0,78(2) 12,98 Cu* + UDP-GIuA + H,0 = Cu(UDP-GluA)(OH) +H*
Cu(UDP-GluA)(OH);  -20,87(3) 7,45 Cu(UDP-GluA)(OH) + 2H,0 = Cu(UDP-GluA)(OH); +
2H*

Brak obserwacji tworzenia form Cu(UDP-GluA) oraz Cu(UDP-GluA)(OH), moze by¢
spowodowany ich niskim stezeniem, ktore jest nierejestrowalne przy zastosowanych metodach
badawczych [37].

Proces kompleksowania w analizowanym ukladzie rozpoczyna si¢ ponizej startowego pH
probki. Ponizej pH 2,5 w uktadzie dominuje forma Cu(H,UDP-GluA), ktora wiaze ponad 55%
jonéw miedzi(Il) obecnych w roztworze. Kolejna forma sprotonowana Cu(HUDP-GluA)
tworzy si¢ w uktadzie ponizej pH 2,5. Kompleks ten wigze okoto 70% jonéw Cu?*, a swoje
maksimum osigga przy pH w zakresie 5,0-5,5. Przy pH okoto 6,0 w roztworze tworzy si¢
pierwszy hydroksokompleks, Cu(UDP-GluA)(OH). Zwiazek ten dominuje w uktadzie przy
wartosci pH 8,0, a blisko 65% wszystkich jonow obecnych w roztworze uczestniczy
w koordynacji. Hydroksokompleks, Cu(UDP-GluA)(OH)3, wystepuje w uktadzie od pH okoto
8,0, a swoje maksimum osigga poza badanym zakresem pH, przy pH 10,5 wiaze okoto 55%
jonoéw miedzi(Il). Stwierdzono, ze przy pH okoto 10,0 dominujgca formg w uktadzie jest

wodorotlenek miedzi(Il) (Rys. 19) [37].
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Rys. 19. Krzywe dystrybucji form w uktadzie Cu(II)/UDP-GIuA (1-Cu?*, 2-Cu(H,UDP-GluA),
3-Cu(HUDP-GluA), 4-Cu(UDP-GluA)(OH), 5-Cu(UDP-GluA)(OH)3, 6-Cu(OH)y) [37].

Potwierdzeniem tworzenia si¢ zaproponowanych form kompleksowych sa relatywnie
niskie warto$ci odchylen standardowych (logf) oraz pordéwnanie krzywej do$wiadczalnej

z krzywa teoretyczng wygenerowang komputerowo (Rys. 20).
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Rys. 20. Porownanie krzywej dos§wiadczalnej i krzywej teoretycznej dla uktadu Cu(II)/
UDP-GIuA.

W celu okre$lenia sposobu koordynacji w badanych zwigzkach kompleksowych
przeprowadzono szereg badan spektroskopowych UV-Vis, EPR, NMR oraz CD. Na podstawie
sporzadzonych wykreséw dystrybucji okreslono pH dominacji form kompleksowych
tworzacych si¢ w badanym ukladzie. Badania UV-Vis, EPR oraz CD prowadzono dla kazdego
wyznaczonego kompleksu przy wartosci pH ich dominacji, a badania NMR przeprowadzono

przy pH 5,0 i1 8,0. Pomiary spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego, wykonano
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jedynie dla dwoch form kompleksowych, ktore wykazuja najwyzsza zawarto$¢ jonow
miedzi(II).

Przeprowadzone badania spektroskopowe UV-Vis oraz EPR pozwolity na analizg
wewnetrzne] sfery koordynacyjnej zwigzkoéw kompleksowych. Otrzymane parametry

spektroskopowe zestawiono w Tabeli 17.

Tabela 17. Parametry spektroskopowe UV-Vis oraz EPR dla komplekséw tworzacych si¢
w uktadzie Cu(Il)YUDP-GIuA [37].

Forma kompleksu pH g Ay Amax 3 Absorbancja  Chromofor
[cm™] [nm] [M'em!]
Cu(H,UDP-GluA) 2,5 2,39 136-10* 810 23 0,023 {10}
Cu(HUDP-GluA) 5,0 2,37 145-10* 800 30 0,030 {10}
Cu(UDP-GluA)(OH) 8,0 - - 710 93 0,093 {IN, 20}
Cu(UDP-GluA)(OH); 10,5 - - 690 112 0,112 {IN, 30}

Zmiana wewngtrznej sfery koordynacyjnej w kompleksach zawierajacych jony miedzi(II)
wiaze si¢ z przesunigciem absorbancji w kierunku nizszych dlugosci fali (Rys. 21).
W przypadku kompleksow Cu(H,UDP-GluA) 1 Cu(HUDP-GIluA) koordynacja zachodzi
poprzez jeden atom tlenu pochodzacy z grupy karboksylowej (-COOH) czasteczki kwasu
glukuronowego lub reszty fosforanowej (-O-PO3H). Wraz ze wzrostem wartosci pH atom azotu
w czasteczce UDP-GIuA ulega deprotonacji umozliwiajac tworzenie dodatkowego wigzania
koordynacyjnego. Wewnetrznej sfera koordynacyjna kompleksu Cu(UDP-GluA)(OH)
zawiera: atom azotu —(N(3)H) z pierScienia urydyny oraz atomy tlenu z grupy karboksylowej
kwasu glukuronowego oraz reszty fosforanowej UDP, a dla zwigzku Cu(UDP-GluA)(OH)3
koordynacja zachodzi przez atom azotu —(N(3)H) oraz trzy atomy tlenu pochodzace z grupy —

(COOH) oraz dwoch reszt fosforanowych —(O-POsH) [37].
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Rys. 21. Widmo UV-Vis dla uktadu Cu(II)/UDP-GIuA [37].
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Na podstawie analizy widm EPR potwierdzono tworzenie si¢ monomerycznych form
kompleksowych w badanym uktadzie i zaobserwowano widma charakterystyczne dla jonow
miedzi(I[) (Rys. 22). Parametry spektralne g = 2,39 i A = 136:10* cm! dla kompleksu
Cu(HoUDP-GluA) oraz g = 2,37 i Ay = 145-10% cm' dla kompleksu Cu(HUDP-GIuA)
wskazuja na udzial jednego atomu tlenu w tworzeniu wigzania koordynacyjnego. Badania nie
zostaty przeprowadzone dla dominujacych form kompleksowych przy pH=8,0 i pH=10,5 ze

wzgledu na tworzenie si¢ osadow w przygotowanych probkach.
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Rys. 22. Widma spektroskopowe EPR dla kompleksow: a) Cu(H.UDP-GluA), b) Cu(HUDP-
GluA) [37].

W celu wykluczenia wpltywu protonowania/deprotonowania na konformacj¢ badanego
liganda przeprowadzono seri¢ pomiaréw CD kwasu urydyno-5'-difosfoglukuronowego przy

roznych wartosciach pH. Na podstawie wynikow badan potencjometrycznych wybrano
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wartosci pH, przy ktérych czasteczka liganda jest sprotonowana (pH=3,0) oraz catkowicie
zdeprotonowana (pH=10,0). Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze nie ma znaczacych zmian
w widmach CD w zakresie 250-280 nm, ktére pochodza z absorpcji zasady urydynowej.
Maksimum obserwowane dla roztworu kwasnego wynosi Ag = 3,81 przy 269 nm, a Ae = 4,29
przy 266 dla roztworu zasadowego. W krotkofalowej cze¢sci widma mozna zaobserwowac
ujemny efekt Cottona dla probki w roztworze podstawowym. Wynik ten jest zwigzany
z deprotonacja chiralnego kwasu karboksylowego, ktora odpowiedzialna jest za zmiang
przejscia typu n-n* 1 jego maksimum w kierunku krétszych dtugosci fal (Ae = -0,84 przy 228
nm dla roztworu kwasnego i Ae = -2,14 przy 216 dla roztworu zasadowego) [142,143].
Zarejestrowane widma CD dla obu roztworoéw przedstawiono na Rysunku 23 1 wskazujg one,
ze konformacja kwasu urydyno-5'-difosfoglukuronowego nie zalezy od pH w roztworach

wodnych.

—— pH 3.0

6 ——— pH 10.0
4 .
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Rys. 23. Widma dichroizmu kotowego kwasu urydyno-5'-difosfoglukuronowego w wodzie
przy pH=3 (czarna linia) i pH=10,0 (czerwona linia) [37].

Koordynacja jonéw Cu?" z kwasem urydyno-5'-difosfoglukuronowym jest mozliwa
poprzez rdznorodne potencjalne miejsc donorowe czasteczki liganda, co ma wptyw na zmiany
konformacyjne obserwowane w pomiarach CD. Sposob koordynacji atomu centralnego zalezy
od pH roztworu, co obserwowane jest na wykresach dystrybucji form uktadu Cu(II)/UDP-
GluA. Dla pomiaréw przeprowadzonych przy pH dominacji tworzacych si¢ zwigzkow
kompleksowych obserwuje si¢ te podobng sekwencje efektow Cottona z dodatnim efektem
dhugofalowym zlokalizowanym w zakresie 262-272 nm oraz ujemnym efektem Cottona

zlokalizowanym w zakresie 218-239 nm [37] (Tabela 18).
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Tabela 18. Efekty Cottona dla uktadu Cu(II)/UDPGIuA w roztworach wodnych [37].

pH 2,5 5,0 8,0 10,5
Ae (nm) 2,98 (272) 2,91 (267) 2,85 (267) 421 (262)
-0,95(239)  -0,85(239) -0,70 (239) -0,98 (237)

1,01 (224)  -1,11 (228) -0,19 (227) -1,94 (227)

1,15 (219) -0,50 (219) -2,70 (218)

Wyniki wskazuja na brak istotnych zmian w konformacji liganda w zakresie pH 2,5-8,0,
a przy pH = 10,5 obserwuje si¢ zwickszong intensywnos$¢ oraz przesuni¢cie jego maksimum,
co jest zgodne z pomiarami NMR i moze by¢ zwigzane ze zmiang atomdéw donorowych
w uktadzie. Dodatkowo zmiana ta moze by¢ réwniez zwigzana z przesuni¢ciem réwnowagi
tautomeryzacji laktam-laktim promowanej zasada, co jest réwniez obserwowane
w przesunieciu sygnatu C4 w widmach 3C NMR. Ujemne efekty Cottona w zakresie 218-239
nm wynikaja z oddzialywania reszty kwasu karboksylowego ze $rodowiskiem chiralnym.
Obserwowana jest tendencja do zwigkszania intensywnosci tych efektow i przesuniecia ich
w kierunku krétszych dlugosci fal wraz ze wzrostem pH, jednak wzajemne sasiedztwo
pozytywnych efektow Cottona o stosunkowo duzej intensywnosci moze wptywac na ich
wysokos¢ 1 potozenie na widmie CD, co utrudnia ich doktadng interpretacje. Widma CD ukladu
Cu(IT)/UDP-GIuA przedstawiono na Rysunku 24 [37].

/\ ——pH 25

4_/ —— pH 5.0

T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 nm

Rys. 25. Widma dichroizmu kotowego uktadu Cu(Il)/kwas urydyno-5'-difosfoglukuronowego
[37].

Przeprowadzono badania spektroskopowe 3C NMR oraz 3'P NMR dla wolnego liganda
oraz jego kompleksow przy dwoch wartosciach pH: 5,0 1 8,0. Uzyskane dane zestawiono

w Tabeli 19.
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Tabela 19. Przesunigcia chemiczne (ppm) w widmach 3C NMR i 3P NMR w uktadzie
Cu(IT)/UDP-GluA [37].

Forma kompleksu  pH (UDP-GluA)
C2 C4 Co’ P1 P2
Cu(HUDP-GluA) 5,0 0,06 -0,03 0,20 - 7,93
Cu(UDP-GluA)(OH) 8.0 -0,05 -0,91 0,70 0,16 4,50

Analiza widm 3C NMR i 3'P NMR wykazata zmiany przesuni¢¢ chemicznych mi¢dzy
wolnym ligandem, a jego kompleksami. Przy nizszej wartosciach pH (5,0) zauwazalne zmiany
przesuni¢¢ chemicznych zaobserwowano dla atomu wegla C6' (0,20 ppm) pochodzacego
z czasteczki kwasu glukuronowego oraz dla atomu fosforu P2 (7,93 ppm). Sugeruje to, ze
koordynacja w kompleksie Cu(HUDP-GluA) zachodzi przez atom tlenu kwasu glukuronowego
lub atom tlenu reszty fosforanowej czgsteczki UDP. W warunkach zasadowych (pH 8,0)
odnotowano przesuni¢cia chemiczne dla atomu wegla C4 (-0,91 ppm) i atomu fosforu P2 (4,5
ppm) w czasteczce UDP, a takze dla atomu wegla C6' (-0,70 ppm) czasteczki kwasu
glukuronowego. Zmiany te mozna przypisaé deprotonacji atomu azotu pierscienia uracylowego
przy wyzszych wartosciach pH, oraz obecnosci tautomerii laktam-laktim (Rys. 25). Przy pH
8,0 koordynacja prawdopodobnie zachodzi poprzez atom tlenu przy atomie wegla C4
w pierscieniu urydyny, jeden z atomoéw tlenu grupy fosforanowej oraz atom tlenu z grupy
karbonylowej kwasu D-glukuronowego [37]. Dodatkowo, zmiana przesunig¢cia chemicznego

atomu fosforu P1 (0,16 ppm) wskazuje na zwigkszong aktywno$¢ tej grupy w warunkach

OH Ot\l o

Sy . N/H N
A= )= L

N o N o N OH

| | |

R

zasadowych.

R R
Rys. 25. Tautomeria laktamowo-laktimowa w czasteczce urydyny i jej pochodnych [37,144].
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6.2.1. Badania biologiczne

Przeprowadzono  wstgpne  badania  aktywnosci  biologicznej  kompleksow
Cu(HUDP-GluA) i Cu(UDP-GluA)(OH) w warunkach pH 5,0 i 8,0. Analiza otrzymanych
danych wykazuje zwigkszong cytotoksycznos$¢ zwigzkow kompleksowych w poréwnaniu do
wolnego liganda wobec komorek raka ptuc linii A549.

Po 24-godzinnej inkubacji przy pH=5,0 aktywnos$¢ metaboliczna komoérek traktowanych
zaré6wno ligandem, jak i kompleksem Cu(HUDP-GluA) byta porownywalna (Rysunek 26), co
znajduje odzwierciedlenie w zblizonych wartosciach IC50 (Tabela 20). Jednakze po 72
godzinach wyzsza cytotoksyczno$¢ mozna bylo zaobserwowaé dla kompleksu
Cu(HUDP-GluA). Dla kompleksu Cu(HUDP-GIluA) komorki AS549 zmniejszyly swoja
aktywno$¢ metaboliczng o 44,4% w poréwnaniu do probki kontrolnej, np. komorek
hodowanych w standardowej pozywce wzrostowe;.

W warunkach zasadowych, po 72 godzinach inkubacji, ligand UDP-GIuA nie wykazat
istotnego wptywu na zywotno$¢ komorek, co uniemozliwito wyznaczenie wartosci 1C50.
Natomiast kompleks Cu(UDP-GluA)(OH) wykazat wyrazny efekt cytotoksyczny redukujac
aktywnos¢ metaboliczng komorek linii A549 o 52,2%. Efekt ten byt wyraZznie zalezny od czasu

inkubacji[37].

Tabela 20. Wartosci IC50 [uM] obliczone na podstawie wynikéw testu MTT [37].

Zwiazek 24 h 72 h
(UDP-GluA) pH=5,0 0,317+0,006 0,781+0,005
Cu(HUDP-GluA) pH=5,0 0,377+0,005 0,116+0,005

(UDP-GluA) pH=8,0 0,295+0,004 n.d.*
Cu(UDP-GluA)(OH) pH=8,0 1,719+0,01 0,094+0,004

*n.d. - niewykrywalny, zbyt niska cytotoksyczno$¢, aby obliczy¢ IC50.
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Rys. 26. Zywotnos$¢ komorek po inkubacji z badanymi zwigzkami przez 24h i 72h przy réznych
wartosciach pH [37].

Przeprowadzono réwniez badania cytotoksycznosci analizowanego liganda i zwigzku

kompleksowego wzgledem linii komérkowych nabtonka urotelialnego (SV HUCI1). Analiza

otrzymanych wynikéw wykazata, ze badane zwiazki nie wplywaja na aktywnos$¢ metaboliczng

komorek nabtonka urotelialnego po uptywie 24 h (Rys. 27).
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Rys. 27. Zywotnoéé komorek SV HUC 1 po inkubacji z badanymi zwigzkami przez 24h w pH

5,0.
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6.3. Jon metalu/urydyno-5’-disosfo-N-acetyloglukozamina

W celu zbadania procesu kompleksowania w uktadzie jon metalu/urydyno-5’-difosfo-N-
acetyloglukozamina przeprowadzono badania potencjometryczne w stosunkach molowych
metalu do liganda wynoszacych 1:1 oraz 1:2 dla jonéw metali bloku d o znaczeniu

biologicznym: jonéw miedzi(Il), jonow kobaltu(Il) oraz jondw niklu(II).
6.3.1. Uklad Cu(II)/UDP-GlcNAc

Komputerowa analiza danych otrzymanych z badan potencjometrycznych dla uktadow
w stosunku  molowym 1:1 oraz 1:2 wykazala wystgpowanie czterech form
kompleksowych: Cu(H4UDP-GIcNAc), Cu(H:UDP-GlcNAc), Cu(HUDP-GIcNAc) oraz
Cu(UDP-GIcNACc)(OH).. Dla wszystkich otrzymanych form przeprowadzono petng
charakterystyke termodynamiczng. Uzyskane warto$ci ogdlnych statych trwatosci (logf) oraz
statych rownowag reakcji tworzenia (logK,.) zestawiono w Tabeli 21. Podczas komputerowej
analizy danych wykorzystane wyznaczone stale protonacji analizowanego liganda oraz stale
hydrolizy, ktore zaczerpnigte zostaly z przeprowadzonych wczesniej badan (Cu(OH):
(logp=-13,13), Co(OH)2(logp=-17,89) oraz Ni(OH)>(logB=-17,79) [139]).

Tabela 21. Ogolne state trwalosci (logf) oraz state rownowag reakcji tworzenia (logK.) dla

uktadu Cu(II)/UDP-GlcNAc (odchylenia standardowe podano w nawiasach).

Forma kompleksu logp logK. Reakcja
Cu(H4UDP-GIcNAc) 21,59(8) 3,41 Cu?* + Hy UDP-GlcNAc 2 Cu(H4sUDP-GIcNAc)
Cu(H,UDP-GIcNAc) 16,51(9) 2,59 Cu(H UDP-GIcNAc) + H" 2 Cu(H.UDP-GIcNAc)
Cu(HUDP-GIcNAc) 13,91(2) 4,30 Cu?* + UDP-GlcNAc 2 Cu(UDP-GIcNAc)

Cu(UDP-GIcNAC)(OH),  -9.45(4) 3,96 Cu(OH), + UDP-GIcNAc 2 Cu)UDP-GIcNAc)(OH),

Proces kompleksowania w uktadzie réwnomolowym, jak i z dwukrotnym nadmiarem
liganda rozpoczyna si¢ przy pH ponizej 2,5 (Rys. 28). W ukladzie 1:1 przy pH okoto 2,5
wystepuje forma Cu(H4sUDP-GlcNAc), ktora koordynuje blisko 20% jondéw miedzi(Il) (Rys.
28a). Przy niskich warto$ciach pH wystepuje rowniez forma Cu(HUDP-GlcNAc), ktora swoje
maksimum osigga przy pH okoto 3,01 wiaze okoto 20% jonow Cu(Il). Przy niskich wartosciach
pH w uktadzie z dwukrotnym nadmiarem liganda dominuje kompleks Cu(HUDP-GIcNAc)
(Rys. 28b), ktory osigga swoje maksimum w zakresie pH 4,0-6,0, wiazac ponad 80% jondéw
miedzi(IT). Analogicznie w uktadzie 1:1 kompleks ten dominuje w tym samym zakresie pH,
koordynujac okoto 75% jonow miedzi(Il). Przy pH okoto 8,0 oba uktady zdominowane sa przez
obecno$¢ wodorotlenku miedzi(I), ktory wiaze okoto 90% wszystkich dostgpnych jonéw
miedzi(Il). W uktadzie 1:2 (nadmiar liganda) kompleks Cu(UDP-GIcNAc)(OH). staje si¢
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dominujacy przy pH okoto 9,0 i w swoim maksimum wigze ponad 75% jonow Cu(Il).
W uktadzie rownomolowym forma ta jest dominujgca poza zakresem pomiarowym, a przy pH

10,5 koordynuje okoto 50% jonéw miedzi(II).

100 100
80 ! \ 80 2
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Rys. 28. Krzywe dystrybucji form dla uktadéw: a) Cu(Il))UDP-GIcNAc 1:1 (1-Cu?*, 2-
Cu(H4UDP-GIcNAc),  3-Cu(H,UDP-GIcNAc),  4-Cu(H(UDP-GIcNAc),  5-Cu(UDP-
GIcNAc)(OH)2, 6-Cu(OH),, b) Cu(Il)/UDP-GIcNAc 1:2 (1-Cu?*, 2-Cu(HUDP-GIcNAc), 3-
Cu(UDP-GlcNACc)(OH)z, 4-Cu(OH)2).

W celu okreslenia sposobu koordynacji i sktadu wewnegtrznej sfery koordynacyjnej
analizowanych zwigzkoéw kompleksowych przeprowadzono seri¢ badan spektroskopowych
UV-Vis oraz EPR. Badania spektroskopowe prowadzono dla kazdej z wyznaczonych form
kompleksowych w stosunkach molowych metalu do liganda 1:1 oraz 1:2. Wszystkie pomiary
prowadzono w pH dominacji form kompleksowych, ktore wyznaczono na podstawie analizy

widm dystrybucji. Otrzymane parametry spektroskopowe UV-Vis zestawiono w Tabeli 22.

Tabela 22. Parametry spektroskopowe UV-Vis dla kompleksow tworzacych sie
w uktadzie jony miedzi(II))UDP-GIcNAc.

Forma kompleksu pH Amax [nm] e [M-'lem™)
Cu(HsUDP-GIcNAc) 2,5 825 10
1 Cu(H>UDP-GIcNAc) 3,0 - -
) Cu(HUDP-GIcNAc) 5,0 810 14
Cu(UDP-GIcNAc)(OH), 10,5 685 39
12 Cu(HUDP-GIcNAc) 5,0 810 14
: Cu(UDP-GIcNAc)(OH), 10,5 676 46

Zaobserwowane przesuni¢cia pasm absorpcyjnych potwierdzaja zmiany w strukturze

wewnetrznej sfery koordynacyjnej metali (Rysunek 29). W przypadku uktadow Cu(I1I)/UDP-

GlcNAc zaobserwowano efekt hipsochromowy wraz ze wzrostem pH — §wiadczy to o przejsciu
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z kompleksow zawierajacych bardziej zprotonowane ligandy do form z wigzaniami poprzez
deprotonowane grupy fosforanowe (-O—POsH) oraz atomu azotu z grupy -N(3)H z czasteczki
urydyno-5’-difosforanu. Szczegodlne znaczenie ma obecno$¢ pasm w okolicach 8§10 nm

(Cu(HL)) 1 przesuniecie ich do 685—676 nm dla CuL(OH). w zasadowym pH.
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Rys. 29. Widmo spektroskopowe UV-Vis dla uktadu Cu(Il))UDP-GIcNAc: a) w stosunku
molowym 1:1, b) w stosunku molowym 1:2.

Badania spektroskopowe EPR potwierdzity obecno$¢ wylacznie form monomerycznych
w uktadach zawierajacych jony miedzi(Il), a uzyskane widma sg charakterystyczne dla
zwigzkdéw zawierajagcych w swojej strukturze jony Cu?* (Rys. 34). W przypadku ukfadu
rownowagowego tworzenie wigzan koordynacyjnych w kompleksach Cu(H4UDP-GIcNACc)
(g1=2,40 i Ai=137-10*cm") oraz Cu(HUDP-GIcNAc) (g1=2,39 i Ai=144-10"* cm!) zachodzi
prawdopodobnie za posrednictwem jednego atomu tlenu z grupy -O-POsH (Rys. 30a).
W przypadku uktadu 1:2 wartosci parametréw (gn = 2,38; Ay = 141-10* cm™) s3 bardzo
zblizone, co sugeruje, ze sposob koordynacji nie zmienia si¢ znaczgco mimo nadmiaru liganda
(Rys. 30b). Nie bylo mozliwe przeprowadzenie badan EPR dla komplekséw
Cu(H.UDP-GIcNAc) oraz Cu(UDP-GIcNAc)(OH), z uwagi na obecno$¢ osadu
w przygotowanych probkach.
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Rys. 30. Widma spektroskopowe EPR dla uktadu Cu(II))UDP-GIcNAc: a) w stosunku
molowym 1:1, b) w stosunku molowym 1:2.
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6.3.2. Uklad Co(II)/UDP-GIcNAc

Komputerowa analiza danych uzyskanych z  przeprowadzonych badan
potencjometrycznych ~ wykazata ~ wystgpowanie  pigciu  form  kompleksowych:
Co(UDP-GIcNACc)(OH)2, Co(UDP-GIcNAc),, Co(HUDP-GIecNAc),, Cox(UDP-GleNAc)H
oraz Co2(UDP-GIcNAc):H,. W przeciwienstwie do uktadow z jonami miedzi(Il) oraz niklu(II),
zaobserwowano wystepowanie form dimerycznych. Uzyskane dane potencjometryczne

zestawiono w Tabeli 23.

Tabela 23. Ogolne state trwatosci (logp) oraz stale rownowag tworzenia (logK.) dla ukladu

Co(II)/UDP-GIcNAc (odchylenia standardowe podano w nawiasach).

Forma kompleksu logf logK. Reakcja
Co(HUDP-GIcNAc), 31,83(7) 3,61 Co2(UDP-GIcNAc),H + H* 2 Co(HUDP-GIcNACc),
Co(HUDP- 2 Co?* + (HUDP-GlcNac) + UDP-GIcNAc 2

GIcNAC)(UDP-GIeNAg)  25220) 18,60 Co>(HUDP-GlcNAc)(UDP-GIcNAC)
Co(HUDP-GIcNAC); 2744 821 Co + 2 HUDP-GIcNAc 2 Co(HUDP-GIcNAG),
Co(UDP-GIcNAc): 8,88 8,88 Co + 2 UDP-GIcNAc 2 Co(UDP-GIcNAc),
Co(UDP-GIcNAQ)(OH),  -12,19(5) 570  Co(OH), + UDP-GIcNAc 2 Co(UDP-GIcNAC)(OH),

Proces kompleksowania w obu badanych uktadach rozpoczyna si¢ poza analizowanym
zakresem pH (Rys. 31). W ukladzie rownomolowym zaobserwowano obecnos$¢ form
dimerycznych (Rys. 31a). Kompleks Cox(HUDP-GIcNAc), kompleksuje blisko 60% jonow
kobaltu(Il) przy pH okoto 3,0. W zakresie pH 4,0-8,5 dominujaca forma jest
Co2(HUDP-GIcNACc)(UDP-GIcNAc), wigzac niemal 100% jondéw Co(Il) przy pH okoto 8,0.
W uktadzie z dwukrotnym nadmiarem liganda pierwsza powstajaca formg kompleksowa jest
Co(HUDP-GIcNAc): (Rys. 31b). Zwiagzek ten jest obecny w roztworze do pH okoto 9,5,
osiggajac swoje maksimum w zakresie pH 4,0-8,5, gdzie wiaze okoto 80% jonow Co(II). Od
pH okoto 8,0 w uktadzie tym obecna jest rowniez forma Co(UDP-GIcNAc),, ktora przy pH 9,5
koordynuje okoto 35% jonow kobaltu(Il), lecz nie osiaga dominacji. Powyzej pH 9,5 w obu
uktadach formg dominujacg jest Co(UDP-GIcNAc)(OH),, ktora koordynuje odpowiednio
okoto 100% (dla uktadu 1:1) 1 80% (dla uktadu 1:2) dostepnych jondéw kobaltu(II).
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Rys. 31. Krzywe dystrybucji form dla uktadéw: a) Co(II))UDP-GIcNAc 1:1 (1-Co?*, 2-
Co2(HUDP-GIcNACc)2, 3-Co2(HUDP-GIcNACc)(UDP-GIcNAc), 4-Co(UDP-GIcNAc)(OH)., 5-
Co(OH)2) b) Co(IT)/UDP-GIcNAc 1:2 (1-Co?*, 2-Co(HUDP-GIcNACc),, 3-Co(UDP-GlcNAc)s,
4-Co(UDP-GIcNACc)(OH),, 5-Co(OH)s..

W celu okreslenia sposobu koordynacji 1 skladu wewnetrznej sfery koordynacyjne;j
analizowanych zwigzkoéw kompleksowych przeprowadzono seri¢ badan spektroskopowych
UV-Vis. Badania prowadzono w pH dominacji form kompleksowych, ktore wyznaczono na
podstawie analizy widm dystrybucji. Otrzymane parametry spektroskopowe zestawiono

w Tabeli 24.

Tabela 24. Parametry spektroskopowe UV-Vis dla kompleksow tworzacych sie
w uktadzie jony kobaltu(II)/UDP-GlcNAc.

Forma kompleksu pH Amax [nm] € [M-'lem)
Co2(HUDP-GIcNAc), 3,0 505 8
1:1 Cox(HUDP-GIcNAC)(UDP-GIcNAC) 6,0 520 13
Co(UDP-GIcNAc)(OH), 10,5 ; ;
Co(HUDP-GIcNACc), 6,0 504 11
1:2 Co(UDP-GlecNAc), 9,0 - -
Co(UDP-GIcNAc)(OH), 10,5 ; ]

W uktadach zawierajacych jony kobaltu(Il) (Rys. 32) zaobserwowano nieznaczny efekt
batochromowe dla uktadu w stosunku molowym 1:1 (Rys. 32a). Swiadczy to o zmianach
wewnetrzne]  sfery  koordynacyjnej migdzy formami Co(HUDP-GIcNAc), oraz
Co2(HUDP-GIcNACc)(UDP-GIcNAc) 1 dotaczeniu kolejnego atomu tlenu reszty fosforanowej
(-O-POsH) do sfery koordynacyjnej drugiego z kompleksow. W ukladzie z dwukrotnym
nadmiarem liganda (Rys. 32b) zarejestrowano widmo dla kompleksu Co(UDP-GIcNAc),. Na

podstawie uzyskanych parametrow spektroskopowych mozna stwierdzi¢, ze atom tlenu jednej
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z reszt fosforanowych wchodzi w sktad wewngtrznej sfery koordynacyjnej. Niemozliwe jest
zarejestrowanie widm dla kompleksu Co(UDP-GlcNAc)(OH),, w obu stosunkach molowych,

oraz dla kompleksu Co(HUDP-GIcNAc), z uwagi na obecno$¢ osadu w przygotowanych

’
probkach.
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Rys. 32. Widmo UV-Vis dla uktadu Co(II)/UDP-GIcNAc: a) w stosunku molowym 1:1, b)
w stosunku molowym 1:2.
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6.3.3. Uklad Ni(II)/UDP-GIcNAc

Komputerowa analiza danych uzyskanych z badan potencjometrycznych pozwolita na
wyznaczenie trzech form kompleksowych: Ni(H;UDP-GlcNAc), Ni(HUDP-GIcNAc) oraz
Ni(UGP-GIcNAc)(OH). Na podstawie otrzymanych wynikéw wyznaczono ogolne state
trwatosci (logf) oraz stale rownowag tworzenia (logK.) dla kazdej z wyznaczonych form

kompleksowych. Dane zestawiono w Tabeli 25.

Tabela 25. Ogolne state trwalosci (logf) oraz state rownowag reakcji tworzenia (logK.) dla

uktadu Ni(IT)/UDP-GIcNAc (odchylenia standardowe podano w nawiasach).

Forma kompleksu logf logK, Reakcja
Ni(H;UDP-GIcNAc) 22,33 9,55 Ni2* + (H,UDP-GIcNAc) + H 2 Ni(H;UDP-GlcNAc)
Ni(HUDP-GIcNAc) 15,16(5) 5,55 Ni ?* + HUDP-GIcNAc 2 Ni(HUDP-GIcNAc)
Ni(UDP-GlIcNAc)(OH) -3,77(5) 9,99 Ni 2+ UDP-GIcNAc + H,O2 Ni(UDP-GIcNAc)(OH)»

W obu analizowanych uktadach (1:1 i 1:2), proces kompleksowania rozpoczyna si¢
ponizej pH 2,5 (Rys. 33). W ukladzie rownomolowym pierwszym powstajacym kompleksem
jest Ni(HsUDP-GlcNAc) (Rys. 33a). Kompleks ten jest obecny w uktadzie do pH okoto 4,0.
Przy pH 2,5 kompleksuje on blisko 90% jondéw niklu(Il) obecnych w roztworze. W catym
analizowanym zakresie pH obecna w uktadzie jest forma Ni(HUDP-GIcNAc), ktéra dominuje
w przedziale pH 4,0-8,5, kompleksujac ponad 95% jondéw Ni(Il). W uktadzie z dwukrotnym
nadmiarem liganda ponizej pH 7,0 obecna jest wylacznie forma Ni(HUDP-GIcNAc) (Rys.
33b). Proces jej tworzenia rozpoczyna si¢ ponizej badanego zakresu pH, a swoje maksimum
osigga ona w przedziale pH 4,0-8,5, kompleksujac okoto 90% jonow Ni(II). W obu stosunkach
molowych przy pH okoto 10,0 dominujaca formag jest hydroksokompleks,
Ni(UDP-GIcNAc)(OH), ktory koordynuje okoto 65% jonow niklu(Il). Przy wyzszych
warto$ciach pH obserwuje si¢ rowniez wystepowanie wodorotlenku niklu(Il). W uktadzie 1:1
Ni(OH)> swoje maksimum osigga poza badanym zakresem, a przy pH 10,5 wigze ponad 35%
jonow Ni(II). Natomiast w ukfadzie 1:2 zwigzek ten przy tym samym pH wiaze prawie 60%

jonéw niklu(IT).
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Rys. 33. Krzywe dystrybucji form dla uktadow: a) Ni(II)/UDP-GIcNAc 1:1 (1-Ni?*, 2-
Ni(HsUDP-GIcNAc), 3-Ni(HUDP-GIcNAc), 4-Ni(UDP-GIcNAc)(OH), 5-Ni(OH)2) b)
Ni(II)/UDP-GIcNAc  1:2  (1-Ni?*, 2-Ni(HUDP-GIcNAc), 3-Ni(UDP-GlcNAc)(OH), 4-
Ni(OH)»).

W celu okreslenia sposobu koordynacji 1 sktadu wewnetrznej sfery koordynacyjnej
analizowanych zwigzkoéw kompleksowych przeprowadzono seri¢ badan spektroskopowych
UV-Vis. Badania prowadzono przy pH dominacji form kompleksowych, ktore wyznaczono na
podstawie analizy widm dystrybucji. Otrzymane parametry spektroskopowe zestawiono
w Tabeli 26.

Tabela 26. Parametry spektroskopowe UV-Vis dla kompleksow tworzacych si¢
w uktadzie jony niklu(II)yUDP-GIcNAc.

Forma kompleksu pH Amax [nm] € [M1lcm]
Ni(HsUDP-GIcNAc) 2,5 395 7
1:1 Ni(HUDP-GIcNAc) 6,5 391 8
Ni(UDP-GIcNACc)(OH) 10,0 - -
1:2 Ni(HUDP-GIcNAc) 5,0 392 6
) Ni(UDP-GIcNAc)(OH) 9,5 - -

Niewielkie przesunigcie hipsochromowe zaobserwowano w uktadach zawierajacych jony
niklu(Il). Analiza uzyskanych widm wykazata zmiany absorbancji w zakresie dtugosci fal 600-
800 nm oraz przy diugosci fali okoto 400 nm (Rys. 34). Zaobserwowany efekt jest
charakterystyczny dla zmian zachodzacych w wewnetrznej sferze koordynacyjnej jonow
niklu(Il) wraz ze wzrostem wartosci pH uktadu. [139]. Nie udalo si¢ zarejestrowaé widm
spektroskopowych UV-Vis dla kompleksow Ni(UDP-GIcNAc)(OH), w obu stosunkach

molowych ze wzgledu na obecnos¢ osadu w przygotowanych uktadach pomiarowych.
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Rys. 34. Widmo spektroskopowe UV-Vis dla uktadu Ni(II)/UDP-GlcNAc: a) w stosunku
molowym 1:1, b) w stosunku molowym 1:2.

Przy niskich warto$ciach pH wewnetrzna sfera koordynacyjna badanych zwigzkow
kompleksowych zawiera atomy tlenu grup fosforanowych (-O-POsH) liganda. Wraz ze
wzrostem pH, atom azotu grupy (-N(3)H) z pierscienia urydyny jest wigczany do wewnetrznej
sfery koordynacyjnej. Roznice parametréw spektralnych, ktére otrzymane zostaly dla
analogicznych form kompleksowych wynikaty z réznic w procentowym udziale jonéw metali

w tworzeniu zwigzkoéw kompleksowych.
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6.3.4. Porownanie wynikow badan dla ukladéw jon metalu(Il)/UDP-GlcNAc¢

Przeprowadzono badania potencjometryczne i spektroskopowe UV-Vis oraz EPR dla
uktadow podwodjnych: jony miedzi(II)/UDP-GlcNAc, jony kobaltu(IT)/UDP-GlcNAc oraz jony
niklu(IT)/UDP-GIcNAc.

Analiza otrzymanych wynikoéw potencjometrycznych pozwolila na wyznaczenie form
kompleksowych, ktore wystepuja w badanych uktadach oraz wyznaczenie ich ogolnych statych
trwatosci (logp) i stalych rownowag reakcji tworzenia (logK.). W uktadach zawierajacych jony
miedzi(I) 1 niklu(Il) zaobserwowano wystepowanie protonowanych form kompleksowych
typu M(H\UDP-GIcNAc) oraz hydroksokomplekséw typu M(UDP-GIcNAc)(OH)x. Kompleks
M(HUDP-GIcNAc) tworzy si¢ w obu uktadach, a otrzymane wartosci ogoélnych statych
trwatosci (Cu(HUDP-GIcNAc): logh=13,91; Ni(HUDP-GIcNAc): logf=15,16) wskazuja na
wicksza stabilno$¢ tej formy w ukladzie zawierajacym jony niklu(Il). W uktadach
zawierajacych jony kobaltu(I) nie zaobserwowano wystgpowania prostych oraz
protonowanych form liganda. W ukladach tych zaobserwowano wyst¢powanie form
dimerycznych typu M>(HUDP-GIcNAc)x oraz Ma(HUDP-GIcNAc)(UDP-GIcNAc), a takze
form M(HUDP-GIcNAc)x, M(UDP-GIcNAc)x, M(UDP-GIcNAc)(OH)x. Kompleks
M(UDP-GIcNACc)(OH), tworzy si¢ w ukladach zawierajacych jony kobaltu(Il) oraz jony
miedzi(Il), przy czym wigkszg stabilno$cig termodynamiczng cechuje si¢ forma
Cu(UDP-GIcNACc)(OH)z.

Przeprowadzone badania spektroskopowe UV-Vis oraz EPR umozliwity okreslenie
sktadu wewnetrznej sfery koordynacyjnej badanych zwigzkow kompleksowych. Przy niskich
warto$ciach pH wewngtrzna sfera koordynacyjna badanych zwiazkéw kompleksowych zawiera
atomy tlenu grup fosforanowych (-O-POsH) liganda. Wraz ze wzrostem pH, atom azotu grupy
-N(3)H z pierscienia urydyny jest wiaczany do wewnetrznej sfery koordynacyjne;j.
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6.3.5. Badania biologiczne

Przeprowadzono wstgpne badania biologiczne dla kompleksu Cu(HUDP-GIcNAc),
w warunkach pH odpowiadajacych dominacji tej formy (pH = 5,0), przy stosunku molowym
metal:ligand 1:1.. Analiza danych otrzymanych po 24 h inkubacji wykazata, ze kompleks ten
nie wykazuje istotnie wyzszej cytotoksycznosci wzgledem wolnego liganda komoérkowych
stosunku do komoérek nowotworowych linii T24 (rak pecherza moczowego).
Aktywnos$¢ metaboliczna komorek, oceniana za pomocg testu MTT, byla zblizona w obu

przypadkach, co przedstawiono na Rysunku 35.
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Rys. 35. Zywotno$¢ komoérek T24 po 24-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami (pH=5,0).

Aktywno$¢ metaboliczna komoérek T24 zmalata odpowiednio o 23,7% dla
UDP-GIcNAc oraz o 14,4% dla Cu(HUDP-GIcNAc). Uzyskane wyniki mogg $wiadczy¢
o silnej zaleznos$ci cytotoksycznosci badanego zwiazku kompleksowego od czasu trwania
inkubacji.

W celu okre$lenia selektywnosci cytotoksycznej, przeprowadzono réwniez badania
z wykorzystaniem linii SV HUC-1 (komorki nablonka urotelialnego — zdrowe komorki
pecherza). Otrzymane wyniki wskazuja, ze zardwno ligand UDP-GIcNAc, jak i kompleks
Cu(HUDP-GIcNAc), nie wplywajg istotnie na aktywno$¢ metaboliczng tych komorek. Wyniki

przedstawiono na Rysunku 36.
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Rys. 36. Zywotno$¢ komorek SV HUCI po 24-godzinnej inkubacji z badanymi zwiazkami
(pH=5,0).
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6.4. Jon metalu/urydyno-5’-difosfoglukoza

W celu analizy procesu kompleksowania w uktadzie jon metalu/urydyno-5’-difosfo-
glukoza przeprowadzono szereg badan potencjometrycznych. Badania wykonano dla
stosunkéw molowych metalu do liganda wynoszacych 1:1 oraz 1:2 z wykorzystaniem jonow

metali bloku d o znaczeniu biologicznym: miedzi(II), kobaltu(Il) oraz niklu(II).
6.4.1. Uklad Cu(Il)/UDP-Glc

Analiza danych otrzymanych z przeprowadzonych badan potencjometrycznych wykazata
wystepowanie pieciu form kompleksowych: Cu(H3;UDP-Glc), Cu(HUDP-Glc), Cu(UDP-Glc),
Cu(UDP-Glc)(OH), oraz Cu(UDP-Glc)(OH)s. W Tabeli 27 zestawiono warto$ci ogolnych
statych trwatosci (logf) oraz staty rownowag reakcji tworzenia (logK.) dla poszczegdlnych

form kompleksowych.

Tabela 27. Ogdlne state trwatosci (logp) oraz stale rownowag tworzenia (logK.) dla uktadu

Ni(II)/UDP-Gle (odchylenia standardowe podano w nawiasach).

Forma kompleksu logp logkK, Reakcja
Cu(H3UDP-Glc) 20,35(5) 6,54 Cu(HUDP-Glc) + 2 H* 2 Cu(H3;UDP-Glc)
Cu(HUDP-GIc¢) 13,81(4) 4,12 Cu*" + HUDP-GIc 2 Cu(HUDP-Glc)
Cu(UDP-Glc) 8,50(5) 8,50 Cu?' + UDP-Glc 2 CuUDP-Glc
Cu(UDP-Glc)(OH), -5,93(7) 7,20 Cu(OH), + UDP-Glc 2 CuUDP-Glc(OH),
Cu(UDP-Glc)(OH)3 -16,27(9) 3,43 Cu(UDP-Glc)(OH), + H,O 2 Cu(UDP-GIc)(OH)3

W uktadzie réwnomolowym proces kompleksowania rozpoczyna si¢ przy pH okoto 2,5
od tworzenia prostego kompleksu Cu(UDP-GlIc). Forma ta swoje maksimum osiaga przy pH
okoto 6,0 1 wiagze okoto 85% jonow miedzi(I) obecnych w roztworze (Rys. 37a).
W przeciwienstwie do uktadu 1:1, proces kompleksowania w ukladzie z dwukrotnym
nadmiarem liganda rozpoczyna si¢ poza analizowanym zakresem pH od tworzenia kompleksu
Cu(H3UDP-Glc) (Rys. 37b). Zwiazek ten przy pH 2,5 koordynujac okoto 95% jonow Cu(Il).
Od pH okoto 3,0 w uktadzie formg dominujaca jest kompleks Cu(HUDP-GIc), ktory jest
obecny w catym analizowanym zakresie pH. W przedziale pH 4,0-9,0 kompleksuje on okoto
85% jonow Cu(ll). W uktadzie rownomolowym od pH okoto 7,0 dominuje pierwszy
z hydroksokompleksow, Cu(UDP-GlIc)(OH),, ktory swoje maksimum osigga przy pH okoto 8,5
1 wigze blisko 95% jondéw miedzi(Il). Kompleks Cu(UDP-GIc)(OH); swoje maksimum osigga
poza analizowanym zakresem pH, a przy pH okoto 10,5 koordynuje okoto 60% jonow Cu(II)

obecnych w roztworze.
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Krzywe dystrybucji form dla uktadéw: a) Cu(I)/UDP-Glc 1:1 (1-Cu?",

2-Cu(UDP-Glc), 3-Cu(UDP-Glc)(OH),, 4-Cu(UDP-Gle)(OH)s, 5-Cu(OH),); b) Cu(II)/UDP-
Gle 1:2 (1-Cu2*, 2-Cu(H;UDP-Glc), 3-Cu(HUDP-Glc), 4-Cu(OH),).

Powstawanie zwigzkow kompleksowych w ukladach zawierajacych jony miedzi(II)
zostato potwierdzone przy uzyciu technik spektroskopowych (UV-Vis oraz EPR). Pomiary
wykonano dla probek przy wartosciach pH, odpowiadajagcych maksymalnemu udziatlowi
dominujacych form kompleksowych. Dane spektralne uzyskane dla badanych kompleksow

zestawiono w Tabeli 28.

Tabela 28. Parametry spektralne UV-Vis dla uktadu jony miedzi(II)/UDP-Glc.

Forma kompleksu pH Amax [nm] € [Mlem]
Cu(UDP-Glc) 6,5 802 14
1:1 Cu(UDP-Glc)(OH)> 8,5 700 46
Cu(UDP-Glc)(OH)3 10,5 690 52
12 Cu(H3UDP-Glc) 2,5 815 12
) Cu(HUDP-Glc) 6,0 805 14

W uktadach zawierajacych jony miedzi(Il) zaobserwowano przesuni¢cie pasm
absorbancji w kierunku krétszych dlugosci fal (efekt hipsochromowy) wraz ze wzrostem
warto$ci pH, co wskazuje na zmiang w wewngetrznej sferze koordynacyjnej jonow metalu
(Rysunek 38). Zaobserwowane przesuni¢cia sa wynikiem wiaczenia dodatkowych atomow
donorowych, takich jak atom tlenu z grupy fosforanowej (-O-PO3H), a przy wyzszych
warto$ciach pH takze atomu azotu z grupy (-N(3)H) czasteczki urydyno-5’-difosforanu.
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Rys. 38. Widmo spektroskopowe UV-Vis dla uktadu Cu(II)/UDP-Glc: a) w stosunku molowym
1:1, b) w stosunku molowym 1:2.

Badania spektroskopowe EPR potwierdzily obecno$¢ wytacznie form monomerycznych
w uktadach zawierajacych jony miedzi(Il). Uzyskane widma sa charakterystyczne dla
zwigzkéw zawierajgcych w swojej strukturze jony Cu(Il) (Rys. 39). W przypadku uktadu
rownowagowego tworzenie wigzan koordynacyjnych w kompleksie Cu(UDP-Glc) (gin=2,40
i A=138-10* cm™) zachodzi prawdopodobnie za po$rednictwem jednego atomu tlenu z grupy
fosforanowej (-O-PO3;H) (Rys. 39a). Niewielkie roznice parametréw spektroskopowych dla
kompleksow: Cu(H3UDP-Glc) - gn=2,41 i Ay=136-10* cm™! oraz Cu(HUDP-GIc) - gi=2.,40
i Ar=138-10*cm!, sugerujg podobny typ koordynacji rowniez z udziatem grupy fosforanowe;
(Rys. 39b). Niewielkie roznice w parametrach g 1 A wskazuja, ze typ donoréw oraz geometria
koordynacyjna nie ulega znacznym zmianom Warto zaznaczy¢, ze dla form zasadowych nie

uzyskano widm EPR, co bylo spowodowane obecnoscig osadu w przygotowanych probkach.
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Rys. 39. Widma spektroskopowe EPR dla uktadu Cu(I1)/UDP-Glc: a) w stosunku molowym
1:1, b) w stosunku molowym 1:2.
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6.4.2. Uklad Co(II)/UDP-Glc

Analiza danych potencjometrycznych dla uktadu Co(II))UDP-Glc pozwolita na
zidentyfikowanie czterech form kompleksowych: Co(HUDP-Glc), Co(HUDP-GIc),
Co(UDP-Glc)(OH), oraz Co(UDP-GIc)H. W uktadzie Co(II))UDP-Glc zaobserwowano
wystepowanie formy dimerycznej w przeciwienstwie do ukladow zawierajacych jony

miedzi(Il) i niklu(II). Zebrane dane potencjometryczne zestawiono w Tabeli 29.

Tabela 29. Ogolne state trwatosci (logp) oraz stale rownowag tworzenia (logK.) dla uktadu

Co(II)/UDP-Glc (odchylenia standardowe podano w nawiasach).

Forma kompleksu logf logK, Reakcja
Co(H,UDP-Glc) 14,93(3) 1,66 Co(HUDP-Glc) + H* 2 Co(H,UDP-GIc)
Co(HUDP-Glc¢) 13,27(8) 3,58 Co?* + HUDP-Glc 2 Co(HUDP-Glc)
Co(HUDP-GIlc)(UDP-  26,51(1) 13,24 Co?* + Co(HUDP-Glc) + UDP-Glc 2 Co(HUDP-
Glc) Glc)(UDP-Glc)
Co(UDP-Glc)(OH), -12,84(8) 5,06 Co(OH), + UDP-Glc & Co(UDP-Glc)(OH),

Proces kompleksowania, w obu analizowanych uktadach, rozpoczyna si¢ ponizej pH 2,5
(Rys. 40). W ukladzie réwnomolowym pierwszym tworzacym sie¢ kompleksem jest
Co(H2UDP-Glc), ktory przy pH 2.5, koordynuje okoto 85% jondéw kobaltu(Il) obecnych
w roztworze (Rys. 40a). W tym samym uktadzie zaobserwowano obecnos¢ formy dimerycznej,
Co(HUDP-GlIc)(UDP-Glc), ktora dominuje w uktadzie w zakresie pH 3,0-9,0. W przedziale
pH 4,0-8,0 kompleks ten wigze 100% jonow Co(II). W uktadzie z nadmiarem liganda (1:2) od
pH 2,5 do 9,0 dominuje forma Co(HUDP-GIc) (Rys. 40b). Zwigzek ten w swoim maksimum
koordynuje blisko 75% jonoéw Co(Il). W wyzszych wartosciach pH w obu uktadach dominuje
hydroksokompleks, Co(UDP-Glc)(OH).. Przy koncowej wartosci analizowanego zakresu pH
(10,5) w uktadzie réwnomolowym 90% jondéw metalu uczestniczy w koordynacji, a przy
dwukrotnym nadmiarze liganda jest to 65%. Na uwage zastuguje fakt, ze w uktadzie 1:2 formag
konkurujaca dla hydroksokompleksu jest wodorotlenek kobaltu(Il), ktory stanowi 45% form

obecnych w roztworze przy pH okoto 9,5.
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Rys. 40. Krzywe dystrybucji form dla uktadéw: a) Co(I1)/UDP-Glc¢ 1:1 (1-Co?*, 2-Co(H,UDP-
Glc), 3-Co(HUDP-GIc)(UDP-Glc), 4-Co(UDP-Glc)(OH)2, 5-Co(OH)2, b) Co(1I)/UDP-Glc 1:2
(1-Co?*, 2-Co(HUDP-Glc), 3-Co(UDP-Glc)(OH),, 4-Co(OH)»).

Powstawanie zwiazkéw kompleksowych w ukladach zawierajacych jony kobaltu(Il)
zostalo potwierdzone za pomocg spektroskopii UV-Vis.. Pomiary wykonano dla probek przy
warto$ciach pH, ktore maksymalizowaty procentowy udzial dominujacej formy kompleksu.

Uzyskane dane spektralne zestawiono w Tabeli 30.

Tabela 30. Parametry spektralne UV-Vis dla uktadu jony kobaltu(II)/UDP-Glc.

Forma kompleksu pH Amax [nm] € [Mlem™]
Co(H,UDP-Glc) 2,5 502 12

1:1 Co2(HUDP-Glc)(UDP-Glc) 6,0 515 16
Co(UDP-Glc)(OH), 10,5 ] _

12 Co(HUDP-Glc) 4.5 510 10

' Co(UDP-Glc)(OH), 10,5 ] _

W widmach UV-Vis rejestrowanych dla ukladow z jonami kobaltu(Il) (Rys. 41)
zaobserwowano nieznaczne przesuni¢cie maksimum dlugosci fali w kierunku dluzszych fal
(efekt batochromowy) dla kompleksu Cox(HUDP-Glc)(UDP-Glc) w  pordéwnaniu
z kompleksem Co(H,UDP-GIc). Zmiana ta sugeruje zmiany w wewngtrzne] sferze
koordynacyjnej, ktora moze wynika¢ z udziatu wigkszej liczby atomdéw donorowych lub z innej
geometrii  kompleksu w warunkach zwigkszonej zasadowosci. Nie byto mozliwe
zarejestrowanie widm dla kompleksu Co(UDP-Glc)(OH)z, niezaleznie od stosunku molowego,
ze wzgledu na powstawanie osadu w przygotowanych probkach. Osad ten S$wiadczy
o ograniczonej rozpuszczalnosci kompleksu w zasadowym zakresie pH i moze wskazywaé na

wytracanie si¢ trudno rozpuszczalnych form hydroksylowych.
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Rys. 41. Widmo spektroskopowe UV-Vis dla uktadu Co(I1I)/UDP-Glc: a) w stosunku molowym
1:1, b) w stosunku molowym 1:2.
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6.4.3. Uklad Ni(II)/UDP-Glc

Wyniki badan potencjometrycznych wykazaly obecno$¢ w analizowanych uktadach
trzech form kompleksowych: Ni(Hs;UDP-GIc), Ni(HUDP-GIc) oraz Ni(UDP-Glc)(OH)s,.
Przeprowadzona charakterystyka termodynamiczna zidentyfikowanych form kompleksowych
umozliwita wyznaczenie ogdlnych statych trwatosci (logf) oraz statych rownowag reakcji

tworzenia (logK.) (Tabela 31)

Tabela 31. Ogolne state trwalosci (logf) oraz state rownowag reakcji tworzenia (logK.) dla

uktadu Ni(II)/UDP-Glc (odchylenia standardowe podano w nawiasach).

Forma kompleksu logf logK, Reakcja
Ni(H;UDP-Glc) 18,93(5) 4,98 Ni(HUDP-GIc) + 2 H* 2 Ni(H;UDP-GIc)
Ni(HUDP-Glc) 13,95(5) 4,26 Ni?* + HUDP-Glc 2 Ni(HUDP-Glc)
Ni(UDP-Glc)(OH), -14,18(5) 3,61 Ni(OH), + UDP-Glc 2 Ni(UDP-Glc)(OH),

Proces kompleksowania w uktadzie rownomolowym oraz z dwukrotnym nadmiarem
liganda rozpoczyna si¢ ponizej analizowanego zakresu pH (Rys. 42). Pierwszym tworzacym
sie kompleksem jest zwigzek Ni(H;UDP-Glc), ktory przy pH 2,5 koordynuje odpowiednio 80%
(uktad 1:1) 1 20% (uktad 1:2) jonow niklu(IT). Od pH okoto 3,0 w systemie 1:1 dominuje
kompleks Ni(HUDP-Glc), osiagajac swoje maksimum w przedziale pH 4,0-8,5 i wigze ponad
80% jonow Ni(Il). W uktadzie 1:2 kompleks ten wystepuje w zakresie pH 2,5-9,0 i w swoim
maksimum kompleksuje okoto 75% jonow Ni(Il). W wyzszych wartosciach pH w obu uktadach
obserwuje si¢ obecno$¢ hydroksokompleksu, Ni(UDP-Glc)(OH),. Przy pH 10,5 forma ta wigze
okoto 60% w uktadzie rownomolowym 1 55% w uktadzie 1:2 jonow niklu(Il). Dodatkowo,
w uktadzie z dwukrotnym nadmiarem liganda, przy pH okoto 9,5 w ukladzie dominuje

wodorotlenek niklu(IT), Ni(OH)a.
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Rys. 42. Krzywe dystrybucji form dla uktadow: a) Ni(I)/UDP-Glc 1:1 (1-Ni**, 2-Ni(H;UDP-
Glc), 3-Ni(HUDP-Glc), 4-Ni(UDP-Glc)(OH).2, 5-Ni(OH).), b) Ni(I)/UDP-Glc 1:2 (1-Ni?*, 2-
Ni(H3UDP-Glc), 3-Ni(HUDP-GlIc), 4-Ni(UDP-Glc)(OH)2, 5-Ni(OH).).

Powstawanie zwigzkow kompleksowych w uktadach zawierajacych jony niklu(Il) zostato
potwierdzone przy uzyciu metod spektroskopowych. Pomiary UV-Vis przeprowadzono dla
probek przy wartosciach pH, w ktorym wystepuje maksymalny udziat procentowy
dominujacych form kompleksowych. Uzyskane dane spektralne zestawiono w Tabeli 33.

Tabela 33. Parametry spektralne UV-Vis dla uktadu jony niklu(IT)yUDP-Glc.

Forma kompleksu pH Amax [nm] € [M1lcm]
Ni(H;UDP-Glc) 2,5 405 12
1:1 Ni(HUDP-Glc) 6,0 398 18
Ni(UDP-Glc)(OH), 10,5 - ]
Ni(H;UDP-Glc) 2,5 410 8
122 Ni(HUDP-Glc) 6,0 400 12
Ni(UDP-Glc)(OH), 10,5 - -

W widmach UV-Vis uktadéw z jonami Ni(Il) zaobserwowano niewielkie przesunigcia
hipsochromowe, szczegdlnie w zakresie dtugosci fal 600-800 nm (Rys. 54). Zmiany te s3
charakterystyczne dla modyfikacji wewnetrznej sfery koordynacyjnej kompleksow

w odpowiedzi na wzrost zasadowos$ci srodowiska [139].
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Rys. 54. Widmo spektroskopowe UV-Vis dla uktadu Ni(II)/UDP-Glc: a) w stosunku molowym
1:1, b) w stosunku molowym 1:2.

Przy niskich wartosciach pH wewnetrzna sfera koordynacyjna badanych zwigzkow
kompleksowych obejmuje atomy tlenu grup fosforanowych (-O-POszH) liganda, oraz
w przypadku uktadu z UDP-GIuA atom tlenu grupy (COOH). Wraz ze wzrostem pH, do sfery
koordynacyjnej kompleksu wiaczony jest réwniez atom azotu grupy —(N(3)H) pierscienia
urydyny. Roznice parametréw spektralnych, ktore otrzymane zostaly dla analogicznych form
kompleksowych moga wynika¢ z réznych proporcji udzialu jonéw metalu w strukturze
kompleksu, co wptywa na konfiguracj¢ 1 typ oddzialywan w wewngtrznej sferze

koordynacyjne;.

97



6.4.4. Porownanie wynikow badan dla ukladow jon metalu(Il)/UDP-Glc

W  ramach przeprowadzonych badan wykonano pomiary potencjometryczne,
spektroskopi¢ UV-Vis oraz spektroskopi¢ EPR dla uktadéw zawierajacych jony miedzi(II),
kobaltu(Il) oraz niklu(Il) w obecnos$ci uridyno-5’-difosfoglukozy (UDP-GIc).

Analiza danych potencjometrycznych pozwolita na identyfikacje typow form
kompleksowych, ktore wystepuja w badanych uktadach oraz wyznaczenie ich ogolnych statych
trwatosci (logf) oraz stalych rownowag reakcji tworzenia (logK.). We wszystkich
analizowanych ukladach zaobserwowano wystepowanie protonowanych form kompleksowych
typu M(HUDP-Glc), oraz hydroksokompleksow typu M(UDP-GIc)(OH)x. Dodatkowo
w ukladzie jony miedzi(II))UDP-Glc zaobserwowano wystgpowanie formy prostej
Cu(UDP-Glc), a w uktadzie jony kobaltu(Il))UDP-Glc formy dimerycznej
Co2(HUDP-Glc)(UDP-Glc). Formy typu M(HUDP-Glc) oraz M(UDP-Glc)(OH), wyznaczono
dla wszystkich badanych metali. Sposréd analizowanych kompleksoéw, najwieksza trwatoscia
termodynamiczng cechowaty sie: Ni(HUDP-GIc) oraz Cu(UDP-GIc)(OH),. Kompleksy typu
M(HsUDP-GIc) stwierdzono jedynie w uktadach zawierajacych Cu?** oraz Ni*", przy czym
wieksza ogolng stalg trwatosci wykazywat kompleks Cu(H;UDP-Glc).

Pomiary spektroskopowe UV-Vis oraz EPR umozliwity okreslenie zmian w wewng¢trzne;j
sferze koordynacyjnej komplekséw w zaleznos$ci od pH roztworu. Przy niskich warto$ciach pH
wewnetrzna sfera koordynacyjna badanych zwigzkéow kompleksowych zawiera atomy tlenu
grup fosforanowych (-O-POs;H) liganda. Wraz ze wzrostem pH, atom azotu grupy -N(3)H

z pierscienia urydyny jest wlaczany do wewnetrznej sfery koordynacyjne;j.
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7. Podsumowanie

W dysertacji Reakcje Kompleksowania Cukrowych Pochodnych Urydyno-5-difosforanu
— Charakterystyka Spektralna Oraz Badania Aktywnosci analizie poddano uktady:

e Cu(Il))UDP-GIuA (1:1)

e Cu(Il)/UDP-Glc (1:1; 1:2)

e Co(II)/UDP-Glc (1:1; 1:2)

o Ni(II)/UDP-Gle (1:1; 1:2)

e Cu(Il))UDP-GlcNAc (1:1; 1:2)

e Co(II)/UDP-GIcNAc (1:1; 1:2)

e Ni(II)/UDP-GIcNAc (1:1; 1:2)

W  badaniach  zastosowano szereg technik analitycznych: miareczkowanie
potencjometryczne, spektroskopi¢ UV-Vis, EPR, NMR oraz dichroizm kotowy (CD), a takze
test MTT do oceny aktywnos$ci biologiczne;j.

Przeprowadzono badania protonacji ligandow: kwasu urydyno-5’-difosfoglukuronowego
(UDP-GluA), urydyno-5’-difosfo-N-acetyloglukozaminy (UDP-GlcNAc) oraz urydyno-5’-
difosfoglukozy (UDP-Glc). Na podstawie otrzymanych danych wyznaczono stale protonacji
ligandéw oraz sporzadzono ich wykresy dystrybucji. Dla ligandow UDP-GluA i UDP-GlcNAc
zidentyfikowano trzy formy, natomiast dla UDP-Glc — jedna forme.

Badania potencjometryczne przeprowadzone dla uktadu Cu(II)/UDP-GluA wykazaty
wystgpowanie  czterech form  kompleksowych: dwoch  form  protonowanych:
Cu(H2UDP-GluA), Cu(HUDP-GluA) oraz dwoch hydroksokompleksow: Cu(UDP-GluA)(OH)
oraz Cu(UDP-GluA)(OH)s. Przeprowadzone badania spektroskopowe UV-Vis oraz EPR
pozwolily na wyznaczenie sktadu wewnetrznej sfery koordynacyjnej, do ktorej nalezg atomy
tlenu z reszt fosforanowych (-O-PO;H), grupy karboksylowej (-COOH) oraz atom azotu
(-N(3)H) z pierscienia urydyny. Badania EPR potwierdzity obecnos¢ w uktadzie wylacznie
form monomerycznych. Przeprowadzone badania NMR oraz CD potwierdzity obecnosé
okre$lonych chromoforéow, a takze wykazaly wystepowanie tautomerii laktam-laktim
w pier§cieniu urydyny w warunkach zasadowych. Zjawisko to tlumaczy wystepowanie
przesunig¢cia chemicznego tylko przy atomie wegla C4.

W uktadach Cu(II)/UDP-GIcNAc, Cu(Il)/UDP-Gle, Ni(Il)/UDP-GIcNAc oraz
Ni(IT)/UDP-Glc zaobserwowano wystepowanie tych samych typow form kompleksowych co
w uktadzie Cu(ll)yUDP-GluA: M(HxL) oraz M(L)(OH)x. Dodatkowo w uktadzie
Cu(II)/UDP-Glc stwierdzono obecno$¢ formy prostej Cu(UDP-Glc). Natomiast w uktadach
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Co(II)/UDP-GIcNAc oraz Co(I1)/UDP-Glc oprocz wystepowania formy protonowanej typu
Co(HxUDP-Glc) oraz hydroksokompleksow Co(L)(OH)> wykazano wystgpowanie form
dimerycznych oraz podwdjnych typu Co2(HUDP-GIcNAc),, Co(HUDP-GIcNAc).,
Co(UDP-GIcNAc), oraz Co(HL)(L).

Formy M(HUDP-Glc) oraz M(UDP-GIc)(OH) zostaty zidentyfikowane we wszystkich
analizowanych uktadach. Na podstawie ogolnych statych trwatosci (logf) wykazano, ze
najbardziej trwate termodynamiczne sa formy Ni(HUDP-Glc) oraz Cu(UDP-Glc)(OH),. Formy
M(H;UDP-Glc) oraz M(HUDP-GIcNAc) wyznaczono dla uktadow zawierajacych jony
miedzi(Il) oraz jony niklu(Il), a najbardziej trwale termodynamicznie s3 formy
Cu(H3UDP-Glc) oraz Ni(HUDP-GIcNAc). W uktadach zawierajacych jony kobaltu(Il) oraz
miedzi(Il) zaobserwowano wystepowanie formy M(UDP-GIcNAc)(OH),, z czego forma
zawierajgca jony Cu?" wykazuje wigkszg trwalos¢.

W uktadach Cu(Il)/UDP-GluA, Cu(Il)/UDP-Glc oraz Cu(Il)/UDP-GlcNAc wykazano
wystepowanie tych samych form kompleksowych: Cu(H2L) Cu(HL) oraz Cu(L)(OH)s.
Najbardziej trwale termodynamicznie okazaty si¢ formy: Cu(H2UDP-GlcNAc),
Cu(HUDP-GIcNAc) oraz Cu(UDP-Glc)(OH)s.

Badania spektroskopowe wykazaty, ze sklad wewngtrznej sfery koordynacyjnej
zidentyfikowanych  zwigzkow  kompleksowych, analogicznie jak w  ukladzie
Cu(UDP-GluA) zalezy do pH roztworu. Przy niskich warto$ciach pH w koordynacje
zaangazowane s3 atomy tlenu reszt fosforanowych (-O-POsH), a w przypadku uktadu
zawierajacym kwas urydyno-5’-difosfoglukuronowy dodatkowo atom tlenu z grupy
karboksylowej (-COOH). W warunkach zasadowych dochodzi do deprotonacji azotu z grupy
(-N(3)H) w pierscieniu urydyny i jego wiaczenia do sfery koordynacyjnej atomu centralnego.
Badania EPR dla uktadéw zawierajacych jony miedzi(Il) potwierdzily wystepowanie
protonowanych form kompleksowych w analizowanych probkach.

Wstepne badania biologiczne wykazaty zwigkszong aktywnos¢ biologiczng kompleksow
Cu(HUDP-Glc) oraz Cu(UDP-GluA) wzglgdem wolnego liganda UDP-GIluA wobec linii A549
(komorki raka ptuc) po 72h inkubacji. Dla kompleksu Cu(HUDP-GIcNAc) 1 wolnego liganda
UDP-GIcNAc aktywno$¢ metaboliczna komorek T2H (rak pecherza moczowego) po 24h
inkubacji byta porownywalna. Wyniki wskazuja, ze cytotoksycznos¢ analizowanych zwigzkow
kompleksowych jest silnie zalezne od czasu inkubacji. Dodatkowo, dla linii SV HUC-1 (zdrowe
komorki nabtonka urotelialnego) nie zaobserwowano istotnych zmian aktywnosci

metabolicznej po 24 h inkubacji, zar6wno dla ligandow, jak 1 ich kompleksow.
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Abstract: A binary system of uridine-5'-diphosphoglucuronic acid with copper (II) ions was studied.
Potentiometric studies in aqueous solutions using computer data analysis were carried out. The
pH of dominance, the overall stability constants (logf), and the equilibrium constants of the forma-
tion reaction (logK,) were determined for each complex compound formed in the studied system.
Spectroscopic studies were carried out to determine the mode of coordination in the compounds
studied. Cytotoxicity and metabolic activity tests of the compounds obtained showed an increase
in the biological activity of the complexes tested against the free ligand. The current research may
contribute to the knowledge of complex compounds of biomolecules found in the human body
and may also contribute to the characterization of a group of complex compounds with potential
anticancer properties.

Keywords: copper (II) ions; uridine derivatives; potentiometric measurements; spectroscopic studies;
biological studies

1. Introduction

Changes in the concentration of glycans and differences in their structure on the
surface of cells are important for diagnosing developing cancer or infection in the body.
Compounds that regulate the level of glycans in the organism are sugar derivatives of
uridine diphosphate. These derivatives are also necessary for the synthesis of glycans. Due
to their properties, these compounds may constitute a new group of anticancer drugs [1-6].

An important trace element in living organisms is the copper (II) ion, which can be
found in the brain, liver, or bones. Copper (II) ions are part of many enzymes, including
cytochrome c oxidase, peroxidase, tyrosinase, and lysyl oxidase. Furthermore, these ions are
involved in the synthesis of hemoglobin and melanin [7-9]. Copper (II) ion concentration
disorders can cause diseases such as anemia, osteoporosis, Parkinson’s disease, hernias,
Menkes syndrome, Hodgkin’s disease, leukemia, and general weakness [7,8,10]. Disorders
of copper homeostasis in the brain play an important role in the pathogenesis of Alzheimer’s
disease (AD). Cu?* binds to p-amyloid peptides, increasing their toxicity to cells. Moreover,
the binding of metal ions to the peptide accelerates its aggregation, resulting in the neuronal
damage characteristic of AD [11,12].

Nucleotides and nucleosides, as the basic building units of nucleic acids, are es-
sential for the proper functioning of the human body. Both of them participate in the
synthesis of lipids and the metabolism of carbohydrates and are components of many
coenzymes [13-16]. One of the representatives of pyrimidine nucleosides is uridine, which
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is composed of sugar ribose and uracil. It is necessary in the process of RNA and glyco-
gen synthesis and is a precursor of uridine phosphates. Uridine and its derivatives
support the proper functioning of the central nervous system. Uridine-5'-triphosphate
(UTP) is used during glycogen synthesis to produce uridine-5'-diphosphate glucose (UDP-
glucose) [17-21]. Interactions of uridine and its derivatives with metal ions are important
for processes in the body. A potential coordination site in the nucleoside molecule is the
endocyclic nitrogen atom N(3), which is deprotonated at higher pH values. The high
basicity of this donor atom promotes the formation of connections with other biomolecules
that have donor atoms with lower basicity in their structures. Additional coordination sites
in nucleotide molecules are the oxygen atoms of phosphate residues [15,22].

Nucleic acid bases can exist in several different forms of tautomerism. In molecules of
nucleic acid bases, keto-enol and amino-imino tautomerism can occur. The formation of
tautomeric forms is related to the presence of protons capable of migration in the molecules
of these organic substances. The appearance of tautomeric forms is important, e.g., in
pharmacy, chemistry, and physics. In addition, the formation of different tautomeric forms
can influence the structural and chemical diversity of these compounds and thus their
biological function. Therefore, replacing one nuclear base with its tautomer can result in an
incorrect base pair, causing an error in the genetic code or a mutation [22-24].

D-glucuronic acid (GluA), classified as uronic acids, contains a carboxyl, hydroxyl, and
pseudo-aldehyde group in its structure and is obtained in the process of dehydrogenation
of UDP-glucose [25-27]. These compounds play an important role in the glucuronidation
process. This process allows the removal of compounds such as bilirubin, xenobiotics,
and steroid hormones from the organism [25,28]. The presence of two functional groups,
carboxyl and hydroxyl, in the D-glucuronic acid molecule promotes the formation of metal—-
ligand complex compounds. Ligands such as D-glucuronic acid can be used as masking
agents for various metals, including toxic metals [27,29,30].

Uridine-5'-diphosphoglucuronic acid (UDP-GluA), which is found in the liver and
kidney, plays an important role in reactions catalyzed by UDP-glucuronyltransferases
(UGT), and its synthesis is catalyzed by UDP-glucose dehydrogenase. UGTs are a group
of enzymes involved in the detoxification process of a living organism. These enzymes
catalyze the glucuronidation of potentially toxic and carcinogenic metabolic products
such as cannabinoids and such compounds as thyroxin, some bile acids, morphine, and
acetaminophen [31,32].

The following article presents the results of potentiometric and spectroscopic studies
on the formation of complex compounds in the system of uridine-5'-diphosphoglucuronic
acid and copper (II) ions. The internal coordination sphere in the obtained complexes was
also determined. Furthermore, the antitumor properties of the obtained complexes were
investigated. The current research may contribute to the knowledge of complex compounds
of biomolecules found in the human body and may also contribute to the characterization
of a group of complex compounds with potential anticancer properties.

2. Results and Discussion
2.1. Protonation of the Ligand

The analysis of the potentiometric studies confirmed the presence of three protonated
forms of the ligand, (UDP-GluA)H, (UDP-GluA)H;, and (UDP-GluA)H3;, in the system
studied. The protonation constants of these forms and their formation reactions are given
in Table 1. The structural formula of the studied ligand with a highlighted potential
coordination site is shown in Figure 1.

In the pH range studied, the carboxylic group of D-glucuronic acid, the nitrogen atom
in the uridine ring, and one of the phosphate residues are deprotonated and considered
potential coordination centers.
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OH OH

Figure 1. Formula of the uridine-5'-diphosphoglucuronic acid (highlighted with blue background
indicate the potential coordination sites in the ligand molecule).

Table 1. The protonation constant (logp) of uridine-5'-diphosphoglucuronic acid and the equilibrium
constant of formation (logK,) (standard deviations are given in parentheses).

Species logp [33] logK, Reaction
(UDP-GluA)H 8.66(2); 9.40 [33] 8.66 (UDP-GluA)*~ + H* = (UDP-GluA)H3~
(UDP-GluA)H, 11.67(4); 12.79 [33] 3.01 (UDP-GluA)H3~ + H* = (UDP-GluA)H,2~
(UDP-GluA)H; 13.85(5); 14.19 [33] 2.17 (UDP-GluA)H,2~ + H* = (UDP-GluA)H; ™~

The deprotonation of the -O-POz;H™ group (logp = 13.82, logK. =2.17) and the -COOH
group (logp = 11.65, logK, = 3.01) starts at a pH value lower than the study range. The
partially protonated form occurs in the system up to a pH value of about 5.5. The deproto-
nation process of the proton of -N(3)H (logp = 8.64, logK, = 8.64) begins below the test scale.
This form is present in solution up to a pH of about 9.5 and at its maximum represents
approximately 100% of all forms in the system. At a pH above 9.5, the system is dominated
by the fully deprotonated form of the ligand (Figure 2).

100
(UDP-GIuAH

80
UDP-GIuA

% UDP-GIUA
s 3

(UDP-GIuAJH

20 4
(UDP-GigAH,

4 6 8 10
pH

Figure 2. Distribution diagram of the protonation of UDP-GIuA.

At high pH values, when a proton from -N(3)H is deprotonated, lactam—lactim tau-
tomerism occurs due to the alkaline medium. As a result of tautomerism, the free electron
pair from the nitrogen atom migrate, causing the formation of a double bond between
the C4 carbon atom and the nitrogen atom. The formation of the double bond causes an
electron pair to leave the bond between the carbon atom C4 and the oxygen atom and
migrates this pair to the oxygen atom (Figure 3).
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Figure 3. Lactam-lactim tautomerism in alkaline medium.

2.2. Binary System of Copper (1I) Ion/Uridine-5'-Diphosphoglucuronic Acid

Computer analysis of the potentiometric measurements confirmed the presence of
two protonated forms and two hydroxocomplexes: Cu(UDP-GluA)H,, Cu(UDP-GluA)H,
Cu(UDP-GluA)(OH), and Cu(UDP-GluA)(OH)3. The stability constants (logf), equilibrium
constants of formation (logK.), and examples of complex formation are presented in Table 2.

Table 2. The overall stability constants (logf) and the equilibrium constants of formation (logK,) of
the complexes formed in the studied system (standard deviations are given in parentheses).

Species logp logK, Reaction
Cu(UDP-GluA)H, 15.61(3) 3.94 Cu?* + (UDP-GluA)H, = Cu(UDP-GluA)H,
Cu(UDP-GluA)H 12.52(2) 3.86 Cu?* + (UDP-GluA)H = Cu(UDP-GluA)H
Cu(UDP-GluA)(OH) —0.78(2) 12.98 Cu?* + (UDP-GluA) + H,O = Cu(UDP-GluA)(OH) + H*
Cu(UDP-GluA)(OH)3 —20.87(3) 7.45 Cu(UDP-GluA)(OH) + 2H,0 = Cu(UDP-GluA)(OH);3 + 2H*

The correctness of the assumed model was determined by comparing the theoretical
computer-generated curve and the experimental curve. The experimental and theoretical
curves correspond practically over the entire range, which proves the correctness of the
assumed model. The sigma parameter for the adopted model is 12.405.

Complex Cu(UDP-GluA)H; starts forming at a pH below 2.5 (Figure 4). This form
dominates at a pH value of approximately 2.5 and binds about 55% of the copper (II) ions.
Cu(UDP-GluA)H starts forming at a pH value below 2.5. The protonated form dominates
at pH 5.0-5.5 and binds maximally to 70% of copper (II) ions. The first hydroxy complex
Cu(UDP-GluA)(OH) starts to form at pH 5.5 and dominates at pH values of about 8.0,
where it binds approximately 65% of Cu?*. At pH 8.0, the last complex form starts forming:
Cu(UDP-GluA)(OH);3. This complex dominates at a pH value above the test range. At a
pH of about 10.5, this hydroxy complex binds about 55% of copper (II) ions.

100

80 -
Cu(UDP-GIuA)H Cu(OH)
2

Cu(UDP-GIUA)(CH)

60 -

% Cu?*

40 -

Free Cu®"

20 -

Cu(UDP-GIUA)H
2 Cu(UDP-GIuA)(OH)

4 6 8 10
pH

Figure 4. Distribution diagram of the Cu(Il)/ (UDP-GluA) system (ratio 1:1); C, 2+ =Cp =1 X 10~3 mol/dmd.
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The simple form of Cu(UDP-GlIc) and the hydroxocomplex Cu(UDP-Glc)(OH), are
most likely formed in the system under study at very low concentrations, which did not
allow their identification during potentiometric tests and computer analysis.

2.3. Spectroscopic Studies
2.3.1. UV-Vis and EPR Spectroscopy

Spectroscopic methods were used to analyze the forming complex compounds. UV-Vis
and EPR measurements were performed at pH values that provided the highest percentage
of a given form. These pH values were selected on the basis of distribution curves. The
obtained spectroscopic parameters are summarized in Table 3. The chromophore types
given in this table were determined on the basis of literature data and the results obtained
and represent the possible coordination sites in the complex compounds studied.

Table 3. UV-Vis and EPR spectroscopic parameters for the formation of complex forms.

Species

pH

Proposed Mode of
Coordination

A Il Amax €

[em—1] [nm] [M—Tem] Abs. Chromophore

8|l

Cu(UDP-GluA)H,

25

239 136 x 107 810 23 0.023 {10} /c‘u\

Cu(UDP-GluA)H

5.0

237 145 x 107* 800 30 0.030 {10} /c|u\

Cu(UDP-GluA)(OH)

8.0

- - 710 93 0.093 {IN, 20} /Clu\

Cu(UDP-GluA)(OH);

10.5

- - 690 112 0.112 {IN, 30} /Clu\

The change in the internal coordination sphere in complexes containing copper (II)
ions is associated with a shift in absorbance towards lower wavelengths (Figure 5). For
the Cu(UDP-GluA)H; and Cu(UDP-GluA)H complexes, coordination occurs through one
oxygen atom derived from the glucuronic acid moiety or phosphate group. With increasing
pH values, nitrogen in the UDP-GIuA molecule is deprotonated and a coordination bond is
formed with this donor atom. For the Cu(UDP-GIuA)(OH) complex, coordination occurs
through a nitrogen atom derived from the UDP molecule and two oxygen atoms derived
from the glucuronic acid molecule and phosphate group of the UDP molecule. The internal
coordination sphere of the last complex form from the studied system includes a nitrogen
atom N(3) derived from the UDP molecule and three oxygen atoms derived from carbonyl
group -COOH of glucuronic acid and two phosphate residues -O-PO3;H.

On the basis of EPR spectra analysis, the formation of monomeric complex forms
in the studied system was confirmed, and characteristic spectra for copper (II) ions were
observed (Figure 6). The spectral parameters g = 2.39 and A =136 x 10~* em™! for
the Cu(UDP-GluA)H, complex and g = 2.37 and A|| = 145 x 10~* cm~! for the Cu(UDP-
GluA)H complex indicate the participation of one oxygen atom in the formation of the
coordination bond. The EPR spectra obtained are analogous due to the similar coordination
mode in the compounds analyzed.
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Figure 5. UV-Vis spectrum of the Cu(Il)/(UDP-GIuA) system.
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Figure 6. EPR spectra of (a) Cu(UDP-GluA)Hj, (b) Cu(UDP-GluA)H.

Tests were not carried out for forms formed at pH = 8.0 and pH = 10.5, due to sediment
formation in the prepared samples.

2.3.2. CD Spectroscopy

The first series of CD measurements was carried on uridine-5'-diphosphoglucuronic
acid at different pH values to exclude protonation/deprotonation effects on the conforma-
tion of the ligand. Based on the results of potentiometric studies, pH 3.0 and 10.0 were
chosen. The results of these measurements show that there is no significant change in CD
spectra in the range of 250-280 nm, which originates from the absorption of the uridine
base. The maximum observed for the acidic solution is Ae = 3.81 at 269 nm and Ae = 4.29
at 266 for the basic one. In the short-wave part of the spectra, a negative Cotton effect
can be observed for the sample in the basic solution. This result is usually related [34,35]
to the deprotonation of chiral carboxylic acid, which shifts the n-7* transition and CD
maxima towards shorter wavelengths (Ae = —0.84 at 228 nm for the acidic solution nm
and Ae = —2.14 at 216 nm for the basic one). The loaded CD spectra for both solutions are
presented in Figure 7 and indicate that the conformation of uridine-5'-diphosphoglucuronic
acid is not pH-dependent in water solutions.
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Figure 7. Circular dichroism spectra of uridine-5'-diphosphoglucuronic acid in water at pH = 3
(black line) and pH = 10.0 (red line).

As the uridine-5'-diphosphoglucuronic acid has many potential electron donor sites,
the possible coordination of Cu(Il) ions may take place by different parts of the ligand
cause its conformational changes. These coordination modes may also vary due to pH
changes. The CD measurements of the Cu(Il)/UDP-GIuA system were performed at a pH
that was previously determined on the basis of potentiometric measurements knowing that
the main form of the complex is usually present alongside other minor ones. In the case of
measurements for all pH, the same sequence of Cotton effects is observed with a positive
long-wave effect located in the range of 262-272 nm and negative Cotton effects located in
the range of 218-239 nm. The main Cotton effects at a given wavelength are summarized
in Table 4.

Table 4. Cotton effects for Cu(II)/UDP-GIuA system in water solutions.

pH 2.5 5.0 8.0 10.5
A¢ (nm) 2.98 (272) 2.91 (267) 2.85 (267) 421 (262)

—0.95 (239) —0.85 (239) —0.70 (239) —0.98 (237)

—1.01 (224) —1.11 (228) —0.19 (227) —1.94 (227)

~1.15 (219) —0.50 (219) —2.70 (218)

The results indicate no substantial changes in the ligand conformation in the pH
range of 2.5-8.0. The spectrum measured at pH = 10.5 has a more intense and blue-shifted
maximum, which is in agreement with NMR shift measurements and may be associated
with the change in donor atoms in the system. Additionally, this change can also be
connected with the shift in equilibrium of base-promoted lactam-lactim tautomerization,
which is also observed in the shift in the C4 signal in the 13C NMR spectra. The negative
Cotton effects in the range of 218-239 nm are derived from the interaction of the carboxylic
acid residue with the chiral environment. As expected, there is a general tendency to
increase the intensity of these effects and shift towards shorter wavelengths with increasing
pH; however, the mutual proximity of positive Cotton effects of relatively high intensity
may affect their height and location on the CD spectrum, which makes their precise
interpretation difficult. CD spectra of the Cu(Il)/UDP-GIuA system are presented in
Figure 8.
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Figure 8. Circular dichroism spectra of the Cu(Il) uridine-5'-diphosphoglucuronic acid system in
water at pH = 2.5 (black line), pH = 5.0 (red line), pH = 8.0 (green line), and pH = 10.5 (blue line).

2.3.3. NMR Spectroscopy

NMR studies were conducted to determine the mode of coordination in the studied
system. The studies were performed for ligands and complexes for two pH values. The
results obtained are summarized in Table 5.

Table 5. Differences between '*C NMR and 3!P NMR chemical shifts from the ligand in the Cu(UDP-
GluA) system in relation to the free ligand [ppm].

System pH (UDP-GluA)
C2 C4 Ce’ P1 P2
Cu(UDP-GluA)H 5.0 0.06 —0.03 0.20 - 7.93
Cu(UDP-GluA)(OH) 8.0 ~0.05 —091 0.07 0.16 450

Analysis of '*C NMR and 3'P NMR spectra revealed changes in the chemical shifts
between the free ligand and the complex compound. At low pH values, changes in chemical
shifts were observed in carbon C6’ (0.20) derived from the glucuronic acid moiety and
at the phosphorus atom P2 (7.93). At these pH values, coordination occurs between the
oxygen atom of glucuronic acid and the oxygen atom of the phosphate group of the UDP
moiety. This type of coordination occurs for the complex Cu(UDP-GluA)H. At higher
pH values, changes in chemical shifts were observed at the C4 (—0.91) carbon atom and
P2 (4.5) phosphorus atom of the UDP molecule and the C6' (—0.70) carbon atom of the
glucuronic acid moiety. These changes are due to deprotonation of the nitrogen atom at
higher pH values and the occurrence of lactam-lactim tautomerism. These changes explain
the chemical shift in only the C4 carbon and not the C4 and C2 carbons in the 1*C NMR
spectrum. At pH 8.0, coordination occurs through an oxygen atom located at the C4 carbon
in the uridine ring and through one of the oxygen atoms of the phosphate group and an
oxygen atom derived from the carbonyl group of D-glucuronic acid. A schematic of the
lactam-lactim tautomerism is shown in Figure 9.

OH O’\l o

S N/H N
AT L= L

T © N o) N OH

! | |

R R

Figure 9. Lactam-lactim tautomerism in the uridine moiety and its derivatives [22].
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2.3.4. Cytotoxicity and Metabolic Activity Tests

The IC50 (half maximal inhibitory concentration) is defined as the concentration of
compound needed to inhibit a biological process or response by 50%. The metabolic activity
of the cells after 24 h of incubation with tested compounds at pH 5 was similar (Figure 10).
The same was true for IC50 values (Table 6). However, after 72 h, a higher cytotoxicity could
be observed for Cu UDP-GluA. A549 cells reduced their activity by 44.4% in comparison to
the control, e.g., cells cultured in standard growth medium.

24h pH5 72h pH5
150 150
-e- UDP-GIuA & UDP-GIUA
i #- Cu UDP-GIUA ¥ Cu UDP-GIUA
100 . _ 100
I~ —
: = —

% of control
% of control

50 M

@
S

0
0.001 0.01 0.1 0.001 0.01 0.1
concentration [uM] concentration [pM]

24h pH8 72h pH8

~+- UDP-GIUA
#  Cu UDP-GIUA

-©- UDP-GIUA
#- Cu UDP-GIUA

% of control
% of control

0.001 0.01 0.1 0.001 0.01 0.1
concentration [pM] concentration [pM]

Figure 10. Cell viability after incubation with tested compounds for 24 h and 72 h in different pHs.

Table 6. IC50 values [uM] calculated based on the MTT assay results.

Species 24h 72h
(UDP-GluA) pH5 0.317 £ 0.006 0.781 £ 0.005
Cu(UDP-GluA) pH5 0.377 £ 0.005 0.116 +£ 0.005

(UDP-GluA) pH8 0.295 £ 0.004 nd.*
Cu(UDP-GluA) pHS8 1.719 £0.01 0.094 £ 0.004

* n.d.—not detectable, too low a cytotoxicity to calculate IC50.

In turn, after 72 h of incubation with UDP-GluA at pH 8, no changes in the cells’
metabolic activity could be detected; therefore, the IC50 value could not be calculated.
Cu(UDP-GluA) at pH 8 after 72 h of incubation reduced the A459 cell’s metabolic activity
by 52.2%. However, the effect was strongly time-dependent (Table 6).

3. Materials and Methods
3.1. Materials

Uridine-5'-diphosphoglucuronic acid trisodium salt was obtained from Sigma-Aldrich
and copper (II) nitrate was obtained from Merck (Sigma-Aldrich Merck group, Burlington,
MA, USA). All of these materials were used without purification.

3.2. Potentiometric Studies

Potentiometric titration was performed using a Titrando 713 Methrom equipped with
an autoburette-combined glass electrode calibrated prior to each test (Methrom, Herisau,
Switzerland). Calibration was performed prior to each titration with two buffer solutions
of pH 4.002 and pH 9.225. All measurements were carried out under strictly defined
conditions of a constant ionic strength of 0.1 M KNOj3, temperature of 20 + 1 °C, an inert
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gas atmosphere of helium (He 5.0 Ultra-High Purity), and a pH range of 2.5 to 11.0. The
metal-to-ligand ratio was 1:1 and the concentration of ligands and copper (II) ions [Cu?*]
was 0.001 mol/dm3. The protonation constant and the stability constant of the complex
were determined using the HYPERQUAD 2008 program. The calculations allowed us to
determine the model of complex formation in the systems studied. The correctness of the
assumed model was verified by analyzing the standard deviations and the convergence of
the experimental and theoretical curves [36].

3.3. UV-Vis Spectroscopy

UV-Vis spectroscopy studies were performed on a SHIMADZU UV-1900 spectropho-
tometer using the UVProbe program (SHIMADZU, Kyoto, Japan). Measurements were
made in the wavelength range of 550 to 900 nm. The concentration of the metal ion was
0.001 mol/dm? and the metal-to-ligand molar ratios was 1:1. The data obtained with
UVProbe were saved as a text file, and the spectra were produced with SigmaPlot 11.0.

3.4. EPR Spectroscopy

The EPR spectra were carried out at a temperature of —196 °C, using glass capillary
tubes, and recorded on an SE/X2457 Radiopan spectrometer. EPR studies were performed
for copper (II) ion systems, in which the concentration of metal ions was 0.005 M in a
solution of water/glycol of 3:1 with a metal-ligand ratio of 1:1.

3.5. NMR Spectroscopy

13C and 3'P NMR spectroscopic measurements were recorded using a 400 MHz (9.39 T)
AVANCE II Bruker NMR spectrometer (Bruker, Billerica, MA, USA). Investigations were
performed for the ligand and complex forms formed at two pH values: pH = 5.0 and
pH = 8.0. Samples were prepared by dissolving the corresponding reactants in D,O and
the pD values of each prepared sample were determined by NaOD and DCl taking into
account the relation pD = pH + 0.4 [37]. The concentration of ligands in the samples was
0.05 mol/dm? and the M:L ratio was 1:100.

3.6. CD Spectroscopy

The CD and corresponding UV spectra were recorded on a JASCO ]810 spectropo-
larimeter at ambient temperature (JASCO, Halifax, NS, Canada). Spectra were recorded
in the range of 185-400 nm in water solutions and accumulated with four scans for both
UDP-GIuA and its copper (II) complexes. Water for the experiments was extra-purified
by the Merck Millipore Simplicity UV apparatus to lower the absorbance especially in the
short-wave part of the measuring range. The measurements were performed in N, gas
atmosphere (flow 10 L/min) and the optical path length was 0.1 cm [38]. The concentrations
of measured solutions were 1 x 10~% M, which allowed the absorbance to be maintained at
an acceptable level.

3.7. Cell Line and Cell Culture

The A549 cell line was initially initiated through an explant culture of lung carcinoma
tissue from a 58-year-old male. Cells were hypotriploid with a modal chromosome number
of 66 in 24% of cells. As verified at ATCC, there were six markers present in single copies
in all cells, e.g., der(6)t(1,6) (q11;q27), del(6) (p23), del(11) (q21), del(2) (q11), M4, and M5.
Most cells have doubled sex chromosomes, single copies of N2 and N6 chromosomes, and
four copies of N12 and N17 chromosomes.

Basic cell culture reagents and other materials were purchased from Corning. A549
cells were routinely cultured in F-12K medium supplemented with fetal bovine serum to
a final concentration of 10%. They were maintained at 37 °C in a humidified cell culture
incubator (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) with 5% CO, at a concentration
between 6 x 103 and 6 x 10* cells per cm?. The standard growth medium was changed
two or three times a week.
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3.8. MTT Assay

The assay allows for the detection of the cells” metabolic activity. It is based on the
intracellular reduction in the water-soluble MTT reagent to an insoluble formazan by
respiring cells. A549 cells were detached from the growth surface, counted, and transferred
to 96-well plates at a density of 4.5 x 10° cells per cm?. After 24 h of preincubation in
standard conditions, tested compounds were added, and cells were cultured for 24 or 72 h.
The medium was discarded and cells were incubated with the MTT solution (1 mg/mL) for
1 h at 37 °C. Formed purple formazan crystals were dissolved in DMSO (StanLab, Lublin,
Poland). The absorbance was read at OD 570 nm using a microplate reader Multiskan Sky
(Thermo Fisher Scientific).

4. Conclusions

The formation of complexes in the binary system of uridine-5'-diphosphoglucuronic
acid and copper (II) ions was established. The existence of two types of complex forms
in the system was observed: MHxL and ML(OH)x. Depending on the pH, different
coordination modes were observed in the obtained complex compounds. The types of
chromophores were determined by UV-Vis, EPR, and NMR spectroscopic studies. It was
observed that, at low pH values, coordination occurs through an oxygen atom derived from
the glucuronic acid molecule or phosphate group. As the pH increases, the nitrogen atom
in the ligand molecule is deprotonated and a coordination bond is formed with this donor
atom. Oxygen atoms derived from UDP phosphate residues also play an important role in
the coordination process. The bioassays carried out showed an increase in the biological
activity of the complex compounds tested against the free ligand. As the incubation time
increases, the biological activity of the tested compounds increases.
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